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RESUMEN



Resumen

Teniendo en cuenta las tendencias actuales de los consumidores en cuanto a
la ingesta de alimentos ricos en acidos grasos poliinsaturados (w-9, w-6 y w-3), fibra
dietética y antioxidantes con propiedades benéficas para la salud, para prevenir y/o
controlar el padecimiento de enfermedades cronicas (diferentes tipos de cancer,
enfermedades coronarias, colesterol, diabetes, obesidad, constipacion, apendicitis,
entre otras), la chia (Salvia hispanica L.) es un cultivo con importantes propiedades
nutritivas, cuyos componentes podrian contribuir en el desarrollo de alimentos
funcionales.

En este sentido, la semilla de chia y sus productos derivados (aceite, harinas
y mucilago) presentan altos niveles de acidos grasos poliinsaturados, principalmente
acido linolénico w-3 (aproximadamente 60%), antioxidantes (acidos clorogénico y
cafeico, miricetina, quercetina, kaempferol y flavonoles), vitaminas y minerales
(riboflavina, niacina, tiamina, calcio, fésforo, potasio, cinc y cobre) y fibra dietética
(alrededor de 50% de fibra dietética insoluble y 5% de fibra dietética soluble).

En funcién de las consideraciones realizadas, en este trabajo de Tesis se
propuso desarrollar el estudio de la obtencion y caracterizacion de la harina de chia
(residuo de la extraccion del aceite a partir de la semilla -prensado en frio y
extraccion solido-liquido-), de las fracciones ricas en fibra y en proteinas y del
mucilago, asi como la aplicacion de dichos subproductos en la elaboracién de
alimentos funcionales, con propiedades benéficas para la salud del consumidor.

En el Capitulo |, se presenta una introduccion sobre las caracteristicas de la
semilla de chia (Salvia hispanica L.) y sus componentes. Asimismo, se realiza una
breve resefia histérica de este cultivo y sus usos actuales. Por otra parte, se
describen las propiedades funcionales de la fibra dietética y de las diferentes fuentes
de hidrocoloides, con un enfoque especial en la funcionalidad de estos componentes
en la estabilizacion de emulsiones O/W.

El Capitulo I, se refiere a la obtencion y caracterizacion -fisicoquimica y
funcional- de las harinas residuales del proceso de extraccién de aceite de semillas
de chia (prensado en frio y extraccion solido-liquido), asi como de las fracciones
ricas en fibra y en proteinas obtenidas mediante la tamizacion de dichas harinas. Por
otra parte, se caracteriza la harina residual del proceso de extraccion sélido-liquido,
obtenida a partir de semillas con previa separacion del mucilago.



Resumen

En el Capitulo Il , se presenta la obtencion del mucilago de chia mediante
dos metodologias diferentes (Métodos | y II) asi como su caracterizacion
fisicoquimica y funcional. Ademas, se exhiben las imagenes microscopicas (SEM) de
las semillas con y sin mucilago, del proceso de exudacion del mucilago, del
mucilago liofilizado y de diferentes dispersiones del mismo en agua. Por otra parte,
se analiza el efecto de diferentes variables (concentracién de mucilago, temperatura,
pH, fuerza ionica y presencia de sacarosa) sobre las propiedades reoldgicas del
mucilago de chia (indices de consistencia y de comportamiento de flujo, tixotropia y
tan 8). Asimismo, se evalla el efecto del agregado de una sal monovalente (NaCl) o
divalente (CaCly) y del método de obtencidén del mucilago de chia (Métodos | y II)
sobre las propiedades reoldgicas del mismo.

En el Capitulo IV se estudia el efecto de la incorporacion de diferentes
niveles de mucilago de chia sobre la estabilidad de emulsiones O/W en funcion del
tiempo de almacenamiento refrigerado (4+1°C). Para ello, se realizd la
caracterizacion Optica de las emulsiones, la determinacién de la distribucion y el
tamafio de particulas y el comportamiento de flujo.

Finalmente, se exponen las Conclusiones generales obtenidas a partir de

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

1. La chia

1.1. Antecedentes generales

La chia (Salvia hispanica L.) es un cultivo autéctono de Mesoamérica con una
extensa historia agricola. Si bien ninguna fuente afirma de manera categorica 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, comunicacion personal).

Existen evidencias que demuestran que la semilla de chia fue utilizada como
alimento hacia el afio 3500 a.C., siendo cultivada en el Valle de México entre los
afios 2600 y 900 a.C. por las civilizaciones teotihuacanas y toltecas. Asimismo, fue
uno de los principales componentes de la dieta de los Aztecas junto con la quinoa, el
amaranto, el maiz y alguna variedad de porotos (Rodriguez Vallejo, 1992). La
importancia de estos cinco cultivos en la dieta azteca esta 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 produccion,
comercializacion y usos de la chia. La chia era utilizada como materia prima para la
elaboracion de medicinas, alimentos y pinturas, asi como en ofrendas a los dioses
durante las ceremonias religiosas (Sahagun, 1579). Las semillas eran tostadas y se
mezclaban con agua para consumirse como gachas (masa blanda medio liquida) o
bien se mezclaban con harina para hornear. El aceite se usaba en pinturas o como
emoliente y el mucilago como una pasta (ungiiento extendido en lienzo) aplicado en
heridas o para remover la suciedad del ojo (Ortiz de Montellano, 1978). Tenochtitlan,
la capital del Imperio Azteca, recibia entre 5000 y 15000 toneladas 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 civilizacién (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
también era conocida por este pueblo precolombino, el cual ocup6 una gran parte de
México, Guatemala, Honduras y El Salvador (Ayerza y Coates, 2005).

Cuando los conquistadores invadieron América, las tradiciones de los nativos
fueron suprimidas y la mayor parte de su agricultura intensiva y de su sistema de

comercializacion destruidos hasta casi su extincion. Muchos cultivos que habian
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tenido la mayor preponderancia en las dietas precolombinas fueron prohibidos por
los espafioles debido a su estrecha asociacion con los cultos religiosos y
reemplazados por especies exoticas (trigo, cebada, arroz, entre otras) demandadas
por los conquistadores (Soustelle, 1955; Engel, 1987). Asi, de los cinco cultivos
basicos de la dieta azteca, la chia y el amaranto perdieron sus lugares privilegiados
y casi desaparecieron, siendo los efectos de la persecucién espafiola mayores sobre
la chia.

Sin embargo, esta especie logré sobrevivir a la persecucion de los
conquistadores espafoles 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
montafosas de Guatemala. Actualmente, los descendientes de los Nahua y de los
Mayas utilizan este grano ancestral en una popular bebida denominada “agua fresca
de chia”, aunque su preparacion difiere de la realizada por los antiguos Mexicanos la
cual era consumida por razones étnicas o religiosas (Ayerza y Coates, 2005).

Durante muchos afos las semillas de chia fueron comercializadas solamente
en los mercados mexicanos. En 1965 la chia comenzé a estar disponible en
comercios dietéticos del sudeste de California y Arizona (Hicks, 1966) y hacia finales
de los aflos 1980s se comenz6 a comercializar como un alimento para mascotas
(Chia Pets), incrementandose la demanda de las semillas y posibilitando la venta
mayoritaria de su produccion.

En 1991 se inici6 el Proyecto Regional del Noroeste de Argentina, con el fin de
identificar y llevar a produccion comercial nuevos cultivos industriales, los que
pudieran ayudar a diversificar la produccion agricola e incrementar las ganancias de
los agricultores de dicha regién. Desde su comienzo, organizaciones privadas y
gubernamentales de los Estados Unidos y de Argentina han trabajado en este
proyecto en forma cooperativa. Durante el curso del mismo, la chia fue identificada
como la especie mas promisoria, siendo cultivada comercialmente (Ayerza y Coates,
2005).

Paralelamente, los resultados de las investigaciones cientificas acerca de los
efectos negativos de las grasas saturadas, los acidos grasos trans y el desbalance

entre los acidos grasos w-6 y w-3 en la dieta occidental, asi como los beneficios del
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consumo de &cidos grasos w-3 para prevenir la ocurrencia de enfermedades
cardiovasculares, depresion, cancer y otras patologias comenzaron a ser cada vez
de mayor interés. Asimismo, la informacién sobre la chia -fuente natural de este tipo
de &cidos grasos, antioxidantes y fibra dietética- acrecenté las expectativas en torno
a su cultivo. En virtud de ello, su uso como alimento comenz6 a expandirse fuera de
México (Ayerza y Coates, 2005). Actualmente, su cultivo se ha extendido a otras
areas como Australia y el Sudeste de Asia (Jamboonsri y col., 2012).

En base a lo expresado anteriormente, la ciencia actual permite explicar por
gué las antiguas civilizaciones consideraban a la chia un componente basico de su
dieta. La composicién quimica y el valor nutricional asociado le confieren un gran
potencial para incorporarla en los mercados alimenticios e industriales. A su vez,
esta informacion ha brindado una excelente oportunidad para desarrollar una
industria agricola capaz de ofrecer al mundo un “cultivo nuevo y antiguo a la vez”
(Ayerza y Coates, 2005).

1.2. Caracteristicas de la chia

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

S. hispanica es una planta herbacea anual de 1 a 1,5 m de altura, con tallos
ramificados de seccion cuadrangular, con pubescencias cortas y blancas. Las hojas
miden 8-10 cm de longitud y 4-6 cm de ancho, se encuentran opuestas con bordes
aserrados y de color verde intenso. Las flores son hermafroditas de un tono entre
violeta y celeste o blancas, pedunculadas y reunidas en grupos de seis 0 mas, en
verticilos sobre el raquis de la inflorescencia (Figura 1.1).

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

miden entre 1,5 a 2,0 mm de longitud (Ayerza y Coates, 2005) (Figura 1.2).
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Figura 1.1. Plantulas (izquierda) e Inflorescencias de Salvia hispanica L. (centro y
derecha)

Figura 1.2. Semillas de chia (Salvia hispanica L.) (4x) (Guiotto y col., 2011)

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

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

Elevacion T° , Precipitaciones C;C;o
Pais Localidad Latitud anual/estacion anuales/estacion .

(msnm) C) (mm) cultivo

(dias)

Argentina El Carril 25°05°S 1170 17,3/16,6 560/390 150
Bolivia Santa Cruz 17°43’S 437 24,6/22,8 1141/566 150
Colombia® La Unién 4° 32°N 920 24/23,8 1118/341 90
México® México 19° 00'N 2259 15,5/16,3 579/470 150
México Acatic 20° 55N 1680 18,5/- 700/553 150
Perg* Ica 14°05°S 396 21,1/20,4 3/1 150

! Discontinuo
% Promedio de la estacién de cultivo de la chia

Actualmente, a nivel comercial la chia se cultiva en Argentina, México, Bolivia,
Guatemala, Ecuador y Australia. En el afio 2008, “The Ord Valley”, en el extremo
noroccidental de Australia, fue el principal productor de semillas de chia del mundo,
con un area sembrada de 750 ha y una perspectiva de cultivo para 2009 de 1700 ha,
lo que representa dos tercios de su produccién mundial (Matt, 2008).

En paises donde las condiciones climaticas no permiten la realizacion del
cultivo a campo (Gran Bretafa), las semillas se siembran en un invernadero durante
los meses de marzo y abril. La germinacién usualmente tarda un lapso de dos
semanas Yy las plantulas se trasplantan cuando tienen la altura suficiente para ser
colocadas en macetas individuales y luego en tierra firme desde finales de la
primavera hasta principios del verano (Plants for a Future, 2002).

Debido a que es una planta sensible al fotoperiodo (longitud del dia), la
estacion de crecimiento depende de la latitud a la cual se realice el cultivo. Por
ejemplo, un cultivar sembrado en La Union (Valle del Cauca, Colombia) presenta un
ciclo de cultivo de 90 dias, mientras que la duracion del ciclo del mismo cultivar
sembrado en EIl Carril (Salta, Argentina) es de 150 dias. A mayores latitudes, como
Choele-Choel (39°11°S, Argentina) y Tucson (32°14 "N, Estados Unidos) la chia no
produce semillas ya que la planta muere por la ocurrencia de heladas antes del fin
de la floracion (Coates y Ayerza 1996, 1997, 1998). En Argentina es un cultivo
estival, el cual se circunscribe a las provincias del noroeste -NOA- (Jujuy, Salta,
Tucumén, Catamarca y Santiago del Estero).
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El rendimiento promedio de esta especie en plantaciones comerciales es de
alrededor de 500 - 600 kg/ha, aunque se han logrado obtener hasta 1260 kg/ha
(Coates y Ayerza, 1998). En parcelas experimentales de la provincia de Salta, con la
implementacion de riego vy fertilizacion nitrogenada, se han registrado rendimientos
de 2500 kg/ha.

La fecha de siembra ha influenciado la produccion en el noroeste argentino,
abordando la misma desde mediados de enero hasta principios de marzo, siendo
optima la primera quincena de febrero. La temperatura, la luz, el tipo de suelo y la
nutricion de las plantas afectan tanto la cantidad como la calidad del aceite
contenido en la semilla de chia. Asi, se ha registrado una correlacion negativa entre
las temperaturas medias y el contenido del acido graso a-linolénico de la semilla de
chia formada a principios de abril y a fines de mayo (Ayerza, 1995). Es probable que
las altas temperaturas reduzcan la formacion del acido graso a-linolénico, tal como
ocurre en otras oleaginosas segun lo informado por Howell y Collins (1957).
Ademas, la etapa de desarrollo de la planta puede contribuir a diferencias en la

composicion quimica de la semilla (Peiretti y Gai, 2009).

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

La Tabla 1.2 muestra la composicion de las semillas de chia y la
correspondiente a los cinco cereales de mayor importancia a nivel mundial (arroz,
cebada, avena, trigo, maiz). En la misma puede observarse que el contenido de
proteinas, lipidos, fibra y energia de la semilla de chia es mayor que los presentes
en los demas cultivos. Ademas, si bien la chia es conocida principalmente como una
importante fuente de acidos grasos w-3, también contiene otros compuestos de
importancia a nivel nutricional. Por otra parte, en la Tabla 1.3 se presenta la
composicién quimica de la semilla de chia comparada con cultivos que actualmente
estan siendo revalorizados. Puede observarse que la semilla de chia presenta un
contenido de proteinas similar al de sésamo y un tenor de lipidos semejante al de
lino y cartamo (Elleuch y col., 2007; Bozan y Timelli, 2008; Ixtaina, 2010). Por otra
parte, cabe resaltar que la chia presenta un nivel de ambos componentes superior a

los de quinoa y amaranto (Ruales y Nair, 1992; Loubes y col., 2012).
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Tabla 1.2. Energia y composicion centesimal correspondiente a diversos granos

Grano Energia Proteinas Lipidos  Carbohidratos Fibra Cenizas
kcal/100g %
Arroz* 358 6,5 0,5 79,1 2,8 0,5
Cebada’ 354 12,5 2,3 73,5 17,3 2,3
Avena' 389 16,9 6,9 66,3 10,6 1,7
Trigo* 339 13,7 2,5 71,1 12,2 1,8
Maiz* 365 9,4 4.7 74,3 3,3 1,2
Chia*® 550 19-23 30-35 9-41 18-30 4-6

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

Tabla 1.3. Composicion proximal correspondiente a diversos cultivos (% b.s.)

Grano Proteinas Lipidos Carbohidratos + fibra Cenizas
Quinoa® 14,1 9,7 72,5 3,4
Amaranto? 16,2 7,9 71,5 3,3
Sésamo® 25,8 52,2 22,7 4,7
Cartamo*’ 12,6 27,5 51,9 1,9
Lino* 17,9 33,6 38,1 3,9
Chia® 29 32 34 5

'Ruales y Nair (1992); ’Loubes y col. (2012); *Elleuch y col. (2007); *Bozan y Timelli (2008); ®|xtaina
(2010)

1.3.1. Contenido de aceite y composicion de acidos grasos

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

Actualmente, se disponen en el mercado de cuatro fuentes de acidos grasos
w-3. Las dos mas importantes en cuanto a su volumen de produccion son las
asociadas al pez “menhaden” (Brevoortia tyrannus) y la semilla de lino, mientras que
las restantes estdn constituidas por la semilla de chia y las algas marinas. La
Tabla 1.4 muestra la composicion acidica de dichas fuentes. De estas cuatro

materias primas, el lino (Linnum usitatissimum L.) y la chia son los cultivos agricolas
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que presentan la mayor concentracion de &cido a-linolénico (Ayerza, 1995; Oomah y
Kenasehuk, 1995; Coates y Ayerza, 1996). Las otras dos fuentes son de origen
marino y contienen principalmente DHA y EPA (acidos docosahexanoico y

eicosapentanoico, respectivamente), ambos acidos grasos w-3 de cadena larga.

Tabla 1.4. Composicion acidica de diversas fuentes de acidos grasos ricos en w-3
(Adaptada de Ayerza y Coates, 2005)

Acido graso (% del total de &cidos grasos)

Aceite 140 160 164' 180 181° 182° 183" 204° 205° 225° 226°
Pez 80 152 105 7.8 145 21 15 12 132 49 86
“Menhaden”
Algas 42 145 276 08 54 23 17 47 2717 - ;
Chia - 69 - 28 66 190 638 - ; ; ;
Lino - 55 - 14 195 150 575 - ; ; ;

14:0: &cido miristico; 16:0: acido palmitico; 16:1: acido palmitoleico; 18:0: acido esteérico; 18:1: acido
oleico; 18:2: acido linoleico; 18:3: acido a-linolénico; 20:4: araquiddnico; 20:5: acido eicosapentanoico
(EPA); 22:5: docosapentanoico (DPA); 22:6: 4cido docosahexanoico (DHA); ! w-7; ? w-9; *w-6; * w-3

Cabe sefalar que los aceites de chia, lino y algas marinas -especies
vegetales- se diferencian del obtenido a partir del pez “menhaden”, especialmente
en que este Ultimo contiene cantidades apreciables de colesterol (521 mg/100g)
(United States Department of Agriculture, 2002).

Los efectos benéficos del pescado han recibido mucha atencién, dado que la
evidencia cientifica muestra que los acidos grasos EPA y DHA pueden incidir en la
reduccion del riesgo de ocurrencia de enfermedades cardiovasculares (Song y col.,
2000). No obstante, es necesario considerar que dichos acidos grasos se oxidan
mas rapidamente que los acidos linoleico, a-linolénico y araquidénico, originando
productos de oxidacion con implicancias desde el punto de vista toxicologico (Freese
y Mutanen, 1997).

Por otra parte, en lo que respecta al enriquecimiento de alimentos con &cido
graso w-3, la chia presenta la ventaja de no aportar el caracteristico “olor a pescado”
-lo que la diferencia de las otras fuentes previamente mencionadas- y a su vez,

presenta un menor contenido de sodio (Ayerza y Coates, 2005).

1.3.2. Contenido de proteinas y composicién de aminoacidos
La chia posee un contenido de proteinas que oscila entre 19 y 23% (ver
Tabla 1.2), el cual es mayor que el asociado a los cereales tradicionales tales como
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trigo, maiz, arroz, avena y cebada (Ayerza y Coates, 2005), presentando como
ventaja adicional el no contener gluten, motivo por el cual ha sido aprobada por la
Asociacion Celiaca Argentina como apta para su uso en pacientes celiacos.

Los aminoacidos de las proteinas de la chia se muestran en la Tabla 1.5.
Como puede observarse, las proteinas de chia presentan un adecuado perfil de
aminoacidos esenciales. Entre ellos, puede destacarse el contenido de lisina, asi
como los tenores de metionina y cistina los cuales son mayores que los presentes
en las proteinas de otras semillas oleaginosas (Ting y col., 1990). Se ha demostrado
qgue la chia puede incorporarse a la dieta humana junto con otros granos a fin de
producir un balance de proteinas mas equilibrado (Ayerza y Coates, 2011).

Tabla 1.5. Contenido de aminoacidos correspondientes a hidrolizados de proteinas

de semillas de chia (Ayerza y Coates, 2005)

Aminoacido g/16 g N Aminoacido g/16 g N

Acido aspartico 7,64 Isoleucina 3,21
Treonina 3,43 Leucina 5,89
Serina 4,86 Triptéfano -
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
Cistina 1,47 Arginina 8,90
Metionina 0,36 Prolina 4,40
Total 80,64

1.3.3. Vitaminas y minerales

La semilla de chia es una buena fuente de vitaminas B (Tabla 1.6).
Investigaciones recientes muestran que el bajo nivel de vitamina B en sangre esta
asociado al aumento del 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 (vitamina B3) 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 (vitamina B1) y de riboflavina (vitamina B2) son similares
a las del arroz y el maiz, aunque menores que las de soja y cartamo (Ayerza y
Coates, 2005).

10
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Tabla 1.6. Contenido de vitaminas y minerales presentes en semillas de chia y en
harina residual desgrasada

Semilla de chia

Nutriente . _ 5
Entera 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 - 29
Zinc 3,7 8,5
Vitaminas (mg/100g)

Niacina 6,13 11,30
Tiamina 0,18 0,79
Riboflavina 0,04 0,46
Vitamina A 441U -

YInstituto Nacional de Alimentos (2003); % Brown (2003)

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

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

1.3.4. Fibra

El analisis comparativo del contenido de fibra de las semillas de chia
(18-30%) respecto al de otros cereales, permite apreciar que la chia tiene 1,6; 2,3;

11
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2,6; 8,3 y 9,8 veces mas contenido de fibra dietética que la cebada, trigo, avena,
maiz y arroz, respectivamente (ver Tabla 1.2). El contenido de fibra en la harina
residual de chia -luego de la extraccion de aceite- representa alrededor de un 40%,

del cual un 5% corresponde a fibra soluble, denominada mucilago.

1.3.5. Antioxidantes

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

Vazquez-Ovando y col. (2009) obtuvieron una fraccion de harina de chia rica
en fibra (FRF) y evaluaron su actividad antioxidante, la cual fue de 488,8 mmol
equivalentes Trolox (TE)/g, valor similar al informado para el salvado de sorgo con
alto contenido de taninos (Awika y col., 2003), mayor que el de algunos granos de
trigo (Igbal y col., 2005) y la mitad del 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 la quercetina, la cual es uno de los compuestos

mas potentes y estables (Huang y col., 2005).

Tabla 1.7. Concentracion 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 cinamicos

Acido cafeico 6,6 x 103

Acido clorogénico 7,1x10%
Extracto hidrolizado
Flavonoles

Miricetina 3,1x10°3

Quercetina 0,2x 103

Kaempferol 1,1x10°
Acidos cinamicos

Acido cafeico 13,5x 10°

12
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1.4. Aspectos legislativos y usos actuales

Mediante las Resoluciones Conjuntas 201 y 567/2008 se realiz6 una
modificacion del Articulo 896 bis, a fin de incorporar la semilla de chia en el Cadigo
Alimentario Argentino (CAA). En dicho articulo, se denomina semillas de chia a las
semillas sanas, limpias y bien conservadas de Salvia hispanica L., de color marrén
oscuro, tamafio muy pequefio y de buena fluidez, con aroma suave, agradable y
propio de la semilla. El maximo contenido de agua permitido (determinado a 100-
105°C) es de 7%, con un minimo de 33% de materia grasa, menos de 0,5% de
semillas dafiadas y libres de insectos vivos. Las semillas no deben contener méas 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 otras
impurezas de origen animal no deben superar el 0,1% (Cddigo Alimentario
Argentino, 2008).

En el afio 2009, se incorpord al CAA el Articulo 1407 bis, en el cual se incluyo
con la denominacion de harina de chia al producto proveniente de la molienda de la
semilla de chia (Salvia hispanica L.), debiendo presentar esta Ultima caracteristicas
de semilla sana, limpia y bien conservada, que haya sido sometida a prensado para
la remocién parcial o practicamente total del aceite que contiene. En el mismo, se

tienen en cuenta dos tipos de harina de chia, segun lo especificado en la Tabla 1.8.

Tabla 1.8. Composicion de diversos tipos de harina de chia autorizadas en el 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 méax. (%) 35 52
Cenizas (500-550 °C) max. 5 6

En el mismo afio, mediante Resoluciones Conjuntas 76 y 391/2009

Modificacion (06/2009), se autorizd el uso de aceite de chia exclusivamente en

13
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suplementos dietarios, en los términos del Articulo 1381 del Cdédigo Alimentario
Argentino (CAA).

A nivel internacional, la semilla de chia es considerada como un suplemento
dietario por la FDA (Food and Drug Administration). En este sentido, en el afio 2009,
quedo autorizada en el mercado comunitario (Unidn Europea) la comercializacién de
semillas de chia (S. hispanica) y semillas de chia trituradas, para ser utilizadas como
un nuevo ingrediente alimentario en productos de panaderia con un contenido
maximo de semillas de chia del 5% (Comision de las Comunidades Europeas,
2009). Ademas, la industria alimentaria de diversos paises, incluyendo Reino Unido,
Canada, Chile, Australia, Nueva Zelanda y México, utilizan la semilla de chia o su
aceite en la elaboracion de productos tales como cereales para el desayuno, jugos
de frutas, tortas, yogur, entre otros (Borneo y col., 2010).

Las ventajas nutricionales de la chia descriptas en los diversos trabajos
cientificos previamente citados asi como la comercializacién de productos que la
incluyen como ingrediente alimentario estan en creciente avance a nivel mundial.
Actualmente, es posible encontrar semillas de chia en alimentos destinados al
consumo humano y animal, utilizandola en la elaboracién de panes, galletitas, barras
energéticas, suplementos dietarios, bebidas energéticas y aceite. Ademas, se han
logrado obtener productos de origen animal enriquecidos con w-3, tales como
huevos, pollo, carne bovina, chorizo, jamon, leche y quesos, los cuales presentan
atributos sensoriales aceptables por parte del consumidor (Antruejo y col., 2011,
Langman y col., 2006; Ramirez, 2009; Salazar-Vega y col., 2009; Salvador-Vega y
col., 2010).

2. Fibra dietética

2.1. Definicion

La importancia que ha adquirido el consumo de fibra dietética (FD) en los
ultimos afios, ha llevado a la industria alimentaria al desarrollo de nuevos alimentos,
mas saludables y con un alto contenido de fibra dietética, vitaminas y bajo tenor de
colesterol (Saenz y Gasque, 1999; Saura-Calixto y Jiménez-Escrig, 2001).

La relacibn entre la ingesta de FD vy enfermedades crbnicas vy
gastrointestinales ha sido analizada por Trowell (1972), quién asociéo una baja

prevalencia de enfermedades cardiovasculares en los paises africanos en
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comparacion con los paises europeos y americanos, debido a la diferencia en su
alimentacion dada por la ingesta de granos refinados y enteros, respectivamente.
Muchos estudios epidemiologicos indican que la fibra dietética reduce el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad, cancer de colon y otra
diversidad de enfermedades. Por ello, la importancia de aumentar el consumo de
alimentos ricos en fibra (Lee y col., 1992).

Asi se han realizado estudios focalizados en la relacion existente entre la
ingesta de granos enteros y la disminucion de padecer enfermedades cronicas
(Seal, 2006). La fraccion de polisacaridos de los cereales estd asociada con una
cierta cantidad de compuestos fendlicos, surgiendo asi el concepto de fibra dietética
antioxidante (FDA) (Jiménez-Escrig y col., 2001; Martinez Tome y col., 2004; Saura-
Calixto, 1998; Yu y col., 2002). En alrededor del 95% de los granos, los compuestos
fendlicos se encuentran ligados a la pared celular de los polisacéaridos. En otras
especies vegetales, éstos también pueden estar ligados a pectinas y a otras
estructuras de polisacaridos (Ishii, 1997; Jiménez-Escrig y col., 2001; Saura-Calixto y
Diaz-Rubio, 2007).

Ahora bien, no existe una definicidn universal ni tampoco un método analitico
gue permita determinar todos los componentes alimentarios que ejercen los efectos
fisiologicos de la fibra. Segun Rojas Hidalgo (1976), “la fibra no es una sustancia
sino un concepto, mas aun, una serie de conceptos diferentes en la mente del
botanico, quimico, fisidlogo, nutridlogo o gastroenterélogo”. Tras la definiciébn de
Trowell y col. (1976) se han considerado fibra dietética a los polisacéridos vegetales
y a la lignina, los cuales son resistentes a la hidrolisis por las enzimas digestivas del
ser humano.

A medida que han ido aumentando los conocimientos sobre la fibra tanto a
nivel estructural como en sus efectos fisioldgicos, se han dado otras definiciones que
amplian dicho concepto.

La American Association of Cereal Chemists (2001) define: “la fibra dietética
es la parte comestible de las plantas o hidratos de carbono analogos que son
resistentes a la digestion y absorcion en el intestino delgado, con fermentacion
completa o parcial en el intestino grueso. La FD incluye polisacéaridos,

oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas de las plantas. La FD promueve
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efectos fisioldégicos beneficiosos como laxante y/6 atenla los niveles de colesterol
y/6 glucosa en sangre”.

En sintesis, podemos decir que son sustancias de origen vegetal, hidratos de
carbono o derivados de los mismos, excepto la lignina, que resisten la hidrélisis por
parte de las enzimas digestivas humanas y llegan intactos al colon donde algunos
pueden ser hidrolizados y fermentados por la flora coldnica.

2.2. Clasificacion de la fibra dietética
La fibra dietética puede clasificarse como soluble e insoluble de acuerdo a su

comportamiento en medio acuoso.

2.2.1. Fibra dietética soluble (FDS)

La fibra soluble en contacto con agua forma un reticulo donde ésta queda
atrapada, dando lugar a soluciones de gran viscosidad. Los efectos derivados de la
viscosidad de la fibra son los responsables de sus acciones sobre el metabolismo
lipidico, hidrocarbonado y en parte de su potencial anticarcinogénico. Dada la
capacidad de la FDS de formar geles, tiene la propiedad de retardar la evacuacion
géastrica, lo que a su vez hace mas eficiente la digestion y absorcion de los
alimentos, generando una mayor sensacién de saciedad (Tiwary y col.,, 1997).
Dentro de este grupo se encuentran gomas, mucilagos, algunas pectinas, ciertos

tipos de hemicelulosas y polisacaridos solubles.

2.2.2. Fibra dietética insoluble (FDI)

Las fibras insolubles son capaces de retener el agua en su matriz estructural
formando mezclas de baja viscosidad, lo cual produce un aumento del volumen de la
masa fecal, acelerando el transito intestinal. Estas fibras incluyen celulosa, lignina y
algunas fracciones de hemicelulosa (Escudero Alvarez y Gonzélez Sanchez, 2006).

Por otra parte, existe una gran variedad de componentes no convencionales
asociados a la fibra dietética, los cuales por su baja digestibilidad pueden contribuir
con propiedades semejantes. En este sentido, su inclusiéon dentro de la fibra es
motivo de controversia, tal es el caso de los taninos, ceras, glicoproteinas,
minerales, compuestos de Maillard, quitina y formas provenientes del metabolismo

digestivo del hombre (polidextrosas) (Pak, 1996).
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La naturaleza quimica de la FD varia entre las diferentes capas de una
semilla. Generalmente, en los cereales las capas externas son ricas en FDI mientras
que la fraccion de FDS es mayor cerca del endospermo. Por lo tanto, los procesos
de molienda pueden ser modulados para obtener fracciones ricas en FD y también

para incrementar la relacion de FDS/FDI (Vitaglione y col., 2008).

2.3. Propiedades funcionales de la fibra dietética

Denominadas asi por su posible asociacion con efectos fisiologicos benéficos
en el organismo, conocidas también como propiedades fisicoquimicas por su
dependencia con la estructura quimica de los polisacaridos constituyentes y la
influencia de factores como el tamafio de particulas, pH, temperatura y fuerza iénica

(Fleury y Lahaye, 1991), estas propiedades son:

2.3.1. Degradacién bacteriana

La FD no puede ser degradada enziméticamente por el intestino delgado de
los mamiferos. Sin embargo, es fermentable en distinto grado en el intestino grueso.
Por ejemplo, pectinas, mucilagos y gomas resultan ser completamente degradados,
mientras que la celulosa, lo es sdlo parcialmente (Ruiz-Roso y col., 2001; Valenzuela
y Maiz (2006). El grado de degradacion bacteriana tiene varias consecuencias
importantes:
- las cadenas cortas de acidos grasos producidas pueden influenciar las
respuestas fisioldgicas de la fibra (Pomare y col., 1985),
- los procesos de fermentacion pueden producir una disminucién del pH del
intestino grueso y afectar el metabolismo microbiano,
- las células bacterianas pueden contribuir significativamente al peso de la

materia fecal y por consiguiente, al volumen de la materia fecal.

2.3.2. Capacidad de retencion de agua (CRA)

La CRA expresa la cantidad maxima de agua que puede ser retenida por
gramo de material seco en presencia de agua y bajo la accion de una fuerza patron
y que se encuentra en equilibrio con el medio de potencial quimico conocido
(Schneeman, 1989; Thibaut y col., 1992).

La capacidad que tiene la FD para retener agua es de suma importancia, en

relacion con la formulacion y el procesamiento de alimentos altos en fibra, ya que de
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esta propiedad depende en gran medida el nivel maximo de incorporacion de la
misma (Zambrano y col., 2001).

La CRA esta influenciada por la naturaleza de la matriz fibrosa y por la forma
en como se encuentra ligada a las moléculas de agua (Fleury y Lahaye, 1991). Es
importante por su grado de asociacion con efectos saciantes, el aumento del tamafio
del bolo alimenticio, el peristaltismo intestinal y los incrementos del volumen y el
peso de las heces, ademas de su efecto laxante (Danisco, 2003; Duque y col.,
1998). La hidratacion de las fibras resulta en la formacion de un gel por lo tanto, la
difusién de nutrientes para su absorcién puede disminuir debido a la particion de los
mismos entre el gel y el medio acuoso del intestino, asi como por el aumento de la
viscosidad del contenido fecal.

Cabe senalar que las pectinas, mucilagos y algunas hemicelulosas poseen

una gran capacidad de retencién de agua (Dello Staffolo, 2003).

2.3.3. Capacidad de absorcion de agua (CAb)

La CAb se define como la cantidad de agua que una fuente de fibra es capaz
de absorber cuando se la coloca en un exceso de agua. Esta propiedad es
importante por ejemplo, en procesos tales como la extrusion, en el que el material
gue se somete al proceso es humectado antes o durante el mismo.

En algunas ocasiones y dependiendo de la composicion de la fibra no es
posible distinguir entre CAb y CRA ya que el material retiene casi la totalidad del

agua absorbida (Robertson y col., 1981; Chen y col., 1984).

2.3.4. Capacidad de adsorcion de agua (CAd)

Esta propiedad considera el comportamiento termodinamico de las fibras en
términos de los principios de sorcion, donde las isotermas se basan en el equilibrio
de vapor de agua del medio con respecto al alimento. Esta capacidad no puede ser
relacionada con la CRA y la CAb, debido a que la forma en la que el agua es
adsorbida en sitios activos es diferente a la absorcién, pero si es importante su
determinacion en relacion a la estabilidad y cambios deteriorativos de la fuente de

fibra durante el almacenamiento (Wallingford y Labuza, 1983; Cadden, 1988).

18



Capitulo 1 Introduccion general

2.3.5. Capacidad de absorcion de moléculas organicas (CAMO)

Se refiere a los acidos biliares, colesterol y ciertos compuestos toxicos
(drogas, agentes carcinogénicos y mutagénicos). Algunos tipos de fibra ayudan a
eliminar acidos biliares, incrementando la excrecion de los mismos a travées de la
materia fecal. La capacidad de incrementar la excrecion de &cidos biliares en las
heces ha sido correlacionada con la disminucién de colesterol en plasma, por efecto
de ciertos polisacéaridos no celuldsicos solubles, tales como las pectinas y la goma

guar (Zambrano y col., 2001).

2.3.6. Intercambio de cationes

La reduccién de la disponibilidad de minerales y la absorcion de electrolitos
asociado con algunas dietas ricas en fibra, son indudables debido a la union de
minerales y electrolitos a la matriz de la misma. El nimero de grupos carboxilo libres
en los residuos de azucar y el contenido de acido urénico de los polisacaridos
parece estar relacionado con las propiedades de intercambio de cationes de las
fibras (Olds Schneeman, 1986).

3. Hidrocoloides

Los hidrocoloides son polimeros de alto peso molecular (polisacaridos y
proteinas) que tienen una gran afinidad por el agua donde se dispersan y forman
soluciones coloidales. En la actualidad, los hidrocoloides son comunmente
empleados en una diversa variedad de sectores industriales como ingredientes con
funciones espesantes y gelificantes de soluciones acuosas, estabilizantes de
espumas, emulsiones y dispersiones, agentes inhibidores del crecimiento de
cristales, liberacion controlada de sabores, encapsulantes, formadores de peliculas y
modificadores de textura (Williams y Phillips, 2000; Koocheki y col., 2009a). Si bien
estos compuestos no influyen directamente en el sabor y en el gusto de los
alimentos, son muy efectivos en la formacion de geles, la retencion de agua y de
aromas (Bai y col., 1978; Speers y Tung, 1986).

Los hidrocoloides cumplen un papel muy importante en la aceptabilidad
general de alimentos ya que mejoran la sensacion bucal y aumentan la estabilidad
fisica de los mismos. Dichos compuestos son incorporados en una amplia gama de

formulaciones de alimentos, especialmente para evitar procesos fisicos no deseados
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tales como la cristalizacion y la separacion gravitacional, los que podrian ocurrir
durante el transporte y almacenamiento de los mismos e incidir en la aceptacion de
los alimentos por parte del consumidor (Osman, 1975; Morley, 1983; Walker, 1983;
Houska y col., 1998).

Cabe sefalar que el uso de hidrocoloides en la industria alimentaria ha tenido
un gran incremento en las ultimas décadas. Si bien los mismos se incorporan en
concentraciones inferiores al 1%, su presencia tiene una gran influencia en las
propiedades texturales y organolépticas de los productos alimenticios.

Los cambios en el estilo de vida moderna, la creciente concientizacion sobre
la vinculacion entre el tipo de dieta y la salud, junto con las nuevas tecnologias
productivas, han conducido a un rapido crecimiento en la industria de alimentos
“listos para consumir”, productos novedosos y en el desarrollo de formulaciones con
un alto contenido de fibra y bajo contenido de grasas. Estos cambios han sido la
causa de un crecimiento en el mercado de los hidrocoloides que a principios del
siglo XXI alcanz6 alrededor de U$S 4.4 billones anuales con un volumen total de
260.000 toneladas (Williams y Phillips, 2000).

Ahora bien, las propiedades fisicas de los hidrocoloides son afectadas por las
diversas fuentes de obtencién, los métodos de preparacién, el procesamiento
térmico, asi como las condiciones de pH, contenido de sal y temperatura en el
alimento Todos los hidrocoloides interactian con el agua, reduciendo su difusion.
Generalmente, los hidrocoloides neutros son menos solubles mientras que los
polielectrolitos son mas solubles. El agua puede ser retenida por puentes de
hidrogeno, por estructuracion de la misma o bien localizarse dentro de los espacios
intra e intermoleculares. En las interacciones entre los hidrocoloides y el agua se
establece un balance reversible entre la pérdida de entropia y la ganancia de
entalpia, pero el proceso puede ser limitado desde el punto de vista cinético y la red
Optima no llegar a alcanzarse (Chaplin y Kennedy, 1994). Los hidrocoloides pueden
exhibir un gran nimero de conformaciones en solucién. Asi, hidrocoloides de alto
peso molecular, conformacionalmente rigidos, presentan esencialmente superficies
estaticas, lo que favorece una estructuracion extensiva en el agua que los rodea. La
atraccion de las moléculas de agua afecta la textura y las caracteristicas de

procesamiento, previene la sinéresis, lo cual puede tener un efecto econdmico
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sustancial. Ademas, los hidrocoloides pueden proveer agua para aumentar la
flexibilidad (plasticidad) de otros componentes del alimento.

Por otra parte, muchos hidrocoloides pueden formar geles. Los geles son
redes que contienen agua liquida aunque presentan un comportamiento tipo solido
dependiente de la concentracion de las macromoléculas. Su dureza y fragilidad
estan asociadas a la estructura del hidrocoloide presente. Los hidrocoloides gelan
cuando los puentes de hidrégeno intra e intermoleculares son favorecidos lo
suficiente, con respecto a los puentes de hidrégeno formados con las moléculas de
agua para superar el costo entropico (Stephen y col.,, 2006). A menudo, los
hidrocoloides exhiben un delicado balance entre hidrofobicidad e hidrofilicidad. Los
hidrocoloides extendidos tienden a formar una red a mas altas concentraciones y las
moléculas similares pueden envolverse una alrededor de la otra (formando zonas de
uniones tipo hélice) sin pérdida de uniones puente de hidrogeno, reduciendo la
heterogeneidad conformacional y minimizando la superficie hidrofébica de contacto
con el agua. En esas circunstancias puede necesitarse la formacion de un nimero
minimo de uniones para superar el efecto entropico y formar una union estable.
Cuando las zonas de unién crecen lentamente, las interacciones eliminan agua y
puede aparecer la sinéresis (Whistler, 1993).

Los hidrocoloides pueden estabilizar las emulsiones principalmente por un
aumento de la viscosidad y también pueden actuar como agentes emulsificantes. En
particular, la interaccion electrostatica entre hidrocoloides polisacaridos i6nicos y
proteinas puede aumentar la capacidad emulsificante aportando una estabilidad
considerable, mientras se mantengan niveles de pH y fuerza idnica apropiados. La
desnaturalizacion de las proteinas también puede mejorar la capacidad emulsificante

asi como la estabilidad de la emulsion.

3.1. Factores que afectan el comportamiento de los hidrocoloides

Dentro de los principales factores que afectan las propiedades de los
hidrocoloides pueden mencionarse: el peso molecular, los monémeros involucrados
en la cadena principal, el tipo de ramificaciones y la distribucion de estas
ramificaciones laterales (Kuntz, 1999; Hoefler, 2001).

El peso molecular esta basicamente relacionado con la longitud de la cadena.

Asi por ejemplo, un hidrocoloide lineal que ocupa determinado volumen y se
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distribuye homogéneamente en solucidon acuosa, si se duplica la longitud de la
cadena, la molécula ocupara ocho veces el volumen inicial, con lo cual sera ocho
veces mas probable que colisione con moléculas adyacentes. Estas colisiones e
impedimentos estan relacionados con la resistencia al flujo y consecuentemente, con
la viscosidad de la solucion (Hoefler, 2001).

La secuencia de mondmeros influye sobre la estabilidad frente a cambios en
el pH de la solucion o en la capacidad espesante o de gelacion en sistemas
alimenticios (Hegenbart, 1993). Con respecto a este ultimo aspecto, cabe mencionar
la influencia de la composicion de las cadenas laterales del polimero. Estas Gltimas
pueden variar ampliamente en tamafo y propiedades espesantes o de gelificacion.
En el caso de las pectinas o los carragenanos, las cadenas de ramificacion son
pequefias involucrando un grupo carboxilo o sulfato, respectivamente. Sin embargo,
los galactomananos o la goma xantica por ejemplo, presentan polisacaridos
complejos como cadenas laterales, los cuales les confieren caracteristicas diversas.

Otro de los factores que influyen en las propiedades de los hidrocoloides es la
forma en que se distribuyen las cadenas laterales en las moléculas (Kuntz, 1999). La
distribucion de estos sustituyentes puede afectar caracteristicas tan diversas como
la solubilidad en agua del hidrocoloide o las propiedades de sinergismo con otros
polisacaridos en solucién. Las ramificaciones pueden presentarse uniformemente
distribuidas en el esqueleto de la molécula o de manera aleatoria. Asi, si la
distribucion se registra de modo no homogéneo, aparecen zonas “lisas” donde la
cadena principal se encuentra escasamente sustituida y zonas “ramificadas” donde
se concentra la mayor parte de las cadenas laterales. Un ejemplo de esta
distribucion irregular se observa en la mayoria de los galactomananos, los cuales
presentan un mayor o menor grado de uniformidad en la sustitucion dependiendo del
hidrocoloide, lo que conlleva a que exhiban distintas propiedades especificas
(Hegenbart, 1993; Hoefler, 2001; Sikora y Kowalski, 2007).

3.2. Clasificacion de los hidrocoloides

En la Tabla 1.9 se presentan los hidrocoloides de mayor importancia

comercial clasificados de acuerdo a su origen.
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Tabla 1.9. Clasificacion de los principales hidrocoloides de acuerdo a su origen

Arboles celulosa

Gomas exudadas de plantas goma arabiga, goma karaya, goma tragacanto

Botanico Planta almidén, pectinas, celulosa
. oma guar, garrofin, goma tara, goma
Semillas 9 .g 9 g g
tamarindo
Tubérculos goma “konjac”
Algas rojas agar, carragenanos
Algas
Algas marrones alginato
_ _ goma xantica, dextrano, goma “gellan”,
Microbiano celulosa
) gelatina, caseinato, quitosano, proteina de
Animal

suero

3.2.1. Hidrocoloides exudados de plantas

Corresponden al grupo de gomas mas antiguos; casi todas las familias de
plantas presentan alguna especie que exuda gomas, pero solo algunas lo hacen de
modo abundante como para permitir su recoleccion. Alrededor del 10-15% de las
gomas comercialmente disponibles corresponden a este grupo. En general, son
arbustos o pequefios arboles los que producen este tipo de gomas, siendo las
mismas recogidas manualmente y clasificadas en diferentes grados de pureza.
Debido a los escasos tratamientos que requieren previo a su comercializaciéon, es
uno de los grupos de gomas de menor costo en la actualidad y esto les confiere una

ventaja competitiva en el mercado (Williams y Phillips, 2000).

3.2.2. Hidrocoloides derivados del almiddn y la celulosa

Tanto el almidon como la celulosa se encuentran disponibles en una diversa
cantidad de plantas y suelen ser buenas materias primas para el desarrollo de
distintas gomas. Mediante tratamientos térmicos, de oxidacion o derivatizaciones es
posible el desarrollo de hidrocoloides adecuados para cada tipo de aplicacion. Si

bien el costo de las materias primas resulta relativamente bajo, los procesos de
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modificacion pueden llegar a ser demasiados complejos, lo que elevaria su precio e
incidiria negativamente a nivel comercial.

Si bien existen numerosos derivados obtenidos por modificaciones quimicas
de la celulosa natural, s6lo unos pocos éteres de celulosa han encontrado aplicacion
en la industria alimentaria. Los derivados mas comunmente usados son la
carboximetilcelulosa, metilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa. Estos dos ultimos
son muy empleados debido a la capacidad de formar geles termorreversibles y a sus

propiedades interfaciales (Sarkar y Walter, 1995; Kobayashi y col., 1999).

3.2.3. Hidrocoloides provenientes de semillas

Muchas semillas contienen polisacéridos de reserva diferentes del almidén y
algunas se cosechan para obtener varias de las gomas disponibles en el mercado.
Las gomas mas antiguamente conocidas son las del membrillo, psyllium, lino y
garrofin, teniendo algunas de ellas relevancia en la actualidad. La mayoria provienen
de plantas anuales, las cuales pueden ser cosechadas de manera similar al resto de
los cultivos. Una de las gomas mas importantes dentro de este género es la goma
guar, cuyo cultivo era conocido desde principios del siglo XX. No obstante, recién en
la década de 1940 comenz6 a emplearse para obtener su hidrocoloide,
convirtiéndose el mismo en uno de los mas importantes del mercado (Williams y
Phillips, 2000).

3.2.4. Hidrocoloides provenientes de algas

Este tipo de hidrocoloides comprenden tres grupos principales: alginatos
(derivados del acido alginico), agar y carragenanos. Los primeros se extraen sélo a
partir de algas marrones, mientras que los otros dos se encuentran Unicamente en
algas rojas. El proceso de extraccion es relativamente simple permitiendo la
remocién de una gran cantidad del peso seco de las algas y la obtencion de un

producto relativamente puro (Williams y Phillips, 2000).

3.2.5. Hidrocoloides de origen microbiano

Existe una amplia variedad de microorganismos capaces de producir
polisacéaridos estructurales a partir de su crecimiento en fuentes de energia de bajo
costo tales como granos o melaza. Esta técnica de desarrollo de gomas industriales
provee una gran variedad de hidrocoloides con propiedades muy diversas y se
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encuentra en constante crecimiento a fin de satisfacer los requerimientos a nivel
industrial (Williams y Phillips, 2000).

3.2.6. Hidrocoloides de origen animal

Este tipo de hidrocoloides corresponde al grupo mas abundante y diverso en
la naturaleza. Por ejemplo, a partir de mamiferos o peces es posible obtener
macropolimeros los que mediante algunos procesos fisicoquimicos conducen a
proteinas o carbohidratos de gran utilidad en la industria alimentaria. Los mas
importantes dentro de esta clasificacion son el colageno, util para obtener la gelatina
y la quitina, extraida del esqueleto de los crustaceos, la cual mediante una
deacetilacién puede transformarse en quitosano (Williams y Phillips, 2000).

3.3. Eleccién adecuada de hidrocoloides

La seleccion adecuada de los hidrocoloides a emplear en el desarrollo de un
producto esta determinada por las caracteristicas funcionales requeridas y se
encuentra influenciada por el precio y la seguridad de abastecimiento. Estas son las
razones por las cuales el almidon es el mas comudn de los agentes espesantes. Sin
embargo, es interesante sefalar que la goma xantica, desde comienzos de 1970s,
se ha convertido en uno de los espesantes mas elegidos a pesar de su elevado
costo. Esta particularidad esta asociada a su comportamiento reologico
caracteristico es decir, a su posibilidad de generar soluciones altamente viscosas a
muy bajas concentraciones, resistir cambios de pH, fuerza i6nica y temperatura del
sistema sin alterar ampliamente su viscosidad. En este caso, las soluciones
presentan una alta viscosidad frente a bajas velocidades de deformaciéon y ante el
incremento del esfuerzo comienzan a fluir facilmente. Estas propiedades la tornan
atil para su aplicacion en aderezos, evitando el cremado de las gotas de aceite
cuando se encuentran en reposo, pudiendo fluir al agitar el envase.

Desde hace muchos afos, la gelatina es el agente gelificante mas difundido.
No obstante, si bien existe una gran actividad en torno al desarrollo de sustitutos de
la misma, sigue siendo masivamente utilizada debido a sus caracteristicas
particulares. El resto de los hidrocoloides ha sufrido también alteraciones en sus

precios y consumo en los ultimos afios, debido a la aparicion de nuevos productos
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asi como a la optimizacion de los procesos de obtencion y purificaciéon (Williams y
Phillips, 2000).

La gran expansion sufrida por el mercado de los ingredientes alimentarios a
causa de la creciente demanda de los consumidores por nuevos productos con
atributos sensoriales y funcionales diferentes, ha sido -en parte-, la responsable de
la busqueda de nuevos componentes que confieran caracteristicas especificas a los
alimentos. Por ello, el estudio de las propiedades reoldgicas es una etapa clave en el
desarrollo de un producto que contenga este tipo de ingredientes.

Las propiedades reoldgicas de los hidrocoloides en solucion dependen de
diversos factores, tales como la concentracion del componente, la temperatura, el
grado de dispersion, disolucion, carga eléctrica, tratamientos térmicos previos y/o
mecanicos, presencia 0 ausencia de electrolitos, entre otros (Rao y Anantheswaran,
1982; Marcotte y col., 2001). El estudio de los efectos individuales o combinados de
esos factores es importante, especialmente cuando los mismos van a ser utilizados
para modificar los atributos de textura de los alimentos y también en el disefio, la

evaluacion y el modelado de procesos.

4. Reologia de alimentos

El término reologia se atribuye a Bingham Lafayette y significa “el estudio de
la deformacion y el comportamiento de flujo de la materia”. Otra de las definiciones
mas completa es: “La reologia es la ciencia que estudia la deformacién de un
material bajo la influencia de un esfuerzo” (Muller, 1973).

Dentro de la industria alimentaria, existen diversas areas donde el
conocimiento de informacion provista por la reologia se hace indispensable. A

continuacion se detallan las principales areas.

- Disefio de plantas: seleccion y disefio de cafierias y bombas, determinacion
de la transferencia de masa y energia, disefio de equipos de llenado, extrusores,
homogeneizadores, etc.

- Control de calidad: de las materias primas y de los productos en diferentes
etapas del proceso.

- Evaluacion sensorial de atributos: mediciones cuantitativas que permiten
correlacionar los atributos cualitativos sefialados por los consumidores en los

ensayos sensoriales.
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- Estudio de la estructura de los alimentos: conformacion molecular de los
distintos constituyentes.

La reologia de alimentos esta a menudo asociada al comportamiento de
alimentos liquidos. Sin embargo, existe una tendencia creciente en considerar que la
respuesta que brindan tanto los alimentos sélidos como los liquidos sometidos a
esfuerzos y deformaciones son dos extremos de la misma ciencia. De hecho, existen
algunos productos que exhiben cualquiera de los dos comportamientos dependiendo
de las condiciones de esfuerzo a las que se encuentren sometidos. Como ejemplo
pueden citarse el chocolate fundido, aderezos, purés, los cuales presentan un
comportamiento solido a bajos esfuerzos y liquido a mayores esfuerzos (McKenna y
Lyng, 2003).

Asi, se pueden distinguir nitidamente dos respuestas mecanicas extremas; la
de los sélidos y la de los liquidos, que responden a la Ley de Hooke y a la Ley de
Newton, respectivamente. Ademas, es sabido que existen muchos materiales cuyo
comportamiento no puede ser descripto mediante estos modelos constitutivos
extremos. No obstante, la teoria de la elasticidad (Ley de Hooke) puede modificarse
para describir deformaciones finitas y la Ley de Newton generalizarse para describir
el comportamiento de liquidos viscosos e inelasticos, en los cuales uno de los
fendmenos tipicos, es que la viscosidad varia con la velocidad de corte. Estos fluidos
se denominan no newtonianos generalizados.

Como se ha mencionado anteriormente, la reologia es la ciencia que estudia
el flujo y la deformacion de los materiales sometidos a fuerzas externas. Por ello,
podria decirse que la misma analiza la relacion existente entre las variables esfuerzo

(1), deformacion producida (y), gradiente de velocidad o velocidad de deformacion

(dy/dt =p) y tiempo (t).

4.1. Clasificacién de un material de acuerdo a su comportamiento reolégico

Las teorias lineales de elasticidad e hidrodinamicas dividen a los materiales
entre solidos y fluidos, mediante los conceptos de soélido perfectamente elastico y
fluido puramente viscoso. En el sélido perfectamente elastico, la aplicacion de un
esfuerzo (fuerza por unidad de area), produce una deformacién proporcional a la
misma (Ley de Hooke):
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T=GYy Ec. 1.1

donde G es la constante de proporcionalidad o la constante del resorte

Cuando ese esfuerzo es suprimido, el cuerpo recupera su estado inicial no
deformado de forma similar a lo que ocurre con un resorte estirado o comprimido.

Por otra parte, si el cuerpo en consideraciéon es un fluido de viscosidad
constante, el esfuerzo es proporcional al cambio instantaneo de deformacion con el
tiempo o la velocidad de deformacion (Ley de Newton), independientemente de la
deformacion producida, es decir:

T=nYy Ec.1.2

donde n es la viscosidad

En realidad, ambos conceptos no constituyen mas que idealizaciones del
comportamiento dinamico de materiales, los cuales se cumplen so6lo en casos muy

especificos.

4.2. Viscosidad de flujo estacionario

En términos generales, en los fluidos newtonianos la viscosidad es constante,
es decir que son aquellos fluidos no estructurados, compuestos por moléculas
simples, con un comportamiento puramente viscoso el cual puede ser descripto, en
todo el rango del gradiente de medicién, mediante la Ley de Newton (Ec. 1.2) y su
viscosidad s6lo depende de las variables presion y temperatura.

Hay una gran variedad de fluidos cuyo comportamiento no se ajusta al de un
liquido newtoniano, al menos en un cierto rango de esfuerzo (Rohn, 1995). Estos
fluidos suelen ser sistemas dispersos (emulsiones, suspensiones, etc.), soluciones
de macromoléculas (fluidos biolégicos) o materiales fundidos (plasticos) con un
cierto grado de estructuracion. En este punto hay que distinguir entre un
comportamiento newtoniano y un fluido no newtoniano. Un fluido no newtoniano
puede tener un comportamiento newtoniano en un cierto rango de esfuerzo lo
suficientemente bajo para no modificar su estructura. Sin embargo, la aplicacién de
un esfuerzo superior a un valor critico modifica la estructura y por lo tanto, la

viscosidad del fluido. Por ello, el concepto de viscosidad como propiedad intrinseca
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desaparece y en todo caso, puede hablarse de una viscosidad aparente. En los
fluidos no newtonianos, la relaciéon entre el esfuerzo y el gradiente de velocidad deja
de ser lineal y puede ser muy variada, obteniendo diferentes tipos de
comportamiento tal como se muestra en el grafico de esfuerzo de corte en funcion

de la velocidad de deformacién (reograma) Figura 1.3.

Esfuerzo (Pa)

v

Velocidad de deformacion (s™)

Figura 1.3. Reograma caracteristico de fluidos newtonianos y no newtonianos en
condiciones de flujo. A: fluido newtoniano, B: pseudoplastico, C: dilatante, D: plastico

de Bingham, E: plastico de Herschel-Bulkley

4.2.1. Fluidos pseudoplasticos o dilatantes

Son aquéllos que siguen la Ley de la Potencia:
T=kyl Ec. 1.3

donde k es el indice de consistencia y n el indice de comportamiento de flujo

Si n es menor que la unidad, el fluido es pseudoplastico y la viscosidad
aparente del mismo disminuye con el aumento del esfuerzo o la velocidad de
deformacion (comportamiento denominado “shear thinning”). Si n es mayor que la
unidad, el fluido es dilatante y su viscosidad aparente aumenta con el esfuerzo

(comportamiento denominado “shear thickening”).
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4.2.2. Plastico de Bingham
Un fluido es un plastico de Bingham cuando su reograma se ajusta a la

ecuacion:

T=T,+NY Ec.1.4

donde T, es el esfuerzo limite o esfuerzo umbral minimo necesario para producir

fluencia. Por debajo de este esfuerzo, la viscosidad se considera infinita.

4.2.3. Plasticos generales (Herschel-Bulkley)

Muchos fluidos requieren mas de dos parametros para explicar sus
reogramas. De este modo, los fluidos denominados plasticos generales se ajustan a
la ecuacion o modelo de Herschel-Bulkley, caracterizado por tres parametros:

=1, +Nny" Ec.15

Al aplicar un amplio rango de velocidades de deformacion, una gran cantidad
de sistemas de fluidos no newtonianos, presentan un reograma mas complejo, como
el que se muestra en la Figura 1.4. Asi, a gradientes muy bajos es frecuente
observar un comportamiento newtoniano, el cual pasa a ser pseudoplastico a
gradientes intermedios, para luego nuevamente ser newtoniano a gradientes

elevados.

No

Region de la

Ley de la /

Potencia

Viscosidad (Pa s)

v

Velocidad de deformacion (s™)

Figura 1.4. Reograma caracteristico de fluidos estructurales (Ng. viscosidad inicial;

N-: viscosidad infinito)
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Este comportamiento es particular de los denominados “fluidos estructurales”,
donde el sistema estd conformado por varios componentes, como particulas con
formas irregulares, gotas dispersas de una emulsion, soluciones de polimeros con
cadenas ramificadas o entrelazadas, etc. En estado de reposo, las unidades
estructurales de estos productos tienden a mantener un estado desordenado. A
medida que el gradiente de velocidad se incrementa, las particulas se orientan en la
direccion del flujo. Esta alineacion facilita el desplazamiento de unas respecto a
otras y reduce la viscosidad (comportamiento pseudoplastico). Un posterior aumento
de la velocidad de cizalla produce una disminucion de la viscosidad hasta llegar a un
gradiente de velocidad en el cual la viscosidad no varia mas, al haberse alcanzado

la orientacidon o destruccion completa.

4.3 Tixotropia

Mewis (1979) y Cheng (1987) han definido la tixotropia como una disminucion
continua de la viscosidad aparente con respecto al tiempo y la subsecuente
recuperacion de la misma cuando el flujo se suspende. La representacion grafica
corresponde a una curva similar a la de la pseudoplasticidad, en cuanto a que la
viscosidad desciende a medida que aumenta la velocidad de deformacién. Sin
embargo, difiere de ella en que el descenso de la viscosidad no esta relacionado
exclusivamente con la velocidad de deformacion, sino también con el tiempo. Asi,
cuando la velocidad de deformacion es constante, n desciende en funcion del
tiempo, de manera que no soélo depende de la velocidad, sino también de la duracién
de la deformacion. Cuando la velocidad de deformacion desciende, el producto se
espesa lentamente hasta reasumir su comportamiento original (Muller, 1973).
Cuando las representaciones de esfuerzo en funcion de la velocidad de deformacion

son dependientes del tiempo, forman un bucle conocido como histéresis.

4.4. Viscoelasticidad

La mayoria de los sistemas alimenticios presentan estructuras complejas las
cuales exhiben caracteristicas del tipo viscosas y elasticas, simultaneamente. Este
tipo de materiales reciben el nombre de viscoelasticos y tienen la caracteristica de
disipar parte de la energia de deformacién al fluir y almacenar otra parte, utilizada

para recuperar parcialmente la forma original al desaparecer la fuerza externa
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aplicada (Barnes y col., 1993). El estudio de la viscoelasticidad implica relacionar el
esfuerzo cortante, la deformacion y el tiempo mediante una ecuacién reolégica de
estado. En el caso que tanto el esfuerzo como la deformacion sean lo
suficientemente pequefios como para que ambas magnitudes puedan describirse a
lo largo del tiempo mediante ecuaciones diferenciales lineales de coeficientes
constantes, se dice que el material se encuentra dentro de su rango de
viscoelasticidad lineal (Kokini, 1992). En este rango, la relacion entre el esfuerzo y la
deformacion solo es funcién del tiempo o de la frecuencia, pero no depende de la
magnitud del esfuerzo aplicado. Las propiedades viscoelasticas lineales son muy
Utiles para determinar las caracteristicas estructurales del material pero de menor
valor para predecir fenOmenos que ocurren cuando se aplican grandes
deformaciones, como es el caso de las operaciones del procesamiento de alimentos
(Kokini y col., 1995).

Por otra parte, la respuesta de un material que es sometido a un esfuerzo
puede depender de la magnitud del mismo, es decir que la respuesta puede no ser
lineal. La enorme complejidad que se deriva de este hecho hace que normalmente la
caracterizacion viscoelastica se lleve a cabo a esfuerzos o deformaciones lo
suficientemente pequefos para no alterar la estructura del material y por lo tanto,
permanecer en el rango lineal.

Un gran numero de materiales presenta tanto un comportamiento viscoso
como elastico, por ejemplo pueden mencionarse los polimeros organicos, materiales
de construccion, plasticos, etc. En el campo de los alimentos se pueden aportar
ejemplos donde, ademas del aroma, el sabor y la apariencia, la viscoelasticidad
influye en la aceptacion por parte del consumidor, como son los emulsificantes,
agentes estabilizantes, hidrocoloides, polimeros biolégicos, pectinas, mayonesas,

goma de mascar, etc. (Borwankar y Shoemaker, 1992).

4.4.1. Pruebas dinamicas

Las pruebas dindmicas o ensayos oscilatorios se han convertido en el método
mas comun de estudio del comportamiento viscoelastico de un gran nimero de
materiales, incluyendo a los alimentos, ya que aportan resultados rapidos con

minimos cambios fisicos y quimicos.
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En este tipo de ensayos, se somete a la muestra a un movimiento que varia
armoénicamente con el tiempo (movimiento oscilatorio). Asi, utilizando geometrias
especificas se pueden aplicar sélo deformaciones (o esfuerzos) considerados bajos
para no exceder el intervalo de viscoelasticidad lineal, lo que permite que la
recuperacion completa sea posible.

Habitualmente se aplica a la muestra una deformacion (o esfuerzo) sinusoidal
segun el tipo de redbmetro utilizado, ocasionando que cierto esfuerzo (o deformacién)
sea trasmitido a través de ésta y su magnitud y fase exponencial (fase lag) van a
depender de la naturaleza viscoelastica del material.

En materiales muy viscosos, gran parte del esfuerzo se disipa como pérdida
por friccibn, mientras que en los muy elasticos, la trasmision del esfuerzo es
acentuada. Analogamente, la fase lag es alta para sustancias muy viscosas y
atenuada para materiales que muestran un alto grado de elasticidad (Ferry, 1980;
Steffe, 1996).

Es importante definir dos funciones caracteristicas, las cuales facilitan la
interpretacion del comportamiento viscoelastico de los materiales. Estas son el
mo&dulo de almacenamiento o eléstico (G”) y el modulo de pérdida o viscoso (G™).

El médulo de almacenamiento, G°, esta relacionado con la parte de energia
gue queda almacenada y puede recuperarse. Es decir, es una medida de la
elasticidad. El médulo de pérdida, G, esta relacionado con la energia que se disipa,
siendo por lo tanto, una medida del caracter viscoso del material. La combinacion de
estos dos parametros define un niimero complejo, denominado médulo complejo G/,
el cual representa la resistencia total del material a la deformacion aplicada cuando
es considerado un solido elastico.

Otros parametros utiles para evaluar el comportamiento viscoelastico de un
material son la viscosidad compleja (n°) y la tangente del angulo de desfasaje (tan 3).
La primera representa la resistencia total a fluir que posee un material, el cual es
considerado un fluido viscoso, mientras que la tan d es un parametro adimensional
gue compara la cantidad de energia cedida durante un ciclo de deformacion con la
almacenada en dicho periodo (Ferry, 1980).
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5. Emulsiones

Una emulsién es un sistema formado al menos por dos fases inmiscibles, una
continua y otra dispersa. La fase dispersa se encuentra formando pequefias gotas
dentro de la fase continua. En la mayoria de las emulsiones alimentarias, los
diametros de gota varian entre 0,1 y 100 um (McClements, 1999). Las emulsiones

pueden clasificarse segun la distribucién de las fases acuosa y oleosa.

- emulsiones aceite en agua (oil in water, O/W): sistemas donde la fase oleosa
se encuentra dispersa en una fase continua acuosa (leche, mayonesa, etc.).

- emulsiones agua en aceite (water in oil, W/O): la fase continua es oleosa con
gotas de agua dispersas. La manteca y la margarina son los ejemplos mas
importantes de este tipo de emulsiones.

- emulsiones multiples: podran ser aceite en agua en aceite (O/W/O) o agua en
aceite en agua (W/O/W). Por ejemplo, una emulsién W/O/W estaria constituida por
gotas de agua dentro de las gotas de fase lipidica (emulsion O/W) y éstas a su vez
dispersas en un medio acuoso (Garti, 1997).

- emulsiones O/W aireadas o espumadas: sistemas que pueden contener una
fase solida o gaseosa en las fases liquidas. Por ejemplo, las cremas heladas debido

a la inclusién de aire en la fase continua.

La concentracion de gotas en una emulsién se describe en términos de una
fraccidon volumétrica de fase dispersa (®) o de una fraccion masica de fase dispersa
(®m) (McClements, 1999). Si V4 y mq son el volumen y la masa de la fase dispersa y
Ve Y Mg, el volumen y la masa de la emulsion, entonces ® y ®m se definen segln las

siguientes ecuaciones.

_ V4
-_d Ec. 1.6
*=V
e
m
o=—d Ec. 1.7
m
e

Ambos parametros pueden relacionarse conociendo las densidades de las

fases dispersa (&d) y continua (c).
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¢m = [(@3d/ @3d + (1— ¢)3¢)] Ec. 1.8

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

5.1. Formacion de emulsiones

El proceso por el cual dos fases inmiscibles se convierten en una emulsion se
denomina homogeneizacion y consecuentemente, el dispositivo disefiado para llevar
a cabo este proceso recibe el nombre de homogeneizador. Durante la formacion de
las gotas de la emulsion el area interfacial aumenta considerablemente, de manera
gue la energia libre superficial del sistema se incrementa. Durante la preparaciéon 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).

Durante el proceso de homogeneizacion, la interfase entre las dos fases
liquidas inmiscibles se deforma y comienzan a producirse gotas, en su mayoria, de
tamafio muy grande. Estas gotas deben deformarse y romperse para formar gotas
de menor tamafio, por fuerza de ruptura. Las gotas de un liquido en otro que es
inmiscible tienden a adoptar una forma esférica para minimizar la energia libre
interfacial (Palazolo, 2006).

El agente emulsificante necesario para la formacion de la emulsion debe
adsorberse en la interfase, disminuyendo la tension interfacial. Ademas, 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 el area
interfacial, se produce el proceso de coalescencia de las gotas recién formadas.
Este hecho hace que el proceso de formacién de la emulsion no sea eficiente (Ford
y col., 1997).

En el mercado existen diversos tipos de homogeneizadores. La eleccion de
un homogeneizador en particular depende del volumen de emulsidon que se desea
preparar, la naturaleza de los materiales de partida, el tamafio de gota deseado y el
costo (McClements, 1999). La Tabla 1.10 muestra los principales tipos de

homogeneizadores utilizados a escala industrial y de laboratorio. La intensidad de
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agitacion 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, es decir 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 (Ec. 1.9) (Walstra, 1983; Ford y col., 1997). La mayoria de la
energia suministrada actlia 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.

40.
APL=—1! Ec. 1.9

d
donde APL es la diferencia de presién entre el interior y el exterior de la gota, ojes la
tensioén interfacial y d es el diametro de la gota. Las fuerzas interfaciales ejercen una
presiéon hacia el interior, siendo mayor cuanto menor es el diametro de las gotas y

mayor la tensién interfacial.

Tabla 1.10. Principales dispositivos de homogeneizacion y sus caracteristicas
(Palazolo, 2006)

_ Densidad _ Viscosidad
Tipo de Modo de Mecanismo Tamafio
, de o 3 4 dela
homogeneizador N operacion de ruptura de gota 5
energia (€) muestra
Baja velocidad (cuchilla) B D L, T 5 B-M
Alta velocidad (sistema B D L, T 2 B-M
cuchilla y rotor/estator)
Molino coloidal I C L, T 1 M-A
Valvula de alta presion A C T,C 0,1 B-M
Ultrasonico A D T,C 0,1 B-M
Membrana A C T 0,1 B-M
LA = alta; | = intermedia; B = baja; > C = continuo; D = discontinuo; * L = flujo laminar; T = flujo

turbulento; C = cavitacion; * tamafio de gota maximo en promedio; ° B = baja; M = mediana; A = alta

5.2. Estabilidad de las emulsiones
A fin de lograr una mayor estabilidad en un producto emulsionado, se trata
gue el mismo tenga la capacidad de resistir modificaciones en sus propiedades a lo

largo del tiempo. Dichas propiedades pueden cambiar debido a la ocurrencia de
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procesos fisicos y quimicos. Los procesos fisicos pueden originar la variaciéon en la
distribucion espacial o el tamafio de las gotas, mientras que los procesos quimicos
pueden producir una alteracion de los componentes de las fases dispersa y/o
continua de la emulsion. En la practica estos procesos pueden actuar de manera
simultanea (Schramm, 2005).

El periodo de tiempo en que una emulsién debe permanecer estable depende
de la naturaleza del producto. Asi, mientras algunos productos deben permanecer
estables durante largos periodos de tiempo (mayonesas, aderezos), otros requieren
un proceso de desestabilizacion controlada durante su manufactura o elaboracion,
como es el caso de la margarina, la manteca o las cremas heladas.

En lo que se refiere a la estabilidad de una emulsién, dos conceptos son
importantes de distinguir: la estabilidad termodinamica y la estabilidad cinética. La
primera estd asociada a la espontaneidad de ocurrencia de un determinado
fendmeno, mientras que la segunda contempla la velocidad a la que dicho proceso
se lleva a cabo.

Los productos emulsionados son, en su mayoria, termodinamicamente
inestables. El origen de esta inestabilidad puede observarse a partir del cambio de
energia libre que sufre un sistema disperso antes y después de su emulsificacion
(McClements, 1999).

Desde el momento en que se forma una emulsion, inmediatamente después
de la homogeneizacién, comienza el proceso de desestabilizacion. Existen distintos
mecanismos que contribuyen de manera simultinea y sinérgica a la
desestabilizacion, ocasionados por distintos fendmenos fisicos, los cuales se
relacionan con la diferencia de densidad de las fases continua y dispersa, las
interacciones coloidales entre las gotas, la microestructura y la viscoelasticidad de
las fases involucradas (McClements, 1999). Los principales mecanismos de
desestabilizacion que pueden presentarse en una emulsidbn son: separacion
gravitacional, floculacién, coalescencia, coalescencia parcial, desproporcion e

inversion de fases, los cuales se describen a continuacion:
- Separacion gravitacional (cremado/sedimentacion). Es la separacion causada

por el movimiento ascendente (cremado, en emulsiones O/W); o descendente
(sedimentacién, en emulsiones W/O) de las gotas debido a su menor o mayor
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densidad que la fase continua, respectivamente (Walstra, 1996) (Figura 1.5. a y b).
De acuerdo a la Ley de Stokes, la velocidad de cremado en una emulsion 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).

- Coalescencia. Es un proceso que genera un aumento del tamafo de las gotas y
conduce a la reduccion del area interfacial. Se produce por aproximacion, colision,
deformacion y ruptura de la pelicula interfacial; las gotas individuales se unen
perdiendo su identidad y forman gotas mas grandes (Figura 1.5. ¢ ). Este proceso
depende de la frecuencia, energia y eficiencia de colision entre las 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 del tamafio de las gotas. En emulsiones O/W, la coalescencia
conduce al “oiling off” -formacidén de una capa de aceite en la parte superior de la
emulsion- (Figura 1.5. d); mientras que en emulsiones W/O lleva a la acumulacion

de agua en la parte inferior del sistema (McClements, 1999).

- Floculacion. En una emulsion las gotas 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 cada gota retiene su
identidad sin fusionarse, llevando a una disminucion en el nimero de particulas
presentes en la emulsion (Figura 1.5. e). La floculacion puede ser reversible o
irreversible, de acuerdo a las fuerzas que mantienen unidas a las gotas. El proceso
estd controlado por un equilibrio global entre las fuerzas de atraccion
(electrostéticas, de van der Waals, hidrofébicas y por deplecion) y de repulsion
(electrostéticas, 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 unidad de volumen de emulsién) y la eficiencia
de las colisiones (fraccion efectiva de colisiones que llevan a la agregacion)
(McClements, 1999).
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- Inversion de fases. Cambio de una emulsiéon O/W a una W/O o viceversa. Puede
producirse por una elevada fraccion volumétrica de fase dispersa, por efecto de

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

c d
H -

Cremado Coalescencia “oiling off”
e
Emulsion
homogénea
Sedimentacion Floculacion Separacion
de fases

VARIACION DEL
TAMANO DE LAS
GOTAS

MIGRACION DE
LAS GOTAS

Figura 1.5. Mecanismos de desestabilizacion de una emulsion (Cortesia Beckman
Coulter)

5.3. Agentes emulsificantes y estabilizantes

Un emulsificante es una molécula anfifilica que tiene una cabeza polar con
una gran afinidad por el agua y una cola no polar que tiene afinidad por la fase
lipidica. El grupo polar puede ser anionico, catiénico, zwiteribnico o no iénico. La
mayoria de los agentes emulsificantes usados para estabilizar emulsiones
alimentarias y espumas se clasifican segun dos categorias (Damodaran, 1997,
Kamel, 1991, St. Angelo, 1989):

- especies de bajo peso molecular tales como lipidos, fosfolipidos (lecitinas),
mono y diglicéridos, ésteres de sorbitan polioxietilenados (Spans o Tweens), etc.

- especies de alto peso molecular tales como proteinas y gomas.

Las especies de bajo peso molecular generalmente poseen grupos de acidos
grasos de cadena larga lo que les otorga sus caracteristicas hidrofébicas. Por otra
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parte, los grupos polares pueden ser glicerol (mono y diglicéridos) y especies
fosfoglicéridas sustituidas (fosfolipidos) (Dalgleish, 1996). A estos surfactantes se los
distingue por su valor de HLB (balance hidrofilico-lipofilico). EI HLB se describe
mediante un nimero que tiene en cuenta las proporciones lipofilicas e hidrofilicas del
emulsificante, las cuales son las responsables de dar a cada emulsificante su
funcionalidad. Cuanto mas bajo es el valor HLB, mas lipofilico es el surfactante y
cuanto mas alto, mas hidrofilico. Emulsificantes con valores de HLB entre 3 y 6 se
consideran lipofilicos, ya que se disuelven preferentemente en lipidos y tienden a
formar emulsiones agua en aceite. En cambio, emulsificantes con valores de HLB
entre 8 y 18 serian hidrofilicos, se disuelven preferentemente en agua y tienden a
formar emulsiones aceite en agua. Los emulsificantes que tienen valores de HLB
entre 6 y 8, son de naturaleza intermedia (Charalambous y Doxastakis, 1989).

Las especies de alto peso molecular residen principalmente en la fase
acuosa, con un numero de grupos peptidicos ubicados en la interfase aceite/agua
(Damodaran, 1997; Schramm, 2005). Si bien este tipo de surfactantes son menos
efectivos en la reduccion de la tension interfacial, pueden formar una membrana
viscoelastica tipo pelicula alrededor de las gotas de aceite, empleandolos
comunmente en la preparacion de emulsiones O/W.

Los agentes estabilizantes de sistemas emulsionados suelen ser
polisacaridos o mezclas de éstos, los que contribuyen a impedir tanto el cremado
como la coalescencia de la fase dispersa. La adicion de estos biopolimeros
estabiliza la emulsion mediante el incremento de la viscosidad de la fase continua o
bien, en el caso de emulsiones concentradas a traves de la formacion de una red de
particulas que proporciona propiedades elasticas adicionales al sistema entero, de
modo tal que el cremado esta fuertemente impedido (Dickinson y col., 1994; Parker y
col., 1995). Este mecanismo es mas efectivo a bajas fracciones volumétricas de
aceite, donde las gotas individuales se encuentran separadas e inmovilizadas en
una red tridimensional del biopolimero. La presencia de particulas coloidales no
absorbidas (proteinas, polisacaridos) en la fase continua de una emulsion causa un
incremento de las fuerzas atractivas entre las gotas, debido a un efecto osmoético
asociado a la exclusién de estas particulas por una estrecha region que rodea a
cada gota, causando floculacion por deplecion. Sin embargo, cuando la

concentracion de estas particulas excede un cierto limite, la velocidad de floculacion
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puede disminuir debido al incremento de la viscosidad de la fase continua,
produciendo un movimiento retardado de las gotas (Dickinson, 2009). Sin embargo,
otros polisacaridos pueden reducir la tension interfacial y adsorberse en la superficie
formando una pelicula interfacial, la cual mejora la estabilidad de las emulsiones
aceite en agua (Gaonkar, 1991; Garti, 1999). Existen diversas mezclas de
polisacaridos solubles en agua, hidrofilicos tales como goma arébiga, agar, alginato,
carragenanos y quitina, cuyas suspensiones en agua pueden ser bastante viscosas
e incluso gelar, pudiendo formar peliculas interfaciales viscosas alrededor de las
gotas de aceite dispersas (Dickinson y Euston, 1991). Dichos compuestos son
utilizados para estabilizar suspensiones, espumas Yy emulsiones en muchos
alimentos y en diversos productos medicinales (Goff, 1997; Miner, 1993).

En cuanto al rol que desempeiian los hidrocoloides presentes en la fase
acuosa de una emulsion O/W, en lo que se refiere a las caracteristicas reolégicas
de la misma, es necesario considerar que la reologia de una emulsién esta

gobernada por los siguientes factores:

- volumen y distribucién de tamafio de particulas de la fase dispersa
- grado de floculacion
- viscosidad de la fase continua

Ademas, la viscosidad de una emulsion es directamente proporcional a la
viscosidad de la fase continua. En consecuencia, cualquier alteracion de la misma

tendra influencia en la reologia de la emulsion (McKenna y Lyng 2003).
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6. Objetivos

En virtud de lo expuesto, los objetivos del presente trabajo de Tesis Doctoral

se detallan a continuacion.

Objetivo general

- Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de subproductos de
semillas de chia (Salvia hispanica L.) y evaluar su potencial aplicacion en la industria

alimentaria

Objetivos especificos

- Estudiar las propiedades fisicoquimicas y funcionales de harinas residuales
obtenidas a partir de diferentes procesos de extraccion de aceite de semillas de chia

(prensado en frio y extraccion sélido-liquido)

- Obtener fracciones ricas en fibra y en proteinas a partir de las harinas

residuales de chia y evaluar sus propiedades fisicoquimicas y funcionales

- Evaluar el efecto de la separacion del mucilago de las semillas de chia, previa
a la extraccion del aceite mediante hexano, sobre las caracteristicas fisicoquimicas y

funcionales de la harina residual

- Obtener el mucilago de chia (Salvia hispanica L.) mediante distintas

metodologias y caracterizar sus propiedades fisicoquimicas y funcionales

- Investigar la aplicaciéon potencial del mucilago de chia como agente

espesante/estabilizante en la industria alimentaria
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INTRODUCCION

Segun el sistema empleado para la extraccion del aceite de semillas de
oleaginosas, los residuos que se obtienen reciben diferentes denominaciones. Si
bien no existe una uniformidad de criterios para designarlos, en algunos paises se
denominan genéricamente “tortas”. En general, se acostumbra a diferenciar los
residuos segun su contenido de aceite.

- “Expeller”: residuo obtenido en la extraccién de aceite a presion continua.
Las temperaturas a las que son sometidas las semillas se encuentran en el rango de
120-140°C. El “expeller” contiene hasta un 8% de aceite residual. Se caracteriza por
presentar una forma achatada y tener una cara lisa y otra rugosa.

- Harina: es el residuo de la extraccion de aceite por medio de solventes. La
concentracion del aceite residual puede alcanzar hasta un 2%.

Las harinas estan constituidas por nutrientes, materiales inertes, agua
(humedad) y en algunos casos de ciertos compuestos que afectan su calidad como
fitatos, inhibidores de tripsina, saponinas y pigmentos (Pérez, 2001). En la Tabla 2.1

se presenta la distribucion de los componentes en la materia seca.

Tabla 2.1. Distribucion de los componentes en la materia seca

Almidoén
Solubles )
Azucares

Hidratos de carbono Celulosa

Estructurales | Hemicelulosa

Materia Lignina
. organica _ Nitrdgeno no proteico
Materia Compuestos nitrogenados _
Proteinas
seca _
Lipidos
Vitaminas
Otros Ac. organicos, Ac. nucleicos, etc.
Materia . _
, o Solubles en acido (minerales)
inorganica o .
, Insolubles en acido (silice)
(cenizas)

La materia seca se considera formada por el contenido celular y la pared
celular (PC).
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La primera estructura formada durante el desarrollo de la PC es la laminilla
media, la cual se alcanza por deposicion de sustancias pécticas (polisacaridos ricos
en acido galacturonico) principalmente como sales de calcio, responsables de la
cohesion intercelular. Subyacente a la laminilla media, se forma la pared celular
primaria la cual puede visualizarse como una matriz amorfa de sustancias pécticas
(principalmente arabinogalactanos), hemicelulosas y glicoproteinas estrechamente
asociadas a una red de microfibrillas de celulosa. Adyacentemente a la pared
primaria se encuentra la pared celular secundaria, en cuya matriz estan presentes
una amplia variedad de polisacaridos -entre ellos xilanos- en una red de microfibrillas
de celulosa orientadas formando laminas paralelas (Manrique y Lajolo, 2001). La PC
se va lignificando a medida que madura. Los rumiantes pueden hacer un uso parcial
de la PC debido a que su utilidad se halla limitada por el nivel de lignina, el cual
impide el accionar de las enzimas de los microorganismos, torndndose menos
digestible el alimento. Asi, lo que no es PC, se trata de contenido celular, donde se
encuentran las proteinas, azlcares, lipidos y acidos organicos. A medida que la
pared celular envejece, no sélo se lignifica sino que también disminuye el contenido
celular, convirtiendose en menos nutritiva (Pérez, 2001).

La PC estd compuesta por tres componentes: celulosa, hemicelulosa y
lignina.

La celulosa es el constituyente estructural mayoritario de la pared celular,
representando entre 20-30% y 40-90% del peso seco de las paredes primaria y
secundaria, respectivamente. Consiste en un polimero lineal de residuos de
D-glucosa unidos por enlaces 3 (1—4) que se asocian mediante puentes de
hidrogeno formando agregados conocidos como microfibrillas. En la pared celular
primaria esas microfibrillas de celulosa se encuentran entrelazadas al azar formando
una estructura de red dispersa, mientras que en la pared celular secundaria se
hallan frecuentemente posicionadas en planos paralelos adyacentes sin
entrelazarse.

Las hemicelulosas comprenden un conjunto de polisacaridos estructurales
qgue pueden variar ampliamente de acuerdo al tipo de célula del que provienen y que
poseen la capacidad de ligarse a las fibrillas de celulosa mediante puentes de
hidrégeno. Entre estos polisacaridos, se encuentran xilanos, glucanos, galactanos,

mananos, fructanos, xiloglucanos, glucomananos y arabinoxilanos.
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La lignina es un polimero de alto peso molecular derivado del fenilpropano. Si
bien no es un carbohidrato, se estudia en conjunto con la celulosa y hemicelulosa
por la relacion que tiene con estos compuestos. La lignina da rigidez a las paredes
celulares y la protege de los ataques de microorganismos.

La Tabla 2.2 ejemplifica los conceptos expuestos sobre la composicion de las
partes que integran la materia seca y su disponibilidad nutritiva.

Tabla 2.2. Componentes de la materia seca y disponibilidad nutritiva®

Disponibilidad nutritiva

Fraccion Compuesto quimico :
Rumiantes No rumiantes
Azlcares simples Completa Completa
Almidon Completa Completa
_ Pectina’ Completa Alta
Contenido .
Lipidos Alta Alta
celular
Proteinas solubles Alta Alta
Nitrégeno no proteico Alta Baja
Otros (ac. orgénicos) alta Alta
SDA Hemicelulosa Parcial Baja
Proteina insoluble Parcial Baja
Pared celular Celulosa Parcial Baja
FDA Lignina Indigestible Indigestible
Nitrogeno lignificado Indigestible indigestible

FDA: Fibra detergente acido; SDA: Soluble detergente acido
'Aello y Di Marco (1997)

’La pectina es un componente de la pared celular que se solubiliza con el detergente neutro, por eso
se incluye en el contenido celular

Después de la extraccion del aceite de las semillas de chia, se obtiene una
harina con un contenido importante de fibra, proteinas y otros compuestos tales
como flavonoles (miricetina, quercetina, kaempferol) y acidos cinamicos (acidos
cafeico y clorogénico) con actividad antioxidante (Taga y col., 1984).

Para la obtencién de productos con un elevado contenido de un componente
en particular existen diversos métodos y procesos, los cuales pueden afectar las
propiedades de la materia prima. En tratamientos por via humeda, un inconveniente

es la pérdida de proteinas solubles (Bergthaller y col.,, 2001) asi como las
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modificaciones estructurales de algunos componentes, por ejemplo la pérdida de
compuestos de naturaleza fendlica. Por otra parte, se ha empleado el
fraccionamiento en seco en la obtencion de almidones y proteinas de leguminosas
(Otto y col., 1997). La principal ventaja de este fraccionamiento es la simplicidad del
procesamiento, junto con la disminucién o eliminacion del uso de agua u otros
disolventes, con la consecuente ventaja de no generar efluentes o residuos.

La busqueda de fuentes con un contenido elevado de proteinas ha llevado a
la elaboracion de concentrados proteicos (= 70% base seca, b.s.); aislados proteicos
(> 90% b.s.) y fracciones ricas en proteina (con un contenido superior a la harina
integral) (Endres, 1989). En general, la separacion de las proteinas se fundamenta
en las diferencias que existen entre ellas, tales como: la masa molecular relativa, la
carga relativa, la afinidad para con otras moléculas, el grado de solubilidad y el
tamafio de las particulas (Mathews y Van Holde, 1990). Basandose en esta Ultima
caracteristica, se puede emplear el método de la separacion fisica para la obtencion
de una fraccion rica en proteinas, la que puede llevarse a cabo mediante
operaciones de fluidizacion o de tamizado de la harina (Endres, 1989).

La necesidad de contar con nuevas fuentes de productos ricos en proteinas o
en fibra radica en los beneficios asociados a las mismas. Asi, suplementos con un
alto contenido en fibra son recomendados en el tratamiento del sindrome de colon
irritable para el mejoramiento del transito intestinal (Singh y col., 2008). Ademas, se
ha encontrado que los productos ricos en fibra y en proteinas ayudan a la reduccion
de 12,8% de los niveles plasmaticos de colesterol asociado a lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y de 12,3% de glucosa (Aller y col., 2004).

En virtud de lo expuesto, en este capitulo se llevo a cabo la obtencion y
caracterizacion -fisicoquimica y funcional- de las harinas residuales del proceso de
extraccion de aceite de semillas de chia (prensado en frio y extraccién sélido-
liquido), asi como de las fracciones ricas en fibra y en proteinas obtenidas mediante
la tamizacion de dichas harinas. Por otra parte, se caracteriza la harina obtenida
como subproducto del proceso de extraccion previa del mucilago de las semillas de

chia.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Las semillas de chia utilizadas fueron provistas por la firma comercial
Nutracéutica Sturla SRL., Argentina (20 kg), provenientes de cultivos realizados en
la provincia de Salta (25° S y 65,5° O). Las mismas se conservaron en envases
plasticos cerrados herméticamente a 5+1°C hasta el momento de la realizacion de

las experiencias.

2. Obtencion de las harinas residuales
Las harinas residuales fueron obtenidas como subproductos de diferentes
procesos de extraccion de aceite: extraccion por prensado y extraccion solido-liquido

(extraccion con solvente).

2.1. Extraccion por prensado

La harina fue obtenida luego de la extraccion del aceite de semillas de chia
mediante una prensa de tornillo helicoidal a escala piloto marca Komet (Modelo CA
59 G IBG Monforts, Ménchengladbach, Alemania) (Figura 2.1). Antes de la
extraccion del aceite, el contenido de humedad de las semillas fue ajustado a 10%
con el objetivo de aumentar el rendimiento de aceite y evitar problemas de
atoramiento durante el proceso de prensado. Este contenido de humedad fue
seleccionado debido a que se obtuvo la maxima capacidad de prensado,
definiéndose la misma como el peso de aceite extraido en un tiempo determinado.
La humidificacion se llevo a cabo segun la metodologia propuesta por Singh y
Bargale (2000). ElI agua se agregdo a la muestra mediante aspersion. Luego se
colocd en un recipiente metéalico con cierre hermético y se almaceno durante 48 h
hasta alcanzar el equilibrio. El recipiente fue sometido a agitacion, a intervalos
regulares de tiempo, para asegurar una distribucion uniforme de la humedad en el
material.

La extraccion del aceite se llevo a cabo en una sola etapa a 25-30°C. Las
semillas fueron suministradas a la prensa desde la tolva por gravedad, segun la
demanda. La longitud total y efectiva, asi como el didmetro interno del barral de la
prensa fueron de 7, 3y 3,5 cm, respectivamente. La longitud y el diametro del tornillo

fueron de 15 y 3 cm, respectivamente. Se utiliz6 una restriccion de 5 mm y una
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velocidad de prensado de 20 rpm, la cual fue establecida mediante ensayos
preliminares. La temperatura de salida de la torta o residuo de extraccion fue
controlada con un termémetro digital colocado en el orificio de salida (reduccion) de
la prensa. La cantidad de harina obtenida fue determinada gravimétricamente y
expresada como porcentaje en peso (g harina/100 g semilla, b.s.). Dicha harina se
denomino Hp.

Figura 2.1. Esquema de la prensa de tornillo

2.2. Extraccion con solvente

La harina de chia se obtuvo luego de la extraccion del aceite en un equipo
Soxhlet, empleando como disolvente n-hexano (grado analitico, CAS N°: 110-54-3,
valoracion: minimo 96%, punto de ebullicién: 69°C) siguiendo la norma IUPAC 1.122
(IUPAC, 1992), de semillas de chia previamente trituradas en un molinillo de
laboratorio de cuchilla horizontal (Moulinex, Argentina) durante 60 s. Para ello, se
dispusieron aproximadamente 40 g de las muestras trituradas en cartuchos de papel
Whatman N°3. El proceso se efectud durante 8 h a una temperatura de 80°C y a
presion atmosférica. Por dltimo, la harina se desolventizé para eliminar el solvente
residual. El contenido de harina se determind gravimétricamente y se expresé como
porcentaje en masa de la semilla triturada libre de humedad (g harina/100 g semilla,
b.s. y desgrasada), denominandose dicha harina Hs.

2.3. Harina sin mucilago
Se denomino harina sin mucilago al residuo obtenido luego del proceso de
extraccién de aceite en equipo Soxhlet (seccién 2.2.) a partir de semillas de chia a

las cuales previamente se les extrajo el mucilago. Dicha harina se denominé Hsm.
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2.3.1. Extraccion del mucilago de chia

El mucilago se obtuvo remojando las semillas enteras de chia en agua (1:10
p/v), durante 4 h, a temperatura ambiente y con agitacion manual durante los
primeros 15 min para lograr la completa hidratacion de las semillas y evitar su
aglomeracion. Posteriormente, dicha mezcla se distribuydé en bandejas de plastico
(9 x5 x 15 cm) en una capa de 1 cm de espesor, se cubrieron con papel aluminio, se
congelaron a -20°C durante 96 h y se liofilizaron (-50°C, 0,033 mbar (25 um Hg), 4 d)
(Liofilizador RIFICOR, Argentina). Por ultimo, el mucilago seco se separd de las
semillas mediante un proceso de tamizado (agitador Zonytest, Argentina), malla
N° 20 ASTM (840 um), en tres periodos de 15 min cada uno, previo a la separaciéon

manual de la mezcla de semillas y de mucilago liofilizado.

3. Obtencion de las fracciones ricas en fibra y de las fracciones ricas en
proteinas

Las fracciones ricas en fibra y en proteinas se obtuvieron mediante un
fraccionamiento via seca de las harinas residuales de extraccion (Hs y Hp,
respectivamente), segun la metodologia propuesta por Vazquez-Ovando y col.
(2010). Las harinas se tamizaron en un agitador Zonytest, a través de una malla N°
100 ASTM (149 um) durante 20 min. La fraccion retenida sobre el tamiz se considero
rica en fibra, denomindndose FRFs (s-extraccion solvente) y FRFp (p-extraccion
prensado), mientras que la fraccion que pasé por el tamiz se considerd rica en
proteinas, denominandose FRPs (s-extraccion solvente) y FRPp (p-extraccion

prensado).

4. Almacenamiento de las harinas, fracciones ricas en fibra y fracciones ricas
en proteinas

Los subproductos de chia obtenidos luego de la extraccidbn con solventes
fueron almacenados en recipientes de plastico cerrados herméticamente a
temperatura ambiente, mientras que los correspondientes a la extraccion por
prensado se almacenaron en recipientes de vidrio a 5+1°C hasta su posterior

utilizacion.
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5. Caracterizacion de las harinas, fracciones ricas en fibra y fracciones ricas en

proteinas
5.1. Propiedades fisicoquimicas

5.1.1. Distribucion de tamafio de particulas

El andlisis de tamafio de particulas se realiz6 en un agitador Zonytest
(Argentina) equipado con una serie de tamices (ASTM) comprendidos entre los
nameros 10 y 325, los que fueron sometidos a vibracion continua durante 60 min. El
material retenido en cada tamiz se pesoO, calculandose el porcentaje de cada

fraccion.

5.1.2. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad fue evaluado segun la técnica de la AOCS (1998).
Para ello se distribuyd uniformemente 1 g de harina en capsulas de aluminio, las
cuales fueron secadas en una estufa de circulacion forzada durante 2 h a 130°C. La
muestra se llevé a temperatura ambiente en un desecador antes de determinar su
peso. El procedimiento se realizo por triplicado. El porcentaje de humedad en base

seca se calculd segun la ecuacion:

P, —P,

H°(b.s.) = x100 Ec. 2.1

s
donde:

Ph: peso de la muestra antes del calentamiento (g)
Ps. peso de la muestra después del calentamiento (g)

5.1.3. Determinacién del contenido de proteinas

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

La muestra (1 g) se colocé en el tubo digestor junto con 10 g de catalizador, el
cual consistido en una mezcla al 7% de SO,Cu:SO4K,. Seguidamente, se afiadieron
25 mL de H,SO, concentrado y se procedio al calentamiento. Se preparé en forma

paralela un blanco. Una vez que la solucion se hubo aclarado, se prosiguio el
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calentamiento por otros 30 min, con lo cual se asegurd la completa oxidacién de la

materia organica. Se retir0 y se dejo enfriar. Luego se agregaron 100 mL de agua.

Destilacion

Se prepard una solucion de H3BO3 al 4% a la que se afiadié una solucion
indicadora. Esta ultima se prepard con 0,02 g de rojo de metilo y 0,04 g de verde de
bromocresol disueltos en 19 mL de alcohol y 1 mL de agua destilada. La proporcién
de solucion indicadora fue de 5 mL por litro de H3BO3 al 4%. Se colocaron 50 mL de
esta solucion acida preparada en un erlenmeyer de 250 mL el que se situé a la
salida del condensador para recoger el amonio destilado. Se afiadi6 NaOH al 30% a
la muestra digerida para liberar el amonio, hasta que la solucion tomé una coloracién
azul intensa. Esta coloraciéon se debe a la formacion de un complejo entre iones
amonio y cobre e indica que la cantidad de NaOH fue suficiente para neutralizar el
exceso de HySO,,

La destilacion se llevé a cabo hasta recoger aproximadamente 100 mL de
liquido en el erlenmeyer colector. A fin de determinar el amonio absorbido por el
H3BOj3 se tituld el destilado con HCI 0,1 N.

[(Vl - VB )X NHCI] X 0,014 %
Wl

% Nitrégeno = 100 Ec. 2.2

donde:
V1: volumen de HCI consumido en la titulacion de la muestra (mL)
Vg: volumen de HCI consumido en la titulacién del blanco (mL)
wy: peso de la muestra, expresado en base seca (Q)
Nuci: Normalidad del acido sulfarico utilizado en la titulacion
A fin de estimar el porcentaje de proteinas se multiplicé el % Nitrogeno por un
factor F= 6,25.

5.1.4. Determinacion de lipidos residuales

Los lipidos residuales se estimaron utilizando n-hexano (grado analitico,
CAS N°110-54-3, valoracion: minimo 96%, punto de ebullicion: 69°C) como
solvente en un equipo Soxhlet con ciclos térmicos a 80°C, 8 h siguiendo la norma
IUPAC 1.122 (IUPAC, 1992). La harina residual fue molida utilizando un molinillo de
cuchillas de laboratorio (Moulinex, cuchillas horizontales, Argentina) durante 60 s. El
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solvente fue removido del aceite utilizando un rotavapor R-114 (Buchi, Suiza) a 40°C
a presion reducida bajo una corriente de nitrégeno. El contenido de aceite fue
determinado gravimétricamente y expresado como porcentaje en peso sobre base

seca (%, b.s.).

5.1.5. Determinacion del contenido de cenizas

La determinacion de cenizas se baso en la técnica AOCS Ba-49 (1998). La
muestra (2 g) se calentd sobre tela metalica con mechero hasta residuo carbonoso y
se llevd a mufla a 550°C hasta obtener un residuo blanquecino (aproximadamente
2 h). El contenido de cenizas se expresé como porcentaje en peso de harina seca.

peso de la muestra calcinada 8

100 Ec. 2.3
peso de la muestra seca

% cenizas =

5.1.6. Determinacion de fibra cruda

La fibra cruda (FC) permite estimar el contenido de los carbohidratos
estructurales. Una porcion de la celulosa y hemicelulosa se disuelve asi como la
mayor parte de la lignina, mientras que algunos compuestos nitrogenados pueden
guedar retenidos en el residuo. Este método indica que a valores mayores de FC
menos digestible es una muestra.

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

Procedimiento

Se pesaron aproximadamente 2 g de muestra (w;) y se transfirieron a un
erlenmeyer de 1 L con cuello esmerilado. Se adicionaron 200 mL de H,SO,4 0,255 N
(1,25% p/v) (calentado previamente hasta llegar a ebullicién), unas gotas de alcohol
amilico como antiespumante y algunas perlas de vidrio. El dispositivo se conecto a
un refrigerante y se calentd a ebullicion suavemente durante exactamente 30 min,
agitando periédicamente para mezclar el contenido y desprender las particulas de
las paredes. Posteriormente, se filtré hacia otro recipiente a través de un embudo

preparado con una malla metalica (N° 200), se lavo el residuo varias veces con agua
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hirviendo para eliminar el 4cido y se arrastr6é la muestra hacia otro erlenmeyer de 1 L
con cuello esmerilado y se le adicion6 200 mL de NaOH 0,313 N (1,25% p/v), que
habia sido previamente calentado hasta el punto de ebullicion. Nuevamente se
conectd cada erlenmeyer con su refrigerante y se llevd a ebullicion durante
exactamente 30 min tomando las mismas precauciones que en el tratamiento
anterior. Luego se filtr6 a través de un crisol Gooch N°1, el que fue previamente
calcinado en mufla a 600°C durante aproximadamente 2 h. El residuo se lavo varias
veces con agua destilada en estado de ebullicion, luego con 15 mL de alcohol etilico
al 96% y se filtré a sequedad.

El crisol con el residuo se coloco en una estufa a 105°C hasta peso constante,
se dejo enfriar dentro de un desecador y se pesoO (wz). Luego, se incinerd en una
mufla a 600°C durante 1 h, nuevamente se dejo enfriar dentro de un desecador y se
peso (ws).

El contenido de fibra cruda se determiné como:

%FC:MXIOO Ec.2.4
Wl

donde:
wy: peso de la muestra inicial, expresada en base seca (g)
wy: peso del residuo insoluble seco (g)

w3: peso de la muestra calcinada ()

5.1.7. Esquema de analisis de Van Soest
Este método divide a la célula vegetal en dos partes (Guiragossian y col.,
1977; AOAC, 1990):
» contenido celular , altamente digestible
e pared celular , parcialmente digestible y dependiente del grado de
lignificacion
El método de analisis separa la pared del contenido celular y sus
componentes: celulosa, hemicelulosa y lignina. Para tal fin, la técnica hace uso de
detergentes &cidos y neutros. En la Figura 2.2 se muestra la separacion de las

diferentes fracciones.
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Muestra
1 h en solucién con detergente neutro
(laurilsulfato de sodio a pH = 7)

! !

SDN FDN
Contenido Celular Celulosa + Hemicelulosa + Lignina

1 h en solucién con detergente acido
(bromuro de cetil trimetil amonio en H,SO,4 1N)

v '

SDA FDA
Hemicelulosa Celulosa + Lignina
KMnO, l l H,SO, 72%
Celulosa Lignina

Figura 2.2. Esquema del método de analisis de Van Soest. SDN: soluble en
detergente neutro; FDN: fibra detergente neutro; SDA: soluble en detergente acido;

FDA: fibra detergente acido

De esta manera, se tiene el siguiente balance:
Materia seca (MS) = SDN (contenido celular) + FDN (pared celular)
Pared celular (FDN) = SDA (hemicelulosa) + FDA (celulosa + lignina)

Determinacion de Fibra Detergente Neutro

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

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

La muestra se colocé en un erlenmeyer de 500 mL con boca esmerilada. Se
afiadieron 100 mL de solucién de detergente neutro. Se conecto el refrigerante y se
coloco sobre la placa calefactora. Se calent6 a reflujo durante 1 h.

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

El crisol con su contenido se coloco en estufa a 105°C durante toda la noche.
Se dejo enfriar en un desecador y se peso.

% FDN:Mxloo Ec.2.5
W3

donde:
wy: peso del crisol (g)
wy: peso del crisol y el residuo (Q)

w3: peso de la muestra en base seca (g)

Determinacion de Fibra Detergente Acido
Solucién de detergente acido

Se afadieron 20 g de bromuro de etiltrimetilamonio a 1 L de H,SO,4 1N

Procedimiento

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

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

se reservo para determinar el contenido de lignina.
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(Wz B Wl)
Wy

% FDA = x100 Ec. 2.6

donde:

w1 peso del crisol (g)

W,: peso del crisol y el residuo (g)

w3 peso de la muestra en base seca (g)

Determinacion de Lignina

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

Por ello, el residuo proveniente de la determinacion de la fibra detergente
acido se coloco en un crisol dentro de un cristalizador con la solucion de H,SO4 72%
fria a una temperatura de 20-23°C. Luego de 3 h, se procedid al filtrado bajo vacio y
enjuague del residuo con agua caliente (80-90°C) hasta que el liquido de lavado
estuviese libre de acido. Se llevo el crisol con el residuo a una estufa a 105°C

durante toda la noche. Luego, se lo calciné en una mufla a 500°C, 3 h, se enfrid y se

peso.

%Lignina:Mxloo Ec.2.7
W3

donde:

w1 peso del crisol (Q)
wy: peso del crisol y el residuo (Q)

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

57



Capitulo 2 Harinas y fracciones ricas en fibra y en proteinas de chia

5.1.8. Determinacién del contenido de fibra dietética total (FDT), soluble (FDS)
e insoluble (FDI)

El contenido de fibra dietética total (FDT), fibra dietética soluble (FDS) e
insoluble (FDI) se determind utilizando el método enzimatico gravimétrico de Prosky
y col., 1988.

Fibra dietética total

Esta determinacion se realizo utilizando cuatro crisoles para fibra (Gooch N°2)
los cuales fueron calcinados en una mufla a 550°C durante 45 min para eliminar
todas las impurezas. Posteriormente, se agregaron 0,5 g de celite (Sigma C-8656) y
10 mL de etanol al 78% el cual se elimin6 mediante vacio para formar una capa
homogénea de celite. Se colocaron en estufa a 130°C durante 90 min hasta alcanzar
peso constante, se dejaron enfriar en desecador y se pesaron.

Muestras de 1 g (b.s.), se transfirieron a erlenmeyers de 500 mL y se les
adicionaron 50 mL de buffer fosfato 0,05 N pH 6 (se pesaron 9,6593 g de NaH,PO,y
1,4 g de Na,HPO,, se disolvieron con 700 mL de agua destilada, se ajusto el pH a 6
con HCI 0,325 N o NaOH 0,275 N y se afor0 a 1L). Posteriormente, los erlenmeyers
se colocaron durante 10 min en un bafio (R76, USA) con agua a 100°C y agitacion
constante a 60 rpm, para atemperar la muestra. Seguidamente, se les afiadié 0,1 mL
de la enzima de a-amilasa termoestable (Sigma A-3306), tapandolos rapidamente
con papel aluminio y agitandolos durante 15 min a la misma velocidad. Trascurrido el
tiempo, los erlenmeyers se retiraron del bafio y se enfriaron bajo canilla hasta
temperatura ambiente, ajustandose el pH a 7,5.

A continuacion, los erlenmeyers se colocaron en un bafio a 60°C durante 10
min y se les agreg6 0,1 mL de proteasa (Sigma P-3910, 25 mg de proteasa disuelta
en 0,5 mL de buffer fosfato a pH 6), se taparon y agitaron durante 30 min a 60 rpm.
Luego se retiraron del bafo, se enfriaron a temperatura ambiente y se ajusto el pH a
4,0. Seguidamente se llevaron al bafio de agua por 10 min hasta que alcanzaron una
temperatura de 60°C y se les adicioné 0,3 mL de amiloglucosidasa (Sigma A-9913),
incubandose durante 30 min con agitacion constante a 60 rpm. Al término de ese
tiempo, a cada erlenmeyer se le agregd etanol al 95% previamente calentado a
60°C, en una relacién 1:4 v/v (aproximadamente 300 mL a cada matraz).

El contenido de cada erlenmeyer se filtr6 bajo vacio en cada uno de los

crisoles Gooch con el celite. El residuo depositado en los erlenmeyers se lavd 3
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veces con 20 mL de etanol al 78%, 2 veces con 10 mL de etanol al 95% y 2 veces
con 10 mL de acetona, para precipitar los polisacaridos solubles. Los crisoles con el
residuo se colocaron en una estufa de conveccion de aire a 105°C durante 12 h, se
enfriaron en desecador y se pesaron (P;). Cabe destacar que esta determinacion se
realiz6 por cuadriplicado. En los residuos de la muestra de dos crisoles se determiné
el contenido de proteinas (Nitrdgeno x 6,25) mientras que los correspondientes a los
otros dos crisoles se incineraron durante 4 h a 550°C para determinar el contenido
de cenizas.

La determinacion del porcentaje de FDT se calculd de la siguiente manera:

P, -P, _Ps)

%FDTZ( x100 Ec2.8

donde:

P1: peso del residuo insoluble (g)
P,: peso de las proteinas (Q)

P3: peso de las cenizas (Q)

W: peso de la muestra expresada en base seca (Qg)

Fibra dietética insoluble
Se realiz6 siguiendo la misma técnica que para FDT, sin el tratamiento con
etanol al 95% en relacion 1:4 (Prosky y col., 1988). Los célculos se realizaron en

forma similar a los descriptos para la determinacion de FDT.

Fibra dietética soluble
Se obtuvo por diferencia entre la fibra dietética total y la fraccion insoluble
(Prosky y col., 1988).

% FDS =% FDT - % FDI Ec. 2.9

5.1.9. Minerales

La cuantificacion del contenido de minerales tales como calcio, magnesio,
hierro, cobre y zinc fue realizada mediante espectroscopia de absorcién atomica
utilizando un espectrometro GBC 902 Atomic Absorption Spectrometer (GBC

Scientific Equipment, Australia). Las muestras fueron mineralizadas (550C, 16 h)
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hasta obtencion de cenizas blancas. Las cenizas fueron diluidas en HCI concentrado
y filtradas para llevarlas a medio liquido. Las muestras se analizaron por triplicado y

los resultados fueron expresados en mg/kg de muestra (b.s.).

5.1.10. Contenido de fosforo

El contenido de fosforo total fue determinado mediante el método
colorimétrico siguiendo la metodologia de la AOCS Cal2-55 [1] (1998).

Para ello se pesaron 3 g de muestra, los cuales fueron calcinados a 650°C en
presencia de o6xido de magnesio y las cenizas fueron retomadas con &cido
clorhidrico. Los iones ortofosfato presentes reaccionaron con el molibdato de amonio
para formar un compuesto de fosfomolibdato. Este compuesto se redujo a azul de
molibdeno con SnCl,, habiéndose obtenido previamente una curva de calibracion a
partir de una solucion diluida de fésforo a distintas concentraciones (0-2,5 ug/mL). La
medicion espectrofotométrica del complejo azul formado se leyé a 650 nm. La
cantidad de fésforo (P) en la muestra (mg/kg) se calculé a partir del valor hallado

mediante la curva de calibracion (A).

P:A Ec. 2.10

PM

donde:
A: cantidad de P determinado de la curva de calibracion (ug)
PM: peso de la muestra expresada en base seca (g)

5.1.11. Componentes antioxidantes

Tocoferoles

El contenido de tocoferoles se determind sobre la fraccién lipidica de las
harinas (Hs, Hp), de las fracciones fibrosas (FRFs, FRFp) y de las fracciones ricas
en proteinas (FRPs, FRPp), obtenida mediante la extraccién con solvente (n-hexano,
Soxhlet, 80°C, 8 h (IUPAC, 1992).

El contenido de tocoferoles se determind mediante una técnica cromatografica
basada en las normas IUPAC 2.432 (1992) y AOCS Ce8-89 (1998). La muestra de
aceite se disolvi6 en hexano grado HPLC para su posterior separaciéon por

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con detector de fluorescencia. La
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concentracion de tocoferoles se determind por el método de estandar externo,
utilizando el a-tocoferol como referencia y se expreso en ug de tocoferol/g aceite.

La descripcidon del equipo y condiciones de trabajo se especifican en la
Tabla 2.3. Los parametros de trabajo se ajustaron con una solucién de aceite de
soja y de germen de trigo (1 g de cada uno de los aceites diluidos en 25 mL de fase
movil). Se identificaron los picos correspondientes a los tocoferoles en funcién de los
tiempos de retencion relativos y de patrones (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferol y

o-tocoferol).

Tabla 2.3. Condiciones operativas empleadas en la determinacién de tocoferoles por

cromatografia liquida de alta resolucion

Cromatdégrafo HPLC Hewlett Packard Serie 1050
Columna Lichrosorb Si 60; 25 x 0,4 cm, 5 ym de tamafio de particula
Detector Fluorescencia Agilent 1100 Series; A excitacion: 290 nm; A de

emision: 330 nm
Fase movil Isopropanol:hexano, 0,5:99,5 (v/v), filtrado y desgasificado
Velocidad de flujo 1,5 mL/min
Volumen de 20 pl

inyeccion

Curva de calibracion

Para la obtencion de la curva de calibraciébn se utilizd un estdndar de
a-tocoferol (Sigma T#3251, 95% de pureza), preparandose una solucion de 10 mg
de este compuesto diluidos en 100 mL de n-hexano. A fin de determinar la
concentracion real de esta solucién, se tomd una alicuota de 10 mL y se colocé en
un frasco color ambar. El hexano se evapordé con una corriente de nitrégeno y al
residuo resultante se le afiadio 10 mL de metanol. Se midié la absorbancia a 292 nm
en un espectrofotdmetro UV. El valor obtenido se dividié por 0,0076, obteniéndose la
concentracion de tocoferoles en pg/mL. A partir de la solucidon estandar de
a-tocoferol se prepararon diluciones de diferentes concentraciones para realizar la

curva de calibracion.

Preparacion y analisis de las muestras

Las muestras fueron preparadas en el momento de ser utilizadas para su
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andlisis. Se pesaron aproximadamente 0,5 g de aceite en un matraz aforado de
5 mL y se llevé a volumen con hexano de calidad HPLC, homogeneizandose la
solucion mediante un bafio ultrasénico. Los recipientes fueron envueltos con papel
aluminio a fin de proteger las muestras de la luz.

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

aceite, siendo calculado a partir de la siguiente ecuacion:

Concentracion de tocoferol (ug/g) = [Toc]X% Ec. 2.11

donde:
[Toc]: concentracion de tocoferol calculado a partir de la curva de calibracion (ug/mL)
V: volumen de la muestra (mL)

M: peso del aceite ()

Antioxidantes fendlicos

Los compuestos polifenélicos se extrajeron después de someter a la muestra
(1 g) a tres extracciones con 10 mL de una mezcla de acido acético 10%: acetonitrilo
cada vez, en una proporcion de 50:50, 50:50 y 30:70 agitando primero en vortex
durante 30 s y luego en un agitador rotativo (variador electronico de velocidad 220 v)
durante 15 min. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 498xg durante 10
min (centrifuga Sorwall Instruments RC3C, USA). La fase acuosa se concentré hasta
sequedad en un evaporador centrifugo (tipo speed-vac) Heto VR-1. El residuo se
disolvié en 500 pL acetonitrilo: &cido acético 10% (50:50) y se analiz6 por HPLC-MS
(Hewlett Packard 1050, USA).

Los analisis fueron llevados a cabo en un cromatdgrafo Surveyor Plus,
provisto de bomba cuaternaria y autocargador, acoplado a una trampa lineal de
iones LTQ XL (Thermo Fisher Scientific, USA). Las separaciones cromatogréaficas se
realizaron utilizando una columna Cig (150 mm x 2 m x 1 mm; 335 um) XTerra
(Waters) y una columna de guardia Cig (4 mm x 2 mm) (Phenomenex); la fase movil
consistié en 0,1% de acido acético en acetonitrilo:agua (95:5) (solvente A) y 0,1%
acido acético en agua (solvente B), a 300 pL/min y 20C. Se aplicé el siguiente
gradiente: el porcentaje de solvente A se aumenté de 10 a 50% en los primeros

5 min, luego fue mantenido hasta t = 12 min; posteriormente, se disminuyé a 10% en
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t = 13 min, manteniéndose constante durante los dltimos 4 min proximos a la
inyeccion. El volumen de inyeccion fue de 20 pL. Todos los ensayos fueron
realizados por duplicado.

La deteccion fue realizada en un detector de masas utilizando una sonda de
ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) operando en modo ion positivo. Los
polifenoles formaron [M+H]*, los cuales fueron detectados de acuerdo a las
relaciones masa/carga que se indican en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Relacion masa/carga (m/z) para la deteccion de los compuestos

polifendlicos presentes en harina de chia

Compuesto polifendlico Relacién m/z
Acido cafeico 181
Kaempferol 287
Quercetina 303
Miricetina 319
Acido clorogénico 355

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

5.1.12. Actividad antioxidante

Preparacion de los extractos

La extraccion de los componentes fendlicos se llevd a cabo siguiendo el
método descripto por Re y col., (1999), con algunas modificaciones. Se peso6 1 g de
muestra y se le adicion6 10 mL de etanol. Esta mezcla se homogeneizd en vortex
durante 2 min, se dej6 decantar y se filtré (papel nylon 0,45 um). El sobrenadante se
transfirio a un baldn y se evaporo en equipo rotavapor (Buchi R-124, Alemania) a fin

de concentrar la muestra. Luego se redisolvié en 1 mL de etanol.

Ensayo de decoloracion del radical cationico ABTS
La actividad antioxidante se determiné mediante un ensayo de decoloracién
del radical catiénico croméforo 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico ABTS*")

segun la metodologia desarrollada por Re y col., (1999). Este ensayo se fundamenta
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en la cuantificacion de la decoloracion del radical ABTS®*, debido a la interaccion
con especies donantes de hidrogeno o de electrones. El radical ABTS®*" fue
producido tras incubar en la oscuridad una disolucién acuosa de ABTS (7 mM) con
persulfato potasico (2,45 mM) durante 16 h, a 25°C. Una vez formado el radical
ABTS*®" se diluyé con etanol hasta obtener un valor de absorbancia comprendido
entre 0,70 (x0,05) a 734 nm (longitud de onda de maxima absorcion), utilizando un
espectrofotdmetro Hitachi U1900 (Japdn). A 1 mL de dilucion de radical ABTS®" se le
afiadieron 100 pL del extracto de la muestra, se agité y midié la absorbancia a
734 nm exactamente luego de 6 min (tiempo de reaccion para que la reduccion
porcentual de la absorbancia se encuentre entre 20 y 80%, para que la medicion sea
valida). La disminucién de la coloracién (azul) fue expresada como el porcentaje de
inhibicion de ABTS, la cual es comparada con una curva patron de un antioxidante
estandar de referencia. Para conocer la actividad antioxidante de los extractos se
obtuvieron curvas de calibracion utilizando acido clorogénico como antioxidante de
referencia en un rango de concentraciones de 0,2 a 4,2 mM/mL.

Los resultados se expresaron como pymol/L de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetra-metil-croman-2-carboxilico), equivalente por g de muestra, considerando que el
acido clorogénico reduce 2 veces mas la absorbancia que el Trolox (Walker y
Everette, 2009).

5.2. Propiedades funcionales

5.2.1. Capacidad de retencion de agua (CRA)

La capacidad de retencién de agua se determiné siguiendo la técnica de Chau
y col., (1997). En un tubo de centrifuga de 50 mL de capacidad se adicionaron 10
mL de agua destilada a 1 g de muestra (b.s). Esta suspension se homogeneizé en
vortex durante 1 min y se centrifugd a 2200xg durante 30 min (centrifuga refrigerada
Rolco CR-5850, radio 22cm, Argentina). Se retiré el agua sobrenadante y se pesé la
suspension fibrosa, determinando la ganancia en peso de agua.

La capacidad de retencion de agua fue expresada como los gramos de agua

retenidos por gramo de muestra (b.s.).

pesofinal—peso inicial)
peso inicial

CRA:(

Ec. 2.12
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5.2.2. Capacidad de retencién de aceite (CRa)

La capacidad de retencién de aceite se determind segun la técnica de Chau y
col., (1997). Se adicionaron 10 mL de aceite refinado de maiz a 1 g de muestra (b.s).
Esta suspension se homogeneizé en vortex durante 1 min y se centrifugoé a 2200xg
durante 30 min (centrifuga refrigerada Rolco CR-5850, radio 22cm, Argentina). Se
retird el aceite sobrenadante y se peso la suspensién fibrosa, determinando asi la
ganancia en peso de aceite.

La capacidad de retencion de aceite fue expresada como los gramos de
aceite retenidos por gramo de muestra (b.s.). La densidad del aceite de maiz fue
0,92 g/mL.

pesofinal—peso inicial)
peso inicial

CRa= ( Ec. 2.13

5.2.3. Capacidad de absorcion de agua (CADb)

La capacidad de absorcion de agua se realiz6 segun el método 88-04
propuesto por la AACC (1984).

En primer lugar se determiné la CAb aproximada. Para ello, se pesaron 2 g de
muestra (b.s.), se le adicioné agua destilada hasta la saturacién (aprox. 35 mL), se
homogeneizé en vortex durante aproximadamente 1 min, se centrifugd a 2000xg
durante 10 min, para luego retirar el exceso de agua y pesar. La CAb aproximada se

calculo de la siguiente manera:

(peso final-peso inicial)
peso inicial

CAbaprox. = Ec.2.14

Con el valor de la CAb aproximada se calculd el peso de la muestra para la

determinacion, empleando la siguiente férmula:

15
CAbaprox. +1)

pesodemuestra= ( Ec. 2.15

Posteriormente, se determiné la cantidad de agua necesaria para completar a
15 g el peso de la muestra utilizada. Dicho célculo se realiz6 restando a 15 el peso

65



Capitulo 2 Harinas y fracciones ricas en fibra y en proteinas de chia

de la muestra determinado previamente. El resultado obtenido fue la cantidad de
agua adicionada a la muestra para completar un peso de 15 g.

Para determinar la CAb se coloco la muestra en cuatro tubos de centrifuga
adicionando 1,5 y 0,5 mL de agua destilada por encima y por debajo de lo
determinado, se homogeneizd bien y centrifugé a 2000xg por 10 min, se retird el
sobrenadante y se pes6. Se calcularon los gramos de agua absorbidos en cada tubo

para obtener un promedio. La CAb de la muestra se calcul6 de la siguiente manera:

CAD = promedio de agua absorbida(g)

Ec. 2.16
peso de muestra(g)

5.2.4. Capacidad de adsorcion de agua (CAd)

La capacidad de adsorcion de agua se determind siguiendo la técnica de
Chen vy col., (1984). Se pesé 1 g de muestra (b.s.) y se colocé en un microambiente
de 98% de humedad relativa en equilibrio, el cual se generd colocando en un
recipiente de vidrio herméticamente cerrado 20 mL de solucidén salina saturada de
sulfato de potasio y llevando a estufa a 25°C. La muestra se dejo en ese ambiente
hasta peso constante, informando esta capacidad como la ganancia en peso
expresada en gramos de agua por gramo de muestra seca.

CAd = g de agua adsorbida x 100

Ec. 2.17
g de muestra

5.2.5. Capacidad de absorcion de moléculas organicas (CAMO)

Esta propiedad se determiné siguiendo la técnica de Zambrano y col., (2001).
Se pesaron 3 g de muestra (b.s.) y se colocd en un tubo de centrifuga de 50 mL de
capacidad con un exceso de aceite refinado de maiz (densidad = 0,92 g/mL) (aprox.
25 mL) y se dejé en reposo en la oscuridad durante 24 h. Luego se centrifugo a
2000xg durante 15 min a 25°C (centrifuga refrigerada Rolco CR-5850, radio 22 cm,
Argentina).

La capacidad de absorcion de moléculas organicas se expresé como la
absorcion de componentes hidrofébicos y se calcula en términos de ganancia de

peso de la muestra.
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(peso final - peso inicial)
peso inicial

CAMO = x 100 Ec. 2.18

5.2.6. Actividad emulsificante (AE) y estabilidad de la emulsion (EE)

Estas determinaciones se realizaron siguiendo la técnica descripta por Chau y
col., (1997). Se pesaron 2 g de muestra, se le adicion6 100 mL de agua destilada y
se homogeneiz6 en Ultra-Turrax T-25 (Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik, Alemania)
a 7800 rpm durante 2 min, luego se le adicion6 100 mL de aceite refinado de maiz
(densidad = 0,92 g/mL) y se homogeneiz6 nuevamente a 11.500 rpm durante 2 min.
Se tomaron muestras y se colocaron en tubos de centrifuga graduados (15 mL), se
centrifugaron (centrifuga Rolco) a 2000 rpm durante 10 min y se midié el volumen de
la emulsion remanente.

La actividad emulsificante se calcul6 de la siguiente manera:

_ volumen de emulsiénremanente (mL)

AE — —
volumen original de la emulsion (mL)

Ec. 2.19

La estabilidad de la emulsion (EE) se determiné mediante el calentamiento de
las emulsiones preparadas a 80°C por 30 min, enfriando luego a temperatura
ambiente y centrifugando a 2000 rpm durante 10 min. La EE fue expresada como los
mL del volumen de la emulsibn remanente respecto del volumen original de la

emulsion.

_ volumen de emulsiénremanente (mL)

EE — —
volumen original de la emulsion (mL)

Ec. 2.20

5.2.7. Caracterizacion optica de las emulsiones mediante un analizador vertical
de barrido (QuickScan)

La estabilidad global de las emulsiones se determind mediante un analizador
optico vertical de barrido QuickScan (Beckman Coulter, USA). Este equipo permite
detectar los diferentes procesos de desestabilizacion que pueden afectar a una
emulsion. Otras ventajas asociadas a esta metodologia, con respecto a las técnicas
espectrofotométricas tradicionales y a la evaluacién subjetiva en forma visual, se

relacionan con la posibilidad de analizar la emulsién sin la destruccion de la muestra,
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el facil manejo de la misma en la celda de medida y la buena reproducibilidad de los
resultados (Pan y col., 2002).

El equipo QuickScan posee las siguientes caracteristicas: la muestra a ser
analizada esta contenida en un tubo o celda de vidrio, el cual es colocado cerca de
una cabeza lectora movil compuesta por una fuente de luz IR- cercano (A = 850 nm)
y dos detectores sincronicos: uno a 0° y otro a 135° (Figura 2.3). El detector de
“Transmision” (T) recibe la luz que atraviesa la muestra (0°), mientras que el detector
de “Back-scattering” (luz dispersada), la luz dispersada por la misma (135°). La
cabeza lectora mavil realiza un barrido a lo largo de toda la altura del tubo de
muestra (65 mm, aproximadamente), adquiriendo los datos de “Transmision” y de
“Back-scattering”, o luz dispersada (%BS) cada 40 um. De esta manera, es posible
obtener las curvas correspondientes a los porcentajes de luz transmitida y
dispersada, relativo a estandares externos, en funcion de la altura de la muestra en
mm. El equipo permite hacer varias mediciones en funcion del tiempo, obteniendo
una serie de perfiles e informacion acerca de las cinéticas de desestabilizacion en

cada caso (Pany col., 2002).

0% 50% 100%

Back
Scatering

TURBIO

CABEZA LECTORA MOVIL

859 opAco

ALTURA DE LA MUESTRA

Figura 2.3. Esquema del analizador vertical de barrido (QuickScan) (Cortesia

Beckman Coulter)
El %BS da una estimacion relativa del nimero de gotas correspondientes a la

fase dispersa de una emulsion en el momento de la medicién. Asi, cuanto mayor es

este valor también lo es la cantidad de luz dispersada por las gotas y la turbidez de
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la muestra. Ahora bien, si los valores de este parametro disminuyen en funcién de la
longitud de la celda y del tiempo, este hecho puede relacionarse con una
disminucién en el numero de particulas, debido a un aumento del tamafio de las
mismas y por ende, a la ocurrencia de un proceso de coalescencia. En cambio, si el
perfil de %BS se desplaza hacia la parte superior del tubo, puede observarse en
este caso un proceso de “creaming”’ (cremado). Este hecho se debe a que el
desplazamiento de las gotas hace que el porcentaje de luz dispersada disminuya en
la zona que las mismas abandonan. Cabe aclarar que ambos procesos pueden

ocurrir en forma simultanea (Marquez, 2009).

6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos a partir de las determinaciones realizadas por
triplicado, fueron analizadas mediante el analisis de varianza ANOVA seguido por el
test de Tukey (p<0,05), usando el software InfoStat (Universidad Nacional de
Cordoba, 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion comparativa de los subproductos de chia obtenidos
después de la extraccion del aceite por prensado y con solvente

El proceso de extraccion del aceite de las semillas de chia permitio la obtencion
de 75,2+0,5% (b.s.) de harina residual por prensado (Hp) y 80,8+0,3% (b.s) de
harina residual por solvente (Hs). En tanto, el proceso de tamizado de las harinas
registr0 un rendimiento de 79,9+0,8 y 85,8+0,5% de fracciones fibrosas (FRFs y
FRFp, respectivamente) con un tamafio de particulas > 149 ym, asi como 20,1+0,7 y
14,240,5% de fracciones ricas en proteinas FRPs y FRPp, respectivamente (tamafio
de particulas < 149 um).

Por otra parte, luego de la extraccion del mucilago de las semillas de chia
(3,84£0,1% b.s.), se obtuvo un rendimiento de harina residual (Hsm) similar al de Hs
(82,3+0,5% (b.s).

1.1. Propiedades fisicoquimicas

1.1.1. Distribucion de tamafio de particulas

En las Tablas 2.5 y 2.6 se presenta el analisis diferencial de tamafo de
particulas de las harinas de chia correspondientes al proceso de extraccion por
prensado y solvente (Hp, Hs y Hsm) y de las fracciones ricas en fibra y en proteinas,
respectivamente. La Hs presenté un mayor porcentaje de particulas de menor
tamafo (rango de 44 a 149 uym) que la Hsm y la Hp, logrando dichas particulas
distribuirse por todos los tamices, mientras que en la Hp, quedaron Unicamente
retenidas en la fraccibn de mayor tamafio, debido a que la presencia de lipidos
residuales pudo influir en la aglomeracion de las particulas. Por otra parte, en las
fracciones fibrosas de ambas harinas residuales no se detectd la presencia de
dichas particulas. En las muestras correspondientes al proceso de extraccion por
solvente, los tamafios de particulas mayoritarios comprendieron un rango entre 149
a 1410 ym para Hs y FRFs (79,5 y 98,5%, respectivamente), entre 250 a 1410 ym
para Hsm (79%) y entre 44 a 250 ym para FRPs (92,2%), mientras que en las
muestras de extraccion por prensado, los tamafios de particulas mayoritarios
abarcaron el rango de 250 a 1410 ym para Hp y FRFp (82,3 y 95,3%,
respectivamente) y entre 105 a 250 ym para FRPp (100%).
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Tabla 2.5. Distribucion de tamafio de particulas de las harinas de chia

% de particulas retenidas

Tamafio de Harina s de extraccion
Tamiz
particulas (um) prensado solvente

Hp Hs Hsm
10 >2000 1,2 0,7
14 1410-2000 1,2 0,4 54
20 840-1410 111 8,3 27,4
35 500-840 22,3 22,0 21,9
60 250-500 48,9 35,2 29,7
100 149-250 1,2 14,0 5,3
140 105-149 13,9 7,2 4,1
200 74-105 0,2 2,8 2,8
325 44-74 8,5 19
<325 <44 1,6 0,9

Tabla 2.6. Distribucion de tamafio de particulas de las fracciones ricas en fibra 'y en

proteinas de chia

% de particulas retenidas

Tamiz Tamario de Hp Hs
particulas ( pm) | Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion
>149 ym <149 pym >149 ym <149um
10 >2000 1,2 0,2
14 1410-2000 1,9 0,4
20 840-1410 14,0 11,8
35 500-840 33,0 29,5
60 250-500 48,3 43,9
100 149-250 1,6 98,7 13,3 12,4
140 105-149 1,3 0,7 23,6
200 74-105 0,2 13,9
325 44-74 42,25
<325 <44 7,81
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La comparacién de las fracciones ricas en fibra permitié observar que la FRFp
presentd una mayor proporcion de particulas de mayor tamafio (> 250 um) que la
FRFs (98,4 y 85,8%, respectivamente). Por otra parte, mediante la evaluacion de las
fracciones ricas en proteinas pudo evidenciarse que la FRPs presentd una
distribucion mas homogénea de sus particulas, exhibiendo aproximadamente 87,6%
de las mismas un tamafio < a 149 um. Por otra parte, el analisis diferencial de
tamafio de particulas de la FRPp mostré un 98,7% de particulas retenidas sobre el
tamiz namero 100, sin lograr una distribucion homogénea de las mismas. Esto
puede deberse a la presencia de lipidos residuales en esta muestra, los cuales

pueden ocasionar la aglomeracion de las particulas, tal como se observo en Hp.

1.1.2. Composicién proximal

En la Tabla 2.7 se muestra la composicion proximal de las harinas de chia
procedentes de ambos métodos de extraccion (prensado y solvente,
respectivamente). Como puede observarse, las muestras exhibieron un alto
porcentaje de proteinas y de fibra cruda, presentando estos componentes
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre ambos métodos de
extraccion estudiados, con niveles superiores para las harinas de extraccion con
solvente; no se registraron diferencias en la composicion proximal de las harinas de
solvente extraidas a partir de semillas con y sin mucilago. Por otra parte, el
contenido de lipidos fue estadisticamente superior (p<0,05) en la Hp, indicando que
el sistema de extraccion de aceite tuvo influencia en el tenor de aceite residual de
las harinas. Resultados similares han sido observados en harinas obtenidas después
de la extraccion del aceite con solvente (1,1 — 1,7% de aceite residual) y por
prensado (7,5 — 12,4% de aceite residual) de diferentes variedades de semillas de
lino (Mueller y col., 2010). Los tres tipos de harinas (Hp, Hs, Hsm), presentaron
niveles de fibra cruda superiores que los registrados en harinas de sésamo, soja,
lino y canola, 5,8, 3,5, 5,3 y 11,5%, respectivamente (Egbekun y Ehieze, 1997,
Khattab y Arntfiel, 2009). Por otra parte, el contenido de proteinas de la Hs y la Hsm
fue superior a los valores registrados en harinas de girasol de distinta procedencia
(20,6 — 23,1% y 37,8%; Pacheco de Delahaye y col.,, 1994; Pérez y col., 2004,
respectivamente), canola y lino (36,1 y 40%; Sun y col., 2008; Khattab y Arntfiel,

2009, respectivamente) y similar a los informados para harinas de lino
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(38,9 — 43,3%; Khattab y Arntfiel, 2009; Mueller y col., 2010). En lo que se refiere a
la Hp, su contenido de proteinas fue mayor al observado en harina de canola
(30,5%) y similar al de harina de lino (36,9%) obtenidas por la misma metodologia
(Suny col., 2008; Mueller y col., 2010).

Tabla 2.7. Composicion proximal de las harinas de chia (Salvia hispanica L.)

Contenido (%, b.s.)
Harina de extraccion
Componente
prensado solvente
Hp Hs Hsm

Humedad 10,8+0,32 105+0,2 2 10,7 +0,02
Proteinas 350+0,4° 41,4+0,3° 42,4+0,7°
Fibra cruda 238+0,32 276+0,1°" 27,7+0,9°"
Lipidos 11,4+08° 0,2+0,1°2 0,2+0,22
Cenizas 6,3+0,1°2 72+01° 78+0,1°
ELN* 235+0,22 23,6+0,6°2 21,9+0,82

ELN: extracto libre de nitrégeno; *Calculado por diferencia
Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

La determinacion de los componentes principales de las fracciones obtenidas
de las harinas de extraccion estudiadas, registré en la fraccion gruesa (tamafo de
particula > 149 um) que la mayoria de los componentes presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto a los de la fraccion fina
(tamafio de particula < 149 pm), a excepcion del contenido de lipidos en las
fracciones de Hs y en los extractos libres de nitrdgeno de las fracciones de la Hp
(Tabla 2.8). En las fracciones gruesas, el contenido de fibra cruda se concentrd en
un 6 y un 19%, con respecto al de las harinas, a expensas de una disminucion en el
contenido de proteinas. En contraste, en las fracciones finas el contenido de
proteinas se incremento en un 53,4 y 30,3% (FRPs y FRPp, respectivamente) con
respecto al de las harinas, siendo dichas fracciones ricas, en fibra las “gruesas” y en
proteinas las “finas” (Tabla 2.8). En virtud de ello, el proceso de tamizado permitio la
retencion de hidratos de carbono estructurales presentes en la pared celular de los

vegetales asi como la transferencia de componentes del contenido celular
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(Pérez, 2001). Un comportamiento similar fue registrado al cabo del fraccionamiento
por via seca de harina desgrasada de chia mexicana, en el que se obtuvieron dos
fracciones: una fraccion rica en fibra con 29,6% (b.s.) de fibra cruda, similar a la
FRFs y una fraccion rica en proteinas con 44,6% (b.s.), nivel inferior a la FRPs
(Vazquez-Ovando y col., 2010).

Cabe sefalar que el método de extraccion de aceite empleado para obtener las
harinas afecto el tenor de lipidos residuales tanto de las fracciones ricas en fibra
como de aquéllas ricas en proteinas. Cabe destacar que la FRPp present6 un
contenido de lipidos residuales significativamente superior a la FRFp, lo que podria
producir la aglomeracién de las particulas pequefias, resultando concordante con los

resultados obtenidos en el analisis de distribucion de tamafio de particulas.

Tabla 2.8. Composicién proximal de las fracciones obtenidas a partir del tamizado

de las harinas de extraccion de chia (Salvia hispanica L.)

Contenido (%, b.s.)
H H
Componente P S

Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion

>149 ym <149 pm >149 ym <149 pm
Humedad 10,0+0,22 104+0,5°2 10,3+0,02 10,6 +0,0 2
Proteinas 33,7+0,1°2 456+0,1° 353+0,2°" 63,5+0,1¢
Fibra cruda 25,3+0,8°¢ 10,1 +0,2° 32,8+0,3¢ 6,5+0,0°2
Lipidos 10,8+0,1° 13,4+0,1°¢ 02+0,1°2 0,3+0,0°2
Cenizas 6,0+0,0°2 78+0,0°¢ 6,6+0,0° 9,2+0,1¢
ELN* 242 +0,8°2 23,1+0,4°2 250+0,6°" 20,5+0,0%

ELN: extracto libre de nitrégeno; *Calculado por diferencia
Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

1.1.3. Fibra dietética total (FDT), soluble (FDS) e insoluble (FDI)

El analisis de fibra dietética total (FDT), insoluble (FDI) y soluble (FDS) de las
harinas (Hp, Hs y Hsm) y de las fracciones ricas en fibra y en proteinas, indicé que
todas las muestras presentaron un alto contenido de FDT, siendo la fraccion
mayoritaria de este componente la FDI, frente a un contenido de 3,5 a 6% de FDS, a

excepcion de la harina obtenida de semillas sin mucilago, en la cual el contenido de
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FDS fue estadisticamente inferior (p<0,05) al del resto de las muestras (1,5%)
(Tabla 2.9). Las fracciones ricas en fibra exhibieron un contenido de FDT y FDI
significativamente superior (p<0,05) al resto de las muestras, presentando la FRFs
un nivel estadisticamente superior de los mismos. Por otra parte, en las fracciones
ricas en proteinas se observd un contenido de FDT y de FDI significativamente
inferior al resto de las muestras (Tabla 2.9). Cabe destacar que la harina obtenida
de semillas de chia con previa extraccion del mucilago (Hsm), exhibié un contenido
de FDI estadisticamente superior (p<0,05) al registrado en la Hs, a expensas de una

reduccion significativa de su contenido de FDS.

Tabla 2.9. Contenido de fibra dietética total (FDT), insoluble (FDI) y soluble (FDS) en

los subproductos de chia (% b.s.)

Muestras FDT FDI FDS FDI/FDS
Hp 43,7+0,8°" 40,1 +1,3° 36+0,6° 11
FRFp 495+0,7° 44,4 +0,2°¢ 5,2 + 0,4 " 8,5
FRPp 26,1+0,2° 20,9+1,3° 53+1,1% 4

Hs 46,1+0,9° 41,1+0,5° 4,9 +0,6" 8,4
FRFs 52,7 +0,5° 46,6 +0,6¢ 6,1+0,1° 7,6
FRPs 25,5+0,7° 21,9+0,2° 38+05" 5,7
Hsm 47,1+0,2° 45,6 + 0,4 1,5+0,2° 30,4

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el proceso de
fraccionamiento por via seca usando malla 100 logré concentrar de forma eficiente el
contenido de FDT. Las fracciones fibrosas de chia presentaron una composicion de
fibra dietética insoluble y soluble en el rango de lo informado para un residuo fibroso
de chia de origen mexicano (53,4 y 3,1% de FDI y FDS, respectivamente; Vazquez-
Ovando y col., 2009) y de un residuo fibroso de Canavalia ensiformis (52,5 y 3,4%
de FDI y FDS, respectivamente; Betancur-Ancona y col., 2004), aunque diferente,
principalmente en el contenido de FDS, al informado en diversas frutas y verduras

(cascara de maracuya 57, 47,6, 9,4%, guayaba 64,1, 55,2, 8,9% (Chau y Huang,
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2003), alcachofa 58,8, 44,5, 14,3% para FDT, FDI y FDS, respectivamente
(Grigelmo-Miguel y Martin-Belloso, 1999).

La ingesta de cantidades apropiadas de fibra dietética (FD) esta relacionada
con la prevencion de enfermedades tales como la hipercolesterolemia, diabetes,
cancer de colon, obesidad, entre otras (Lecumberri y col., 2007). La relacion entre la
FDI y la FDS es una informacién importante debido a los efectos nutricionales y
fisiolégicos que ocasiona en los consumidores. La Asociacibn Americana de
Diabetes recomienda una ingesta diaria de fibra de 25 a 30 g, con una proporcion de
FDI/FDS de 3 a 1 (Borderias y col., 2005). En los subproductos de semillas de chia
con mucilago, esta relacién varié en un rango de 4 a 11 correspondiendo los valores
mas bajos a las fracciones ricas en proteinas. Asimismo, la relacion FDI/FDS fue
menor a la detectada por Vazquez-Ovando y col (2009) para un residuo fibroso de
chia mexicana (17,1) y al observado por Grigelmo-Miguel y Martin-Belloso (1999) en
salvado de trigo (14,2). Para el subproducto obtenido de semillas de chia sin
mucilago, esta relacion se increment6 debido a la extraccion de la fraccion soluble.

Estos resultados convierten a los subproductos de chia estudiados en
ingredientes interesantes para ser incorporados en diversos alimentos, debido a las

caracteristicas previamente comentadas.

1.1.4. Esquema de andlisis de Van Soest

La Tabla 2.10 muestra los resultados correspondientes a los analisis de FDN
y FDA, calculados a partir del método propuesto por Van Soest (Guiragossian y col.,
1977). En las harinas de chia y las fracciones ricas en fibra, la FDN vari6 en un
rango de 52,9 a 65,0%. Los resultados obtenidos son elevados frente a los
informados por Villela y col., (1999) en residuos de frutas de maracuya (45,86%) e
incluso al compararlos con un residuo fibroso de chia mexicana (54,51%; Vazquez-
Ovando y col., 2009) y otras leguminosas analizadas por Rehinan y col. (2004)
quienes informan como mayor valor 29,8% de FDN en lentejas. Asi, estos resultados
sugieren que tanto las harinas como las fracciones ricas en fibra de chia, estan
formadas en su mayoria por la presencia de polisacaridos estructurales (celulosa y
hemicelulosas) y lignina, los cuales actuarian como FDI. Cabe destacar que la Hsm
exhibié un contenido de FDN significativamente superior (p<0,05) al de Hs,

relacionado con su nivel de FDI también significativamente superior (ver Tabla 2.9).
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Por otra parte, las fracciones ricas en proteinas presentaron pequefias cantidades
de FDN. Teniendo en cuenta esta informacion, se sugiere que las harinas y las FRF
de chia podrian ser incorporadas como ingredientes en la elaboracion de alimentos
funcionales debido a que el consumo de FDI esta relacionado con el aumento del
volumen y el peso de la masa fecal, lo que se refleja en el mejor funcionamiento del
sistema digestivo, reduccion del padecimiento de enfermedades tales como
constipacion, estrefiimiento, cancer de colon, entre otras (Escudero-Alvarez y

Gonzalez-Sanchez, 2006).

Tabla 2.10. Composicion de los subproductos de chia segun el método de Van

Soest, expresados en % (b.s.)

Muestras FDN FDA Lignina Celulosa Hemicelulosa
Hp 59,3+33°% 323%24" 75+01¢ 220+18°" 30,3+2,0°
FRFp 622+21°% 350+03" 8102 259+14" 29,9+0,6°
FRPp 30,8+2,0° 12,0+02?% 33%0,1° 9,9+0,32 18,0+0,2°
Hs 529+03° 381+12% 45%07%* 346+1,3° 14,8 +1,2°
FRFs 650+01°% 355+00°“ 55+05° 282+04° 31,3+0,0°
FRPs 15,8 +0,4 2 9,9+0.2° 30022 76+00°% 59+02°
Hsm 636+21% 308+12° 69+05° 231+09° 336+1,0°

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

El contenido de FDA (porcion menos digerible de la FD, como celulosa,
lignina y cenizas insolubles en &cido) fue estadisticamente superior en las harinas y
las respectivas FRF respecto de las demas fracciones, siendo estos valores
similares a los informados para residuos de C. ensiformis (30,72%; Betancur-Ancona
y col.,, 2004). En cuanto al contenido de lignina, se registraron diferencias
significativas (p<0,05) entre las fracciones fibrosas, siendo este componente mayor
en la FRFp. Este hecho puede atribuirse al mayor porcentaje de particulas de mayor
tamafo presentes en la FRFp (98,4 y 85,8 % en FRFp y FRFs, respectivamente).
Resultados similares se han obtenido en salvado de trigo “grueso” y “fino” (4,1 y
2,6% de lignina, respectivamente) (Kirwan y col., 1974). Los contenidos de celulosa
y de hemicelulosa, en las harinas y FRF, pueden indicar que las paredes celulares
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estan formadas en una mayor proporcién por complejos celulosa-hemicelulosa, con
un consecuente contenido bajo de pectinas, tal como ocurre en la pared celular de la
mayoria de las monocotiledéneas (Vazquez-Ovando y col., 2010). En tanto, la FRFs

exhibié cantidades significativamente menores de celulosa con respecto a la Hs.

1.1.5. Minerales

En todos los subproductos de chia fue posible la deteccion de fésforo, calcio,
magnesio, hierro, zinc y cobre, siendo los tres primeros los minerales presentes en
una mayor proporcion (Tabla 2.11). A su vez, puede observarse que en las
fracciones ricas en proteinas se logr6 obtener una mayor concentracién de
minerales con excepcion del Ca, el cual estuvo presente en una menor proporcion
en estas muestras.

En todas las muestras la concentracion de los minerales analizados, fue
superior a la detectada por Ragaee y col. (2006) para harinas de trigo duro, arroz y
sorgo, mientras que el contenido de hierro fue mayor al observado para sésamo
(Egbekun y Ehieze, 1997) y similar al de cebada (Ragaee y col., 2006). La Hs se
caracterizd por su elevado nivel de fosforo y calcio, coincidiendo con los valores
obtenidos por Bushway y col. (1981) en harinas de otra variedad de chia (Salvia
polystachya) obtenida por la misma metodologia.

La relacion entre calcio y fosforo (Ca:P) estuvo comprendida en un rango de
0,49 a 0,79 para todas las muestras estudiadas, correspondiendo el menor valor a la
FRFp y el mayor a la Hs. Dicha relacién se asemeja a la de una dieta normal de
EEUU y Canada (Mota-Blancas y Perales-Caldera, 1999). Para una efectiva
utilizacion por parte de los rumiantes y evitar posibles desordenes nutricionales, la
relacion Ca:P deberia estar comprendida entre 1:1 y 2:1. Asimismo, es necesario
considerar que normalmente se absorbe del 20 al 30% del calcio ingerido y que
dicha absorcion se ve influenciada por otros constituyentes de los alimentos tales
como proteinas, fibra, acido fitico y fésforo (Mota-Blancas y Perales-Caldera, 1999).
En virtud de lo expuesto, los resultados obtenidos sugieren que los subproductos de
chia analizados, podrian ser utilizados como suplementos en harinas de otros
cereales, debido al alto contenido de este mineral. Dado que en todos los casos se

registraron niveles elevados de FD, seria necesario realizar un analisis de
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dializabilidad para obtener informacion adicional sobre la biodisponibilidad de este
mineral (Kernefick y Cashman, 2000).

Tabla 2.11. Contenido de minerales (mg/kg) de harinas, fracciones ricas en fibra y

fracciones ricas en proteinas de chia (Salvia hispanica L.) (b.s.)

Muestras Ca Mg Fe Zn Cu P

Hp 6250+0,07° 5147+0,03°  131+0,00° 111+0,00° 21+0,00°  9988,5+0,03"
FRFp 6678+0,07' 4032+0,03°  156+0,00° 101,4+0,00°  26,4+0,03"  12476+0,15°
FRPp 391+0,00° 6215+0,03'  195+0,00° 138+0,00' 30,5+0,00'  17500+0,08"

Hs 8060+0,079 3460+0,04° 117,3+0,00*°  100%0,00° 24+0,00°  10205+0,11°
FRFs | 6150+0,07° 3220+0,04® 121,0+0,00" 96+0,00? 22,6+0,00°  9012,5+0,07°
FRPs 336+0,00° 6755+0,03°  395+0,00° 15420,00° 33+0,00°  1770040,01°

Hsm 4226+0,03°  48030,03" 235+0,00' 121+0,00° 30+0,00° 12050+0,15%

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

1.1.6. Componentes antioxidantes

La Figura 2.4 presenta la composicion y el contenido de tocoferoles
correspondientes a los subproductos de chia obtenidos mediante el proceso de
extraccion por prensado en frio. En dichas muestras, la concentracion de tocoferoles
totales varié en un rango de 470 a 614 ug/g para Hp y FRPp, respectivamente. El
y-tocoferol fue el componente principal (aprox. 95%), seguido por &- y a-tocoferol.
Estas muestras exhibieron una concentracion de tocoferoles totales mayor que el
aceite de chia obtenido por la misma metodologia (238 ug/g) (Ixtaina y col., 2011).
Estos resultados muestran que el proceso de extraccion por prensado del aceite no
es proporcional al de extraccidén de tocoferoles, siendo menor la proporcion de éstos
altimos.

Las muestras procedentes del proceso de extraccion de aceite con solvente
presentaron trazas de tocoferoles (datos no mostrados). Este hecho esta asociado al
bajo contenido lipidico de las mismas (ver Tablas 2.7 y 2.8) y a la alta concentracion
de estos componentes en el aceite de chia obtenido con solvente (300 pg/g) (Ixtaina
y col., 2011).
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Figura 2.4. Contenido de tocoferoles del aceite residual de la harina y fracciones

ricas en fibra y en proteinas de chia obtenidas por prensado

Por otra parte, el contenido de compuestos polifendlicos de los subproductos
de chia se presenta en la Figura 2.5 . En todos los casos se detect6 la presencia de
acidos clorogénico y cafeico, quercetina, miricetina y kampferol, presentando un
contenido total de componentes polifendlicos en un rango comprendido entre
3.3 x 10* a 5.7 x 10™ moll/kg, no registrandose diferencias significativas en la
concentracion de componentes polifendlicos totales (p>0,05). Sin embargo, Hs y
FRFs exhibieron concentraciones significativamente superiores (p<0,05) de
quercetina y miricetina que las muestras obtenidas por prensado (Hp y FRFp).
Analogamente, el acido clorogénico se detecté en mayores niveles en las muestras
obtenidas por solvente, siendo significativamente superior solo en la FRFs (p<0,05).
Por otra parte, las muestras provenientes del proceso de extraccion por prensado
exhibieron concentraciones significativamente superiores de acido cafeico que las

muestras obtenidas por solvente (p<0,05).
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Figura 2.5. Contenido de antioxidantes fendlicos presentes en harinas y fracciones

ricas en fibra de chia

1.1.7. Actividad antioxidante

En la Tabla 2.12 se presenta la actividad antioxidante de las harinas y las
fracciones ricas en fibra y en proteinas de chia. Hp, FRFp y FRPp presentaron una
mayor actividad antioxidante que Hs, FRFs, FRPs y Hsm. Este hecho, puede
relacionarse con el contenido de tocoferoles totales presentes en las muestras
obtenidas por prensado, los cuales son sustancias naturales con actividad
antioxidante. Por otra parte, la FRFs exhibi6 una actividad antioxidante
significativamente superior (p<0,05) que la Hs, mientras que dentro de los
subproductos correspondientes al proceso de extraccion por prensado, la Hp
presentdé mayor actividad antioxidante. Este hecho podria atribuirse al mayor
contenido de componentes fendlicos (ver Figura 2.5). En tanto, no se observaron
diferencias significativas asociadas a esta propiedad entre Hs y Hsm (p>0,05).

La actividad antioxidante de los subproductos de chia estudiados presentd un
nivel superior al detectado en salvado de trigo y harina entera de grano molido de
sorgo y cebada (48,5, 51,7 y 14,9 TEAC, umol/g; Igbal y col., 2005 y Ragaee y col.,
2006, respectivamente) y similar al de una fraccion fibrosa de chia mexicana
(488,8 TEAC, pumol/g; Vazquez-Ovando y col., 2009).
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Tabla 2.12. Actividad antioxidante de los subproductos de chia obtenidos mediante
ambos métodos de extraccion de aceite, determinada como decoloracion del catién
ABTS"

Muestra s Actividad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC, pmol/g)
Hp 557,2 + 28,18 °
FRFp 446,4+19,81°
FRPp 351,0 +£ 36,9 ™
Hs 226,6 4,13 °
FRFs 348,6 +51,77°"
FRPs 214,9 +£33,99 2
Hsm 187,4+33,21 2

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

1.2. Propiedades funcionales

En la Tabla 2.13 se presentan las propiedades funcionales de los diversos
subproductos de chia estudiados. Puede observarse que entre las muestras
provenientes de la extraccién de aceite con solvente (Hs, FRFs, FRPs y Hsm) y las
correspondientes a la extraccion por prensado (Hp, FRFp y FRPp), las principales
diferencias registradas se relacionan con las propiedades de afinidad por el aceite
(CRa y CAMO), siendo significativamente superiores (p<0,05) en las
correspondientes al proceso de extraccion con solvente. Este comportamiento puede
atribuirse al mayor contenido de proteinas y lipidos asociado a los procesos de
extraccion con solvente y prensado, respectivamente (ver Tablas 2.7 y 2.8). En la
mayoria de las muestras, la CRA fue mayor a la CAb, lo que indica que el material
retiene casi la totalidad del agua absorbida (Robertson y col., 1981; Chen y col.,
1984). La alta capacidad para retener agua por parte de los subproductos de chia
puede asociarse a la presencia de sustancias mucilaginosas, las cuales actian
como FDS, siendo concordante con una disminucién de dicha propiedad en la harina
obtenida de semillas sin mucilago (Tabla 2.13). En este sentido, los subproductos de
chia con mucilago podrian ser incorporados en diversos alimentos debido a la
capacidad de la FDS de retener agua y de incrementar la sensacion de saciedad, asi
como también de disminuir el tiempo de absorcién de los nutrientes (Scheneeman,
1987).
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Tabla 2.13. Propiedades funcionales de los subproductos de chia (Salvia hispanica L.)

Propiedades Hp FRFp FRPp Hs FRFs FRPs Hsm
CRA (g/9) 10,58 +0,55 % 8,28+0,33°  4,87+0,36 % | 10,64+0,60°  9,19+0,29 ° 7,3740,29 ° 5,25+0,39 2
CAb (g/9) 6,81+0,30°  6,13%0,37°  4,20+0,34 ® 6,45+0,41°  10,52+0,87°  5,86+0,25" 4,79+0,49 2
CAd (g/9) 0,29+0,02%  0,29+0,01 %  0,56+0,03 ¢ 0,37+0,02 ™ 0,53+0,04 ° 0,69+0,01 © 0,40+0,00 ©
CRa (g/g) 1,26+0,02%  1,40+0,18%  1,09+0,01 ? 2,03+0,08 ° 2,06+0,03 ™ 2,350,17 © 2,94+0,14 °
CAMO (g/g) 0,83#0,01*  0,82#0,01* 0,790,022 1,64+0,02 ° 1,73%0,05 ° 1,94+0,03 ¢ 2,22+0,01 ©
AE (mL/100mL) | 51,00+#1,15% 44,33+1,15% 49,59+1,55 % | 56,004#0,77° 53,33#0,00° 55,36x0,00°  50,00+2,44
EE (mL/100mL) | 47,33+1,00° 34,33+1,152% 50,00+1,62 ™ | 60,00+0,00 ¢ 57,67+1,15° 54,47+1,26 ¢ 53,33+0,00 ™

Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)
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Las harinas Hs y Hp presentaron una capacidad similar para retener, absorber
y adsorber agua (CRA, CAb y CAd), siendo sus CAb mayor a la de harinas de
canola y soja (3,90 y 3,28 g/g, respectivamente) y similar a la de harina de lino
(6,03 g/g), mientras que la CRa de la Hs fue similar a la registrada en harina de soja
y canola (2,01 y 2,09 g/g, respectivamente) (Khattab y Arntfield, 2009). Asimismo,
tanto Hs como Hp exhibieron una AE mayor que las correspondientes a las harinas
de lino, soja y canola. Por otra parte, la EE fue significativamente menor (p<0,05) en
la Hp. Este hecho puede deberse al alto porcentaje de lipidos residuales y al bajo
contenido de proteinas presentes en este tipo de subproducto.

Las fracciones ricas en fibra (FRFs y FRFp) presentaron diferencias entre si
en sus propiedades funcionales, excepto en la CRA, siendo sus niveles
significativamente superiores (p<0,05) en FRFs. Ambas FRF evidenciaron una gran
capacidad para retener y absorber agua, asi como una gran capacidad para actuar
como agente emulsificante y estabilizante de emulsiones (Tabla 2.13). Asimismo, la
CRA de ambas FRF fue mayor a la correspondiente para fibra de soja (4,9 g/g),
salvado de trigo (6,1 g/g) (Mongeau y Brassard, 1982), cascara de maiz y de trigo
(2,32 y 2,48 g/g, respectivamente) (Zambrano y col.,, 2001). Ademas, la FRFs
presentd una CRa similar a la de los residuos fibrosos de cebada (2,00 g/g) y de
Canavalia ensiformis (2,3 g/g) (Betancur-Ancona y col., 2004), mientras que su CAb
fue mayor a los valores observados en zanahoria, nopal y cascarilla de maiz, trigo y
soja (6,36; 5,75; 3,18; 3,17; 2,91 y 1,42 g/g, respectivamente) (Zambrano y col.,
2001) y similar al de una fraccion fibrosa de chia mexicana (11,73 g/qg)
(Vazquez-Ovando y col., 2009). En tanto, su CAd y CAMO fue mayor a la de la
fraccion fibrosa mexicana (0,3 y 1,09 g/g, CAd y CAMO respectivamente)
(Vazquez-Ovando y col., 2009) y similar a la de cascarilla de maiz, soja y trigo
(Zambrano y col., 2001). Por otra parte, la FRFs presenté una AE similar y una EE
menor que la de una fraccién fibrosa de chia mexicana (Vazquez-Ovando y col.,
2009).

Con respecto a las fracciones ricas en proteinas, la FRPs exhibié una
capacidad para retener, absorber y adsorber agua estadisticamente superior
(p<0,05) a la FRPp. Asimismo, las propiedades relacionadas con la afinidad por el

aceite (CRa y CAMO) fueron significativamente superiores en FRPs. Este
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comportamiento puede asociarse al contenido superior de proteinas en FRPs y al
elevado tenor de aceite residual en FRPp (ver Tabla 2.8).

Si bien, generalmente se observaron diferencias entre las propiedades
funcionales de las harinas y sus respectivas fracciones ricas en fibra y en proteinas
(Tabla 2.13), el proceso de tamizado no generd una tendencia definida en dichas
propiedades, excepto en la CRA. Esta propiedad present6 niveles significativamente
superiores en las harinas que en sus correspondientes fracciones ricas en fibra y en
proteinas. Asimismo, también fue significativamente superior en las fracciones ricas
en fibras respecto a las fracciones ricas en proteinas. Este hecho puede relacionarse
con el tamafio de particulas de las muestras, ya que al aumentar el tamafio de
particulas, la capacidad para retener agua aumenta (Borroto y col., 1995). De la
misma forma, cabe destacar que la CRA puede verse afectada por ciertos
pardmetros experimentales tales como agitacién, temperatura, tiempo de remojo y
magnitud de la fuerza externa aplicada, asi como por condiciones quimicas del
medio (pH, fuerza idnica). Estos factores pueden alterar la estructura fisica de la
fuente de fibra, dando lugar a importantes cambios sobre esta propiedad (Sangnark
y Noomhorm, 2003).

1.3. Estabilidad global de emulsiones formuladas con los subproductos de
chia

En la Figura 2.6 se muestra el comportamiento obtenido mediante un
analizador vertical de barrido (QuickScan) de los subproductos de chia estudiados
con respecto a la estabilidad de las emulsiones O/W ensayadas. Los valores de
Backscattering inicial (BS,) variaron en un rango de 57,3 a 69,1%, los cuales
corresponden a las emulsiones preparadas con Hp y FRPs, respectivamente.
Ademas, puede observarse que las emulsiones provenientes de las muestras del
proceso de extraccion por solvente (Hs, FRFs y FRPs), presentaron una estabilidad
mayor que las muestras del proceso de extraccion por prensado (Hp, FRFp y FRPp)
durante todo el periodo ensayado. Este comportamiento puede atribuirse al mayor
contenido de proteinas y de fibra, asi como al menor tenor de lipidos residuales
presentes en las muestras provenientes del proceso de extraccion con solvente (ver
Tablas 2.7 y 2.8).
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Figura 2.6. Cinéticas de desestabilizacion de emulsiones O/W (50:50 p/p)

formuladas con diferentes subproductos de chia (Salvia hispanica L.)

Asi, para cada método de extraccion (prensado en frio y solvente), las
fracciones ricas en proteinas exhibieron los valores mas altos de BS durante todo el
periodo analizado, siendo el porcentaje de reduccion del mismo de 5,5y de 17,2%
de BS en FRPs y FRPp, respectivamente, frente a una disminucién del 11,2 y 23%
de BS en las harinas correspondientes (Hs y Hp, respectivamente) y del 9,4 y 29%
en la FRFs y la FRFp, respectivamente. Este hecho puede atribuirse al alto tenor de
proteinas en dichas fracciones (ver Tabla 2.8) componentes con propiedades
emulsificantes. Por otra parte, pudo observarse que ambas fracciones fibrosas
presentaron un comportamiento similar al de sus respectivas harinas.

Por otra parte, las harinas provenientes del proceso de extraccion con solvente
(con y sin mucilago) presentaron una capacidad emulsificante inicial alta (66,3 y 62,2
%BS para Hs y Hsm, respectivamente), sin embargo la misma disminuyo
notablemente en la Hsm al cabo del periodo analizado (60 min) (50,4 %BS). Este
hecho puede atribuirse a la ausencia de mucilago en Hsm, teniendo en cuenta que
dichos polisacéaridos pueden contribuir a la estabilidad de las emulsiones, ya sea por
su gran caracter hidrofilico, estructura ramificada y/o alto peso molecular, aportando
sus propiedades espesantes y/o gelificantes. De esta manera, los polisacaridos

forman una barrera frente a los mecanismos de desestabilizacion, al incrementar la
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viscosidad de la fase acuosa de la emulsion disminuyendo asi el movimiento de las

gotas dispersadas (Dickinson, 1988).
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CONCLUSIONES PARCIALES

- El método de extraccion de aceite (prensado en frio y sélido-liquido) de las
semillas de chia afecta las propiedades fisicoquimicas y funcionales de las harinas
residuales y sus correspondientes fracciones ricas en fibra y en proteinas. Dicha
influencia estd asociada al contenido de lipidos residuales de los subproductos

estudiados.

- La harina obtenida como subproducto del proceso de extraccion del mucilago
de chia (Hsm) exhibié una composicién proximal similar a la harina de semillas con
mucilago (Hs). Sin embargo, presentaron propiedades funcionales estadisticamente
diferentes. La CRA y CAb fue mayor en Hs, debido a la presencia de mucilago
(FDS) capaz de retener agua en su matriz, mientras que la CRa y CAMO fue mayor
en Hsm. Estas diferencias podrian atribuirse a factores tales como el tamafio de
particula y al contenido de celulosa de la harina.

- El proceso de tamizado de las harinas (Hs y Hp) permiti6 obtener cuatro
fracciones: dos ricas en fibra (32,8 y 25,3% b.s., FRFs y FRFp, respectivamente) con
un tamafio de particula mayor a 149 um y dos ricas en proteinas (63,5 y 45,6% b.s.,
en FRPs y FRPp, respectivamente) con un tamafio de particula menor a 149 um. Se
obtuvieron rendimientos de 79,9 y 85,8% de fracciones fibrosas (FRFs y FRFp
respectivamente) y de 20,1 y 14,2% para las fracciones ricas en proteinas (FRPs y
FRPp, respectivamente). En todas las fracciones se logré concentrar el componente

de interés con respecto a la harina desgrasada.

- Las fracciones ricas en fibra presentaron un alto contenido de FDT (52,7 y
49,5% b.s., en FRFs y FRFp, respectivamente), compuestas en su mayoria por FDI
(46,6 y 44,4% b.s., en FRFs y FRFp, respectivamente), con una elevada proporcion
de celulosa y de hemicelulosa (28,2 y 25,4% b.s. y de 31,3y 29,9% b.s., en FRFs 'y
FRFp, respectivamente). Estos niveles de fibra fueron significativamente superiores

a los registrados en las harinas y en las fracciones ricas en proteinas.

- Todos los subproductos de chia exhibieron una alta actividad antioxidante,
debido a la presencia de componentes polifendlicos y de tocoferoles en el caso de

Hp, FRFp y FRPp. Los principales antioxidantes polifendlicos encontrados fueron
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acidos clorogénico y cafeico, quercetina, seguidos de trazas de miricetina y
kampferol. El contenido total de tocoferoles vari6 de 470 a 614 pg/kg, siendo el
principal compuesto el y-tocoferol, seguido de a- y ©&-tocoferol, en menores

concentraciones.

- Hs, FRFs y FRPs presentaron niveles mas elevados de las propiedades
funcionales estudiadas que Hp, FRFp y FRPp. Cabe sefialar que las propiedades
relacionadas con la afinidad por el aceite (CRa y CAMO) fueron significativamente
superiores (p<0,05) en los subproductos del proceso de extraccién con solvente.
Este hecho puede deberse al bajo contenido de aceite residual y al alto tenor de
proteinas en dichas muestras, o bien a la influencia de ciertos parametros
experimentales, los que pueden alterar la estructura fisica de la muestra, generando

cambios en las propiedades funcionales.
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INTRODUCCION

Es comun encontrar en la bibliografia los términos “gomas” y “mucilagos”
empleados como sindnimos. Sin embargo, las gomas son sustancias que liberan las
plantas como proteccion frente a una lesion o debido a condiciones climaticas
adversas tales como la sequia. Por otra parte, los mucilagos son constituyentes
normales de los vegetales, producto de su metabolismo y se acumulan en células
especiales dentro de los tejidos. Se localizan como material de reserva
hidrocarbonado, reserva de agua en plantas o bien como elementos estructurales en
vegetales inferiores (algas), proporcionandoles elasticidad y suavidad. Los
mucilagos no exudan de forma espontanea desde los vegetales, teniendo que
recurrirse en muchas ocasiones a la trituracion y/o a la utilizacion de disolventes
para su extraccion. Son extraidos regularmente con agua fria o caliente, ademas de
ser insolubles en alcohol. Las gomas generalmente se disuelven facilmente en agua,
mientras que los mucilagos forman dispersiones de gran viscosidad, capaces de
absorber mas de cien veces su peso en agua (Reynoso Cortés, 2002; Jani y col.,
2009). Acacia, tragacanto y goma guar son ejemplos de gomas, mientras que los
mucilagos se encuentran en diferentes partes de las plantas. Por ejemplo en las
células epidérmicas de las hojas (senna), en la cascara de las semillas (lino,
pysillium), raices (malvaviscos, olmo), laminilla media (aloe), cladodios de cactus
(Opuntia spp 0 mucilago de nopal) (Saenz y col., 2004; Evans, 2004).

Las gomas y mucilagos tienen ciertas similitudes, ambos son hidrocoloides
vegetales. Son sustancias translicidas amorfas y polimeros de un monosacarido o
mezcla de monosacaridos, muchos de ellos combinados con acidos uronicos. Su
estructura quimica general corresponde a la de polisacaridos heterogéneos con un
alto contenido de galactosa, manosa, glucosa y derivados de osas (principalmente
acidos). La estructura y conformacién de las gomas o mucilagos esta determinada
por los enlaces glucosidicos que presentan, asi como por los monosacaridos que las
constituyen. Las propiedades fisicoquimicas mas importantes que presentan estos
hidrocoloides son: la dispersion en agua, viscosidad y gelificacion, siendo las
mismas especificas para cada tipo de sustancia. Asi, la dispersion en agua depende
esencialmente de la estructura quimica de los polisacaridos. Los polisacaridos
lineales (Figura 3.1 a) ocupan mas espacio, son poco dispersables en agua y

forman soluciones mas viscosas que los compuestos altamente ramificados del
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mismo peso molecular. Este hecho se debe a que sus moléculas presentan fuertes
interacciones, formando zonas cristalinas muy densas con dificil acceso al agua. Por
otra parte, los polisacéaridos ramificados (Figura 3.1 b ) se dispersan mas facilmente
que los lineales, ya que disminuye el niamero de interacciones moleculares,
facilitando su solvatacion. Asimismo, estos compuestos gelifican mas facilmente y
son mas estables. Sin embargo, sus disoluciones exhiben viscosidades aparentes
menores que los polimeros lineales. Esto se debe a que la viscosidad depende en
general del volumen efectivo es decir, el volumen de una esfera cuyo diametro sea
igual a la longitud maxima de la molécula estirada. Este volumen es casi siempre
mayor en las moléculas lineales que en las ramificadas del mismo peso molecular.
Para el caso de las gomas o mucilagos con carga negativa, la dispersion y la
viscosidad se incrementan, por efecto de la repulsion intermolecular de sus grupos
i6nicos, teniendo moléculas relativamente estiradas que forman puentes de

hidrogeno mas efectivos con el agua (Pacheco-Aguirre, 2010).

(a) (b)

Figura 3.1. Diagrama de polimeros en solucion. (a) cadena lineal; (b) cadena

ramificada (Pacheco-Aguirre, 2010)

La viscosidad es un fendmeno que se manifiesta por espesamiento de un
sistema liquido y ocurre por la resistencia que pone un fluido a la deformacion. Asi,
los fluidos de viscosidad elevada presentan cierta resistencia a fluir; mientras que los
fluidos de baja viscosidad fluyen con mayor facilidad. Teniendo en cuenta este
fendbmeno, las propiedades de dispersion y resistencia al flujo estan relacionadas
con la presencia de grupos OH y varian segun el tipo de goma o mucilago,
dependiendo de factores intrinsecos -propios de la molécula- (peso molecular, grado
de ionizacion y de ramificacion) y extrinsecos -propios del medio- (pH, temperatura,

fuerza idnica) (Pacheco-Aguirre, 2010).
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Ademas de la estructura quimica, la concentracion del polisacarido es otro
factor que afecta el tiempo necesario para alcanzar la maxima viscosidad. Asimismo,
este fendmeno depende del tipo de goma o mucilago. Por ejemplo, en el caso de la
goma arabiga, la viscosidad maxima se alcanza entre el 10 al 20% de concentracion,
en comparacion con la goma tragacanto que solo requiere el 1%. Esto se debe a la
presencia de grupos carboxilicos en la estructura quimica de la goma tragacanto, lo
que la hace mas dispersable en agua. Por otra parte, los polisacaridos que
presentan una mayor sustitucion de grupos carboxilicos se hidratan mas rapido que
los que tienen una menor cantidad (Pacheco-Aguirre, 2010).

La gelificacion implica ademas la asociacién de las cadenas entre si o de
segmentos de cadenas entre ellas, segun las etapas de transicion que se indican a

continuacion (Figura 3 .2):

- Estado de dispersion: donde el polimero esta en forma de solucion y las

macromoléculas no estan organizadas unas con respecto a otras

- Gel elastico: aparece cuando las cadenas estan suficientemente asociadas

para formar una red o gel

- Gel rigido: a medida que las cadenas se organizan entre si, el gel se
transforma cada vez mas rigido, lo que da lugar al fendbmeno de sinéresis; ya que el

gel se contrae y exuda una parte de la fase liquida

Dispersion en agua Gel eldstico Gel rigido

Figura 3.2. Fendmenos generales de la gelificacion (Pacheco-Aguirre, 2010)
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Las gomas y mucilagos se pueden clasificar de la siguiente manera:
De acuerdo a su origen
Naturales:
- plantas:
a) exudados de arboles: goma arabiga, goma ghatti, goma karaya
b) semillas: goma guar, goma garrofin, psyllium, quince, tamarindo, okra
C) extractos: pectinas
d) raices o tubérculos: almidon
- algas: agar, carragenatos, alginatos
- animal: quitina y quiitosano

- microbiano (bacterias y hongos): goma xantica, dextranos

Semisintéticas:
- derivados del almidén: acetato de almidén, fosfato de almidén
- derivados de la celulosa: carboximetilcelulosa (CMC), hidroxietilcelulosa,

hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), metilcelulosa (MC)

De acuerdo a su estructura quimica
Segun la carga:
- no iénicos: goma guar, goma garrofin, tamarindo, goma xantica,
celulosa, galactomananos
- anionicos: goma arabiga, karaya, tragacanto, “gellan”, agar,

alginato, carragenatos y pectina acida

Segun la forma:
- lineales: amilosa, celulosa, pectinas
- ramificados:
- cadenas cortas: goma xantica, xilano, galactomanano

- cadenas largas: amilopectina, goma arabiga, tragacanto

Segun las unidades monomeéricas:
- homoglicanos: amilosa, arabinanos, celulosa
- heteroglicanos: alginato, carragenato, galactomananos
- tri-heteroglicanos: “gellan”, goma xantica
- tetra-heteroglicanos: goma arabiga, psyllium

- penta-heteroglicanos: goma ghatti, goma tragacanto
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Las gomas y mucilagos de las diferentes fuentes y sus derivados representan
un grupo de polimeros ampliamente utilizados en la industria alimentaria y
farmacéutica, como agentes espesantes, gelificantes y estabilizantes debido, entre
otras cosas, a su capacidad para modificar las propiedades reoldgicas del solvente
en el cual se disuelven, generalmente agua. El aumento de la viscosidad se debe al
volumen hidrodinAmico ocupado por las cadenas del polisacarido de alto peso
molecular y a la interaccion entre cadenas, cuando las gomas y mucilagos se
solubilizan y dispersan (Yassen y col., 2005).

El mucilago de chia es un polisacarido de alto peso molecular, el cual varia
entre 0,8 a 2 x10° daltons. El mismo emerge de la semilla cuando ésta entra en
contacto con el agua, cubriéndola en forma de un halo transparente. Las unidades
estructurales que componen el mucilago de la semilla de chia, fueron descriptas
como un tetrasacarido con una cadena principal compuesta por unidades
de (1—4)-B-D-xilopiranosil-(1—4)-a-D-glucopiranosil-(1—4)-B-D-xilopiranosil  con
ramificaciones de 4-O-metil-a-D-acido glucurénico en la posicion O-2 de [B-D-
xilopiranosil de la cadena principal (Figura 3.3). La relacion de los monosacaridos
B-D-xilosa, a-D-glucosa y acido 4-O-metil-a-D-acido glucurdnico es de 2:1:1. Cabe
destacar que el contenido de acido glucurénico es elevado (aproximadamente 25%),
caracteristico de este tipo de sustancias. El mucilago de chia presenta una elevada
viscosidad en agua con posibles efectos metabdlicos benéficos con respecto a otras
fuentes de fibra dietética de menor viscosidad, tales como la goma guar o
B- glucano. La informacion existente en cuanto a sus propiedades funcionales indica
que se trata de un polimero con accién espesante (Lin y col., 1994; Marin Flores y
col., 2008). La alta solubilidad en agua del mucilago de chia (50 g/mL) le confiere
una potencial aplicabilidad industrial, debido a que se considera que las gomas y

mucilagos con mayor solubilidad son de mayor calidad (Mhinzi y Mrosso, 1995).

—»4)-B-D-xilp(1 —)a-D-Glucp(1 —»4)-B-D-Xilp(1—
2

4-O-methvl-a-D-GlucpA

Figura 3.3. Estructura del mucilago de chia (Lin y col., 1994)
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La ingesta de mucilago de chia, s6lo o en combinacion con la semilla, ha
demostrado tener influencia en el metabolismo de lipidos, mediante la disminucion
de la absorcion intestinal de acidos grasos, colesterol y el arrastre de sales biliares,
aumentando la pérdida de colesterol a través de las heces, ademas de inhibir la
sintesis enddgena de colesterol y la desaceleracion de la digestién y la absorcién de
nutrientes. Ademas, al formar parte de la fibra dietética soluble, forma geles de alta
viscosidad que producen la distension gastrica, el enlentecimiento del vaciado
gastrico y brinda sensacion de saciedad, convirtiendose en un alimento nutritivo
(Hentry y col., 1990).

El proceso de obtenciéon del mucilago de la semilla de chia parece ser
sencillo, por tratarse de un hidrocoloide soluble en agua. Sin embargo, presenta
etapas criticas de operacion tales como la de llevar a cabo la separacion de las
semillas del liquido gelatinoso donde se encuentra el mucilago, producto de interés.
Debido a que el mucilago retiene en su estructura una elevada proporcion de liquido,
se dificultan los procesos de escurrido y de deshidratacion, por lo que se requiere el
uso de alcohol como solvente para precipitar el mucilago o bien la separacién por
centrifugacion (Reynoso-Cortes, 2002).

En 1996, la FAO describié al mucilago de chia como una fuente potencial de
polisacarido debido a sus propiedades mucilaginosas a bajas concentraciones en
soluciones acuosas (Hulse, 1996). Sin embargo, existe poca informacion acerca de
sus caracteristicas y potenciales aplicaciones como agente estabilizante y
emulsificante en la industria alimentaria.

El objetivo del presente capitulo fue obtener el mucilago de chia
(Salvia hispanica L.) mediante distintas metodologias y caracterizar sus propiedades

fisicoquimicas y funcionales.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materia vegetal

Las semillas de chia utlizadas se obtuvieron de la firma comercial
Nutracéutica STURLA SRL., Argentina (20 kg), provenientes de cultivos realizados
en la provincia de Salta (25° S y 65,5° O). Las mismas se conservaron en envases
plasticos cerrados herméticamente a 5+1°C hasta el momento de la realizacién de

las experiencias.

2. Obtencién del mucilago de chia

2.1. Mucilago obtenido mediante Método | (Argentina) (MOA)

El mucilago se obtuvo siguiendo la metodologia descripta en el Capitulo 2
seccion 2.3.1. Cabe destacar que con esta metodologia se obtuvieron dos muestras
de mucilago, habiéndose utilizado dos equipos de liofilizacién (RIFICOR, Argentina y
Heto FD4, Dinamarca).

2.2. Mucilago obtenido mediante Método Il (México) (MOM)

El mucilago se obtuvo siguiendo la técnica propuesta por Marin Flores y col.
(2008) modificada y adaptada a las condiciones del laboratorio. Semillas enteras de
chia se remojaron en agua (1:20 p/v), durante 1 h, a temperatura ambiente y con
agitacion manual durante los primeros 15 min para lograr la completa hidratacion de
las semillas y evitar su aglomeracion. El mucilago extraido se separ6 de las semillas
por filtracién a través de una malla comercial utilizando vacio de 220 mbar mediante
una bomba (Fisher Scientific, USA). Posteriormente, la solucion de mucilago se
concentrd0 en un rotavapor Buchi (R-215, Suiza), con vacio a 55TC. Luego se
congel6 a -20C durante 96 h y se liofilizé (-45C, 0,060 mbar (45 um de Hg), 5 d)
(Liofilizador LABCONCO, Freezone 18, USA). El mucilago seco fue molido utilizando
una multiprocesadora (Moulinex modelo 1736249, Espafa) hasta obtener un polvo
fino.

Los dos tipos de mucilago se guardaron en frascos de plastico cerrados

herméticamente y se almacenaron en desecador para protegerlos de la humedad.
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3. Observaciones microscoépicas

El proceso de exudacion del mucilago consistente en el remojado de semillas
enteras de chia en agua a diferentes tiempos (5, 10, 30 y 60 min), el mucilago
liofilizado, semillas (enteras y fracturadas) después de la extraccion del mucilago y
dispersiones de mucilago en agua (0,25; 0,50; 0,75 y 1,00% pl/v), fueron
caracterizados por microscopia electronica de barrido (SEM) utilizando un
microscopio LEO model EVO 40, UK. Las distintas muestras se fijaron en un
cubreobjetos con esmalte traslicido y se metalizaron con una capa delgada de oro
(600 A) en un “sputter coater” marca Pelco (91000), a fin de permitir un flujo de
carga electronico producido por un evaporador catddico. Se utilizd6 un voltaje
acelerador de 5kV y aumentos de 80 a 5000x.

4. Propiedades fisicoquimicas

4.1. Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad se determind segun la técnica de Nielsen (2003).
Para ello, 0,25 g de mucilago se distribuyeron uniformemente en crisoles de
porcelana (previamente tarados después de llevarlos a peso constante 130°C, 2 h) y
se secaron en estufa de conveccion de aire (Fisher Scientific, USA) durante 2 h a
100-110°C. Posteriormente se retiraron de la estufa, se taparon, se dejaron enfriar
en un desecador y se pesaron. El proceso se repitio hasta obtener peso constante,
realizando el procedimiento por triplicado. El porcentaje de humedad en base seca
se calculd segun la ecuacion:

Ho (b.s.) = %xloo Ec. 3.1

S

donde:
Ph: peso del mucilago antes del calentamiento (g)

Ps. peso del mucilago después del calentamiento (g)

4.2. Composicion proximal
La determinacion del contenido de proteinas, materia grasa, cenizas y fibra
cruda se realizé empleando las técnicas descriptas en el Capitulo 2, secciones 5.1.3

a 5.1.6, respectivamente.
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5. Propiedades funcionales

5.1. Determinacion de la solubilidad

La solubilidad se determind siguiendo la técnica propuesta por Betancur-
Ancona y col. (2003). Se prepararon 30 mL de una solucion de mucilago al 1% (p/v)
en erlenmeyers de 50 mL de capacidad. Los mismos se colocaron en un bafio de
agua a determinadas temperaturas (30, 60 y 80°C), con agitacién constante durante
30 min. Asimismo, siguiendo el mismo procedimiento se evalud la solubilidad en
medio &cido y alcalino (pH 4 y 9, respectivamente). Posteriormente, se trasvaso el
contenido a tubos de centrifuga de 50 mL de capacidad y se centrifugaron a
2750 rpm durante 15 min. Alicuotas de 10 mL del sobrenadante se colocaron en
crisoles de porcelana previamente pesados y se secaron en estufa a 120°C durante
4 h. Se retiraron de la estufa, se dejaron enfriar en desecador y se pesaron. El

porcentaje de solubilidad se calcul6 segun la ecuacion:

peso seco x 300
peso muestra inicial

% solubilidad = Ec. 3.2

5.2. Capacidad de retencion de agua (CRA)
Se empled la técnica descripta en el Capitulo 2, seccion 5.2.1. La cantidad de
mucilago utilizado en el andlisis fue de 0,1g.

5.3. Capacidad de retencion de aceite (CRa)
Se empled la técnica descripta en el Capitulo 2, seccion 5.2.2. La cantidad de
mucilago utilizado en el andlisis fue de 0,1g.

5.4. Capacidad de absorcion de agua (CAb)
Se empled la técnica descripta en el Capitulo 2, seccion 5.2.3. La cantidad de

mucilago utilizado en el andlisis fue de 0,1g.
5.5. Capacidad de adsorcion de agua (CAd)

Se empled la técnica descripta en el Capitulo 2, seccion 5.2.4. La cantidad de

mucilago utilizado en el andlisis fue de 0,1g.

101



Capitulo 3 Obtencion y caracterizacion del mucilago de chia

5.6. Capacidad de absorcion de moléculas organicas (CAMO)
Se empled la técnica descripta en el Capitulo 2, seccion 5.2.5. La cantidad de

mucilago utilizado en el analisis fue de 0,3 g.

5.7. Propiedades reolégicas
La determinacion de las propiedades reolbgicas se realizaron en un reémetro
AR-2000 (TA Instruments, UK) utilizando una geometria de cono y plato de 40 mm

de didmetro y un angulo de 2° a una temperatura constante de 25+1<C.

5.7.1. Determinacién del comportamiento de flujo

Se prepararon dispersiones de mucilago de chia en agua con las siguientes
concentraciones: 0,25; 0,50; 0,75 y 1,00% (p/v) siguiendo el método de Betancur-
Ancona y col., (2003). Las mismas se agitaron a una temperatura constante de 60°C
durante 30 min, luego fueron enfriadas a temperatura ambiente y mantenidas toda
una noche a 4+1°C a fin de lograr su completa hidratacién. Una alicuota de 6 mL de
cada dispersion se sometié a un incremento de la velocidad de deformacion de 1 a
500 s durante 120 s, se mantuvo constante a 500 s™* durante 60 s y seguidamente,
se disminuy6 la velocidad de 500 a 1 s durante 120 s. Las determinaciones se
realizaron por triplicado. Cabe destacar que previamente al ensayo las dispersiones
se dejaron en reposo 3 min para alcanzar el equilibrio de la temperatura de trabajo.
Los datos experimentales fueron ajustados mediante el modelo de la Ley de la

Potencia de Ostwald-de Waele segun la siguiente ecuacion:
T=ky" Ec. 3.3

donde: T = esfuerzo de corte o de deformacion; y = velocidad de deformacion y los

paradmetros k y n, se refieren al indice de consistencia e indice de comportamiento

de flujo, respectivamente.
Los resultados obtenidos correspondientes de las secciones 4 a 5.7.1 fueron

analizados mediante el analisis de varianza ANOVA seguido por el test de Tukey

(p<0,05), usando el software InfoStat (Universidad Nacional de Cordoba, 2004).
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5.7.2. Determinacién del comportamiento viscoelastico

Se realizaron ensayos de deformacién en el rango de 0,01 a 10% a una
frecuencia constante de 1 Hz, para determinar el intervalo de deformacion
correspondiente al comportamiento viscoelastico lineal, zona donde el esfuerzo
cortante varia linealmente con la deformacion aplicada. Luego se realizaron los
ensayos de barrido de frecuencia a una deformacién del 5% (valor de deformacion
dentro del intervalo viscoelastico lineal previamente determinado) y variando la
frecuencia de 1 a 10 Hz. Asi se determinaron los médulos de almacenamiento

(G", Pa) y de pérdida (G, Pa) y la tangente del angulo de fase (tan d).

5.7.3. Determinacion del efecto de un conjunto de variables sobre el
comportamiento de flujo

El efecto de diferentes variables sobre el comportamiento reolégico de
dispersiones de mucilago de chia, se llevo a cabo en un redmetro AR-2000 (TA
Instruments, UK) utilizando una geometria de cono y plato de 40 mm de didmetro y
un angulo de 2° Las determinaciones se llevaron a cabo de acuerdo a un disefio
factorial 2° fraccionado a la ¥4, analizando las variables en 4 blogues, teniendo en
cuenta el efecto del método de obtencion del mucilago y del agregado de una sal
monovalente y de una sal divalente (Tabla 3.1). Las variables independientes
estudiadas fueron: concentracion de mucilago, temperatura, pH, fuerza iénica y
concentracion de sacarosa y las respuestas (variables dependientes) fueron el
indice de consistencia (k) y de comportamiento de flujo (n), la tixotropia y la tan &
(G7IG"). En la Tabla 3.2 se presentan las variables de estudio con sus niveles
estudiados (minimos y maximos). Para cada ensayo se realizo un ANOVA con un
nivel de confianza del 95%. El andlisis se realizd mediante el uso del programa
estadistico Statgraphics Plus version 5.1 (2005).

Tabla 3.1. Blogues del disefio factorial fraccionado

Bloque | Método de obtencion del mucilago | tipo de sal
1 I NacCl
2 I CacCl,
3 [l NacCl
4 Il CaCl,
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Tabla 3.2. Niveles estudiados de las variables independientes

Nivel de la | concentracion de fuerza concentracion de
. . Temperatura | pH L
variable mucilago i0nica sacarosa
- 0,50% (p/v) 5°C 3 oM 0%
+ 1,00% (p/v) 45°C 9 [0,05 M] 40%
donde: “-“ = nivel minimo y “+” = nivel maximo

A partir de los resultados obtenidos del disefio factorial fraccionado,
considerando las variables significativas para k, con igual significancia tanto para las
curvas de ida como de vuelta -sin interacciones significativas entre ellas-, se
prepararon dispersiones con 1% de mucilago, 0,05 M de sal, pH 9 y sin agregado de
sacarosa, determinando las propiedades a 5+1°C. De esta manera, se evalud el
efecto del método de obtencidon del mucilago (Métodos |y II) asi como el del tipo de
sal agregada (NaCl y CaCl,) de acuerdo a un disefio factorial completo 22, con dos
repeticiones.

Cabe destacar que segun los resultados del disefio factorial fraccionado, el
nivel éptimo de la fuerza i6nica sobre k, fue el menor nivel (sin sal). No obstante, se
incorporé 0,05 M de sal debido a que el objetivo de este estudio fue analizar el

efecto del agregado de una sal monovalente y de una sal divalente.

5.8. Determinacién de la fuerza del gel

La fuerza del gel (FG) se determin6 mediante el andlisis de resistencia
mecanica a la compresion segun el método de Burkus y Temelli (1999). Se
prepararon dispersiones de mucilago de chia en agua a 1,5y 3% (p/v), las mismas
se calentaron a 80C durante 1 h, se vertieron en m oldes cilindricos de vidrio Pyrex
de 20 x 40 mm lubricados con aceite mineral y se dejaron enfriar a 4C durante 24h.
Los geles formados fueron comprimidos dentro de los moldes por una maquina
universal de pruebas Instron® (modelo 4411, EE.UU) con una probeta de
penetraciéon de 5 mm a una fuerza de carga de 5 kgf y una velocidad de 5 mm/min,
calculando la resistencia del material. Los datos fueron procesados mediante el

empleo del software del equipo (Series IX, version 11061).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacién del mucilago de chia

Las metodologias aplicadas para la extraccion del mucilago de chia,
permitieron obtener tres muestras diferenciadas en su contenido de proteinas,
correspondiendo dos a MOA y la restante a MOM. A continuacion, se presenta la

nomenclatura asignada a las diferentes muestras de mucilago.

- MOA11: mucilago obtenido mediante Método | (Argentina) con 11% de proteinas
- MOA14: mucilago obtenido mediante Método | (Argentina) con 19% de proteinas
- MOM7: mucilago obtenido mediante Método Il (México) con 7% de proteinas

Las dos metodologias estudiadas arrojaron un rendimiento de extraccion
similar (3,8+0,1 y 3,7+0,1% (b.s.) MOA y MOM, respectivamente). Estos valores
fueron mayores al obtenido por Reynoso-Cortés (2002) en la extraccién de mucilago
de semillas de chia (1,3% b.s.) y similares al obtenido por Abbott y col. (1995) en la
extraccién de mucilago de semillas de Lesquerella fendleri (4,4%). Por otra parte,
Mufioz y col. (2012) estudiaron diferentes condiciones de extraccion de mucilago de
chia, alcanzando el mejor rendimiento (6,9%) después de 2 h de hidratacion a 80°C
y una relacion semillazagua (1:40 p/v). Asimismo, Marin Flores y col. (2008)
evaluaron diferentes procedimientos para la extraccion de mucilago de semillas
desgrasadas de chia, obteniendo el rendimiento éptimo (15,1% b.s.) al emplear
agitacibn mecanica y ultrasonido como variables asociadas a la etapa de
solubilizacion. Cabe sefalar que el rendimiento de extraccion puede ser afectado por
la relacion soluto: solvente, temperatura y tiempo de extraccion empleados. Estos
parametros son importantes y deberian ser considerados al aplicar el proceso a nivel
industrial, dado que un incremento en el rendimiento puede verse reflejado en los

costos del procesamiento (Sepulveda y col., 2007).

1.2. Composicion proximal

En la Tabla 3.3 se presenta la composicién proximal del mucilago de chia
obtenido mediante ambas metodologias. Puede observarse que los tres tipos de
mucilago exhibieron una diferente composicion proximal. Asi, el contenido de

proteinas y de lipidos residuales fueron estadisticamente superiores (p<0,05) en
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MOA;1; ¥y MOA;9, mientras que el contenido de fibra cruda fue significativamente
superior en MOMy; a expensas de una disminucién del 64% en su contenido de
proteinas. Ademas, los mucilagos correspondientes al Método | presentaron
diferencias significativas entre si, en cuanto a su contenido de proteinas, cenizas y
ELN. Las diferencias encontradas en la composicion de los distintos tipos de
mucilago (MOA y MOM), pueden deberse a las distintas metodologias llevadas a
cabo para la separacion de las semillas del liquido mucilaginoso. Cabe destacar que
mediante el Método |, antes de separar por tamizado el mucilago de las semillas, se
realiza la ruptura manual de la mezcla liofilizada. Esta friccion podria ocasionar la
fractura de las semillas, las que atravesarian junto con el mucilago la malla del
tamiz, pudiendo afectar de esta manera el tenor de proteinas residuales. Asimismo,
estas diferencias podrian deberse a un incremento en los tiempos de extraccion de
1 a4 h (MOMy MOA, respectivamente). En cuanto a las diferencias registradas en
el contenido de proteinas en el mucilago obtenido a través de una misma
metodologia (MOA;; y MOA;, respectivamente), éstas podrian estar relacionadas
con las diferencias en las condiciones operativas del proceso de liofilizacion. Cabe
sefalar que el contenido de proteinas en una goma o mucilago se debe a la
presencia natural de proteinas estructurales y enzimas, asi como también a una
posible contaminacion de los mismos con parte de la semilla. Por lo tanto, un bajo
tenor de proteinas esta relacionado con la pureza del hidrocoloide a menos que
éstas se encuentren asociadas al mismo, como por ejemplo en la goma arabiga
(da Silva y Gongalves, 1990; Karazhiyan y col., 2011). Un comportamiento similar
fue observado por Koocheki y col. (2009a) al estudiar el efecto de diferentes factores
(tiempo, temperatura, pH, relacion semilla: agua) sobre el rendimiento de extraccion,
contenido de proteinas, color y viscosidad del mucilago de semillas de Lepidium
perfoliatum K.

En cuanto a la diferencia del mucilago de chia con gomas comerciales, tanto
MOA;1 como MOA;9 presentaron un mayor contenido de cenizas, lipidos residuales
y proteinas y un menor nivel de carbohidratos que el registrado en goma guar y
goma garrofin (Mazza y Biliaderis, 1989) (Tabla 3.3). Asimismo, el contenido de
proteinas fue similar al presente en mucilago de okra (19,9%) y de semillas de
membirillo (20,9%) (EI-Mahdy y EI-Sebay, 1984; Fekri y col., 2008, respectivamente).

Por otra parte, MOMy exhibié un contenido de lipidos residuales y proteinas similar al
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de la goma garrofin (Mazza y Biliaderis, 1989), ademas su contenido de proteinas
fue semejante al registrado por Sepulveda y col. (2007) en mucilago de Opuntia
ficus indica (7,3%).

Tabla 3.3. Composicion proximal (% b.s.) del mucilago de chia obtenidos mediante
distintas metodologias

Componente MOA; MOA o MOM- GG? LBG?
Humedad 11,4+03° 9,4+04° 11,1+0,5° 8,8 8,9
Proteinas © 11,2+0,3° 18,8+0,1° 6,8+0,0° 4,5 7.4
Fibra cruda 13,5+ 0,6 2 11,4+0,2 2 18,0+1,0° - -
Lipidos 31+02° 32+0,7° 0,9+0,3° 0,7 1,2
Cenizas 8,4+01° 10,3+0,1° 9,8+0,2° 0,7 0,9
ELN 63,8+0,5°" 56,2 +0,9 ° 64,6+0,5°" 94,2 90,5

GG: goma guar; LBG: “locus bean gum” - goma garrofin;  Mazza y Biliaderis (1989); N x 6,25
Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

1.3. Observaciones microscopicas

1.3.1. Morfologia y caracterizacion anatomica de las nuculas de chia

El fruto de la chia esta constituido por cuatro pequefias nuculas, similares a
un aquenio indehiscente, cada una de las cuales contiene una Unica semilla. Las
naculas de Salvia hispanica presentaron un tamafio -determinado por SEM- de
2,01+0,10 mm de longitud, 1,24+0,08 mm de ancho y 0,83+0,03 mm de espesor.
Estas dimensiones fueron similares a las obtenidas por Ixtaina y col. (2008) y Mufioz
y col. (2012). Las nuculas son glabras (sin tricomas), elipticas (Figura 3.4 a, b)) con
apice redondeado. Las cicatrices de abscision (hilo) son casi esféricas y su diametro
de aproximadamente 0,52 mm (Figura 3.4 c). La superficie es lisa y Tipo | (foveal:
superficie con pequefios hoyos) segun la clasificacion de Ozkan y col. (2009) para
otras especies de Salvia (Figura 3.4 d). El tamafo de la semilla, la forma y las
caracteristicas de ornamentacion tienen un valor taxonomico importante para

distinguir las diferentes especies de Salvia (Kahraman y Doghan, 2010).
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Figura 3.4. Micrografias de nuculas de Salvia hispanica L. obtenidas por SEM.
(a) naculas (x55); (b) vista lateral (x133); (c) detalle micropile (x511); (d) superficie
del pericarpio (x1000)

La ndcula de Salvia hispanica esta formada por una semilla verdadera y un
pericarpio que rodea a la misma. La verdadera semilla se compone de una cubierta
(testa), el endosperma y el embribn compuesto principalmente por dos cotiledones
(Figura 3.5 a). Béasicamente, el pericarpio fue similar al de otra Nepetoidea, por
presentar cuticula, exocarpio, mesocarpio, capas de esclereidas y endocarpio
(interior de la epidermis) (Figura 3.5 b ). Las células del mesocarpio y exocarpio son
parenquimaticas. En el exocarpio, a menudo hay células que producen mucilago
cuando las ndculas se humedecen. Hedge (1970) estudi6 muchas especies de
Salvia encontrando que las mismas tienen una estructura basica similar, aunque
muestran diferencias en el espesor del pericarpio, las proporciones de las capas
individuales y el color. En las niculas estudiadas, el grosor del pericarpio vario entre
66,7 y 68,6 um, siendo las capas de esclereidas (32,0 a 37,0 um) la parte mas
gruesa del pericarpio. Las capas mas internas del mesocarpio se diferencian de las

demas capas por presentar cristales prismaticos.
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Figura 3.5. Micrografias de nuculas de Salvia hispanica L. (a) Seccion longitudinal

mostrando la estructura interna (x143); (b) seccién transversal del pericarpio
(x1500). P: pericarpio; T: testa; E: endospermo; C: cotiledones; c: cuticula; exo:

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

1.3.2. Exudacion del mucilago

Cuando las nuculas de chia estan en contacto con agua, el exocarpio se
hincha, la cuticula se rompe al agotar su elasticidad y el contenido de las células
epicarpicas se derrama como mucilago rodeando toda la superficie del fruto,
permaneciendo adherido a la misma con una notable tenacidad. El mucilago esta
formado por células de la pared vegetal, que consisten en fibrillas celulésicas
higroscopicas con aberturas espiraladas (Ryding, 1992b). En muchos casos, el
hinchamiento de las células mucilaginosas sobresale de la superficie del pericarpio.
Segun Ryding (1992a) quien estudié la presencia o ausencia de mixocarpio en
muchos géneros de Lamiaceae, el fendmeno sélo ha sido registrado en la subfamilia
Nepetoideae y dentro de la subfamilia, aproximadamente el 70% de las especies son
mucilaginosas. También Ryding (2001) ha informado que especies con nuculas
pequefias son a menudo mas mixodiaspéricas que las nuculas grandes y también
las ndculas anuales mas que las perennes. La Figura 3.6 muestra el fenémeno de la
mixocarpia cuando las ndculas de Salvia hispanica se humedecen. Puede
visualizarse que después de 5 min de hidratacion, la cuticula se rompe
(Figura 3.6 a) y el contenido de las células del exocarpio rodea gradualmente el
resto del fruto (Figura 3.6 a-d ). Tal como se muestra en las micrografias SEM, la
velocidad de liberacion del mucilago después de un remojo inicial es muy alta (pocos
minutos). Un comportamiento similar ha sido observado en semillas de Arabidopsis

(Western y col., 2000). Este fendmeno puede deberse a que durante los primeros
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minutos de la hidratacion de las semillas, las particulas se hinchan permitiendo la
difusion de las moléculas de agua y generan la destruccion de los enlaces débiles
entre las macromoléculas. Asi, los polisacaridos solubles y las proteinas difunden a
la fase acuosa formando agregados globulares y estructuras celulares con formas

poliédricas y de apariencia compacta (lvanov y col., 2011).

Figura 3.6. Micrografias que ilustran el fendmeno de mixocarpia de nudculas de chia
(Salvia hispanica L.) en funcion del tiempo de hidratacion (x80). (a) 5 min;
(b) 10 min; (c) 30 min; (d) 60 min

1.3.3. Caracterizacion de las nuculas de chia después de la extraccion del
mucilago

En la Figura 3.7 se muestran las micrografias obtenidas por SEM
correspondientes a nuculas de chia después de la extraccidbn del mucilago. Se
puede observar que el fendbmeno de mixocarpia ocurre en las capas externas
(cuticula y exocarpio). Después de la remocién del mucilago, la superficie de la
ndcula presenta pequefias eminencias espaciadas que cubren toda la superficie,
correspondiendo a las células del mesocarpio (Figuras 3.7 b, d ye).
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Figura 3.7. Micrografias obtenidas por SEM correspondientes a nudculas de
Salvia hispanica L. después de la extraccion del mucilago. (a) nucula entera (x133);
(b) superficie de la nudcula (x1500); (c) nucula fracturada (x150); (d) nuacula
fracturada (x1500); (e) superficie de la nucula (x5000)

Estas semillas exhibieron una estructura similar a la de dos especies de
semillas mucilaginosas (Carrichtera annua y Anastatica lierochuntica) que presentan
agregados concéntricos de acido glucurénico dispuestos en forma separada sobre
su superficie (Gutterman y Shem-Tov, 1997). La retencion del mucilago cerca de la
semilla puede deberse a la asociacion del mucilago con la columela (pared celular
secundaria producida con posterioridad a la secreciéon de mucilago) y restos de la
pared celular (Western y col., 2000).

En la Figura 3.8 se presentan las micrografias del mucilago fresco y
deshidratado por liofilizacion. La asociacion entre los diferentes componentes que
conforman el mucilago representa una estructura de red de poros abiertos
(Figura 3.8 a), la cual proporciona interesantes propiedades reoldgicas (formacion
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de gel). Ahora bien, cuando el mucilago fue liofilizado (Figura 3.8 b)), adquirié un

aspecto de hojas superpuestas.

Figura 3.8. Micrografias obtenidas por SEM del mucilago de Salvia hispanica L.
(a) mucilago fresco (x3000); (b) mucilago liofilizado (x200)

En la Figura 3.9 se muestran las micrografias de diferentes dispersiones de
mucilago de chia en agua. Las imagenes muestran hebras de polisacéaridos claras,
las que se hicieron mas densas en funcién del incremento de la concentracién de

mucilago.

Figura 3.9. Micrografias obtenidas por SEM de diferentes dispersiones de mucilago
en agua (x3000). (a) 0,25; (b) 0,50; (c) 0,75; (d) 1,00 % p/v
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1.4. Propiedades funcionales

1.4.1. Solubilidad

En la Figura 3.10 se presenta la solubilidad en agua de dispersiones al 1%
p/v de mucilago de chia con diferentes niveles de pH. Puede observarse que
independientemente del nivel de proteinas, los tres tipos de mucilago exhibieron una
alta solubilidad. La misma varié entre 77 y 95% en el rango de temperaturas
estudiadas (30-80°C), siendo las dispersiones formuladas con MOM; las que
presentaron mayor solubilidad. Asimismo, la solubilidad de las dispersiones aumento
con el incremento de la temperatura, siendo este efecto estadisticamente
significativo (p<0,05) en MOA;; y MOMy. Cabe sefalar que MOA;1 (pH 6,5) y MOM-
(pH 9) presentaron un maximo de solubilidad a 60°C y luego una disminucion,
aunque ésta no fue significativa (p>0,05). La elevada solubilidad del mucilago de
chia podria asociarse con la estructura del mismo, la cual es ligeramente ramificada,
considerando que la dispersion en agua de las gomas y mucilagos depende
principalmente de su estructura quimica. EI aumento de la solubilidad del mucilago
con el incremento de la temperatura puede atribuirse a una mejor disoluciéon de
algunas moléculas, por ejemplo componentes de alto peso molecular (Garcia-Ochoa
y Casas, 1992). Por otra parte, la disminucion de la solubilidad a elevadas

temperaturas podria atribuirse a un efecto gelificante (Sciarini y col., 2009).

100 - m 30°C = 60°C = 80°C
80 -

60 -

40 -

% Solubilidad

20 +

A(pH®6,5) B(pH4) B(pHY9) C(pH4) C(pHY9)
Mucilago de chia

Figura 3.10. Solubilidad (%) de dispersiones de mucilago de chia en funcion de la
temperatura y el pH. (A): MOA;1; (B): MOA;g; (C): MOM;,
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Por otra parte, si bien MOA;9 y MOM;y presentaron un aumento de solubilidad
en medio acido para cada una de las temperaturas estudiadas, el mismo no fue
estadisticamente significativo (p>0,05). Las diferencias en la solubilidad a distintos
pH podrian estar indicando que el mucilago de chia se comporta como un
polielectrolito.

Cabe destacar que la solubilidad del mucilago de chia fue mayor que la
exhibida por dispersiones con igual concentracion de gomas guar y xantica (Sciarini
y col., 2009), Lepidium perfoliatum y goma garrofin (Koocheki y col., 2013) y similar
a la solubilidad de una suspensién acuosa de mucilago de lino al 0,5% p/v (70-90%)
(Mazza y Biliaderis, 1989).

1.4.2. CRA, CAb, CAd, CRay CAMO

En la Tabla 3.4 se presentan las propiedades funcionales de los diferentes
mucilagos de chia. Puede observarse que todas las propiedades fueron
significativamente superiores (p<0,05) en MOM;. Este comportamiento puede
relacionarse con la mayor pureza del mucilago obtenido por el Método II. Asi, la
mayor capacidad para retener y absorber agua de MOMy; puede atribuirse a su
menor contenido de lipidos residuales (ver Tabla 3.3). Un comportamiento similar se
observo en mucilago de chia con y sin aceite, obtenido a partir de semillas de origen
mexicano (Ciau Solis, 2007). No obstante, tanto MOA;9 como MOM; exhibieron
valores de CRA superiores a los de la cascara de maracuya (8,7 g/g), desechos de
naranja (rango de 7,65 a 8,23 g/g), nispero (3,8 g/g) y una fraccion rica en fibra de
semillas mexicanas (15,41 g/g) (Baquero y Bermudez, 1998; Tamayo y Bermudez,
1998; Sanchez, 2005 y Vazquez-Ovando y col.,, 2009, respectivamente). Estas
diferencias pueden deberse a que el mucilago de chia constituye la fraccién soluble
de la fibra de la semilla, siendo este tipo de fibra la que mayor influencia tiene sobre
estas propiedades. Ademas, MOAo presentd una CAb similar a la registrada por
Koocheki y col. (2013) en gomas de semillas de Lepidium perfolatium y goma
garrofin (21 y 29 g/g, respectivamente). En tanto, la mayor CAd de MOM; puede
relacionarse con la mayor cantidad de carbohidratos presentes en esta muestra
(ver Tabla 3.3) ya que los azlcares libres tienden a solubilizarse con mayor facilidad
(Sanchez, 2005).

Por otra parte, los dos tipos de mucilago tuvieron una alta CRa, siendo esta

propiedad superior a la de las gomas guar, xantica (4 a 6 g aceite/g de fibra) y
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arabiga (8 a 9 g aceite/g de fibra) (Altunakar y col., 2006) y semejante a la de
mucilago de chia con aceite obtenido de semillas mexicanas (25,79 g aceite/g de
fibra) (Ciau Solis, 2007). Si bien las fibras insolubles presentan una mejor capacidad
para retener aceite que las fibras solubles (Cruz, 2002), en base a los resultados
obtenidos puede observarse que el mucilago de chia presenta una mayor CRa que
la fraccién rica en fibra de chia obtenida a partir de ambos métodos de extracciéon de
aceite (FRFs y FRFp) (predominantemente insoluble) (ver Tabla 2.13) y que una
fraccion rica en fibra de chia mexicana (Vazquez-Ovando y col., (2009). Este
comportamiento podria atribuirse al efecto del tamafio de particulas y al contenido
de celulosa. Asi, las particulas de menor tamafio, por exponer una mayor area de
contacto, asi como la ausencia de celulosa, por su comportamiento
predominantemente hidrofilico, contribuyen a aumentar la CRa en las fibras (L6pez y
col., 1996; Vazquez- Ovando y col., 2009).

Tabla 3.4. Propiedades funcionales del mucilago de chia (g/g)

Mucilago CRA CAb CAd CRa CAMO

MOA o 88,44+0,67 2%  24,30+0,92% 1,57+0,05% 20,11+0,31% 17,23+0,84 2
MOM; 158,25+0,97 ®  140,80+0,89° 1,73+0,01° 39,91+0,99° 42,88+0,43°

Valores seguidos por letras distintas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

1.4.3. Propiedades reoldgicas
Cabe sefalar que las dispersiones formuladas con MOA; s y MOM;
presentaron niveles de pH de 6,5y 6,7, respectivamente.

1.4.3.1. Comportamiento de flujo

En la Figura 3.11 a y b se muestra la variacion de la viscosidad aparente en
funcién de la velocidad de deformacion, a 25°C, para diferentes concentraciones de
mucilago de chia obtenidos mediante los Métodos | y I, respectivamente. Se puede
observar que la viscosidad de todas las dispersiones disminuyo al aumentar la
velocidad de deformacion. Este hecho indica que las muestras presentaron un
comportamiento pseudoplastico, debido a que a medida que la velocidad de
deformacion se incrementa, las cadenas de las moléculas de polimeros entrelazadas
dispuestas en forma aleatoria se alinean en la direccion del flujo, generando

soluciones de menor viscosidad, ocasionando una menor interaccién entre las
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cadenas de polimeros adyacentes (Koocheki y col., 2013). Un comportamiento
similar ha sido observado para diferentes soluciones de hidrocoloides (Mazza y
Biliaderis, 1989; Medina-Torres y col., 2000; Karazhiyan y col., 2009; Koocheki y
col., 2009b; Chenlo y col., 2010; Nep y Conway, 2011 y Koocheki y col., 2013). Cabe
destacar que los valores altos de viscosidad a bajas velocidades de deformacion se
relacionan con la percepcion de la consistencia del producto en la boca, mientras
gue los bajos valores de este parametro a altas velocidades de deformacion, simulan
la viscosidad del producto durante ciertos procesos tales como el bombeo, secado
por “spray” y rellenado (Morris y Taylor, 1982; Tada y col., 1998). Asi, la eficiencia en
una operacion de bombeo aumenta a medida que se incrementa el flujo del caudal
de la bomba (Race, 1991).
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Figura 3.11. Efecto de la velocidad de deformacion sobre la viscosidad aparente a
25°C de dispersiones de mucilago de chia: (0): 0,25%; (A): 0,50%; (o): 0,75%; (o):
1,00% (p/v). (&) MOAg, (b) MOM;

Por otra parte, se puede observar que la viscosidad aparente de las
dispersiones aumentdé en funcién del incremento de la concentracion de mucilago
desde 0,25 a 1,00% (p/v). Este comportamiento puede atribuirse al mayor contenido
de solidos totales en la dispersion, los cuales generan un incremento de la
viscosidad debido principalmente a los movimientos intermoleculares producidos por

las fuerzas hidrodinamicas y la formacion de un film interfacial (Maskan y Gogus,
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2000). Este fendbmeno ha sido observado en dispersiones de goma xantica,
mucilago de lino, Opuntia ficus indica, goma tragacanto y guar y Lepidium
perfolatium (Speers y Tung, 1986; Mazza y Biliaderis, 1989; Medina-Torres y col.,
2000; Chenlo y col., 2010 y Koocheki y col., 2013, respectivamente).

En la Tabla 3.5 se presentan los valores del indice de consistencia (k) y de
comportamiento de flujo (n) de las dispersiones de mucilago de chia en funcion de la
concentracion del polisacarido, para las curvas de ida y de regreso,
respectivamente. Los valores de n de todas las muestras fueron menores que 1,
confirmando la naturaleza pseudoplastica de las dispersiones para las condiciones
ensayadas. Asimismo, estos valores fueron menores que 0,6 -limite considerado
para una buena percepcion del alimento en la boca- (Chhinnan y col., 1985; Muller y
col., 1994). Los coeficientes de correlacion (R? fueron muy cercanos a 1,
demostrando que el modelo de la Ley de la Potencia fue adecuado para determinar
el comportamiento de flujo de las dispersiones de mucilago de chia. Los valores de k
de las dispersiones formuladas con MOM;, para cada concentracion, fueron
significativamente superiores (p<0,05) que los correspondientes a las dispersiones
formuladas con MOAy, indicando que el Método Il aplicado para la extraccion de
mucilago permite obtener un producto mas puro, favoreciendo una mejor interaccion
entre las moléculas del polisacarido. Asimismo, con el incremento de la
concentracion de mucilago, los valores de k aumentaron mientras que los valores de
n disminuyeron significativamente (p<0,05). Este hecho confirma que con el
incremento de la concentracion del polisacarido produce el aumento de la viscosidad
y el grado de pseudoplasticidad de las dispersiones.

Por otra parte, las diferencias encontradas en los valores de los parametros
entre las curvas de ida y de regreso indican que el comportamiento de flujo de las
dispersiones de mucilago de chia exhibié una dependencia con el tiempo de
deformacion. Asi, al graficar la variacion del esfuerzo cortante en funcion de la
velocidad de deformacion (Figura 3.12 a y b), puede observarse entre las curvas de
ida y de regreso la presencia de un bucle conocido como histéresis y su area es una
medida del grado de tixotropia (Steffe, 1996). De esta manera, podemos decir que la
viscosidad de las dispersiones no depende sélo de la velocidad de deformacion sino
también de la duracion de la deformacion, ya que al mantener constante la velocidad

de deformacion, la viscosidad desciende con el tiempo (Nufiez-Santiago, 2001).
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Tabla 3.5. Pardmetros de la Ley de la Potencia para dispersiones de mucilago de chia a diferentes concentraciones

Concentracién Curva de ida Curva de regreso Area del
Mucilago
(% piv) k (Pa.s") n Q) R? k (Pa.s") n Q) Rz | bucle (Pa/s)

0,25 0,42 +0,03% | 0,49 +0,01° | 0,99 | 0,23 +0,01% | 0,56 +0,01° | 0,99 12143

0,50 1,61+0,15° | 0,41+0,04® | 0,98 | 0,80+0,03° | 0,53 +0,01% | 1,00 2505°
MOA o

0,75 1,62 +0,02° | 0,44 +0,00° | 0,99 | 0,93 +0,02° | 0,52 +0,01% | 1,00 2727°

1,00 2,43 +0,04° | 0,44 +0,00° | 0,99 |1,44+0,03|0,52+0,00®| 1,00 3488°

0,25 0,56 +0,02% | 0,48 +0,01° | 0,99 | 0,30 +0,00% | 0,56 +0,01° | 1,00 14992

0,50 2,55+ 0,05 | 0,44 +0,00° | 0,99 | 1,41+0,00° | 0,54 +0,00° | 1,00 4087°
MOM,

0,75 3,18 +0,02° | 0,42 +0,00° | 0,99 | 1,82 +0,03° | 0,52 +0,00° | 1,00 4427°

1,00 5,80 +0,09% | 0,41 +0,00® | 0,99 | 3,50+0,03% | 0,50 +0,00% | 1,00 6675°

Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas, entre concentraciones, para cada tipo de mucilago (Tukey, p<0,05)
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Figura 3.12. Curvas de flujo de dispersiones de mucilago de chia con diferentes
concentraciones (% p/v) a 25°C: (0): 0,25; (A): 0,50; (o): 0,75; (o): 1,00. (—): Modelo
de la Ley de la Potencia. Simbolos vacios: curva de ida, simbolos llenos: curva de
regreso. (@) MOA1q, (b) MOM;

En ambos tipos de mucilago, el area del bucle aument6 significativamente con
el incremento de la concentracion (p<0,05), siendo este efecto mas pronunciado en
las dispersiones formuladas con MOM; (Tabla 3.5). Este comportamiento puede
atribuirse al mayor grado de estructuracién de las soluciones mas concentradas
(Altan y col., 2005; Karazhiyan y col., 2009). Asimismo, en la Figura 3.12 a y b
puede observarse que las dispersiones formuladas con MOMy opusieron un mayor
esfuerzo a la deformacion, siendo este efecto mas pronunciado al incrementarse la
velocidad de deformacion.

1.4.3.2. Comportamiento viscoelastico

En la Figura 3.13 a y b se presenta el comportamiento viscoelastico
-obtenido mediante el barrido de frecuencias- de las diferentes dispersiones de
mucilago de chia. Puede observarse que para los dos mucilago de chia, tanto el
modulo de almacenamiento o elastico (G”) como el médulo de pérdida o viscoso
(G”) presentaron una dependencia con la frecuencia, siendo este efecto mas

pronunciado en las dispersiones formuladas con MOMy. En todas las dispersiones
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G” > G indicando un comportamiento elastico de las muestras, similar al de

soluciones de goma de psyllium (Farahnaky y col., 2010).
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Figura 3.13. Barrido de frecuencias para las dispersiones de mucilago de chia con
diferentes concentraciones (% p/v): (¢): 0,25; (A): 0,50; (e): 0,75; (m): 1,00. Simbolos
llenos: G*, simbolos vacios: G y lineas: tan & (negra): 0,25; (verde): 0,50; (roja):
0,75; (azul): 1,00. (a) MOA;g, (b) MOM;y

Por otra parte, puede observarse que a mayor concentracion de mucilago, el
grado de separacion entre los dos méddulos fue mayor y en las dispersiones de
menor concentracion (0,25 y 0,50%) se produjo un cruce entre las curvas de G" y
G”’. Este comportamiento sefiala que a altas frecuencias de deformacion y bajas
concentraciones, la estructura del mucilago se rompe, transformandose en un
material con un comportamiento ligeramente viscoso, similar al de dispersiones de
mucilago de Opuntia ficus indica (Medina-Torres y col., 2000). Ademas, puede
observarse que los valores de la componente elastica y viscosa fueron mayores al
incrementarse la concentracion de mucilago, siendo dichos valores superiores en las
dispersiones formuladas con MOM;. Esto estaria indicando que MOMy tiene la
capacidad de formar estructuras mas firmes.

La tendencia de una solucién diluida o concentrada para exhibir un
comportamiento mas viscoso o elastico en funcién del incremento de la frecuencia,
puede ser analizada con mas detalle teniendo en cuenta la dependencia de la tan &

con la frecuencia. La tan dindica la relacion entre la energia disipada y la energia
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almacenada por ciclo de un material (G'/G"). Asi, los sistemas poliméricos pueden
clasificarse segun su valor de tan den: soluciones diluidas (valores altos,
usualmente mayores de 3), polimeros amorfos (valores cercanos a 1, aunque
pueden fluctuar en el intervalo de 0,2 a 3), polimeros vitreos y cristalinos (valores
proximos a 0,1) y polimeros con pocos enlaces cruzados a bajas frecuencias
(valores del orden de 0,01) (Ferry, 1980). Asimismo, en la Figura 3.13 a y b puede
observarse la variacion de la tan den funcién de la frecuencia para diferentes
concentraciones de mucilago de chia. En todas las dispersiones, los valores de este
parametro exhibieron una tendencia de aumento con el incremento de la frecuencia,
siendo este hecho mas pronunciado en aquéllas de menor concentracion de
mucilago (0,25%). Los valores de tan & fueron mayores en las dispersiones de
0,25% de mucilago (0,9 y 1,1, MOA;s y MOMy, respectivamente); mientras que en
las formuladas con 0,50; 0,75 y 1,00% los valores promedio de tan 6 fueron de 0,7 y
0,6 en MOA;9 y MOM;, respectivamente. Segun la clasificacion mencionada
anteriormente, estos resultados sugieren que el mucilago de chia se comportaria
como un polimero amorfo, con la propiedad de formar geles débiles en el rango de

concentraciones estudiadas.

1.4.3.3. Efecto de un conjunto de variables sobre las propiedades reologicas
del mucilago de chia

En la Tabla 3.6 se muestra el disefio de experimentos y las respuestas
obtenidas de los indices de consistencia (k) y de comportamiento de flujo (n)
correspondientes a las curvas de ida y de regreso, mediante el ajuste experimental
de los datos con la Ley de la Potencia, asi como de la tixotropia. Todas las
dispersiones se comportaron como fluidos no newtonianos, siendo su naturaleza
pseudoplastica debido a que los valores de n fueron menores que 1 para todas las
condiciones ensayadas. Asimismo, al comparar los parametros k y n de todos los
experimentos entre las curvas de ida y de regreso, puede observarse que los valores
de k disminuyeron, mientras que los de n aumentaron. Estas diferencias demuestran
que las dispersiones exhibieron un comportamiento tixotrépico. Asi, a una velocidad
de deformacién constante, la viscosidad aparente disminuye en funcion del tiempo
de deformacion, pudiendo atribuirse este hecho a la ruptura progresiva de la
estructura de este tipo de muestras (Abu-Jdayil y Mohameed 2004). Un
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comportamiento similar fue observado para soluciones de hidrocoloides
provenientes de extracto de semilla de Lepidium sativum y de tubérculo Salep y

semillas de Balangu (Karazhiyan y col., 2009, Razavi y Karazhiyan 2009).

Tabla 3.6. Disefio experimental, pardmetros de la Ley de la Potencia -curvas de ida
y de regreso- y tixotropia de diferentes dispersiones de mucilago de chia

Curva Curva .

de ida de regreso Area del
Ensayo |Bloque | A B C D E - bucle

k n k (Pa.s") n (Pals)

(Pas”) () ()

1 1 101 -1 -1 -1 0,63 0,47 0,27 0,60 1533
2 1 +1 +1 -1 -1 -1 1,44 0,40 0,61 0,51 2125
3 1 +1 -1 +1 +1 -1 2,22 0,44 1,06 0,55 3434
4 1 -1 +1 +1 +1 -1 0,40 0,47 0,19 0,55 1103
5 1 +1 -1 +1 -1 +1 2,88 0,50 1,60 0,60 6252
6 1 -1 41 +1 -1 1 0,68 0,52 0,36 0,61 1879
7 1 101 -1 +1 +1 0,50 0,61 0,27 0,70 2372
8 1 +1 +1 -1 +1 +1 1,00 0,51 0,67 0,56 2641
9 2 +1 -1 -1 -1 -1 2,53 0,42 1,21 0,54 3631
10 2 -1+ -1 -1 -1 0,39 0,47 0,19 0,54 1156
11 2 -1 -1 +1 41 -1 0,32 0,40 0,20 0,38 831
12 2 +1 +1 +1 +1 -1 0,97 0,34 0,64 0,35 1378
13 2 101 +1 -1+ 1,09 0,56 0,65 0,65 3353
14 2 +1 +1 +1 -1 +1 2,49 0,46 1,40 0,55 4178
15 2 +1 -1 -1 +1 +1 1,59 0,51 0,75 0,63 2779
16 2 -1 +1 -1 +1 41 0,20 0,57 0,10 0,65 1035
17 3 +1 -1 +1 -1 -1 7,14 0,43 4,76 0,50 8911
18 3 -1 41 +1 -1 -1 1,23 0,45 0,73 0,53 2228
19 3 -1 -1 -1 +1 -1 0,78 0,48 0,37 0,59 1830
20 3 +1 41 -1 +1 -1 1,71 0,41 0,80 0,52 2658
21 3 101 -1 -1 +1 0,85 0,58 0,45 0,67 3027
22 3 +1 +1 -1 -1 +1 3,11 0,39 1,35 0,53 3873
23 3 +1 -1 +1 +1 +1 3,83 0,50 2,22 0,59 7450
24 3 -1 41 +1 +1 41 1,08 0,42 0,41 0,57 1839
25 4 101 +1 -1 -1 1,55 0,48 0,90 0,57 3033
26 4 +1 41 +1 -1 -1 4,75 0,40 2,75 0,48 5340
27 4 +1 -1 -1 +1 -1 2,57 0,45 1,25 0,57 3979
28 4 -1 +1 -1 +1 -1 0,30 0,49 0,15 0,54 1007
29 4 +1 -1 -1 -1 +1 4,49 0,48 2,32 0,58 8031
30 4 -1 +1 -1 -1+ 0,98 0,45 0,39 0,60 2035
31 4 101 +1 +1 +1 0,27 0,69 0,26 0,66 1809
32 4 +1 +1 +1 +1 +1 2,97 0,36 1,01 0,53 3343

A: concentracién de mucilago; B: temperatura; C: pH; D: fuerza iénica; E: concentracion de sacarosa
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En la Figura 3.14 se muestra el efecto de las variables y sus interacciones
sobre el indice de consistencia (k) de la curva de flujo de ida. Puede observarse que
k fue afectada significativamente por la concentracion de mucilago, fuerza ionica, pH
y temperatura, siendo la concentracion de mucilago la variable con un mayor efecto
significativo. Asi, este pardmetro se incrementa con el aumento de la concentracion
de mucilago a pH alcalino, mientras que disminuye en un medio con presencia de
fuerza ionica al aumentar la temperatura. Ademas, se detectaron diferencias
significativas entre bloques (p<0,05), no pudiendo inferirse si la causa de dicha
diferencia es debida al tipo de sal (mono o divalente) o al Método de extraccion del
mucilago (I y Il). Asimismo, las interacciones entre factores no fueron significativas
(p>0,05). Estos resultados coinciden con estudios realizados por Marcotte y col.
(2001), Vardhanabhuti e lkeda (2006), Farhoosh y Riazi (2007) y Koocheki y col.
(2009b) quienes sefalan que el indice de consistencia de diferentes soluciones de
hidrocoloides aumenta con el incremento de la concentracion del polisacérido,
debido a que las interacciones hidrodinamicas entre las moléculas del polisacéarido
son mayores. Por otra parte, k disminuye con el incremento de la temperatura
porque aumenta la energia de disipacion entre las moléculas del polisacérido. De
este modo, disminuyen las interacciones intermoleculares y por lo tanto las

soluciones poliméricas muestran una menor resistencia a fluir.
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Figura 3.14. Diagrama de Pareto correspondiente al indice de consistencia (k) de la
curva de flujo de ida. La linea negra indica el nivel critico a partir del cual las
variables presentaron un efecto significativo (p<0,05). A: concentracion de mucilago;
B: temperatura; C: pH; D: fuerza idnica; E: concentracion de sacarosa
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La disminucién del indice de consistencia de soluciones de polisacaridos en
un medio con presencia de sales, puede estar asociada a la presencia de grupos
sulfato y/o acidos urénicos en su estructura. Este tipo de polisacaridos son polimeros
acidos y se comportan como polielectrolitos anionicos, por lo tanto la presencia de
sales aumenta el efecto de pantalla sobre las cargas de los grupos sulfato o
carboxilo, provocando la contraccién de las moléculas del polisacarido y de esta
manera, disminuye su viscosidad. Asimismo, el aumento del indice de consistencia
con el incremento del pH se asocia a la presencia de estos grupos en las moléculas
del polisacarido, por un aumento en la densidad de cargas (Huei Chen y Yuu Chen,
2001). Este fendmeno se ha registrado en dispersiones de legumbres tropicales,
Opuntia ficus indica, algas verdes y Alyssum homolocarpum (Onweluzo y col., 1994;
Medina-Torres y col., 2000; Huei Chen y Yuu Chen, 2001 y Koocheki y col., 2009b,
respectivamente).

En el diagrama de Pareto de la Figura 3.15 puede observarse que n fue
afectado significativamente (p<0,05) por la presencia de sacarosa, la concentracion
de mucilago y la temperatura, existiendo una interaccion significativa entre la
presencia de sacarosa y la temperatura. Asi, a una mayor concentracion de
mucilago, el valor de n disminuye presentando las dispersiones una mayor
pseudoplasticidad, mientras que el agregado de sacarosa origina dispersiones
menos pseudoplasticas, presentando una interaccion con la temperatura. Si bien,
generalmente las soluciones de hidrocoloides tienden a comportarse como fluidos
newtonianos a mayores temperaturas, la respuesta de n observada en el presente
trabajo con respecto a este parametro pudo haber estado influenciada por la
presencia de sacarosa, la cual tuvo un efecto mas pronunciado sobre esta
propiedad.

Cabe sefialar que no hubo un efecto significativo entre bloques (p>0,05), por
lo tanto para las condiciones experimentales analizadas, n no fue afectada por el tipo

de sal ni por el método de obtencion del mucilago.
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Figura 3.15. Diagrama de Pareto correspondiente al indice de comportamiento de
flujo (n) de la curva de flujo de ida. La linea negra indica el nivel critico a partir del
cual las variables presentaron un efecto significativo (p<0,05). A: concentracion de

mucilago; B: temperatura; C: pH; D: fuerza ionica; E: concentracion de sacarosa

Por otra parte, en las Figuras 3.16 y 3.17 se presentan los diagramas de
Pareto del indice de consistencia (k) y del comportamiento de flujo (n)
correspondientes a la curva de flujo de regreso, respectivamente. Puede observarse
gue los valores de k, de forma analoga a la curva de flujo de ida, fueron afectados
significativamente (p<0,05) por las variables concentracion de mucilago, fuerza
ionica, pH, y temperatura, correspondiendo el orden de las variables al grado de
efecto sobre k. Asimismo, se detectaron diferencias significativas entre bloques
(p<0,05), no siendo significativas las interacciones entre factores.

En tanto, n fue afectado significativamente por la presencia de sacarosa, la
concentracion de mucilago, la temperatura y el pH, no siendo significativas las
interacciones entre factores. Asi, a mayor concentracion de mucilago, pH y
temperatura, el valor de n disminuye —generando soluciones mas pseudoplasticas-,
mientras que aumenta con el agregado de sacarosa, originando dispersiones menos
pseudoplasticas. Ademas, no se detectd un efecto significativo del tipo de sal

aplicada (monovalente o divalente) ni del Método de obtencion del mucilago (1'y I1).
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Figura 3.16. Diagrama de Pareto correspondiente al indice de consistencia (k) de la
curva de flujo de regreso. La linea negra indica el nivel critico a partir del cual las
variables presentaron un efecto significativo (p<0,05). A: concentracion de mucilago;

B: temperatura; C: pH; D: fuerza idnica; E: concentracion de sacarosa
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Figura 3.17. Diagrama de Pareto correspondiente al indice de comportamiento de
flujo (n) de la curva de flujo de regreso. La linea negra indica el nivel critico a partir
del cual las variables presentaron un efecto significativo (p<0,05). A: concentracion
de mucilago; B: temperatura; C: pH; D: fuerza iénica; E: concentracién de sacarosa

Todas las variables estudiadas (concentracion de mucilago, temperatura,

fuerza ionica, pH y presencia de sacarosa) afectaron significativamente a la

tixotropia, siendo la concentracién de mucilago la que mayor efecto provoc6 sobre

126



Capitulo 3 Obtencion y caracterizacion del mucilago de chia

esta propiedad (Figura 3.18). Asi, la misma aumentd con el incremento de la
concentracion de mucilago y en menor proporcién con el incremento del pH de la
solucion y la presencia de sacarosa, mientras que disminuyé con el aumento de la
temperatura y la presencia de sales, observandose una interaccion significativa entre
las variables concentracion de mucilago y temperatura. Analogamente a lo
observado en el indice de consistencia de las curvas de ida y regreso, el efecto de
los blogues fue significativo (p<0,05) existiendo un efecto del tipo de sal adicionada

y/o del método de obtencion del mucilago.
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Figura 3.18. Diagrama de Pareto correspondiente a la tixotropia. La linea negra
indica el nivel critico a partir del cual las variables presentaron un efecto significativo
(p<0,05). A: concentracion de mucilago; B: temperatura; C: pH; D: fuerza idnica,

E: concentracion de sacarosa

Con respecto a la relacion entre la componente viscosa (G™") y elastica (G"),
en la Figura 3.19 puede observarse que a excepcion de la fuerza idnica, las demas
variables estudiadas influyeron significativamente sobre esta propiedad (tan 9),
siendo la presencia de sacarosa, la que causo el mayor efecto. Asi, la tan & aumenta
en soluciones con presencia de sacarosa, mientras que disminuye con el incremento
de la temperatura, la concentracién de mucilago y en medio alcalino. Asimismo, se
detectan interacciones significativas entre el pH y la fuerza i6nica, entre la
concentracion de mucilago y la presencia de sacarosa y entre el pH y la presencia
de sacarosa. De forma similar a lo observado para los indices de consistencia (k), se

detectaron diferencias significativas entre bloques (p<0,05), lo que estaria indicando
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gue este parametro se comporta de manera diferente en un medio con el agregado
de una sal monovalente o divalente y/o para dispersiones formuladas con MOA;g 0
MOM;.
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Figura 3.19. Diagrama de Pareto correspondiente a la tan &. La linea negra indica el
nivel critico a partir del cual las variables presentaron un efecto significativo (p<0,05).
A: concentracion de mucilago; B: temperatura; C: pH; D: fuerza iobnica;

E: concentracion de sacarosa

1.4.3.3.1. Efecto del método de obtencién del mucilago (I y Il) y del tipo de sal
agregada (NaCl y CaCl ,) sobre las propiedades reoldgicas de dispersiones de
mucilago de chia

En la Tabla 3.7 se presentan los parametros de la Ley de la Potencia de las
curvas de flujo de ida y de regreso y la tixotropia de dispersiones de mucilago de
chia obtenidos por los Métodos diferentes (I y Il) y con el agregado de sal mono o
divalente. Puede observarse que las dispersiones formuladas con el mucilago
obtenido por el Método Il (MOMy) presentaron un mayor indice de consistencia (k)
que las dispersiones formuladas con el mucilago obtenido por el Método | (MOA1g).
Asimismo, los valores de k fueron menores al agregar una sal divalente (CaCl,) con
respecto al agregado de una sal monovalente (NacCl), tanto en las dispersiones
formuladas con MOA;9 como con MOMjy. Este efecto podria estar indicando que la
estructura molecular del mucilago de chia estd cargada negativamente,
comportandose como un polielectrolito, de modo que la adicion de iones positivos

reduce las fuerzas de repulsion y la expansion de la molécula, produciendo una
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reduccion significativa de la viscosidad, siendo este efecto mas pronunciado al
adicionar iones divalentes (Medina-Torres y col., 2000). Un comportamiento similar
fue observado por Lai y col. (2000), Cowman y Matsuoka (2005), Higiro y col. (2007),
Viturawong y col. (2008), Mohammad y Razavi (2012) y Koocheki y col. (2013) en
dispersiones de diferentes hidrocoloides.

Con respecto a la tixotropia, la misma fue mayor en las dispersiones

formuladas con MOMy y con el agregado de una sal monovalente.

Tabla 3.7. Parametros de la Ley de la Potencia -curvas de ida y de regreso- y
tixotropia de dispersiones de mucilago de chia con el agregado de 0,05 M de una sal

monovalente o divalente

Curva Curva de ;
) _ _ Area del
_ .. | Método de | Tipo de ida regreso
Ensayo | Repeticion y bucle
obtencion | de sal k n k n
(Pals)

(Pa.s") ) (Pa.s") )

I NaCl 1,81 0,45 0,96 0,55 3017
I NaCl 1,87 0,43 0,90 0,55 2766
I CaCl, 0,72 0,46 0,44 0,51 1825
I CaCl, 0,73 0,44 0,35 0,52 1683
NacCl 3,82 0,44 2,12 0,54 5350
I NacCl 4,20 0,43 2,46 0,52 5808
I CaCl, 2,38 0,46 1,32 0,55 4189
I CaCl, 1,88 0,44 0,93 0,57 3533

0o N o 0o~ WN P
N P N P N P N P

La interacciéon entre el método de obtencion del mucilago y el tipo de sal no
fue significativa para los valores de k, tanto para la curva de flujo de ida como de
regreso (Figuras 3.20 y 3.21). Los indices de comportamiento de flujo (n) de las
curvas de flujo de ida y de regreso no fueron afectados significativamente (p<0,05)
por el tipo de sal aplicada (monovalente o divalente) y el tipo de mucilago (MOMy,
MOA), en total concordancia con lo detectado en el disefio experimental factorial
fraccionado. No obstante, la interaccion entre ambos factores (mucilago de chia y

sal) fue significativa para n en la curva de flujo de regreso (Figura 3.22).
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Figura 3.20. Interaccion Método de obtencion de mucilago x tipo de sal para el
indice de consistencia (k) correspondientes a la curva de flujo de ida. Mucilago de
chia (1): MOA1g; (2): MOMjy. Tipo de sal (1): NaCl; (2): CacCl;

NG
S
x
1

Tipo de sal

—— 1

2

N
I
|

=
o
x
!

o
©
x
1

k (curva de regreso)
=
N
I
|

o
S
x
1

o
I
|

1 2
Mucilago de chia

Figura 3.21. Interaccion Método de obtencidon de mucilago x tipo de sal para el
indice de consistencia (k) correspondientes a la curva de flujo de regreso. Mucilago
de chia (1): MOA1g; (2): MOMjy. Tipo de sal (1): NaCl; (2): CacCl;
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Figura 3.22. Interacciéon mucilago x sal para n correspondiente a la curva de flujo de
regreso. Mucilago de chia (1): MOA19; (2): MOM;. Tipo de sal (1): NaCl; (2): CaCl,

Por otra parte, en la Figura 3.23 puede observarse que la interaccion entre el

método de obtencion del mucilago y el tipo de sal no fue significativa para la

tixotropia.
5700 = Tipi) de sal
2

4700 - _

©

=

o

S 3700 -

X

l_
2700 — -
1700 &= =

1 2
Mucilago de chia

Figura 3.23. Interaccion mucilago x sal para tixotropia. Mucilago de chia (1): MOA1q;
(2): MOM;. Tipo de sal (1): NaCl; (2): CacCl,

En la Tabla 3.8 se muestran los valores de tan dpara cada uno de los
ensayos del disefio experimental factorial completo. El anadlisis de la varianza
permitié detectar un efecto significativo del tipo de sal sobre el valor de la tan 9, no

siendo el mismo influenciado por el tipo de mucilago. Asimismo, se detectd una
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interaccién significativa entre ambos factores (mucilago x sal), lo cual es indicativo
de un cambio de jerarquia o rango de variacién. En la Figura 3.24 puede observarse
un efecto mayor del tipo de sal en el mucilago MOA;g, l0 cual es confirmado
estadisticamente a través del analisis de diferencia de medias de Tukey (p<0,05), no
detectandose diferencias significativas entre el agregado de diferentes sales (mono
o divalente) para el mucilago MOMj.

Tabla 3.8. Valores de la tan & (G"'/G”) correspondiente a las diferentes dispersiones

de mucilago de chia, de acuerdo al disefio factorial completo

Ensayo Repeticion MétOdO, de Tipo de sal tan o
obtencién
1 1 I NacCl 0,792
2 2 I NacCl 0,820
3 1 I CaCl, 0,523
4 2 I CaCl, 0,484
5 1 Il NacCl 0,707
6 2 Il NacCl 0,722
7 1 Il CaCl, 0,648
8 2 Il CaCl, 0,792
09 F = __T_ipf de sal
2

Qo

g 0,7 - —
0,6 - —
0,5 _

1 2
Mucilago de chia

Figura 3.24. Interaccion mucilago x sal para la tan 8. Mucilago de chia (1): MOAq;
(2): MOMy. Tipo de sal (1): NaCl; (2): CaCl,
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1.4.4. Fuerza del gel del mucilago de chia

En la Figura 3.25 se muestran los patrones de resistencia mecénica a la
compresion del gel de los dos tipos de mucilago de chia (MOA1s y MOMy) para las
dos concentraciones estudiadas (1,5 y 3,0%, respectivamente). Puede observarse
gue ambos tipos de mucilago exhibieron una textura de consistencia débil, similar a
la de un fluido viscoelastico, sin presentar una ruptura del gel a la compresion
mecanica aplicada. Esta caracteristica podria atribuirse a la estructura ligeramente
ramificada del mucilago de chia (Marin Flores y col., 2008), debido a que en este
tipo de estructura, las cadenas del polisacarido se encuentran dispuestas en forma
aleatoria, a diferencia de estructura de tipo lineal -por ejemplo en gomas de
B-glucanos de cebada- donde las cadenas presentan un mejor ordenamiento,

favoreciendo la formacion de geles mas firmes (Srivastava y Kapoor, 2005).

0.007 7 ___nvom, (3,0%)
O 006 H _MOA19 (3,0%)
, - = =MOMy (1,5%)
0.005 - = = —MOA(1,5%)
2
= 0,004 -
2
8 0,003 ~
0,002 -
o001 4 -7 . .
O - T T T T T T

Desplazamiento (mm)

Figura 3.25. Comportamiento de carga frente al desplazamiento de los geles de
mucilagos de chia (MOA19y MOMy)

Por otra parte, puede observarse que la fuerza de compresion del gel
aumentd con el incremento de la concentracion de mucilago. Asimismo, para una
misma concentracion de mucilago, MOM- requiri6 mayores valores de fuerza de

compresion del gel que MOA;y. Este hecho puede asociarse a la mayor pureza del
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mucilago obtenido mediante el Método II, lo que pudo haber ocasionado un mejor
ordenamiento de sus cadenas, generando una mejor red tridimensional en su
interaccion con el agua. Asi, para una concentracion de 1,5% las fuerzas de
compresion de gel fueron 0,0011 y 0,0017 kgf y al aumentar la concentracion al 3%,
los valores de carga méxima fueron 0,0028 y 0,0066 kgf (MOA;9 y MOMz,
respectivamente). Los valores relativamente bajos de carga maxima pueden
asociarse a la estructura del mucilago de chia, lo que estaria indicando la posible
presencia de grupos cargados en su molécula, dando como resultado la formacion
de un fluido viscoso de tipo no estructural. Un comportamiento similar fue observado
en goma de flamboydn modificada quimicamente, la cual se comport6 como un
fluido viscoso a una concentracion del 5%, con valores de carga maxima de
0,013 kgf debido a los puentes hidrégeno expuestos por los grupos cargados
introducidos en su estructura (Lim y col., 2006; Pacheco-Aguirre, 2010).

Estos resultados pueden relacionarse con los correspondientes a los
obtenidos en los ensayos viscoelasticos (seccion 1.4.3.2), donde las dispersiones se
comportaron como geles elasticos deébiles, siendo las formuladas con MOM; mas
elasticas que las de MOMj9 e incrementandose este efecto con el aumento de la

concentracion de mucilago.
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CONCLUSIONES PARCIALES

- Los métodos aplicados para la extraccibon de mucilago de chia
(Salvia hispanica L.) afectaron la composicion proximal de los mismos. La aplicacion
del Método Il, permiti6 obtener un mucilago con un menor contenido de proteinas
(7%).

- El mucilago de chia exuda rapidamente al remojar las semillas en agua y se
solubiliza facilmente aun a bajas temperaturas, no habiéndose observado diferencias

estadisticamente significativas entre los niveles de pH estudiados.

- MOA;9 y MOMy presentaron elevados niveles en sus propiedades funcionales,
siendo superiores los correspondientes a MOMy, lo cual podria estar asociado a su

menor contenido de proteinas.

- Los mucilagos de chia (MOA;9 y MOM;) se comportaron como fluidos no
newtonianos, siendo pseudoplasticos en el rango de las concentraciones estudiadas
(0,25 a 1,00%) a 25°C.

- Un incremento en la concentracién de mucilago (MOA19 y MOMy) produjo un
aumento de la viscosidad aparente y del grado de pseudoplasticidad de las

dispersiones, siendo estas caracteristicas mayores en MOMj.

- Todas las dispersiones de mucilago de chia correspondientes al analisis del
efecto del conjunto de las variables estudiadas (concentracion de mucilago,
temperatura, pH, fuerza i6nica, presencia de sacarosa) sobre las propiedades
reologicas del mismo, presentaron un comportamiento pseudoplastico (n < 1). La
concentracion de mucilago fue la variable con un mayor efecto significativo sobre el
indice de consistencia (k) y la tixotropia, mientras que el indice de comportamiento
de flujo (n) y la tan & fueron principalmente afectados por la presencia de sacarosa,
observandose un aumento de las propiedades reolégicas al incrementarse las

respectivas variables.

- El tipo de sal y la metodologia de extraccion del mucilago afectaron

significativamente a k y la tixotropia, si bien no influyeron sobre el valor de n. El

135



Capitulo 3 Obtencion y caracterizacion del mucilago de chia

Método de extraccion Il y la adicion de NaCl proporcionaron una mayor consistencia
a las dispersiones de mucilago de chia.

- El analisis del comportamiento viscoelastico correspondiente a dispersiones
con diferentes concentraciones de mucilago de chia, asi como el estudio del efecto
de un conjunto de variables (concentracion de mucilago, temperatura, pH, fuerza
i0nica, presencia de sacarosa) sobre las propiedades reoldgicas del mismo, permitio
clasificar a ambos tipos de mucilago (MOAs y MOM7) como polimeros amorfos, con
la propiedad de formar geles débiles debido a que el médulo de almacenamiento
(G") fue mayor que el modulo de pérdida (G™") en el rango de frecuencia ensayadas
y la relacion entre los dos médulos (tan 6 = G/G") varié en un rango de 0,5 a 1,1.
Un comportamiento anélogo fue observado en el estudio correspondiente a la fuerza

gel del mucilago de chia.
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INTRODUCCION

Muchos productos alimenticios, naturales o manufacturados, estan
constituidos total o parcialmente por emulsiones (ej. la leche). A lo largo del tiempo,
se han desarrollado y elaborado alimentos que en la actualidad son de consumo
cotidiano tales como la crema de leche, manteca, yogures, quesos, mayonesa,
margarina y emulsiones cérnicas (McClements, 1999). A su vez, durante muchos
afos, la industria alimentaria se ha basado en la tradicion para la formulacion, el
procesamiento y el almacenamiento de diversos productos emulsionados. Sin
embargo, en los ultimos afios la industria alimentaria moderna ha tenido que
responder rdpidamente a los cambios en las preferencias del consumidor mediante
la elaboracion de nuevos productos y el mejoramiento de los ya existentes, con
propiedades organolépticas y textura adecuadas, saludables y de menor costo. Asi,
se ha registrado una notable diversificacion de alimentos emulsionados.

Dado que las emulsiones son sistemas inestables, su estructura inicial
evoluciona con el tiempo durante el almacenamiento o el transporte de las mismas,
debido a los tratamientos térmicos y a los esfuerzos mecéanicos a los que sean
sometidos. Resulta entonces un importante desafio comprender y controlar las
interacciones coloidales, la microestructura y las propiedades reolégicas durante el
procesamiento y el almacenamiento de las emulsiones alimentarias (Lorenzo, 2010).

La estabilidad de una emulsion, generalmente se obtiene por la presencia de
dos tipos de ingredientes: el “agente emulsificante” y el “agente estabilizante”. Un
emulsificante es un componente anfifilico, de bajo o alto peso molecular, el cual
tiende a migrar y adsorberse rapidamente en la interfase aceite-agua, favoreciendo
la formacion de la emulsion, al reducir la tension interfacial, y la estabilidad fisica
durante un corto periodo de tiempo. Por otra parte, un agente estabilizante
-principalmente polisacaridos- le confiere a la emulsién estabilidad fisica durante un
tiempo prolongado, mediante la inmovilizacién de las gotas de la fase dispersa,
debido al aumento de la viscosidad de la fase acuosa de la misma. La funcion
estabilizante se alcanza a una concentracion superior a la critica (C*) para poder
pasar de un comportamiento tipico de una solucion diluida a una solucién
concentrada. A concentraciones superiores a C*, las interacciones entre polimeros
son mucho mas importantes que las polimero-solvente. Es decir, existe una fuerte

competencia por el agua entre las macromoléculas de polimeros cercanas que por lo
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tanto, tienden a moverse como una unidad estructural. A concentraciones mucho
mas altas se produce una estructura basada en entrelazamientos fisicos temporales
entre las macromoléculas, en estas ocasiones se consigue gelificar la fase continua
de la emulsion. Es decir, en estas condiciones no sélo aumenta la viscosidad de la
fase continua sino que ademas el agente estabilizante es responsable de la
manifestacion de las propiedades viscoelasticas. Cabe sefalar que a
concentraciones inferiores a C*, los polimeros pueden estabilizar las emulsiones
cuando son de naturaleza anibdnica, cationica o anfotera, mediante interacciones
electrostéticas (Mufioz y col., 2007).

Si bien la mayoria de los polisacaridos presentan una accion estabilizante,
algunos también pueden tener una accion emulsificante. A fin de cumplir con su rol
como agentes emulsificantes, los polisacaridos deben tener la capacidad de actuar
en la interfase aceite-agua y asi facilitar la formacion y estabilizacion de pequefas
gotas durante y luego del proceso de emulsificacion. Ademas, esta actividad se
relaciona con la estructura a nivel molecular, ya sea por el caracter no polar de los
grupos quimicos unidos al esqueleto del polisacarido hidrofilico o bien por la
presencia de un componente proteico ligado covalente o fisicamente al polisacarido.
Asimismo, los polisacédridos con accion emulsificante pueden asociarse a las
proteinas adsorbidas en la interfase favoreciendo la estabilidad de la emulsion
(Hayati y col., 2009). Varios polisacaridos tales como la goma arabiga, el almidén
modificado, derivados de la celulosa y algunos galactomananos como las goma
guar, garrofin (“locust bean gum”) y “fenugreek”, presentan actividad emulsificante.
Actualmente, la goma xantica y la goma guar, el almidon modificado y la
carboximetilcelulosa son los polisacaridos mas comunmente utilizados en la
elaboracion de emulsiones concentradas, tales como la mayonesa y los aderezos
para ensaladas. Estas sustancias imparten caracteristicas importantes al producto
tales como una sensacion cremosa en la boca, un alto limite elastico, asi como
estabilidad a largo plazo (Dickinson, 2003).

Sin embargo, los polisacaridos deben agregarse con precaucion ya que
pueden afectar las interacciones coloidales presentes en la emulsion y favorecer la
desestabilizacién de la misma a través de la floculacién por formacion de puentes
(“bridging floculation™) o por deplecion o expulsién (“depletion floculation”), lo que

podria traducirse en un aumento de la velocidad de cremado (Tabilo-Munizaga y

140



Capitulo 4 Aplicacion del mucilago de chia en emulsiones O/W

Barbosa-Cénovas, 2005). Asi, la floculacion por formacién de puentes ocurre por
una interaccion muy débil entre los polisacaridos y las proteinas, cuando la
concentracion del polisacarido no es lo suficientemente alta para cubrir toda la
superficie de las gotitas de la fase dispersa de la emulsidon. La concentracion
interfacial del hidrocoloide es el factor dominante que gobierna este mecanismo,
ademas de las propiedades del polimero tales como el peso molecular, el grado de
disociacion, la flexibilidad molecular y la hidrofobicidad superficial (Figura 4.1a). Por
otra parte, la floculacion por expulsién ocurre cuando en la emulsiéon hay moléculas
de polisacarido no absorbidas, debido a que el espacio entre las gotas es mas
pequefio que el volumen hidrodinamico termodinamicamente mas estable de las
moléculas del polisacarido. Por lo tanto, el polisacéarido es excluido del espacio entre
las gotas generandose una capa alrededor de las mismas donde la concentracion de
polimero es menor que en el seno de la solucion (Figura 4.1b ). De esta manera, se
establece un gradiente de concentracion local de agua y consecuentemente, un

gradiente de presion osmatica que induce a la floculacién (Dickinson, 2003).

Figura 4.1. Esquema de los distintos mecanismos de floculacién. (a) Floculacién por

formacion de puentes; (b) Floculacion por expulsion (Lorenzo, 2010)

En virtud de lo mencionado anteriormente, en el presente capitulo se estudié
el efecto de la incorporacion de distintos tipos y niveles de concentracion de
mucilago de chia sobre la estabilidad de emulsiones aceite en agua (O/W), en

funcién del tiempo de almacenamiento refrigerado.
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MATERIALES Y METODOS

1. Muestras
Se utilizaron dos tipos de mucilago de chia (MOA y MOM) con diferente
contenido de proteinas (MOA;11, MOA;5 y MOMy), obtenidos segun las metodologias

descriptas en el Capitulo 3, secciones 2.1y 2.2.

2. Preparacion de las dispersiones

Las dispersiones fueron preparadas segun el método de Betancur-Ancona y
col., (2003). Para ello, se pesaron 0,25; 0,50; 0,75 y 1,00 g de mucilago de chia
liofilizado, se adicionaron 80 g de agua destilada y se agitaron a 60°C durante 30
min. Las mismas se enfriaron a temperatura ambiente y se almacenaron durante

24 h a 4+1°C para lograr la completa hidratacion del mucilago.

3. Preparacion de las emulsiones O/W

Se prepararon emulsiones aceite en agua (O/W), utilizando como fase
dispersa 20% de aceite refinado de maiz y 0,1% de Tween 80 como agente
emulsificante. La fase continua se obtuvo -en cada caso- mediante la incorporacion
de diferentes dispersiones de mucilago de chia, de manera de tener en la emulsion
final concentraciones de 0,25; 0,50; 0,75 y 1,00% p/p de mucilago de chia. En todas
las emulsiones se adiciond 0,01% (p/p) de azida sédica a fin de inhibir el crecimiento
microbiano.

Las emulsiones se homogeneizaron mediante un equipo Ultraturrax T-25
(Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik, Alemania), a 9500 rpm durante 1 min y
seguidamente mediante un procesador ultrasénico (Sonics & Materials, INC, USA) a
su maxima potencia (750 W) durante 3,5 min, empleando un bafio de agua-hielo a
fin de evitar el deterioro de los componentes de la emulsién por un posible aumento
de la temperatura ambiente. Seguidamente, las emulsiones se almacenaron durante
120 dias a 4£1°C, realizando periédicamente las determinaciones que se detallan a

continuacion.
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4. Caracterizacion de las emulsiones O/W

4.1. Caracterizacion oOptica mediante un analizador vertical de barrido
(QuickScan)

La estabilidad global de las diferentes emulsiones estudiadas se determiné a
través de medidas de dispersion de la luz mediante un analizador Gptico vertical de
barrido QuickScan (Beckman Coulter, USA) (Figura 4.2 ), de acuerdo a lo descripto
en el Capitulo 2 (seccion 5.2.7).

Figura 4.2. Analizador oOptico vertical de barrido QuickScan (Beckman Coulter, USA)

4.2. Distribucion y tamafio de particulas

Se realizaron determinaciones de la distribucién y el tamafio de particulas de
las emulsiones mediante un equipo de dispersion estatica de luz Mastersizer 2000E,
con un sistema de dispersion Hydro 2000MU provisto de un laser He-Ne (633 nm)
(Malvern Instruments Ltd., UK) (Figura 4.3). El rango de medicion del equipo se
encuentra entre 0,1a 1000 um. La técnica de difraccion laser opera bajo la
prediccién del comportamiento de las particulas sobre la dispersion de la luz. Las
particulas dispersan la luz en todas las direcciones con un patron de intensidad, el
cual es dependiente de su tamafio. Se tomaron alicuotas de cada emulsion y se
colocaron en un recipiente con agua destilada y agitacion a 2000 rpm, donde un haz
de radiacién laser incide sobre una celda interna transparente, donde recircula la
emulsion diluida. La luz dispersada en distintos angulos, por las gotas de diferente
tamafo, pasa por un complejo sistema O6ptico e incide posteriormente sobre los

detectores, obteniendo un patrén angular de luz dispersada. El software incorporado
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en el equipo permite traducir este patron con la correspondiente distribucion de
tamafo de particulas (McClements, 1999).

Se determinaron los diametros promedio de gota de Brouker D[4,3] y de
Sauter D[3,2], relacionados con las distribuciones en volumen y en superficie,
respectivamente. Dichos resultados fueron analizados mediante el andlisis de
varianza ANOVA seguido por el test de Tukey (p<0,05), usando el software InfoStat
(Universidad Nacional de Cérdoba, 2004).

Figura 4.3. Analizador de tamafio de particulas Malvern Mastersizer (Malvern
Instruments Ltd., UK)

4.3. Observaciones microscoépicas

En forma complementaria se realizaron observaciones microscopicas de
todas las emulsiones mediante un microscopio Optico conectado a una camara
DC 100 (Leica Microscopy Systems Ltd., Suiza). Una pequefa gota de la emulsion

se coloco directamente sobre un portaobjeto de vidrio, se cubrid y se observé a 63X.

4.4. Ensayos reoldgicos

Los ensayos reoldgicos se realizaron en las emulsiones formuladas con
MOM-;y MOA;y. Dichos ensayos se llevaron a cabo en un reémetro Haake RS600 de
esfuerzo controlado (ThermoElectron, Alemania), realizandose las mediciones por
duplicado.

Las emulsiones fueron evaluadas a una temperatura constante de 25+1°C

estabilizada mediante un bafio termostatico. Una vez colocada la muestra en el
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equipo se llevo el sensor hasta la posicion de medida, esto es a 1,0 mm de
espaciado entre platos. Las muestras se dejaron reposar durante 180 s antes de
iniciar cada ensayo, a fin de garantizar la completa relajacion de los esfuerzos

normales a los que pudiera haber estado sometida durante la preparacion previa.

4.4.1. Comportamiento de flujo en estado estacionario

El comportamiento de flujo en estado estacionario (viscosidad n versus
esfuerzo de corte T) se estudié utilizando un sistema sensor de geometria plato-plato

rugoso PP35-S (platos paralelos rugosos de 35 mm de diametro).

El empleo del plato rugoso permite evitar el fenbmeno de deslizamiento que
puede ocurrir durante la medida de la viscosidad en estado estacionario (Sanchez y
col., 2001). Las medidas de flujo se obtuvieron mediante una rampa de velocidad de
corte de 1 a 500 s™. Los datos experimentales fueron ajustados mediante el modelo
de la Ley de la Potencia segun la ecuacion explicada en el Capitulo 3, seccion 5.7.1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las emulsiones presentaron un pH inicial promedio de 6,75%0,15 sin
registrarse cambios en el mismo segun el tipo y la concentracién de mucilago de

chia utilizado.

1. Estabilidad de las emulsiones

La estabilidad global de todas las emulsiones O/W fue analizada mediante las
curvas de flujo de luz dispersada (“Back-scatering”) en funcién de la longitud de la
celda, mediante un analizador vertical de barrido (QuickScan). El analisis del perfil
de las diferentes emulsiones O/W con mucilago de chia se realiz6 en dos zonas de
la celda: Zona 1 (10-20 mm) donde puede Vvisualizarse el proceso de
desestabilizacion producido por la migracion de las gotas desde la parte inferior
hacia la parte superior del tubo (cremado o “creaming”) y la Zona Il (45-55 mm)
(parte superior del tubo) en la que puede registrarse la acumulacién de las gotas de
aceite luego del proceso de separacién gravitacional (fase crema), segun se
ejemplifica en la Figura 4.4. En dicha Figura se muestra el perfil tipico obtenido
mediante QuickScan para una emulsion O/W (®,, 0,20) con 0,25% de mucilago de
chia (MOA;:1). Los demas mucilagos estudiados exhibieron un comportamiento
similar para dicha concentracién y 0,50% (datos no mostrados).

100 1
90 - Zona | A

80
70
60
50
40
30
20

% BackScatering

10

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Longitud del tubo (mm)

Figura 4.4. Perfiles diferenciales correspondientes a una emulsion O/W (P, 0,20)
formulada con el agregado de 0,25% de mucilago de chia (MOA;;). Cada linea de

color representa un tiempo de almacenamiento diferente (dias)
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Asimismo, en la Figura 4.4 puede visualizarse el desplazamiento de los
perfiles de BS en funcion del tiempo de almacenamiento refrigerado debido a la
disminucion de la luz dispersada, por efecto de la menor concentracion de particulas
en esta Zona | del tubo. Por otra parte, los perfiles de BS correspondientes a las
emulsiones O/W formuladas con 0,75% de mucilago de chia (MOA;;) se presentan
en la Figura 4.5 . En contraste, puede observarse que dichos perfiles permanecieron
constantes, sin desplazarse en funcién de la longitud de la celda ni del tiempo de
almacenamiento refrigerado. Un comportamiento analogo se obtuvo para
emulsiones O/W con los otros tipos de mucilago asi como para el mayor tenor de los
mismos estudiado en este trabajo de Tesis. Dicho comportamiento indica una mayor

estabilidad de las emulsiones mencionadas durante el periodo de almacenamiento

analizado.
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Figura 4.5. Perfiles diferenciales correspondientes a una emulsion O/W (®, 0,20)
formulada con el agregado de 0,75% de mucilago de chia (MOA;;). Cada linea de

color representa un tiempo de almacenamiento diferente (dias)

Todas las emulsiones estudiadas presentaron un alto porcentaje de BS,
(Back-scatering inicial), valor promedio 78,20+£0,55%. En la Figura 4.6 se presenta la
cinética de desestabilizacion de las emulsiones formuladas con diferentes tipos y
concentraciones de mucilago de chia (MOM7, MOA;1 Yy MOA;g) correspondientes a la

Zona | de la celda de medida. Las emulsiones O/W con 0,75 y 1,00% de mucilago

147



Capitulo 4 Aplicacion del mucilago de chia en emulsiones O/W

de chia presentaron una alta estabilidad durante todo el periodo de almacenamiento
estudiado. Este hecho puede atribuirse al incremento de la viscosidad de la fase
continua debido al aporte de una alta concentraciéon de mucilago, reduciendo de esta
manera la movilidad de las gotas de la fase dispersa. Resultados similares fueron
informados para emulsiones O/W formuladas con diferentes concentraciones de
goma guar, metilcelulosa, goma de “fenugreek”, “locust bean”, lino, avena (Huang y
col., 2001), goma xantica (Sun y col., 2007) y de Alyssum homolocarpum (Koocheki
y col., 2009c).

Por otra parte, las emulsiones formuladas con una menor concentracion de
mucilago (0,25%) resultaron ser las mas inestables, exhibiendo un notorio descenso
del %BS a los 7 dias de almacenamiento refrigerado. SimultAneamente a la
disminucion del %BS, estas emulsiones evidenciaron un aumento en los perfiles de
transmitancia, debido a la clarificacion de la emulsién en la parte inferior del tubo
(datos no mostrados). Este comportamiento puede atribuirse a que la presencia de
niveles bajos de concentracion de gomas en una emulsion favorece la velocidad de
los procesos de floculacion, coalescencia y cremado (Ye y col.,, 2004). Un
comportamiento similar fue observado en emulsiones O/W formuladas con 0,2% de
goma de semillas de Lepidium perfoliatum (Soleimanpour y col., 2013). Cabe
destacar que la disminucion del BS fue menor en la emulsion con 0,25% de MOM-.
Asi, en este caso la reduccion fue del 29%, mientras que en aquéllas formuladas con
MOA;11 Y MOA;g, el descenso del BS resultd del orden del 48%. Este hecho puede
atribuirse a la composicion de MOMjy, la cual tiene asociado un menor tenor de
proteinas (ver Tabla 3.3). Estudios realizados por Garti y col., (1997) en goma de
“fenugreek” y por Wang y col., (2011) en mucilago de lino han indicado que los
polisacaridos que presentan un cierto contenido de proteinas pueden no afectar o
bien contribuir a una mejor estabilidad fisica de emulsiones O/W. Sin embargo, este
comportamiento puede variar segun las interacciones presentes entre las proteinas y
los polisacéaridos, ya que si las interacciones son débiles o repulsivas, es frecuente
que estos sistemas presenten una separacion de fases a nivel macroscopico e
incluso a nivel microscopico (Dickinson, 2003). En lo que se refiere al rol del
mucilago de chia, objeto de estudio del presente trabajo de Tesis, pudo observarse
que el mucilago con menor tenor de proteinas (MOMy) contribuye a una mejor

estabilidad fisica de emulsiones O/W. Futuros estudios son necesarios para obtener
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informacion sobre las fracciones proteicas asociadas al mucilago de chia y sus
propiedades emulsificantes, asi como investigar las respectivas interacciones

proteinas-mucilago.
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Figura 4.6. Cinética de desestabilizacion de emulsiones O/W (&, 0,20), con

diferentes concentraciones de mucilago de chia, correspondientes a la Zona |

(10-20 mm). Valores promedio (n=2) *+ sd. (m): MOMz; (=): MOA1; (m): MOA9

En la Figura 4.7 puede visualizarse la cinética de desestabilizacion de las
emulsiones O/W formuladas con diferentes tipos y concentraciones de mucilago de
chia (MOM7;, MOAi1 y MOA;g), correspondientes a la Zona Il del tubo. Las
emulsiones con la menor concentracion de mucilago de chia estudiada exhibieron
un leve aumento en el valor del BS al cabo de la primera semana de
almacenamiento refrigerado, permaneciendo luego dicho pardmetro constante hasta
la finalizacion del mismo. En tanto, las emulsiones formuladas con una

concentracion de mucilago = 0,50% registraron valores de BS constantes durante
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todo el periodo ensayado. Los resultados obtenidos indican la formacion de una fase
crema estable en las emulsiones estudiadas. Dicho comportamiento fue observado
por otros investigadores al emplear otras gomas, confirmando el efecto positivo de la
incorporacion de las mismas en la prevencién del cremado de emulsiones O/W
(Huang y col. 2001; Sun y col., 2007; Taherian y col., 2007; Koocheki y col., 2009c).
Ademas, debido a las diferencias en la estructura molecular, la carga eléctrica neta,
el grado de hidrofilicidad y la fortaleza de la red tridimensional que conforma la goma
en la fase acuosa, asi como las condiciones de almacenamiento de las emulsiones,
las gomas pueden exhibir una diferente proteccion frente al cremado (Djordjevic y
col., 2008).
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Figura 4.7. Cinética de desestabilizacion de emulsiones O/W (®, 0,20), con

diferentes concentraciones de mucilago de chia, correspondientes a la Zona Il

(45-55 mm). Valores promedio (n=2) = sd. (m): MOMy; (m): MOA1;; (m): MOA19
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A modo de ejemplo en la Figura 4.8 se muestra la apariencia general de las
emulsiones O/W al cabo de 7 dias de almacenamiento refrigerado, momento a partir
del cual las emulsiones formuladas con las menores concentraciones de mucilago
de chia (0,25 y 0,50%) evidenciaron su desestabilizacion. Asi, puede observarse la
formacioén de un sistema bifasico compuesto por una fase superior (crema) y una
fase inferior producida por la migracion de particulas hacia la parte superior del tubo,
caracteristico del fenbmeno de separacién gravitacional. Este efecto fue mas
pronunciado en las emulsiones con 0,25% de mucilago de chia, pudiendo atribuirse
este comportamiento a la menor viscosidad de la fase acuosa, favoreciendo de esta
manera la libre movilidad de las gotas con un mayor grado de interaccion.

Figura 4.8. Emulsiones O/W (®, 0,20) después de 7 dias de almacenamiento
refrigerado. (a) 0,25%; (b) 0,50%; (c) 0,75%; (d) 1,00% de mucilago de chia

(MOA ), respectivamente

2. Andlisis de la distribucion y el tamafio de particulas

El comportamiento de las emulsiones, en lo que respecta al cremado y a la
coalescencia, esta gobernado por la presencia de gotas mas grandes, aun cuando
éstas representan un pequefio porcentaje en nimero de la totalidad de las mismas
(Palazolo, 2006). En las Figuras 4.9, 4.10 y 4.11 se muestra la distribucién de
tamafio de particulas en volumen correspondiente a las emulsiones O/W formuladas
con MOM7, MOA;; y MOA;, respectivamente. Puede observarse que al momento

inicial de la preparacion de las emulsiones (t = 0), en general la distribucién de
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tamafo de particulas de las mismas exhibié un caracter monomodal, con un tamafio
comprendido entre 1 y 10 um. Este comportamiento puede atribuirse a las
caracteristicas del tipo de homogeneizador empleado, el cual permite obtener
tamafos de particula pequeiios (McClements, 1999). Sin embargo, en las
emulsiones con 0,75 y 1,00% de mucilago de chia se detectd una segunda
poblacién de particulas mas grandes (10 a 100 um), pudiendo asociarse este hecho
a un aumento de la viscosidad de la fase acuosa de la emulsidon generada por una
mayor concentraciéon de mucilago. En este sentido, el proceso de homogeneizacion
puede verse alterado sin que pueda lograrse una completa ruptura y distribucion de
las gotas de la emulsion. Resultados similares fueron observados por Koocheki y
col., (2009c) al incorporar diferentes concentraciones de goma de Alyssum
homolocarpum en emulsiones O/W, formuladas con el mismo tipo de
homogeneizador que el empleado en este trabajo de Tesis.

Por otra parte, segun el tiempo de almacenamiento refrigerado, en las
emulsiones con las menores concentraciones de MOA;; Y MOA;g (principalmente
0,25%), se evidencié la formacion de una poblacion de particulas mas grandes (100
a 1000 pm), favoreciendo el proceso de separacion gravitacional (cremado) tal como
fue observado mediante el QuickScan. Este efecto fue mas pronunciado en las
emulsiones formuladas con MOA;9, alcanzando dicha poblacion de particulas un
pico maximo a los 28 dias de almacenamiento, para luego disminuir a tiempos
posteriores. Este Ultimo comportamiento podria relacionarse con las etapas del
procedimiento de medicién del tamafio de particulas, especialmente por la dilucion y
la fuerza externa aplicada, lo que podria generar la ruptura de los posibles fl6culos
agregados débilmente en la emulsion (Khalloufi y col., 2008; Alvarez Cerimedo y
col., 2010). Resultados analogos fueron observados por Soleimanpour y col., (2013)
en emulsiones O/W formuladas con 0,2% de goma de semillas de Lepidium

perfoliatum.
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Figura 4.9. Distribucién de tamafio de particulas en volumen en funcién del
almacenamiento (dias) a 4+1°C de emulsiones O/W (@, 0,20) con diferentes

concentraciones de MOMy. Valores promedio (n = 2)
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Figura 4.10. Distribucion de tamafo de particulas en volumen en funcién del
almacenamiento (dias) a 4+1°C de emulsiones O/W (®, 0,20) con diferentes

concentraciones de MOA;;. Valores promedio (n = 2)
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Figura 4.11. Distribucion de tamafio de particulas en volumen en funcion del
almacenamiento (dias) a 4+1°C de emulsiones O/W (@, 0,20) con diferentes

concentraciones de MOA;o. Valores promedio (n = 2)

A modo de ejemplo de la distribucion de tamafo de particulas en superficie,
en las Figuras 4.12 y 4.13 se presentan los resultados obtenidos para las

emulsiones con diferentes concentraciones de MOM;, MOAi;; y MOAyy,
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correspondientes al tiempo inicial y final, respectivamente, Puede observarse, que

todas las emulsiones exhibieron un comportamiento similar independientemente del

tipo de mucilago y concentracion de mucilago en la emulsion, asi como del tiempo

de almacenamiento refrigerado. Este hecho estaria indicando que la poblacion de

particulas mas grandes (100-1000 um) -observada en la distribucion de tamafo de

particulas en volumen, a medida que aumentdé el tiempo de almacenamiento

refrigerado-, especialmente en las emulsiones con 0,25% de MOA;g, nO tuvo

incidencia desde el punto de vista del analisis de distribucion de tamafio de

particulas en superficie.
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Figura 4.12. Distribucion de tamafio de particulas en superficie correspondientes a

emulsiones O/W (®, 0,20) con diferentes concentraciones de mucilago de chia

(t=0d). (@) MOMy; (b) MOA;1 y (c) MOA; 9
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En su conjunto, a t = 0, las emulsiones formuladas con 0,25; 0,50; 0,75 y
1,00% de mucilago de chia presentaron valores iniciales de los diametros promedio
de Brouker de 4,1; 4,4; 5,7 y 5,6 um respectivamente, no existiendo diferencias
significativas entre los distintos tipos y concentraciones de mucilago estudiados
(p<0,05). En la Tabla 4.1 se muestran los diametros promedios de Brouker (D[4,3])
en funcion del tiempo de almacenamiento refrigerado correspondientes a las
emulsiones formuladas con 0,25% de los diferentes tipos mucilago. En la misma
puede observarse que para todo el periodo de almacenamiento estudiado, los
valores de D[4,3] de las emulsiones con MOA;; y MOA;o fueron mayores a los de la
emulsion con MOMjy, siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) a los 28 y entre los 14 y 28 dias de almacenamiento, para MOA;; y MOA;g
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respectivamente. Este comportamiento puede atribuirse a la mayor inestabilidad
presentada por estas emulsiones, siendo estos resultados concordantes con los
obtenidos mediante el analizador vertical de barrido (QuickScan). Asimismo, los
valores de D[4,3] de dichas emulsiones tuvieron una tendencia de aumento en
funcion del tiempo de almacenamiento, alcanzando su mayor valor a los 28 dias
para luego disminuir. Esta disminucion podria asociarse a la ruptura de los posibles
floculos agregados débilmente mediante la fuerza externa aplicada durante la
medicién del tamafio de particulas (Alvarez Cerimedo y col., 2010). En contraste, los
valores de D[4,3] de las emulsiones formuladas con 0,25% de MOM- permanecieron
constantes durante todo el periodo de almacenamiento refrigerado.

Tabla 4.1. Diametros promedio de Brouker (D[4,3]) correspondientes a emulsiones
O/W (pm 0,20) formuladas con 0,25 % de mucilago en funciéon del tiempo de
almacenamiento refrigerado. Valores promedio (n=2) + sd.

Tiempo de almacenamiento
(dias) MOM, MOA,; MOA o
1as
0 3,42 +0,45 2 4,64 +0,87 2 4,38 + 0,27 2
7 3,62 +0,44 2 6,30+2,81° 7,11+2,41°
14 3,75+ 0,54 2 527+1,02° 9,51+ 0,57 P
21 3,79+ 0,58 2 8,12 +224 % 9,74 +0,55°
28 3,70+ 0,64 2 13,49 +2,24° 14,18 + 1,33 P
42 3,64 +0,53 2 557 +2,17 2 8,58 +0,62 2
62 3,64 +0,59 2 5,48 + 2,50 2 4,06 + 0,05 2
120 4,01 + 0,68 2 5,12+ 1,67 2 3,91 + 0,03 2

Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas entre tipos de mucilago, para
cada tiempo de almacenamiento refrigerado (Tukey, p < 0,05)

Con respecto a las emulsiones con una concentracion = 0,50% de mucilago,
no se detectd una tendencia estadisticamente significativa en la modificacion de los
valores de D[4,3] en funcién del tiempo de almacenamiento ni entre los tipos de
mucilago estudiados.

Por otra parte, los valores promedio de Sauter (D[3,2]) -relacionados con la
distribucion de particulas en superficie-, permanecieron constantes durante todo el

periodo de almacenamiento, para cada concentracion y tipo de mucilago de chia
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estudiado, siendo dichos valores 2,8; 3,1; 3,5 y 3,3 um para emulsiones formuladas

con 0,25; 0,50; 0,75y 1,00% de mucilago de chia, respectivamente.

3. Observaciones m icroscépica s

En las Figuras 4.14, 4.15 y 4.16 se presentan las micrografias Opticas
correspondientes a las emulsiones formuladas con diferentes concentraciones de
MOM;, MOA;1 y MOA;g, respectivamente, a tiempo inicial (t = 0). A través de las
mismas es posible complementar la informacién obtenida mediante la distribucién de
tamafio de particulas y del analizador vertical de barrido (QuickScan). Las
emulsiones de los tres tipos de mucilago de chia estudiados, presentaron un
aspecto mas compacto o estructurado al aumentar la concentracion de los mismos,
pudiendo asociarse este comportamiento al aumento de la viscosidad de la fase
acuosa, manteniendo a las gotas en una estructura tridimensional mas firme.
Asimismo, este fendmeno fue mas evidente en las emulsiones con MOMjy, pudiendo
atribuirse este hecho a la mayor pureza asociada a este tipo de mucilago.
Estructuras similares a las exhibidas por las emulsiones con = 0,75% de mucilago,
fueron registradas por Huang y col. (2001) en emulsiones O/W con 0,50% de goma

de “fenugreek”.

A

Figura 4.14. Microgrfl'as de emulsiones O/W con diferentes concentraciones de

MOMy (t = 0 d) (63X). (a) 0,25%; (b) 0,50%; (c) 0,75% y (d) 1,00%. Barras en
blanco: 20 um

159



Capitulo 4 Aplicacion del mucilago de chia en emulsiones O/W

Figura 4.15. Micrografias de emulsiones O/W con diferentes concentraciones de
MOA;; (t = 0 d) (63X). (a) 0,25%; (b) 0,50%; (c) 0,75% y (d) 1,00%. Barras en

blanco: 20 pm

Figura 4.16. Micrografias de emulsiones O/W con diferentes concentraciones de
MOAg (t = 0 d) (63X). (a) 0,25%; (b) 0,50%; (c) 0,75% y (d) 1,00%. Barras en

blanco: 20 um
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Por otra parte en la Figura 4.17 se muestran las micrografias de las
emulsiones con 0,25% de MOM7, MOA1; y MOA;o correspondientes a la etapa final
del almacenamiento refrigerado estudiado (120 dias). En este caso puede
observarse un mayor tamafio de las gotas con respecto al tiempo inicial (t = 0),
especialmente en las emulsiones formuladas con mucilago de mayor tenor proteico
(MOA19). Este comportamiento puede atribuirse a la menor viscosidad de la fase
acuosa de dichas emulsiones, lo que permite una mayor libertad de movimiento de
las gotas de aceite, favoreciendo la colision entre las mismas, la formulacién de
floculos o de gotas méas grandes (coalescencia). Asimismo, este comportamiento
evidencia la inestabilidad de estas emulsiones al aumentar el tiempo de
almacenamiento refrigerado. Resultados similares han sido informados para
emulsiones O/W formuladas con diferentes concentraciones de goma de Alyssum

homolocarpum (Koocheki y col., 2009c).

Figura 4.17. Micrografias de emulsiones O/W con 0,25% de mucilago de chia
(t=120d) (63X). (a) MOMz; (b) MOA11; (c) MOA1,. Barras en blanco: 20 pm
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4. Comportamiento de flujo en estado estacionario

En las Figuras 4.18 y 4.19 se muestra la variacion de la viscosidad aparente
en funcion de la velocidad de deformacion de emulsiones O/W formuladas con
distintas concentraciones de mucilago de chia en funciébn del tiempo de

almacenamiento refrigerado (MOM7y MOA;4, respectivamente).
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Figura 4.18. Efecto de la concentracion de mucilago de chia (MOMy) y del tiempo de
almacenamiento (dias) a 4+1°C sobre la viscosidad de emulsiones O/W. Valores
promedio (n = 2). (0): 0,25%; (o): 0,50%;(A): 0,75%; (0): 1,00%
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Figura 4.19. Efecto de la concentracion de mucilago de chia (MOAy9) y del tiempo
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promedio (n = 2). (0): 0,25%; (o): 0,50%;(A): 0,75%; (0): 1,00%

En las Figuras 4.18 y 4.19 puede observarse que la viscosidad de las
emulsiones disminuyd al aumentar la velocidad de deformacion, siendo este efecto
mas pronunciado al inicio de la deformacién y al incrementarse la concentracion de
mucilago en la fase acuosa de la emulsion. Esto puede atribuirse a que a mayores
velocidades de deformacién y de numero de moléculas de hidrocoloides, aumenta la
alineacion de las gotas de la emulsion en la direccién del flujo, ofreciendo una menor
resistencia y por lo tanto, una menor viscosidad (McClements, 1999; Soleimanpour y
col., 2013). Por otra parte, la viscosidad de las emulsiones aumento al incrementarse
la concentracion mucilago. Este comportamiento puede deberse a que la existencia

de una mayor proporcion de moléculas de alto peso molecular en la fase continua de
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la emulsién genera una mayor resistencia al flujo minimizando la movilidad de las
gotas y la frecuencia de colision, favoreciendo de esta manera la formacion de una
estructura tridimensional que previene el cremado de la emulsion (Nor Hayati y col.,
2009). Un comportamiento similar al registrado en este estudio, ha sido observado
en emulsiones O/W con diferentes concentraciones de goma extraida de semillas de
Alyssum homolocarpum y Lepidium perfoliatum (Koocheki y col.,, 2009c;
Soleimanpour y col., 2013). Cabe sefialar que las emulsiones formuladas con MOM;
exhibieron una mayor viscosidad que las correspondientes a MOA .

Por otra parte, en la Tabla 4.2 se muestran los valores del indice de
consistencia (k) y de comportamiento de flujo (n) de todas las emulsiones estudiadas
para MOM; y MOA1g, correspondiente a los 6 dias de almacenamiento. En todos los
casos se observaron valores de n menores a 1, indicando un comportamiento de
flujo pseudoplastico. Cabe destacar que las emulsiones formuladas con MOM;y
presentaron valores de k mayores que los correspondientes a las emulsiones
formuladas con MOA;9 para todas las concentraciones ensayadas Esto puede
relacionarse con la mayor pureza de MOMy, lo que contribuye al aumento de la
viscosidad de las emulsiones estudiadas. Asimismo, puede observarse que tanto
para las emulsiones formuladas con MOM; y con MOAjy, los valores de k
aumentaron y los de n disminuyeron significativamente (p<0,05) con el aumento de
la concentracion de mucilago de 0,25 a 1,00% en la fase acuosa de la emulsion.
Este comportamiento fue similar en todos los tiempos de almacenamiento
estudiados. Ademas, para cada concentracion y tipo de mucilago, no se detectaron
diferencias significativas (p>0,05) para los valores de k y n en funcion del tiempo, a

partir de los 6 dias de almacenamiento.
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Tabla 4.2. Pardmetros de la Ley de la Potencia de emulsiones O/W (¢m 0,20) con
distintas concentraciones de MOM; y MOA;g, correspondientes a los 6 dias de

almacenamiento refrigerado

Emulsion k (Pa.s") n(-) R?

MOM; (%)

0,25 0,24 +0,02 2 0,46 +0,02°" 0,96

0,50 1,17 +0,42 ® 0,36 +0,01 2 0,98

0,75 1,89+0,22° 0,35+0,022 0,96

1,00 3,34+0,03°¢ 0,34+0,002 0,96
MOA 15 (%)

0,25 0,13+0,06 2 0,53+0,05°¢ 0,96

0,50 0,39+0,04 2 0,42 +0,03 P° 0,96

0,75 1,15+0,02° 0,33+0,01 2 0,98

1,00 276+0,26°¢ 0,27 +0,01 2 0,95

Valores seguidos por letras diferentes indican diferencias significativas, entre concentraciones, para
cada tipo de mucilago (Tukey, p<0,05)
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CONCLUSIONES PARCIALES

- La incorporacion de mucilago de chia en concentraciones = 0,75% mejora la
estabilidad fisica de emulsiones O/W frente a procesos de floculacion, coalescencia

y separacion gravitacional de fases.

- La estabilidad de las emulsiones estudiadas fue afectada por el tipo de
mucilago empleado, siendo mayor en aquéllas formuladas con MOMz7, de menor

contenido de proteinas.

- La viscosidad de las emulsiones fue influenciada por el tipo y la concentracion
de mucilago, siendo mayor al aumentar la concentracion del mismo. Este parametro
presentd un mayor nivel en las emulsiones formuladas con MOM; respecto a las
correspondientes a MOA;s. Las emulsiones O/W estudiadas tuvieron un

comportamiento de flujo pseudoplastico.
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Conclusiones generales

Durante la realizacion del presente trabajo de Tesis se realizd6 la
caracterizacion fisicoquimica y funcional de la harina de chia (Salvia hispanica L.)
obtenida como subproducto de diferentes procesos de extraccion del aceite de la
semilla (prensado en frio y extraccion sélido-liquido), asi como de las fracciones
ricas en fibra y en proteinas obtenidas mediante la tamizacion (fraccionamiento via
seca) de las harinas residuales (Hs y Hp, respectivamente). La fraccién retenida
sobre el tamiz fue considerada rica en fibra (FRF), mientras que la fraccion que paso6
por el tamiz, rica en proteinas (FRP). Ademas, se caracterizé la harina obtenida
como subproducto del proceso de extraccion del aceite (sélido-liquido), de semillas a
las cuales previamente se les separd el mucilago. Asimismo, se realiz6 la
caracterizacion fisicoquimica y funcional del mucilago de chia obtenido mediante
distintos procedimientos, asi como su aplicacion en el desarrollo de emulsiones
O/W. Esta informacién representa un aporte significativo a las caracteristicas y
posibles aplicaciones de productos derivados de la chia, en distintos sistemas
alimentarios, de acuerdo a los requerimientos de la industria y las tendencias
actuales de los consumidores con respecto a los efectos vinculados con la relacion
nutricion-salud.

En virtud de ello, a continuacién se sintetizan las siguientes conclusiones

generales:

Harinas y fracciones ricas en fibra y en proteinas

- La harina de extraccion por prensado (Hp) present6 alrededor de un 95% mas
de aceite que la harina de extraccion con solvente proveniente de semillas con y sin
mucilago (Hs y Hsm), exhibiendo estas harinas un contenido significativamente

superior de proteinas y de fibra.

- Las propiedades funcionales relacionadas con la afinidad por el agua fueron
mayores en Hs y Hp con respecto a Hsm, debido a la incidencia asociada a la
extraccion previa del mucilago (fibra dietética soluble) en Hsm, sustancia que se
caracteriza por retener agua en su matriz. Ademas, Hs y Hsm exhibieron
propiedades funcionales relacionadas con la afinidad por el aceite significativamente
superiores a la Hp, debido al contenido de lipidos residuales significativamente

inferior en las harinas provenientes del proceso de extraccion con solvente.
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- El proceso de tamizado de las harinas (Hs y Hp) permitié obtener fracciones
fibrosas (FRFs y FRFp) con un aumento del 14% de fibra dietética total con respecto
a las harinas, especialmente con un mayor contenido de fibra dietética insoluble.
Asimismo, las fracciones que atravesaron la malla del tamiz exhibieron un contenido
de proteinas significativamente mayor al de las harinas, incrementandose en un 53,4

y 30,3% en FRPs y FRPp, respectivamente.

- En todos los subproductos se detecté la presencia de fésforo, calcio,
magnesio, hierro, zinc y cobre, siendo los tres primeros los minerales presentes en
mayor proporcion. Las fracciones ricas en proteinas exhibieron una mayor
concentracion de minerales a excepcion del Ca, el cual estuvo presente en una

menor proporcion.

- Todos los subproductos de chia exhibieron una alta actividad antioxidante. La
misma puede asociarse a la presencia de componentes polifenélicos y en el caso
particular de Hp, FRFp y FRPp al contenido de tocoferoles. Los principales
antioxidantes polifenolicos encontrados fueron los acidos clorogénico y cafeico,
quercetina, seguidos de trazas de miricetina y kaempferol. ElI contenido total de
tocoferoles varié en un rango entre 470 a 614 ug/kg, siendo el principal compuesto el
y-tocoferol, seguido de a- y d-tocoferol, en menores concentraciones.

- La informacion obtenida a partir de la determinacion de las propiedades
fisicoquimicas y funcionales estudiadas, sugiere que los subproductos de chia
podrian tener una potencial aplicacion como ingredientes funcionales en diversos

productos.

Mucilago

Se obtuvo el mucilago a partir de semillas enteras de chia mediante dos
metodologias. El Método | (Argentina) comprende principalmente las operaciones de
remojado, congelacion, liofilizacion y tamizacion. Mientras que el Método Il (México)

incluye remojado, filtracion, concentracion, congelacion vy liofilizacion.
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- La metodologia de extraccion aplicada afectd el contenido de proteinas del
mucilago obtenido, generando el Método Il un producto con un menor contenido de

proteinas.

- El fendmeno de mixocarpia del mucilago de chia fue investigado mediante
SEM, observandose una rapida exudacion del mismo al remojar las semillas en

agua.

- Los distintos tipos de mucilago de chia exhibieron elevados niveles en sus
propiedades funcionales siendo superiores las correspondientes al mucilago

obtenido por el Método II.

- El mucilago de chia presentdé un comportamiento de flujo pseudoplastico en el
rango de concentraciones estudiadas (0,25 a 1,00%) a 25+1°C. La viscosidad
aparente y el grado de pseudoplasticidad de las dispersiones aumentd con el
incremento de la concentracibn de mucilago, siendo estas caracteristicas mas

pronunciadas en el mucilago obtenido mediante el Método Il.

- La informacién obtenida acerca del estudio correspondiente al efecto de las
variables concentracion de mucilago, temperatura, pH, fuerza idénica y presencia de
sacarosa, sobre las propiedades reolégicas del mucilago de chia (indice de
consistencia -k-, indice de comportamiento de flujo -n-, tixotropia y tan d) evidencio
un efecto significativo mayor de la concentracion de mucilago sobre Kk y la tixotropia,
mientras que n y la tan & fueron principalmente afectados por la presencia de

sacarosa.

- El estudio del efecto del agregado de una sal monovalente (NaCl) o divalente
(CaCly) y del método de obtencion del mucilago sobre las propiedades reoldgicas
del mismo, mostré que tanto el tipo de sal adicionada como el método de obtencién
del mucilago tienen una incidencia significativa sobre el valor de k y de la tixotropia.
El mucilago de chia obtenido por el Método Il y la adicion de NaCl originan

dispersiones con una mayor consistencia.
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- El analisis del comportamiento viscoelastico correspondiente a dispersiones
con diferentes concentraciones de mucilago de chia, asi como el estudio del efecto
de las variables concentracion de mucilago, temperatura, pH, fuerza idnica y
presencia de sacarosa, sobre las propiedades reoldgicas del mismo, permitieron
clasificar al mucilago de chia como un polimero amorfo. Dicho mucilago tiene la
propiedad de formar geles débiles porque el médulo de almacenamiento (G") fue
mayor que el modulo de pérdida (G™) en el rango de frecuencias ensayadas y la
separacion de los dos modulos (tan & = G™/G") varié en un rango de 0,5 a 1,1. Un
comportamiento similar fue observado en el estudio correspondiente a la fuerza gel

del mucilago de chia.

- La informacion obtenida sobre las propiedades fisicoquimicas y funcionales
de ambos tipos de mucilago de chia sugiere que este tipo de hidrocoloide podria
incorporarse en la elaboraciéon de alimentos que requieran determinadas condiciones
de comportamiento, por ejemplo como agente estabilizante y espesante de
productos tales como yogur batido, aderezos, entre otros.

Aplicacion del mucilago de chia en emulsiones O/W

- La incorporaciéon de mucilago de chia en emulsiones O/W mejora la
estabilidad fisica de las mismas frente a los mecanismos de floculacion,
coalescencia y separacion gravitacional de fases debido a su rol como agente

espesante.

- La estabilidad de las emulsiones fue influenciada por el tipo y la concentracion
de mucilago asi como por el tiempo de almacenamiento refrigerado, siendo mayor
en aguéllas formuladas con el mucilago obtenido mediante el Método I, a niveles de
= 0,75%. Asimismo, la viscosidad de las emulsiones fue afectada por la
concentracion y el tipo de mucilago, siendo mayor al incrementarse la concentracion
del mismo. Las emulsiones formuladas con el mucilago obtenido mediante el Método

Il exhibieron el mayor nivel de viscosidad.
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Conclusiones generales

- De forma similar a las dispersiones de mucilago de chia, las emulsiones O/W
formuladas con las mismas presentaron un comportamiento de flujo pseudoplastico

en el rango de concentraciones analizadas (0,25 a 1,00%) a 25+1°C.

- El mucilago de chia -en su rol de agente espesante- incrementa la viscosidad
de la fase acuosa de la emulsién, reduciendo la movilidad de las gotas y
favoreciendo la accion del agente emulsificante, contribuyendo a la estabilidad de la
emulsién. Cabe considerar que este efecto esta asociado a la concentracion de

hidrocoloide.
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Perspectivas futuras

En funcion de los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis, se
propone continuar con el estudio de los productos derivados de la semilla de chia
(harina, fraccion rica en fibra dietética y mucilago), en cuanto a su aplicacién en
diversas matrices alimentarias (peliculas biodegradables y harinas de premezcla).
Cabe destacar que la ausencia de gluten en la harina de chia, determina la
posibilidad de obtener productos aptos para el consumo de personas con celiaquia.

Asimismo, se propone optimizar el método de obtencion del mucilago de chia,
variando las condiciones operativas (temperatura de extraccion, pH, tiempo y
relacion semilla: agua), a fin de analizar el efecto de dichas variables sobre el
rendimiento, la composicion -fisicoquimica y estructural- y las propiedades
funcionales del mismo.

Por otra parte, se desarrollard& una metodologia que permita separar la
fraccion proteica presente en el mucilago de chia, a fin de obtener un producto de
mayor pureza. De esta manera se procedera a realizar la caracterizacion molecular
de los constituyentes (monosacaridos) y asi se establecera la relacion estructura-
funcionalidad. Asimismo, se propone obtener informacién sobre las fracciones
proteicas asociadas al mucilago de chia y sus propiedades emulsificantes, asi como
investigar las interacciones proteinas-mucilago.

Teniendo en cuenta que la harina de chia es una fuente rica en proteinas, en
este sentido se continuara con el aislamiento, caracterizacion y determinacion del
perfil de amino&cidos de las proteinas, asi como se evaluara su solubilidad en
funcion de las condiciones del entorno quimico (pH, fuerza iénica).

Seguidamente, se propone continuar con las actividades de investigacion
correspondientes al estudio de la incorporacion del mucilago de chia en el desarrollo
de alimentos funcionales. En este sentido se formularan productos (postres) con la
incorporacion de mucilago de chia en distintas proporciones (0,5 a 2%), evaluando
el perfil de textura y el comportamiento reoldgico en cada caso. Por otra parte, se
plantea formular emulsiones O/W con aceite (fase oleosa) y mucilago de chia (fase
acuosa). Asi, se estudiaran los factores que determinan su formacion y estabilizacion
mediante el empleo de agentes emulsionantes proteicos (caseinato de sodio) y
presencia de lactosa (fase acuosa) evaluando diversas alternativas que permitan
mejorar su estabilidad fisica y deterioro oxidativo (adicion de antioxidantes naturales,

almacenamiento refrigerado) a fin de resguardar los atributos de calidad y
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aceptabilidad por parte del consumidor. Posteriormente, se realizaran ensayos
sensoriales a fin de obtener informacion acerca de la aceptabilidad de estos
productos por parte del consumidor.

Por otra parte, considerando que la microencapsulacion es una técnica
empleada para proteger y aislar sustancias con actividad biologica (aceites
esenciales, compuestos lipidicos) de factores adversos del medio ambiente tales
como pH, temperatura, sales, agentes oxidantes, entre otros y que las gomas o
mucilagos son los materiales mas empleados como matriz encapsulante, se
evaluara la capacidad de encapsulamiento del mucilago de chia. Cabe sefialar, que
en el grupo de investigacion se estan llevando a cabo estudios de
microencapsulacion del aceite de chia mediante secado por spray de emulsiones
O/W, investigando la influencia de las condiciones operativas sobre la eficiencia del
proceso, la calidad del material encapsulado (aceite de chia) y su potencial

incorporacion en diversos alimentos.
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