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RESUMEN

ASPECTOS FiSICO-QUIMICOS DE LA ENCAPSULACION DE ACIDOS
GRASOS POLIINSATURADOS UTILIZANDO POLIELECTROLITOS NO
CONVENCIONALES PARA EL DESARROLLO DE ALIMENTOS
FUNCIONALES.

La encapsulacion de aceites ricos en acidos grasos poliinsaturados surge como una estrategia
para retardar y/o minimizar el deterioro oxidativo, permitiendo la obtencién de ingredientes
innovadores. El objetivo del trabajo fue avanzar en la comprension de la influencia de los
factores fisico-quimicos e interacciones que afectan la estabilidad de &cidos grasos
poliinsaturados en cépsulas de polielectrolitos naturales para el desarrollo de alimentos
funcionales. En particular, se evalu6 el comportamiento de la goma exudada de Prosopis
alba (GAL) como excipiente no convencional. Se definid el método de extraccion y
purificacion mas conveniente, y se profundizo el estudio de su estructura molecular y
toxicidad por medio de técnicas in vivo. Se evalud la funcionalidad de la goma en términos
de las propiedades de hidratacion, emulsificantes, reoldgicas, antioxidantes y de sorcion,
encontrandose numerosos puntos de similitud con la goma arabiga. La incorporacién de GAL
como material de pared en capsulas de polielectrolitos (alginato, quitosano) confirié mayor
estabilidad al aceite y mejores propiedades tecnoldgicas. El estudio integral de las
propiedades fisico-quimicas, estructurales y de estabilidad de las capsulas permitié avanzar
en el conocimiento de las interacciones involucradas. La incorporacién de los encapsulados
en hamburguesas mejord las propiedades nutricionales y de estabilidad durante el
almacenamiento y coccion. Los resultados advierten la potencial aplicacion de GAL en el
desarrollo de nuevos sistemas de encapsulacion, con los beneficios adicionales que derivan

del uso de una fuente autéctona actualmente no utilizada y renovable.

Palabras claves: goma exudada de Prosopis alba, gelacion ionica, encapsulacion, alimento

funcional.



ABSTRACT

PHYSICO-CHEMICAL ASPECTS OF POLYUNSATURATED FATTY ACIDS
ENCAPSULATION USING UNCONVENTIONAL POLYELECTROLYTES FOR
DEVELOPING FUNCTIONAL FOODS.

The encapsulation of polyunsaturated fatty acids emerges as a strategy to retard and/or
minimize oxidative deterioration, allowing obtaining innovative ingredients. The objective
of present work was to advance in the comprehension of physicochemical aspects and the
interactions affectting the stability of polyunsaturated fatty acids encapsulated in natural
polyelectrolyte beads for the development of functional foods. Particulary, the behavior of
Prosopis alba exudate gum (GAL) as non-conventional excipient was assessed.

Extraction and purification methods were optimized. Studies on molecular structure and in
vivo toxicity assays were performed. Gum functionality in terms of hydration, emulsification,
rheological, antioxidants and sorption properties were evaluated, being many aspects similar
to those found for arabic gum. GAL as wall material component in polyelectrolyte beads
(alginate and chitosan) improved the fish oil stability and enhanced the technological
properties of the capsules. The integral study of physicochemical and structural properties,
along with the stability of the beads has led to a better understanding of the involved
interactions. The incorporation of the encapsulated fish oil into beef patties allowed to
improved nutritional properties and storage stability after cooking and freeze storage. The
obtained results highlight the potential application of GAL in the development of new
encapsulation systems, with the additional benefits arising from the use of a regional source

currently unused and renewable.

Key words: Prosopis alba exudate gum, ionic gelation, encapsulation, functional food
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Introduccion

I. INTRODUCCION
1.1 Polielectrolitos naturales en alimentos

Los hidrocoloides comprenden un grupo diverso de compuestos poliméricos hidrofilicos
e hidrosolubles, de origen natural o sintético, con variadas estructuras y tamafios moleculares.
Esta clasificacion incluye a polimeros neutros y polielectrolitos, cuya proporcion y
distribucion de cargas ejercen un impacto importante en las propiedades funcionales de los
sistemas a los que se incorpora (reoldgicas, interfaciales, emulsionantes, etc.) (Williams,
2008). Los hidrocoloides se encuentran entre los ingredientes mas utilizados en alimentos y
constituyen una parte importante de la dieta diaria en diversos productos como salsas,
aderezos, yogures y helados (Li y col., 2016).

La busqueda de nuevos hidrocoloides para uso alimentario ha motivado el estudio de
distintas fuentes naturales, resultando de particular interés, aquellos recursos autdctonos,
actualmente subvalorados, cuyo procesado permite obtener productos con alto valor
agregado (Nussinovitch, 2009). En este contexto, las gomas naturales han cobrado especial
relevancia, impulsadas por una creciente demanda de hidrocoloides alternativos a los
convencionales, con funcionalidades variadas que permitan su uso en multiples aplicaciones
(Mirhosseini y col., 2012).

Las gomas alimentarias comprenden un grupo diverso de polisacéaridos de alto peso
molecular, que tienen la capacidad de modificar distintas propiedades de los alimentos (Liu,
2005). Pueden actuar como espesantes, gelificantes, emulsionantes, estabilizantes,
reemplazantes de grasas, clarificantes, floculantes, espumantes y fibra dietaria (Li y col.,
2016). Esta diversidad en sus propiedades se debe, en gran parte, a las caracteristicas
fisicoquimicas que presentan en relacion a estructura (lineales o ramificadas), composicion
de azlcares y derivados (galactomananos, arabinogalactanos, etc.), capacidad de ionizacién
(neutras o anionicas), etc., que a su vez estan intimamente ligadas a su origen (naturales,
modificadas o sintéticas).

Las gomas naturales pueden ser de origen vegetal, marino y microbiano. Dentro de las
gomas vegetales, las gomas exudadas constituyen un grupo importante entre las que se
destacan la goma arabiga (Acacia Senegal), karaya (Sterculia urens), ghatti (Anogeissus
latifolia) y tragacanto (Astragalus gummifer L) (Zuidam y col., 2010). La goma arabiga es
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una de las gomas exudadas més estudiadas ya que ha sido utilizada empiricamente con
maltiples propdsitos industriales (Islam y col., 1997, Williams y col., 2009). La goma
ardbiga, obtenida a escala industrial de la corteza de A. Senegal en varios paises de Africa,
ha satisfecho por décadas la demanda a nivel mundial, sin embargo, su escasez periodica e
inseguridad en el suministro y precios, conllevan a la busqueda de otras fuentes botanicas de
gomas capaces de remplazarla. Actualmente, representa el 8% del mercado internacional de
gomas naturales. En particular Argentina importa anualmente alrededor de 2.500 toneladas
de goma arabiga de Sudan (INDEC 1996).

En los ultimos afios, a partir del creciente interés en el estudio de potenciales sustitutos de
la goma arébiga (L6pez-Franco y col., 2009, Mahfoudhi y col., 2014, Sibaja-Hernandez y
col., 2015) se encontr6 que los exudados de ciertas especies de Prosopis, presentan
propiedades funcionales comparables e incluso superiores a ésta. (Vernon-Carter y col.,
1998, Orozco-Villafuerte y col., 2003). Estos estudios describen las caracteristicas y
propiedades de gomas exudadas de las especies Prosopis Juliflora. P. glandulosa, P.velutina
y P. leviagata, comunmente referidos como goma de mezquite (GM), sin embargo, no se han

realizados estudios hasta el momento sobre el exudado de Prosopis alba.
I.1.1 Goma exudada del algarrobo blanco (Prosopis alba)

Prosopis alba, es una de las especies arbdreas predominantes en la region fitogeografica
del monte chaquefio en el noreste de Argentina (Santos Biloni y col., 1990) (Figura 1.1).
Popularmente conocido como “algarrobo blanco”, P. alba constituye un icono de gran
relevancia econdmica regional, no solo debido a su vasta dispersién y abundancia, sino a la
utilidad de su madera y de sus frutos, los cuales han sido empleados en la preparacion
artesanal de alimentos y bebidas como asi también para alimentacion animal (Dimitri, 2004,
Cardozo y col., 2010). Si bien la utilizacion de la madera representa una importante actividad
econdmica en numerosas comunidades rurales, la tala indiscriminada, ha resultado en una
severa deforestacion de este recurso. En contraste, el aprovechamiento de productos no
maderables de alto valor, constituyen alternativas economicas mucho maés acordes con el
concepto de desarrollo sostenible. En condiciones de estrés, el arbol secreta en su corteza un
exudado o goma de color rojo &mbar que previene la desecacion del tejido y evita el ingreso
de agentes patdgenos. En particular, el exudado gomoso presente en troncos y ramas de P.
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alba es un recurso actualmente poco conocido, y por lo tanto, no aprovechado. Las
similitudes encontradas en ciertas propiedades de las gomas exudadadas de Prosopis spp. y
de Acacia senegal plantean la posibilidad de utilizar la goma de P. alba, como potencial
sustituto de la goma arabiga. Por lo tanto, avanzar en el conocimiento de sus propiedades

fisicoquimicas y funcionales, permitira identificar y ampliar sus potenciales aplicaciones.

Figura 1.1. Arboles de Prosopis alba del parque zooldgico de la ciudad de Presidencia Roque
Séenz Pefia, Provincia de Chaco.

1.1.2 Propiedades funcionales de polielectrolitos no convencionales y aplicaciones

Las propiedades funcionales caracteristicas de las gomas exudadas se deben
fundamentalmente a la complejidad de su composicion y se diferencian entre las distintas
gomas por la naturaleza quimica de sus constituyentes.

Los exudados gomosos estan constituidos principalmente por una mezcla de azlcares
simples y complejos, oligomeros y polimeros de monosacaridos neutros y acidos urdnicos,
que forman estructuras quimicas de distinta arquitectura molecular (Zuidam y col., 2010),
caracterizados por la presencia de grupos hidrofilicos con gran afinidad por ligar moléculas
de agua. Las gomas exudadas presentan asi la capacidad de interactuar con el solvente,
modificando las propiedades de la fase dispersante, la cual adquiere caracteristicas
intermedias de solucion, suspension y dispersion coloidal (Li y col., 2016). El estudio de las
propiedades reoldgicas constituye asi, un parametro decisivo no sélo en la interpretacion de
las caracteristicas moleculares, sino en la prediccion de su potencial tecnoldgico.

Las gomas exudadas tienen ademas la particularidad de presentar en su composicion una

fraccion proteica que les confiere la capacidad de adsorberse a la interfase aceite-agua y
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formar membranas interfaciales. La proporcion, distribucion y naturaleza de esta fraccion
determina en gran medida la capacidad emulsionante de la goma (Dickinson, 2003). Ademas
de los componentes mayoritarios, carbohidratos y proteinas, las gomas presentan en menor
proporcion compuestos fenolicos, flavonoides y taninos, con propiedades antioxidantes y
antibacterianas (Verbeken y col., 2003, Nussinovitch, 2009) que amplian y diversifican la
funcionalidad de estos aditivos.

Finalmente, la interaccidn entre los componentes de alto y bajo peso molecular, confiere
a las gomas importantes funciones como estabilizantes de los sistemas deshidratados
(Zuidamy col., 2010). El estudio de las propiedades de sorcion y su relacion con la transicion
vitrea, resultan de interés, especialmente en aquellas aplicaciones donde la estabilidad
estructural resulta de gran importancia (Mosquera y col., 2012).

Recientemente, junto con los usos mas comunes de los hidrocoloides, se han reportado
aplicaciones innovadoras en areas emergentes y de gran impacto tecnolégico como el
desarrollo de peliculas comestibles y sistemas de encapsulacion (Li y col., 2016). En
particular, como componentes de sistemas de encapsulacion, las gomas pueden formar
barreras entre el nlcleo y su entorno, previniendo la absorcién de agua, evitando la oxidacion
y/o evaporaciéon del activo y modulando la liberacién en distintas condiciones (Zuidamy col.,
2010).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, resulta de interés caracterizar y evaluar el
comportamiento tecnolédgico de la goma exudada de P. alba, no s6lo como sustituto de la
goma arabiga, usada ampliamente en la industria, sino también como polielectrolito para

encapsular y estabilizar compuestos activos sensibles.
1.2 Importancia de los acidos grasos poliinsaturados en la alimentacion

Los acidos grasos son compuestos organicos formados por una cadena alifatica y un grupo
carboxilico, que normalmente se encuentran unidos a un glicerol, formando mono, di o
triglicéridos. Dependiendo de la naturaleza de la cadena hidrocarbonada, los acidos grasos
pueden ser saturados (AGS) o insaturados (AGI), y estos pueden ser monoinsaturados
(AGMI) o poliinsaturados (AGPI). A su vez, en funcion de la posicion de la insaturacion
respecto del extremo metilico, los &cidos grasos se denominan omega 3 (n3) y omega 6 (n6)
uomega 9 (n9) (Fennema, 2010).
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Muchos acidos grasos son sintetizados por el organismo, sin embargo, un grupo de acidos
grasos llamados “esenciales” deben ser incorporados necesariamente en la dieta. Por un lado,
el &cido linoleico (C18:2, n6) es precursor del &cido araquidonico (C20:4, n6), el cual
participa en la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos, y lipoxinas, importantes en la
regulacion de la respuesta celular en procesos inflamatorios e inmunoldgicos (lvanov y col.,
2015). Por otro lado, el acido a-linolénico (C18:3, n3), es precursor biolégico de los &cidos
eicosapentaenoico (C20:5, n3) EPA, y docosahexaenoico (C22:6, n3) DHA (Figura 1.2),
ambos importantes componentes estructurales de la membrana celular y precursores de
compuestos bioactivos. Sin embargo, debido a que la bioconversion de C18:3 en EPA y DHA

es baja, estos también son considerados esenciales (Rubio-Rodriguez y col., 2010).

Figura 1.2 Estructura quimica de acidos grasos poliinsaturados eicosapenaenoico (C20:5) EPA
(izquierda) y docosahexaenoico DHA (derecha).

En relacién al consumo de acidos grasos, numerosos estudios han informado que la dieta
occidental se caracteriza por un predominio de AGS respecto de AGPI, y por un desbalance
en favor del consumo de AGPI n6 respecto de los AGPI n3, haciendo que la cantidad media
de AGPI n3 en la dieta se encuentre muy por debajo de los niveles recomendados (Rubio-
Rodriguez y col., 2010, Arab-Tehrany y col., 2012). Ante esta situacion, diferentes
organizaciones de la salud han propuesto un aumento en la ingesta de acidos poliinsaturados
y en especial de AGPI n3. La OMS (1994) recomienda una relacion n6/n3 de 5:1 o menor, y
una relacion AGPI/AGS entre 0,4 y 1. El Comité de Orientacion Médica de Alimentacion y
Politica de Nutricion (UK) sugiere una ingesta de EPA y DHA de 0,2 g/dia 0 1,5 g/semana
(Kris-Etherton y col., 2000). Recientemente, la European Food Safety Authority (EFSA)
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recomendd una dosis diaria de 250 mg de EPA y DHA, y de 2 g de acido a-linolénico
(Zuidam y col., 2010).

La importancia de la ingesta de AGPI n3, radica en la comprobada evidencia de los efectos
benéficos para la salud de estos acidos grasos, (Rubio-Rodriguez y col., 2010, Arab-Tehrany
y col., 2012, Ansorena y col., 2013). EIl consumo de AGPI n3, se ha relacionado con el
desarrollo infantil del cerebro, higado, ojos (Cheatham y col., 2006) y sistema nervioso
(Kolanowski y col., 2006). Diversos estudios epidemioldgicos relacionaron dietas ricas en
AGPI n3 con el menor riesgo de padecer tumores, cancer, enfermedades cardiovasculares,
artritis, enfermedad autoinmune, diabetes tipo I, hipertension, trastornos renales y de la piel,
y desérdenes inflamatorios, entre otros (Larrieu y col., 2004, Kris-Etherton y col., 2009,
Arab-Tehrany y col., 2012). El consumo de AGPI n3 podria ser, por lo tanto, una forma
efectiva de prevenir muchas enfermedades.

Considerando los numerosos beneficios que se promoverian al incrementar el consumo
acidos grasos n3, los AGPI se convierten en excelentes candidatos para ser incorporados en
matrices alimentarias (Garti y col., 2012). Un mayor contenido de AGPI n3 en los alimentos
puede lograrse mediante dos estrategias principales. Por un lado, se puede modificar la
alimentacion animal (Scheeder y col., 2001, Patifio y col., 2012, Cedres, 2013) y obtener asi
un aumento natural en el contenido de n3 en productos como carne y leche, entre otros, o
bien, incorporando aceites ricos en AGPI n3 en la formulacion alimentaria (Rubio-Rodriguez
y col., 2010).

En los Gltimos afios, una amplia variedad de alimentos disponibles comercialmente, han
sido funcionalizados por adicion de acidos grasos poliinsaturados de diferentes fuentes como
lino (Gallardo y col., 2013), canola (Wang y col., 2013), oliva (Calvo y col., 2012) y aceite
de pescado (Josquin y col., 2012, Salminen y col., 2013) entre otros. En muchos casos, el
aceite de pescado ha sido sefialado como una de las fuentes naturales mas importante de
AGPI n3, especialmente de EPA y DHA (Arab-Tehrany y col., 2012). Se ha utilizado en la
preparacion de suplementos nutricionales y adicionado a diversos alimentos con fines de
fortificacion (Vongsvivut y col., 2012). Sin embargo, la naturaleza altamente lipofilica y la
baja estabilidad quimica de estos compuestos resulta no s6lo en una escasa absorcion y una
palatabilidad deficiente, sino también en el deterioro oxidativo de estas sustancias (Shahidi

y col., 2005, Jiménez-Colmenero, 2007, Jacobsen y col., 2008) factores que limitan su uso
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en alimentos funcionales ya que podrian afectar negativamente las caracteristicas sensoriales
y nutricionales del producto. Esto implica numerosos desafios tecnoldgicos tanto en la
produccion como en el transporte y almacenaje de los alimentos funcionales enriquecidos
con AGPI.

La oxidacion de aceites ricos en AGPI n3 involucra mecanismos complejos que dependen
del tipo de lipidos presentes y del estado en el que se encuentren dispuestos en el alimento
(monofésico o heterofasico, en emulsiones o encapsulados), de la concentracion de
antioxidantes naturales o agregados, asi como de la incidencia de factores externos como
temperatura, luz, oxigeno y presencia de metales prooxidantes (Fe, Cu, etc.).

En términos generales, la oxidacion de aceites ricos en AGPI implica la reaccion de los
acidos grasos insaturados con el oxigeno del aire. Durante la reaccion se producen
compuestos intermediarios (hidroperoxidos y radicales libres) que se descomponen en
aldehidos y cetonas. En las primeras etapas de la reaccion tiene lugar la acumulacion de
productos intermediarios altamente reactivos que reaccionan con otros acidos grasos,
retroalimentando la reaccion en cadena que evoluciona por mecanismos radicalarios, en un
fendmeno conocido como “autooxidacion” (Shahidi y col., 2005, Kolanowski y col., 2007).
La oxidacién de lipidos es una de las mayores causas de reduccién de la vida util de los
alimentos y disminucidn en la aceptabilidad por parte de los consumidores (Arab-Tehrany y
col., 2012). No solo disminuye el valor nutricional (pérdida de acidos grasos esenciales y
vitaminas liposolubles) sino que ademas conlleva a la formacién de productos
potencialmente toxicos (radicales libes, aldehidos reactivos, etc.) y generacion de sabores y
aromas desagradables (Zuidam y col., 2010), entre otros. Por tanto, la estabilizacion de
lipidos frente a la oxidacion surge como prerrequisito clave para el desarrollo exitoso de
alimentos fortificados (Jacobsen y col., 2008).

Actualmente, existen distintas estrategias para estabilizar y/o incorporar aceites ricos en
AGPI n3. En este contexto, la encapsulacion y microencapsulacion de aceites, se ha
planteado como una alternativa innovadora para aumentar la estabilidad de AGPI n3,
enmascarar sus atributos sensoriales, controlar su liberacion en el organismo y garantizar su
biodisponibilidad, permitiendo asi la fortificacion de alimentos de consumo masivo
(Polavarapu y col., 2011, Calvo y col., 2012, Gallardo y col., 2013). La encapsulacién ofrece

un amplio rango de oportunidades para la industria de los alimentos, especialmente en el area
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de la innovacién y formulacion de nuevos productos (Ansorena y col., 2013), permitiendo
asi la fortificacion de alimentos con ingredientes sensibles (Arab-Tehrany y col., 2012). A su
vez, la oxidacion y el estudio de los fendmenos oxidativos en los sistemas de encapsulacion
resultan muy complejos debido a que a las variables normalmente implicadas en la oxidacion
lipidica (grado de insaturacion, oxigeno, luz, temperatura, prooxidantes y antioxidantes), se
suman otros factores como tipo y concentracion de los componentes de la matriz
encapsulante, método de secado, interacciones fisicoquimicas con el aceite, tamafio de
particula, distribucion lipidica, actividad de agua, etc., los cuales dependeran en gran parte,

del procedimiento de encapsulacién elegido (Dobarganes y col., 2003, Drusch y col., 2009).
1.3 Fundamentos de la encapsulacion

En términos generales, la encapsulacion consiste en atrapar sustancias solidas, liquidas o
gaseosas dentro de pequefias estructuras (Desai y col., 2005, Zuidam y col., 2010). Las
sustancias encapsuladas se denominan frecuentemente “nucleo”, “agente activo”, “relleno”
o “fase interna”, mientras que la sustancias utilizadas como agentes encapsulantes se
denominan “cubierta”, “membrana”, “coraza”, “fase externa”, “material de pared” o “matriz”
(Zuidam y col., 2010, Nedovic y col., 2011). En relacion al desarrollo de alimentos e
ingredientes funcionales, las sustancias encapsuladas incluyen lipidos, acidos grasos,
fitoesteroles, pigmentos, vitaminas, péptidos, antioxidantes, minerales y células probidticas,
entre otras. En cuanto a los materiales encapsulantes, cominmente se emplean biomoléculas
(polisacéridos, proteinas y lipidos) de grado alimentario, biodegradables, inertes frente al
activo y preferentemente de bajo costo (Nedovic y col., 2011).

Uno de los principales propositos de la encapsulacion es aumentar la proteccion del
compuesto activo durante el procesamiento y almacenamiento. EI material encapsulante debe
ser capaz de crear una barrera fisica que evite la exposicion de la sustancia que se desea
proteger a factores del entorno como humedad, oxigeno, calor, luz u otros componentes del
alimento que afecten su estabilidad (Zuidam y col., 2010, Nedovic y col., 2011). Por otro
lado, la encapsulacion permite la liberacion del activo en condiciones controladas. La
sustancia de interés puede ser liberada en diferentes etapas del procesamiento,
almacenamiento y/o consumo, en forma retardada o sostenida en el tiempo. En funcion del

objetivo que se plantee, los mecanismos de liberacién pueden activarse por efectos de la
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temperatura, solvente (por disolucion), accién mecanica (presion o cizalla), pH o enzimas
(ej. tracto gastrointestinal: estdbmago, intestino grueso o intestino delgado) (Garti y col.,
2012). Ademés, la encapsulacion puede utilizarse para mejorar las propiedades
fisicoquimicas del activo: permite enmascarar sabores, colores y olores desagradables,
reducir la volatilidad, mejorar las propiedades de solubilidad y aumentar la biodisponibilidad
(Zuidam y col., 2010, Nedovic y col., 2011). Puede usarse también como método para
transformar un liquido en un sélido particulado y en este sentido, mejorar el transporte,
manipulacion y dosificacion del agente activo lo cual constituye un importante beneficio para
la industria de alimentos (Desai y col., 2005).

En funcidn de la estructura de los encapsulados se distinguen dos tipos principales: de tipo
reservorio y tipo matriz. Las estructuras del tipo reservorio, también denominadas “capsulas”
estan formadas por una coraza y un Unico ndcleo. Una variante de este sistema consiste en
las estructuras de poli 0 multintcleo, en que el activo se encuentra disperso en pequefios
reservorios. Por otro lado, en los sistemas de tipo matriz, el activo se encuentra disperso
homogéneamente dentro del material encapsulante. También existen sistemas compuestos
donde la matriz o estructura multinicleo se encuentra recubierta por una cubierta o coraza y
en este caso se denominan sistemas de “multipared” o “multicapa” (Zuidam y col., 2010)

(Figura 1.3).

EIE>

a

Figura 1.3 Encapsulados de tipo reservorio (a), multintcleo (b), matriz (c) y estructura de
multicapa (d).

A su vez, dependiendo del tamafio, los sistemas de encapsulacion pueden clasificarse en
capsulas (0,001 a 3 mm), microcapsulas (0,1 a 1 um) o nanocapsulas (1 a 100 nm).

Tanto la morfologia como el tamafio resultan fuertemente condicionados por el método
de encapsulacién. En términos generales, los procesos de encapsulacion comunmente

utilizados en la proteccién de ingredientes alimenticios pueden clasificarse en:
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- Métodos fisicos: secado por atomizacion, secado por congelamiento/enfriamiento,

cubierta en lecho fluidizado, extrusion, co-cristalizacion, liofilizacion, etc.

- Métodos quimicos: polimerizacion interfacial, inclusion molecular, etc.

- Métodos fisicoquimicos: coacervacion simple y compleja, separacion por fase

organica, atrapamiento en liposomas, gelacion ionica, etc.

Numerosas técnicas de encapsulacion se han descrito en virtud de la naturaleza del activo,
las propiedades fisico-quimicas del material soporte y la escala de procesamiento. EI método
de encapsulacion y los materiales de pared resultan interdependientes. A su vez, el disefio y
composicion del sistema de encapsulacion dependera del activo que se desea proteger, la
funcionalidad deseada del encapsulado y su comportamiento en el alimento en que se ha
propuesto su aplicacion (Nedovic y col., 2011, Garti y col., 2012).

I.3.1 Meétodos de encapsulacion de aceites ricos en AGPI n3

La encapsulacién de lipidos puede lograrse por diferentes procesos fisicos y quimicos
tales como, emulsificacién, secado por aspersion, encapsulacion en liposomas, encapsulacion
molecular en ciclodextrinas, coacervacion, gelacion ionica, co-extrusion, entre otros
(Augustin y col., 2010). Normalmente, la encapsulacién de aceites implica en primera
instancia la preparacion de una emulsion en una dispersion acuosa de los materiales
encapsulantes. La formacion de una emulsion estable es esencial para lograr una
encapsulacion exitosa. El sistema podra luego deshidratarse (por atomizacién, liofilizacion,
secado al vacio, lecho fluidizado, etc.) a fin de obtener un sélido particulado (Dobarganes y
col., 2003, Augustin y col., 2010).

Actualmente, el secado por aspersion es el método de encapsulacion de lipidos mas
comunmente utilizado (Drusch y col., 2009, Augustin y col., 2010, Aghbashlo y col., 2012).
Este procedimiento presenta un alto rendimiento, es flexible, continuo, econémico y el
equipamiento requerido se encuentra disponible en la industria de alimentos (Augustin y col.,
2010, Nedovic y col., 2011). Sin embargo, este metodo presenta varias limitaciones. Entre
las méas importantes se destaca una reducida capacidad de carga de aceite, una alta proporcion
de aceite superficial (0 no encapsulado) y la inclusion de aire durante las etapas de emulsion
que lleva a que la particula se expanda durante la etapa de atomizacion resultando en una

estructura hueca (Kralovec y col., 2012). En particular, se observd que la estabilidad
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oxidativa de aceite de pescado encapsulado por secado por atomizacion resulté incluso menor
que la del aceite libre (Kolanowski y col., 2006). La menor estabilidad oxidativa de las
muestras secadas por atomizacion se atribuye principalmente a las altas temperaturas
utilizadas durante el proceso (Dobarganes y col., 2003, Botrel y col., 2014) y al area
superficial de las microparticulas que favorece la exposicion al oxigeno del aire (Aghbashlo
y col., 2012).

Recientemente, se propusieron otras tecnologias para la encapsulacion de aceites como
alternativas al secado por atomizacion usado tradicionalmente (Abang y col., 2012, Calvo y
col., 2012, Wang y col., 2013). En especial, hay un creciente interés en el desarrollo de
sistemas biopoliméricos preparados a partir de proteinas y polisacaridos, mediante procesos
econdmicos y simples. En este contexto, se ha propuesto utilizar la gelacién idnica para
encapsular y estabilizar compuestos sensibles como los AGPI n3, ya que puede realizarse en
condiciones moderadas (temperatura ambiente) (Peniche y col., 2004, Chan, 2011, Li y col.,
2011, Abang y col., 2012).

1.3.2 Gelacion idnica

La encapsulacion por gelacion ionica se basa en atrapar el activo de interés en una matriz
polimérica que se genera por entrecruzamiento de las cadenas un polielectrolito cargado
negativamente (comunmente alginato) en presencia de cationes divalentes (normalmente
Ca2") (Zuidamy col., 2010). Esta técnica requiere en primer lugar la dispersion del activo en
una suspension acuosa del biopolimero o agente gelificante (Figura 1.4a). El proceso de
gelificacion se induce por la presencia del cation, el cual actia de puente uniendo distintas
cadenas del hidrocoloide (Garti y col., 2012). Estas interacciones conducen a la formacion
de una red compleja, cuyas caracteristicas dependen de la forma en que se introduce el agente
de entrecruzamiento pudiendo resultar en un proceso de gelacion interna o externa (Zuidam
y col., 2010). La gelificacion interna, requiere la liberacion controlada del ion (generalmente
Ca?") desde una fuente inactiva (CaCOs, Ca-EDTA, citrato de Ca) que se mezcla inicialmente
con la suspension del polielectrolito. Posteriormente, modificando el pH se promueve la
liberacion y distribucién homogénea del cation. En el proceso de gelificacion externa, la
solucidén conteniendo el hidrocoloide se introduce por goteo en una solucién ionica. En este

caso, el cation difunde hasta la superficie de la gota produciendo en la interfase un
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reordenamiento estructural de las cadenas del polielectrolito, resultando en un material sélido
con caracteristicas de gel (Rehm, 2009). Conforme el cation difunde hacia el centro de la
gota, el polimero migra hacia la superficie estableciéndose un gradiente de concentracion que
disminuye hacia el interior de la capsula. La formacion de una corteza de mayor densidad
contribuye a reducir la porosidad, aunque la gelificacion en el centro puede resultar
dificultada.

El proceso de gelificacion externa ha dado origen al método de encapsulacion por
inyeccion o extrusion, también descrito como “método del goteo” (Figura 1.4 b), en el que el
activo se dispersa inicialmente en la suspension de alginato, y posteriormente es introducido
en la solucion idnica por medio de un dispositivo extrusor (aguja) de tamafio definido y a una
velocidad de goteo controlada. Las particulas de gel son retenidas durante un cierto tiempo

en la solucion gelificante (maduracidn), favoreciendo la consolidacion de estructuras firmes.

Ca’

o/ o
a b C

Figura 1.4 Esquema gréafico de gelacion idnica externa para la encapsulacion de activos lipofilicos
(aceite). Emulsion (a). Goteo (b). Formacidn de capsulas por gelacién idnica (c).

1.3.3 Materiales de pared

Diferentes polielectrolitos se han utilizado en procesos de gelacién iénica siendo el
alginato el mas empleado en la industria de los alimentos (Rehm, 2009). La preparacion de
sistemas mixtos con agregado de otros hidrocoloides (gomas, almidones, etc.) (Pongjanyakul
y col., 2007, Cordoba y col., 2013, Wang y col., 2013) y estructuras de multicapa (quitosano,
etc.) (Peniche y col., 2004) permite modular las propiedades fisico-quimicas y estructurales
de los encapsulados, y lograr procesos de encapsulacién mas eficientes, tanto para la

proteccion y como para la liberacion del principio activo (Li y col., 2011).
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1.3.3.1 Alginato

Comercialmente, el alginato se presenta como una sal sddica del acido alginico,
proveniente de algas marrones (Phaeophyceae) y ciertos microorganismos (Azotobacter y
Pseudomonas) (Rehm 2009). El acido alginico es un polisacarido lineal polionico e
hidrofilico compuesto de dos unidades monoméricas de acido B-d-manopiranosilurénico (M)
y acido a-I-glucopiranosilurénico (G) organizadas en regiones homogéneas o heterogéneas.
Los segmentos que contienen sélo unidades de D-manopiranosil se denominan blogques-M y
por su configuracion “C1, adoptan estructuras de cintas planas. Por otro lado, los segmentos
que contienen sélo unidades de L-glucopiranosil, se denominan bloques-G y por su

configuracion C., adoptan conformaciones plisadas o corrugadas (Figura 1.5).

/OH HOOC  OH
HOOC  OH f~— o\
oo [T el
HoO—— -0~ v f,»i\ HO—
/ OH
HOOC
M G M

Figura 1.5 Estructura quimica del acido alginico. M= acido B-D-manuro6nico, G = acido a-L-
glucurénico.

En presencia de cationes divalentes, normalmente Ca?*, el &cido alginico forma geles
estables e insolubles. Inicialmente, la gelacion involucra a las porciones extendidas de dos
cadenas con residuos G que dejan huecos donde se ubican los cationes Ca?, que por
interaccion electrostatica mantiene juntas las cadenas del polisacarido en la formacion de una
estructura denominada “caja de huevos” (Grant y col., 1973). Cada ion Ca?* se coordina con
nueve atomos de oxigeno y se genera asi una red tridimensional de alginato de calcio (Figura
1.6) (Pongjanyakul y col., 2007).

La habilidad del alginato de atrapar iones es la caracteristica basica que controla la
formacion del hidrogel. La cinética de gelacion puede ser afectada por la temperatura, por la

concentracion de alginato y del ion, asi como por el método utilizado para inducir la gelacion.
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Ademas de las propiedades gelificantes, estabilizantes y espesantes, el alginato posee
excelentes propiedades de biocompatiblidad, biodegradabilidad y mucoadhesividad, razones
por la que resulta de gran interés como agente encapsulante para la industria alimentaria
(Cetinus y col., 2009, Rehm, 2009).

Figura 1.6 Formacion de la red de alginato-Ca?*.

1.3.3.2 Quitosano

El quitosano es un copolimero lineal formado por unidades de N-acetil-D-glucosamina y
D-glucosamina unidas por uniones B (1— 4). Es un derivado N-desacetilado de la quitina, y
debido a que la desacetilacion nunca es completa, presenta grupos aminos cargados
positivamente, que lo convierten en un polisacarido policatiénico (Bhattarai y col., 2011).
Esta propiedad le permite al quitosano formar complejos por interacciéon idnica con
polielectrolitos cargados negativamente tales como el alginato. La interaccion alginato-
quitosano, ha sido bien documentada en relacion a la preparacion de sistemas de
encapsulacion. El uso conjunto de estos biopolimeros abre la posibilidad de regular la
liberacion, reducir la permeabilidad y mejorar las propiedades mecéanicas de los encapsulados

y de proteccidn del activo (Peniche y col., 2004, Bhattarai y col., 2011).

HOH-C HOH:C
0 o)
o) O...
HO HO
NHCCH: NH2

Figura 1.7 Estructura quimica del quitosano.
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La porosidad de las capsulas de alginato-Ca?" resulta muchas veces problematica para
aquellas aplicaciones en las que el activo requiere una alta retencion y proteccion frente al
oxigeno (Peniche y col., 2004, Gal y col., 2007, Nayak y col., 2012). En este sentido, la
adsorcion electrostatica de una capa de quitosano sobre la superficie de capsulas de alginato-
Ca?* surge como una estrategia interesante (Figura 1.8) (Peniche y col., 2004, Bhattarai y
col., 2011).

A-Q

Figura 1.8 Esquema gréfico de la adsorcion electrostatica de quitosano sobre capsulas de alginato-
Ca?* (A) para la formacion de estructura recubierta de alginato-quitosano (A-Q).

El recubrimiento con quitosano se ha propuesto para aumentar la densidad de polimeros
en la superficie de la capsula y limitar asi la difusion del activo (Peniche y col., 2004, Garti
y col., 2012). La adsorcion de quitosano sobre la superficie de las capsulas se basa en la
disponibilidad de cargas negativas presentes en las moléculas de alginato (Li y col., 2007).
En condiciones de pH adecuado, el quitosano (pKa = 6,5) presenta grupos NH3z* capaces de
interactuar con los grupos COO" del alginato, remanentes a la formacion de complejos
carboxilato de calcio.

1.3.3.3 Combinacién de hidrocoloides

Limitaciones asociadas a la permeabilidad de la estructura y al control de la liberacion del
activo, llevaron a la introduccion de distintos hidrocoloides como componentes funcionales
en capsulas de alginato-Ca2*. Wichchukit y col. (2013) incorporaron proteinas de suero lacteo
(WPI) como componente del material de pared en cédpsulas de polielectrolitos conteniendo
riboflavina. Estos autores, encontraron que la introduccion de WPI favorecio la integridad
estructural de los encapsulados y moduld la cinética de liberacion del activo. Pongjanyakul
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y col. (2007) utilizaron goma xantica para mejorar la estructura capsulas de alginato
conteniendo Diclofenac. Estos autores, informaron que la introduccién de la goma aumento
la eficiencia de atrapamiento del activo asi como la capacidad de hinchamiento y absorcion
de agua, a la vez que disminuyo la velocidad de liberacion. Cordoba y col. (2013) utilizaron
almidon de maiz como agente de relleno en cépsulas de alginato-Ca?* conteniendo extractos
de yerba mate. Encontraron que la incorporacién de almidon aumento la retencion de activo
y postergd su liberacion en condiciones gastrointestinales.

En todos los casos, la incorporacién de hidrocoloides y agentes de relleno, condujo a una
modificacion de las propiedades fisico-quimicas de los encapsulados. El entendimiento de
las interacciones moleculares entre los biopolimeros, resulta por tanto, clave en el disefio
racional de ingredientes funcionales. En el presente trabajo, la introduccion de la goma
exudada de P. alba, como material de pared en sistemas de gelacién iénica requerira una
caracterizacion inicial del hidrocoloide y evaluacion del efecto de su incorporacion sobre la

estructura de la matriz, propiedades fisicoquimicas y estabilidad de los encapsulados.
1.4 Alimentos funcionales

Un alimento funcional es todo aquel (natural o procesado) que contiene uno 0 Mas
compuestos especificos con la capacidad de influir en la salud y bienestar de los
consumidores. Estos compuestos pueden ser adicionados, removidos, mejorados o
modificados naturalmente en un alimento para proveer beneficios a la salud, principalmente
en las etapas tempranas de desarrollo y crecimiento, para la regulacion de procesos
metabolicos, defensa contra el estrés oxidativo, prevencion de patologias cardiovasculares y
gastrointestinales, rendimiento cognitivo y mental y estado fisico (Tur y col., 2016a).

El desarrollo de productos alimenticios funcionales resulta ser cada vez mas desafiante
para la industria alimentaria, ya que estos deben cumplir con la expectativa del consumidor
quien demanda productos simultdneamente sabrosos y saludables (Shah, 2007).

En la industria carnica, el desarrollo de alimentos funcionales constituye una excelente
oportunidad para la diversificacion de productos (Olmedilla-Alonso y col., 2013) y una
estrategia para la captacion de un mercado creciente (Arihara, 2006, Olmedilla-Alonso y col.,
2013). La funcionalizacion de productos carnicos se ha orientado a mejorar la calidad y la
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imagen de los productos carnicos mediante el aumento de propiedades beneficiosas para la
salud (Arihara, 2006, Jiménez-Colmenero, 2007, Zhang y col., 2010).

Se reconoce que la carne vacuna constituye una de las principales fuentes de proteinas
alimentarias de alto valor biologico y de valiosos micronutrientes tales como minerales
(hierro) y vitaminas (B12 y acido folico), cuya biodisponibilidad es mayor que en otros
alimentos (Arihara, 2006, Bilek y col., 2009). A pesar de ello, la carne y productos elaborados
en base de carne, pueden contener grandes cantidades de grasas saturadas, sal, colesterol vy,
en algunos, casos sales de cura (nitritos y nitratos) (Ansorena y col., 2013). Los consumidores
son cada vez mas conscientes de los efectos que estos compuestos ejercen en la salud,
principalmente en la obesidad y en el padecimiento de enfermedades cardiovasculares
(Fernandez-Ginés y col., 2005, Olmedilla-Alonso y col., 2013), entre otros riesgos. Por esta
razén la industria cérnica ha orientado su atencién a la elaboracion de productos mas
saludables (Kralovec y col., 2012, Olmedilla-Alonso y col., 2013).

Las estrategias orientadas a mejorar el perfil nutricional de los productos carnicos
consisten principalmente en el aumento natural o introduccion de compuestos beneficiosos
para la salud, y por otro, la disminucion de aquellos menos saludables (Fernandez-Ginés y
col., 2005, Ansorena y col., 2013). Con esta finalidad, diversos trabajos han reportado la
incorporacion de aceites vegetales (Valencia y col., 2008), aceites marinos (Salcedo-
Sandoval y col., 2015), extractos naturales, vegetales, harinas (Bilek y col., 2009) y fibras, a
productos céarnicos crudos, cocidos y/o fermentados para mejorar sus propiedades
nutricionales (Zhang y col., 2010).

La incorporacion de aceites ricos en acidos grasos poliinsaturados en reemplazo parcial
de grasas saturadas, es una de las modificaciones mas frecuentes (Jiménez-Colmenero, 2007,
Valencia y col., 2008). Con este propoésito, aceites vegetales ricos en acido a-linolénico
(C18:3, n3) y aceites marinos, ricos en acidos grasos n3 de larga cadena, han sido los
ingredientes tradicionalmente utilizados (Jiménez-Colmenero, 2007, Ansorenay col., 2013).
Mas recientemente, se ha propuesto la introduccidn de aceites pre-emulsionados adicionados
con antioxidantes para el control de la oxidacion lipidica (Salcedo-Sandoval y col., 2015).
En efecto, minimizar el impacto en las propiedades sensoriales, aumentar en la estabilidad

oxidativa y garantizar la biodisponibilidad de los lipidos de alto valor nutricional, resultan
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los principales desafios (Ansorena y col., 2004, Pelser y col., 2007, Salcedo-Sandoval y col.,
2015).

En este contexto, la introduccion de AGPI n3 encapsulados en carnicos podria resultar
una alternativa Util para el enriquecimiento (Pelser y col., 2007, Salcedo-Sandoval y col.,
2015). La adicion de compuestos bioactivos a productos carnicos es aun objeto de estudio
(Ansorena y col., 2013). El enriquecimiento exitoso por incorporacién de encapsulados en
los productos alimenticios es una tarea dificil (Garti y col., 2012), debido a que cada alimento
plantea condiciones especificas respecto a sus propiedades fisicoquimicas (aw, pH, fuerza
i6nica, metales, etc.), condiciones de procesamiento (reduccion de tamafio, calentamiento,
etc.) y almacenamiento (refrigeracion, congelacion, etc.) (Salcedo-Sandoval y col., 2015).

La popularidad del consumo de hamburguesas y medallones de carne, ofrece una gran
oportunidad para el desarrollo de una estrategia exitosa de enriquecimiento dietario con
acidos grasos n3. Sin embargo, como se ha descrito, la introduccién de aceites ricos en AGPI
n3 aumenta la susceptibilidad a los fendmenos oxidativos, a la acumulacion de sustancias
potencialmente tdxicas y de sabores y aromas desagradables. El enriquecimiento de estos
productos con aceite de pescado encapsulado pretende no sélo obtener alimentos con un
adecuado valor nutricional, sino ademas postergar los fendmenos oxidativos confiriéndole a

los productos funcionales una extendida vida de anaquel (Salcedo-Sandoval y col., 2015).
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Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

El objetivo general del trabajo fue avanzar en la comprension de la influencia de los
factores fisico-quimicos e interacciones que afectan la estabilidad de &cidos grasos
poliinsaturados en céapsulas de polielectrolitos naturales para el desarrollo de alimentos
funcionales. En particular, se caracteriz6 el comportamiento de la goma exudada de Prosopis
alba (GAL), un recurso autdctono actualmente desaprovechado, como excipiente no

convencional para su incorporacion en sistemas de encapsulacion y sistemas alimenticios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v' Evaluar el efecto de distintos métodos de purificacion de la goma exudada de Prosopis
alba de la region centro-chaquefia sobre la composicion y propiedades fisico-quimicas
del exudado, en comparacion con la goma ardbiga cominmente utilizada en alimentos.

v’ Estudiar las propiedades funcionales de la goma que permitan concluir sobre su
aplicabilidad como excipiente en sistemas de encapsulacion, ingredientes o alimentos.
En particular, se estudiaran las propiedades de hidratacion, reolégicas, emulsionantes,
antioxidantes, térmicas y de sorcion.

v Evaluar la funcionalidad de la goma como componente de material de pared para
mejorar la estabilidad oxidativa de compuestos lipidicos sensibles (aceite de pescado)
encapsulados por gelacion ionica en matrices compuestas alginato-quitosano.

v’ Estudiar la estabilidad oxidativa del aceite de pescado encapsulado en matrices de
polielectrolitos conteniendo GAL, en relacion con las caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales de las capsulas.

v' Evaluar la posible incorporacion de los encapsulados como ingrediente para
enriquecer con AGMI n3 productos carnicos tipo hamburguesa.
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I11. MATERIALES Y METODOS
111.1 Eleccion de los sistemas

Se propuso obtener y caracterizar la goma exudada de Prosopis alba (GAL) con el fin de
aprovechar un recurso natural autéctono actualmente desaprovechado. Se trata de una especie
arborea nativa, y cultivada en plantaciones destinadas a su proteccién de distintas localidades
de la Provincia del Chaco. Darle valor agregado a este recurso podria redundar en beneficios
econdmicos y nuevas oportunidades para el desarrollo econémico local. El aprovechamiento
de este recurso requiere, por tanto, estandarizar un método de recoleccion, purificacion y
conservacion, asi como un estudio profundo de sus propiedades fisicoquimicas, estructurales,
funcionales y toxicologicas, que permitan evaluar la aplicacion potencial de la goma en
sistemas alimentarios. Los estudios de propiedades quimicas y funcionales se realizaron en
comparacion con la goma arabiga, obtenida del arbol de Acacia dada la similitud botanica
de las especies productoras (L6pez-Franco y col., 2012). Se propuso utilizar la goma exudada
de Prosopis alba (GAL) como ingrediente funcional en polvo o como componente de
material de pared en sistemas de encapsulacion por gelacion ionica.

Se utiliz6 aceite de pescado como compuesto activo debido a su alto valor nutricional
(més del 35% de acidos grasos poliinsaturados, AGPI), lo cual justifica su incorporacion en
alimentos saludables. Dada la susceptibilidad de este aceite a los fendmenos oxidativos, la
estabilizacion por encapsulacidén constituye una alternativa interesante. En particular la
gelacion idnica tiene la ventaja de ser un proceso a temperatura ambiente, sencillo y de bajo
costo. La goma exudada de Prosopis alba se utilizd en matrices compuestas de alginato y
quitosano, ambos polielectrolitos naturales cominmente utilizados en el disefio de capsulas
preparadas por gelacién idnica.

Los encapsulados conteniendo aceite rico en AGPI n3 y GAL como material de pared, se
utilizaron en la preparacion de productos carnicos tipo hamburguesas. Se evaluo si la
encapsulacion del aceite y la presencia de GAL permiten mejorar el valor nutricional y la

estabilidad oxidativa del producto enriquecido.
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I11.2 Materiales y sistemas analizados
I11.2.1 Exudados naturales

e Goma exudada de Prosopis alba (GAL)
e Goma arébiga (GA), del arbol de Acacia, SIGMA (pureza>95%), comunmente

utilizada en la industria de alimentos.
I11.2.2 Emulsiones y capsulas de polielectrolitos

e Compuesto activo: Aceite comercial de pescado, cordialmente provisto por la firma
GHION, Mar del Plata Argentina.

e Materiales de pared:

- Goma exudada de Prosopis alba

- Alginato (A), Algogel 6020, P.M. = 135 kDa

- Quitosano (Q), Sigma-Aldrich, P.M. = 190-310 kDa, con un grado de
desacetilacion de 75-85%.

- Cloruro de calcio (CaCl2) (Cicarelli S.A., Argentina), P.M. = 111 g/mol.
I11.2.3 Alimento carnico (tipo hamburguesa) enriquecido con AGPI n3

Se elaboraron hamburguesas a base de carne vacuna (gluteus medius) con una

combinacion de cortes de cerdo (tocino), aceite de pescado (libre o encapsulado) y sal.

111.3 Obtencion y preparacion de los sistemas
I11.3.1 Obtencidn de la goma exudada de algarrobo blanco (Prosopis alba)

La goma exudada de Prosopis alba se recolecté manualmente de arboles nativos y arboles
protegidos en plantaciones de varias localidades de la region central de la provincia del
Chaco, Argentina. Las muestras se extrajeron en los periodos de sequia de las estaciones de
verano e invierno de 2012-2013.

Cada arbol productor de goma, asi como el material obtenido del mismo, fue codificado
para poder verificar la identidad bot&nica de la especie antes de realizar el acopio de materia
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prima. Con esta finalidad, se construy6 un herbario constituido por hoja, flor, y fruto de cada
espéecimen. La identificacion botanica se realizd en el IBONE (Instituto Botanico del
Nordeste, CONICET) Provincia de Corrientes, a cargo del Ing. Roberto Vanni (especialista
en Prosopis spp.). Una vez confirmada la identidad de las especies se obtuvieron
aproximadamente 900 g de muestra, los cuales se conservaron en un envase hermético al
abrigo de la luz. Debido a que las condiciones y modo de extraccion afectan la composicion
del material, se procedio a purificar la muestra para disponer asi de un material de

composicion constante y homogénea para trabajar.
111.3.1.1 Purificacion de la goma

Los exudados obtenidos se fragmentaron y se disolvieron en agua bidestilada en una
concentracion 20% p/v. La hidratacion de los exudados en agua condujo a una suspension
heterogénea, la fraccion insoluble contenia principalmente restos de corteza, insectos, y
particulas de polvo, y el sobrenadante era de color marron oscuro y opalescente. El porcentaje
de material insoluble varié significativamente entre los lotes de muestra, ya que depende de
la forma de recoleccion, asi como de las condiciones ambientales durante el proceso de
exudacion. La suspension se tratdé térmicamente (60 min, 75°C), para reducir la carga
microbiana y detener la actividad enzimatica (Beristain y col., 2002). Luego se clarificd por
filtracion utilizando mallas de distintas tramas y finalmente papel de filtro Whatman No. 4.
Las soluciones filtradas se congelaron (-40°C) y posteriormente se liofilizaron (48 h a una
presion de 0,02 mmHg, en un liofilizador Rificor, Modelo L-I1-E300-CRT, Buenos Aires,
Argentina). La muestra deshidratada se conservo en envases herméticamente sellados y en la
oscuridad hasta su utilizacion. La muestra deshidratada se purificé ademas por dos métodos
comunmente empleados en la obtencion de gomas exudadas: dialisis y precipitacién

alcoholica. Por lo tanto se obtuvieron muestras con distinto grado de purificacion:

a. Goma filtrada (F-GAL)

b. Goma filtrada + didlisis (D-GAL): Las muestras preparadas por filtracion y
deshidratadas por liofilizacién, se suspendieron en agua bidestilada en una relacion 1:10 y se
agitaron durante 2 h. La suspension se sometié a un proceso de dialisis que permite separar

sustancias de bajo PM (Orozco-Villafuerte y col., 2003, Lépez-Franco y col., 2012). Para
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ello se utilizaron membranas tubulares de corte de peso molecular (MWCO) de 10 KDa. La
dialisis se realiz6 en agua destilada, agitacion moderada y recambios sucesivos durante 48 h.
Finalizado el proceso, la solucion dializada se congel6 a -40°C y se liofilizé en las
condiciones descritas previamente. La muestra deshidratada se conservé en envases

herméticamente sellados y en la oscuridad hasta su utilizacion.

Figura I11.1 Esquema grafico del proceso de dialisis.

c. Goma filtrada + precipitacion alcohdlica (P-GAL): Las muestras preparadas por
filtracion y deshidratadas por liofilizacion, se suspendieron en agua bidestilada en una
relacion 1:10 y se agitaron durante 2 h. Luego se afiadieron 8 volimenes de etanol absoluto
en forma progresiva favoreciendo la homogenizacion del medio. La suspension inicialmente
traslicida resulto en una dispersion blanquecina que posteriormente se centrifugo (3000 rpm,
10 min) para separar el sobrenadante. El precipitado, compuesto principalmente por la
fraccion insoluble en etanol, se deshidraté por liofilizacion en las condiciones antes descritas.
La muestra deshidratada se conservo en envases herméticamente sellados en la oscuridad

hasta su caracterizacion.

I11.4 Preparacion de emulsiones aceite/goma

Se prepararon suspensiones acuosas de GAL y GA en concentraciones 2 y 5% p/v. Las
gomas se dispersaron en agua bidestilada, agitando durante 24 h para lograr una completa
hidratacién. La fase oleosa (aceite de pescado) (1 g) se pre-emulsiond junto con la suspension

acuosa de GAL o GA (9 g) en tubos plasticos de 50 ml empleando un agitador Ultra-turrax
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T18 (Staufen, Germany), a velocidad media durante 2 minutos y posteriormente a 20.000

rpm durante 3 minutos.
I11.5 Preparacion de capsulas de polielectrolitos conteniendo aceite de pescado
I11.5.1 Diagramas de fase GAL-alginato y GAL-alginato-Ca®*

Con el fin de evaluar las interacciones de GAL-alginato se construyé un diagrama de fases
para estudiar la influencia de las concentraciones relativas de ambos polimeros en el estado
fisico de la mezcla. Se prepararon suspensiones de alginato y GAL en agua bidestilada a
distintas concentraciones de acuerdo con un planteamiento de red simple (Correa, 2003). Las
suspensiones se dejaron reposar durante toda la noche para garantizar la hidratacion plena de
los hidrocoloides. La caracterizacion de los sistemas se realizé en forma observacional luego
de mantener los sistemas 24 h a 25 °C. Se definié como SOL a los sistemas que conservaron
la fluidez, y GEL a aquellos cuyo flujo resulté fuertemente impedido. Las regiones SOL y
GEL se delimitaron por curvas que separan en forma equidistante los puntos
(concentraciones) examinados experimentalmente.

Siguiendo la misma metodologia, se evalu6 la influencia de distintas concentraciones de
GAL y de CaCl; para que se forme un gel. Para ello se construy6 un diagrama bidimensional
a concentracion de alginato constante (1 % p/v) y distintas concentraciones de GAL (0,5 - 4
% plv) y CaClz (rango 0,5 — 2,5 % p/v) (Mestdagh y col., 1999, Correa, 2003). La
caracterizacion de los sistemas (SOL, GEL y presencia de SINERESIS (solucion en la matriz
solida) se realizd en forma observacional, inmediatamente después de su preparacion y luego
de 24 h a 25 °C. Las distintas regiones se delimitaron por curvas que separan en forma

equidistante los puntos (concentraciones) examinados experimentalmente.
111.5.2 Diagramas de fase GAL-alginato y GAL-alginato-Ca®*

Previo a la generacion de capsulas, se prepararon emulsiones conteniendo el compuesto
activo a encapsular (aceite de pescado) en soluciones acuosas de alginato o alginato en
presencia de GAL o GA. La composicion de la emulsion se determind en base a resultados
obtenidos a partir de diagramas de fase (ver seccion 111.5.1):

e Emulsion 1: aceite 10% p/p, alginato 1% p/p y agua 89% p/p.
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e Emulsion 2: aceite 10% p/p, alginato 1% p/p, GAL 2 % p/p y agua 87% p/p.

Los hidrocoloides se filtraron previo a la preparacion (para eliminar impurezas que
pudieran obstruir el sistema de generacion de capsulas) y se dispersaron en agua bidestilada,
agitando durante 24 h para lograr una completa hidratacion. La fase oleosa (1 g) se pre-
emulsiono junto con la suspensién de polielectrolitos (alginato o alginato-goma) (9 g), en
tubos plasticos de 50 ml empleando un agitador Ultra-turrax T18 (Staufen, Germany), a
velocidad media durante 2 minutos y posteriormente a 20.000 rpm durante 3 minutos.
Finalmente la emulsion obtenida se colocd en un bafio de ultrasonido para eliminar posibles

burbujas de aire.
I11.5.3 Generacion de capsulas de polielectrolitos

Las capsulas se generaron por goteo utilizando una bomba peristaltica (Boading Longer
Precision Pump Co, Ltd, China) ajustada a 9 £ 0,1 rpm y manguera de silicona de (d.i. 1 mm,
d.e. 3 mm) provista con aguja (d.i. 0,25 mm), la cual se dispuso a 6 cm de la superficie de la
solucién de CaCl2 (2% p/v). El bafio gelificante, se mantuvo refrigerado en bafio de hielo y
con agitacion moderada. Luego de la ultima gota se continud con agitacion durante 10
minutos adicionales. Seguidamente, las capsulas se filtraron al vacio y se enjuagaron con
solucién de CaClz, como paso previo a su introduccién en 10 ml de solucion de quitosano
(1% p/v en HCI 0,1 M) en que se mantuvieron por 10 minutos en bafio de hielo con agitacion
moderada. Finalmente las capsulas se separaron por filtracién, se lavaron con agua
bidestilada y se dispersaron en placas plasticas para su deshidratacion. En la Figura I11.2 se

ilustra el sistema de preparacion empleado:
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Figura I11.2 Esquema de preparacion de capsulas de aceite de pescado por gelacién idnica.
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I11.5.4 Secado de las capsulas

e Secado al vacio: las capsulas se deshidrataron a 30 °C en estufa de vacio 700 mbar
durante 24 h, con silica como agente desecante.
e Liofilizacion: las capsulas se congelaron a -18 °C por 24 h'y se liofilizaron durante
48 h.
Luego del secado, las capsulas se conservaron en atmoésfera de No, en viales sellados a
temperatura de congelacion (-18 °C), o bien se equilibraron en atmosfera de HR controlada
a diferentes actividades de agua (aw).

I111.6 Determinaciones realizadas para excipientes (gomas) y/o capsulas deshidratadas
I11.6.1 Contenido total de carbohidratos

La determinacién de carbohidratos totales se realizd por el método colorimétrico descrito
por Dubois (Dubois y col., 1956) comUnmente usado en el estudio de la composicion de
gomas exudadas (Orozco-Villafuerte y col., 2003, Roman-Guerrero y col., 2009). La
cuantificacion se realizo utilizando glucosa como estandar (0,005 - 0,01 mg/ml), a partir de
una curva de calibracion que resultdé y=10,476x (R?=0,99). Los resultados se expresaron

como % glucosaen b.s..
I11.6.2 Nitrdégeno total y proteinas

El contenido de nitrogeno total se determino por el método de Kjeldahl en un digestor y
destilador ICSA (Buenos Aires, Argentina) y el contenido de proteinas se calcul6 utilizando
un factor de conversion de 6,25 segun lo propuesto por Anderson and Farquar (1982) para
exudados de Prosopis spp. Los resultados se expresaron como % de nitrogeno en b.s. y % de

proteina en b.s..
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I11.6.3 Contenido de cenizas

El contenido de materias inorganicas se cuantificd en términos de la cantidad de cenizas
remanentes al proceso de calcinacion a 550°C durante 3 h en horno mufla. EI contenido de

materias inorganicas se calculé como mg de ceniza/g de goma b.s..
I11.6.4 Sodio, Potasio y Calcio

La determinacion de sodio, potasio Yy calcio, se realiz6 por fotometria de llama segun el
método oficial 956.01 AOAC, 1998. Los resultados se expresaron como mg de cation/ g de

gomab.s..
I11.6.5 Contenido de agua

El contenido de agua de gomas y capsulas se determinoé por diferencia de pesos antes y
después de deshidratar las muestras a 105°C hasta peso constante. Los resultados se
expresaron dependiendo del sistema en estudio en base himeda (% b.h.) y/o en base seca (%
b.s.).

H,%b.h =~ 294 _ 0o
.h.= *
» 70 g de capsulas 0 @

g de agua )
H,%Db.s.= — * 100%
g de sélidos secos

I11.6.6 Actividad de agua

La medicion de la actividad de agua de gomas y capsulas se realiz6 a 25°C utilizando un
equipo marca Aqualab (Decagon Devices, Inc, USA) que determina el punto de rocio del

sistema.
I11.6.7 Polifenoles totales

El contenido de polifendlicos totales se determind por el método colorimétrico de Folin-
Cicolteau descrito por Shen y col. (Shen y col., 2009) con ligeras modificaciones (Shen y

col., 2009). Una alicuota (1,0 ml) de solucién de muestra (o estandar) se mezclé con 9 ml de
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agua y 0,5 ml del reactivo de Folin-Cicolteau (Sigma Aldrich). La mezcla de reaccion se
neutralizd con 1 ml de solucion saturada de carbonato de sodio (20% p/v) y luego se incubd
por 60 min a temperatura ambiente. La absorbancia de la solucion se midid
espectrofotométricamente a 765 nm. La cuantificacion de polifendlicos totales se realizé a
partir de una curva de calibracion utilizando acido galico como estandar. Los resultados se
expresaron en equivalentes de acido galico (curva de calibracion y=7,785x; R?=0,993) o en

equivalentes de acido tanico (y=6,153x; R?=0,992).
I11.6.8 Taninos

El contenido _de taninos totales presentes en la muestra se cuantificO usando dos

aproximaciones. Por un lado, se aplico el método colorimétrico propuesto por Anderson y

Weiping (1989b) para la cuantificacion directa de taninos en exudados gomosos (soluciones

al 2% p/v), utilizando acido tanico como estandar para el trazado de la curva de calibracion.
Esta técnica se ha reportado por varios autores en la investigacion y caracterizacion de
exudados gomosos. Brevemente, 5 ml de una solucién de la muestra (o estandar) se mezclo
con 20 pL de solucion de cloruro férrico (9% p/v). Luego de agitar, la absorbancia de las
muestras se determing a 430 nm.

Por otro lado, la cantidad de taninos se cuantificé en forma indirecta de acuerdo con el
método propuesto por von Martius y col. (2012), por el cual, concentracion de taninos se
calcula como la diferencia en el contenido de polifendlicos, antes y después de precipitar a
los taninos presentes en solucion con gelatina. Con esta finalidad, 2 ml de solucién de goma
se mezclaron con 1 ml de solucién de gelatina (2,5% p/v, preparada en solucion saturada de
NaCl y disuelta por calentamiento). Adicionalmente, se adicionaron 7 ml de solucion acida
de NaCl, preparada por disolucién de 2,5 ml de H.SO4 (c) en solucion saturada de NaCl. La
muestra se agito suavemente durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, la mezcla
se centrifugo a 3000 rpm por 10 min. Una alicuota de 1 ml se extrajo del sobrenadante y se
sometio al ensayo de Folin-Cicolteau descrito previamente. Todas las muestras se analizaron
por triplicado.

El contenido de taninos condensados o pro-antocianidinas se determiné siguiendo el

método descrito por Cardozo y col. (2010). Brevemente, 1,2 ml de solucién de n-butanol-

HCI (95:5) y 40 ul de reactivo de hierro (sulfato férrico amdnico al 2% en HCI 2 N) se
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adicionaron a 200-400 pl de solucion de muestra o de estandar. La mezcla reaccionante se
mantuvo a 100°C por 50 min en tubos sellados. Transcurrido el calentamiento, se dejaron
enfriar y la absorbancia se ley6 a 550 nm. La concentracion de taninos condensados se
calcul6 a partir de una curva de calibracion realizada con taninos de quebracho. Los
resultados se expresaron como mg de tanino de quebracho equivalente/ g de gomab.s.. Todas

las muestras se analizaron por triplicado.
I11.6.9 Flavonoides

El contenido de flavonoides totales se determiné por el método descrito por Shen y col.
(Shen y col., 2009) con modificaciones menores. Alicuotas de 0,1 ml de solucion de goma
diluida (o de estandar) se mezclaron con 0,3 ml de NaNO2 (5% p/v) y se incubaron durante
6 min. Luego se adiciond 0,3 ml de AICIs (10% p/v) y se dejo reaccionar por 5 min.
Finalmente se agregd 2 ml de NaOH (1M) y 2,4 ml de agua bidestilada. La absorbancia de
las muestras se leyeron a 428 nm. La concentracion de flavonoides se calcul6 a partir de una
curva de calibracion (y= 1,139x; R?=0,9997) trazada utilizando quercetina como estandar.

Los resultados se expresaron como mg de quercetina equivalente/ 100 g de goma seca.
I11.6.10 Color

El color de las muestras se midié utilizado un espectrofotémetro Evolution 600 UV-Vis
(Thermo Scientific, Waltham, USA) equipado con esfera integradora de reflectancia difusa
DRA-EV-600. Los parametros CIE L* (luminosidad), a* (grado de rojo) y b* (grado de azul)
se obtuvieron por integracion de la reflectancia espectral obtenida en el rango de 220 - 850
nm, con angulo de observacion de 2° e iluminante D65. Las muestras se colocaron sobre
soportes de igual transparencia y dimension. La correccidn de la linea de base se realizo

utilizando el estandar de reflectancia difusa Spectralon (Thermo scientific, Waltham, USA).
I11.6.11 Determinacion de pH y rotacion optica

El pH de soluciones de goma preparadas al 5% p/v se determind empleando un pHimetro
ORION 525 a 25°C. La rotacion optica de soluciones de goma se determind en un
Polarimetro ATAGO POLAX-D a 25°C.
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I11.6.12 Determinacion de monosacaridos por GC-FID/ GC-MS

La determinacion de los monosacaridos que componen la goma exudada de Prosopis alba
(GAL) y la goma arabiga comercial (GA) usada con fines comparativos, se realiz6 por
cromatografia de gases de los alditoles peracetilados, obtenidos por hidrdlisis acida,
reduccion y acetilacion de las fracciones de polisacaridos.

Hidrdlisis. Aproximadamente 1-3 mg de goma se hidrolizaron por calentamiento a 121°C
con TFA 2 M (0,5 ml) durante 2 h en vial con cierre a rosca de teflon. Luego se llevo a
sequedad bajo corriente de aire seco. El hidrolizado se disolvio en agua y nuevamente se
llevd a sequedad hasta evaporar el acido totalmente.

Reduccion y acetilacién. La mezcla de monosacaridos se disolvié en agua (3 ml) y se

redujo con NaBH4, dejando reaccionar durante toda la noche, segin el procedimiento
propuesto por Lindberg (1972). Posteriormente, se agrego resina Amberlite IR 120 plus (H")
para eliminar el exceso de agente reductor y descationizar. La mezcla se filtr6 y se evaporé
a sequedad. El borato residual se eliminé como borato de metilo por agregado de metanol y
evaporacion a sequedad (5 x 0,5 ml). Se dejo6 en desecador con vacio durante una noche y los
alditoles asi obtenidos se acetilaron con anhidrido acético (0,2 ml) y piridina (0,2 ml)
calentando 45 minutos a 100°C. La solucion se enfrid y se extrajo con cloroformo-agua 1:1
(5 ml). La fase acuosa se separé y reextrajo con cloroformo (2 ml). Los extractos
cloroférmicos combinados se lavaron con una solucién saturada de NaHCO3 (3 x 2 ml) y
finalmente con agua (2 x 2 ml). El extracto cloroférmico, secado con Na>SOas (anh), se
evaporé a sequedad y el residuo obtenido se disolvi6 en 20 ul de cloroformo inmediatamente
antes de inyectar en el cromatdgrafo gaseoso.

El analisis de los derivados acetilados se realizo en un cromatdgrafo de gases Shimadzu
GC17A equipado con detector de Ilama y columna capilar de silica SP-2330 (0,25 mm
diametro interno, 30 m de longitud; 0,20 mm de espesor de film). Se utiliz6 N2 como gas
transportador a una velocidad de flujo de 1 ml min y relacion de 100:1. La temperatura del
horno se ajustd en 200 °C, luego hasta 230 °C, 5°C min y se mantuvo durante 5 minutos.

La identificacion de los alditoles acetilados se llevo a cabo por comparacion con los

tiempos de retencion de una mezcla de alditoles peracetilados de glucosa, galactosa, manosa,
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rhamnosa y arabinosa). Adicionalmente se confirmé la identidad por GC-MS en un
cromatografo Shimadzu QP5050A, con He como gas transportador; el espectro de masa se

registro entre 30 y 500 uma.
I111.6.13 Determinacion de acidos uroénicos

La determinacion del contenido de acidos uronicos se realizé segun el método de carbazol
descrito por Randall y col. (1989). Se adicion0 la solucion de goma (1 ml; 0,2 mg/ml) a una
mezcla de 4cido sulfurico concentrado con tetra borato de sodio en bafio de hielo (0,025 M;
2,5 ml). Después de mezclar vigorosamente, las soluciones se calentaron a 85 °C durante 30
minutos y se enfriaron en bafio de hielo. Posteriormente se agreg6 una solucion de carbazol
(0,2 ml; 0,125 % p/p en etanol), calentando a 85°C durante 15 minutos. Una vez a
temperatura ambiente, Finalmente, se enfriaron a temperatura ambiente y se midi6 la
absorbancia a 528 nm. La cantidad de &cido urdnico se determind a partir de una curva de
calibracién usando acido D-glucurénico (0,02 — 0,1 mg/ml) como estandar, la cual result6
y=9,036x (R?=0,998).

I11.6.14 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear RMN H y 13C

El estudio de RMN 1H y13C se realiz6 en un espectrometro Bruker AMX 500. Para ello,
muestras de GA y GAL (aproximadamente 15 mg) se disolvieron en 0,6 ml de D20 en tubos
de 5 mm de didmetro interno. Los espectros 125.7-MHz 13C, con RMN 1H desacoplado se

registraron a 25°C.
I11.6.15 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Se obtuvieron los espectros FTIR para caracterizar la goma exudada de P. alba y para la
goma arabiga comercial usada como referencia. Esta técnica se utilizé también para evaluar
las interacciones fisicoquimicas entre el activo y los polielectrolitos de la matriz
encapsulante. Los andlisis se realizaron en un equipo FTIR NICOLET iS5 (Thermo
Scientific, Madison, USA) equipado con un sistema de reflectancia total atenuada (ATR)
NICOLET iD3 (Thermo Scientific, Madison, WI, USA), de simple reflexién, con cristal de
ZnSe y angulo de incidencia de 45°. Los espectros se tomaron en modo reflexion entre 600
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y 4000 cm™%, adquiriéndose un promedio de 64 barridos con resolucion de 1 cm™. El analisis
de los espectros se realizo utilizando el software OMNIC Thermo Scientific (Madison, WI,
USA). Las muestras se colocaron directamente sobre el accesorio ATR, sin manipulacion

extra.
I11.6.16 Estudio preliminar de la toxicidad de la goma: Toxicidad aguda in vivo

Con el fin de evaluar la inocuidad de la goma exudada de Prosopis alba, se realizd un
estudio de toxicidad aguda in vivo, similar a los realizados para evaluar la toxicidad de otros
hidrocoloides (Vernon-Carter y col., 2000, Schmitt y col., 2008, von Muller y col., 2009).
Este estudio se realizo en colaboracion con el Instituto de Farmacologia Experimental de la
Universidad de Cérdoba (UNC-CONICET). El ensayo consistié en la administracion de una
Unica dosis por intubacién intragastrica, a ratas Wistar macho de 70 dias de edad (peso
promedio 310 g) y evaluacion de parametros fisioldgicos y conductuales. Las medidas se
realizaron inmediatamente después de la administracién y durante los 14 dias posteriores con
el objeto de evaluar la reversibilidad (desaparicion de signos de toxicidad), persistencia, o
aparicion de toxicidad a lo largo del tiempo.

Tomando como referencia el estudio de toxicidad de la goma arébiga realizado por
Schmitt y col. (2008), se fij6 una dosis de 1 g de goma/kg de peso corporal. Con esta
finalidad, se administraron 0,5 ml de una solucién de goma preparada al 20% p/v, por cada
100 g de peso corporal. La dosis fue suministrada por intubacion intragastrica a un grupo de
animales n=8 (experimental, GE). Simultdneamente se monitored el comportamiento de un
grupo con igual nimero de animales, a los que se les administro agua destilada por el mismo

método (grupo control, GC).
111.6.16.1 Evaluacion de parametros fisioldgicos

Se registro la cantidad de alimento consumido (g), liquido ingerido (ml) y el peso corporal
(g) de los individuos de ambos grupos (GE y GC) durante seis dias previos a la
administracion y durante 14 dias posteriores. Las medidas se realizaron en forma diaria a la

misma hora.
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111.6.16.2 Evaluacion de parametros conductuales

Se evaluo la actividad locomotora en términos de la actividad basal determinada en
actografos automatizados. Estos dispositivos (Figura I11.3) consisten en cajas rectangulares
(30x19x46 cm) equipadas con dos fotocélulas de rayos infrarrojos localizados a 3 cm por
encima del piso. La interrupcion de cualquier haz de luz (rayo infrarrojo) debido al
movimiento horizontal de los animales se contabiliza como una cuenta de actividad (cuentas
horizontales). La informacion resultante se analiz6 con el software provisto por el equipo.

Cada animal fue testeado individualmente el dia de la administracion y al dia 14, entre las
9y las 18 h, en una habitacion especialmente acondicionada, libre de ruido e iluminada con
un tubo de luz fluorescente de 350-400 lux de intensidad. Las cuentas de actividad, se
registraron 30 min antes de la administracion y durante los 60 min posteriores, en intervalos
de 10 min y se expresaron como nimero de cuentas/10 min.

Para una adecuada interpretacion de los resultados, los animales se colocaron en los
actégrafos durante 30 min, previo a la administracién, con el objeto de habituarlos al nuevo
ambiente, lo cual normalmente genera un incremento de la actividad locomotora por la
naturaleza exploratoria de los roedores. Una vez habituados, cualquier efecto que se observe
luego de la administracion de la droga puede interpretarse como consecuencia de la
administracion y no debido al estrés que le produce al animal enfrentarse a un nuevo
ambiente. Es importante mencionar que la propia administracion (en este caso intubacion
intragéstrica) genera una respuesta en los animales que puede manifestarse como un leve

incremento de su actividad locomotora.

Figura I11.3 Actdgrafos automatizados para registro de la actividad locomotora.
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111.6.16.3 Estudios histopatologicos

Se realiz6 la observacion de higado, rifidon e intestino en n=4 animales de cada grupo,
sacrificados a las tres horas posteriores a la administracion. Las muestras se fijaron por
inmersion en formol (4% v/v) durante 4 dias. Al segundo dia se cortaron en bloques mas
pequefios para facilitar el taqueo. Posteriormente, se los colocé en solucidn de sacarosa al
30% (crioprotector) durante 3 dias a 4°C y luego se hicieron cortes de 10 pum de espesor en
criostato (Leica). Se colocaron los cortes en un portaobjetos, previamente tratado con gelatina
(1% p/v) para favorecer la adhesion de los cortes. Las muestras se tifieron con hematoxilina-
eosina para su posterior observacion microscopica. Este ensayo se realiz6 a 7 y 14 dias

después de haberse realizado la administracion en n=4 animales de cada grupo.
I11.6.17 Propiedades de interaccion con el solvente
111.6.17.1 Higroscopicidad

La higroscopicidad de la goma exudada de P. alba purificada y de la goma arabiga, ambas
liofilizadas, se evalu6 de acuerdo con el método de Cai y col. (2000) con ligeras
modificaciones. Aproximadamente 0,1 g de muestra se colocé en un ambiente de 75% HR
(solucién sobresaturada de NaCl) durante 7 dias a 25°C. La higroscopicidad se midié como
los gramos de agua adsorbida por 100 g de sélidos secos (g de agua adsorbida/100 g goma
b.s.).

111.6.17.2 Absorcion de agua

La cinética de absorcion de agua se determind para muestras liofilizadas de GAL
purificada y para GA comercial también, liofilizada. Se utilizé un dispositivo descrito por
Torgersen y Toledo (1977), que consiste en una pipeta graduada de 1 ml (1 en 100) conectada
por un tubo de goma a un filtro jeringa sobre el cual se coloco un papel de filtro como soporte.
La pipeta se dispuso en forma horizontal a la misma altura que el papel de filtro. A través del
filtro se llend la pipeta y el tubo conector con agua bidestilada y seguidamente se colocé el
papel de filtro dejandolo embeber con el agua. EI contenido de agua se ajustd extrayendo
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agua desde la superficie del filtro con un papel absorbente hasta ajustar el menisco a la marca
0 en la pipeta.

Una cantidad conocida de muestra (~ 0,1 g) se esparcié sobre la superficie del papel de
filtro saturado en agua. Luego se registro el desplazamiento del menisco en la pipeta en
funcién del tiempo. Los datos experimentales se ajustaron al modelo descrito por Pilosoff y
col. (1985):

__ @
T B+ ©)

q

Donde q es la cantidad de agua absorbida al tiempo t, Q es la maxima cantidad de agua
absorbida en el equilibrio, B es el tiempo requerido para absorber Q/2. La constante de
velocidad especifica de absorcion de agua se calculd como (QB)™. Las determinaciones se
realizaron por triplicado y los resultados se corrigieron considerando las pérdidas por

evaporacion.
111.6.17.3 Solubilidad

La solubilidad de GAL y GA liofilizadas se evalud de acuerdo con el método propuesto
por (Cano-Chauca y col., 2005) con ligeras modificaciones. Aproximadamente 0,4 g de
muestra se agitd en 10 ml de agua bidestilada por 5 min usando un agitador orbital. La
solucion fue luego centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos. Una alicuota de 8 ml del
sobrenadante se transfirid a crisoles previamente deshidratados y pesados y se deshidrat6 a
105°C durante 24 h. La solubilidad (%) se calculé6 como el porcentaje del sobrenadante

deshidratado en relacién a la cantidad de polvo inicialmente afiadido.
I11.6.18 Propiedades reoldgicas
111.6.18.1 Reologia de dispersiones diluidas

El estudio de la viscosidad de dispersiones de GAL y GA diluidas se realizé por
viscosimetria capilar. Se prepararon soluciones de GAL y GA cuyas concentraciones
variaron en el rango de 1 — 4% p/v utilizando NaCl (0,1 M) como disolvente. La viscosidad
se evalud determinando el tiempo que le toma a la solucidn fluir entre dos marcas de un

capilar. Se utilizé para ello un instrumento Cannon-Fenske termostatizado a 25 °C. El uso de
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soluciones salinas como disolvente evita el incremento de la viscosidad observado a bajas
concentraciones de polielectrolitos. Conforme aumenta la dilucion del polielectrolito en agua
desionizada, aumenta el grado de disociacion. Los contra iones de las polisales forman una
atmosfera ionica que expanden la estructura molecular y aumenta la viscosidad. En presencia
de sales, este efecto es mas débil, y el polielectrolito se comporta como una molécula neutra.

Los tiempos registrados (s) se transformaron en viscosidad cinematica (cSt/s)
multiplicando por la constante del viscosimetro a 25°C (k=0,004422 St/s?) y la viscosidad
dindmica o absoluta (g cm/s) se calcul6 en términos del producto de la viscosidad cinematica
por la densidad (g/cm?®) de cada solucion.

En forma complementaria, se determinaron las densidades de las soluciones utilizando un
medidor de tubo vibratorio (DS 7000, Kriiss Optronic) para muestras liquidas a 25°C.

Se calculo la viscosidad dinamica del solvente (7,) y de las soluciones (n). A partir de
las mismas se calculo la viscosidad especifica ng, = (7 — n5)/n, Yy la viscosidad relativa
n, = n/ns. Dos aproximaciones se utilizaron para el célculo experimental de la viscosidad
intrinseca. Por un lado la ecuacion de Huggins (ecuacion 4) y la ecuacion de Kramer
(ecuacion 5):

Nrea = T]sp/c =[n] +k; [TI]ZC 4)

Ninn = In(my)/c = [n] + k; [TI]ZC ()

La viscosidad intrinseca se calcul6 como la interseccién de ambas funciones con el
eje de las ordenadas (C=0). Donde 7;,; es la viscosidad inherente y 7,.4 €s la viscosidad

reducida.
111.6.18.2 Reologia de dispersiones de concentracion media

Las propiedades de flujo de soluciones de GAL y GA a5, 10y 20 % p/v, se determinaron
en un viscosimetro Brookfield (DV-LVT) con geometria cono-plato S41 a 25°C. Las curvas
de flujo se trazaron en el rango de velocidades de cizallamiento de 1 a 25 rpm. Los datos

experimentales se ajustaron a la ley de Ostwald-de Waele (ley de la potencia).

v=KyT (6)
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Donde t es el esfuerzo de deformacion, y es el gradiente de deformacion, n es el indice
de flujo y K (Pa s") es el indice de consistencia. Los resultados se expresaron como media +
desviacion estandar de al menos dos duplicados. En todos los casos el error relativo fue

menor que el 10%.
111.6.18.3 Reologia de dispersiones concentradas

El estudio del comportamiento reolédgico de dispersiones de GAL y GA a 40% plv, se
realizd utilizando un reémetro TA Instruments AR1000 en modo rotacional (New Castle,
DE197020), con geometria cono-plato (40 mm, 2°), accionado a través del software TA
Instrument- Water LLC 109 Lukens Drive. Se registré la variacion de los médulos dindmicos
G” y G”" en el rango de frecuencias de 0,01-10 Hz, por aplicacion de un esfuerzo de 0,1 Pa.
Este esfuerzo se determiné en base a la determinacion del rango de viscoelasticidad lineal,
entre 0,01 y 100 Pa a frecuencia constante de 1Hz y a 25 °C. En estas condiciones la
deformacidn resultante tiene una relacion lineal con el esfuerzo aplicado y el sistema no sufre

cambios estructurales, permaneciendo el médulo complejo G* constante.
I11.6.19 Determinacion in vitro de la actividad antioxidante
111.6.19.1 Capacidad antirradicalaria por el ensayo de ABTSe*"

Aproximadamente 0,038 g de ABTS (Sigma) se disolvié en 10 ml de persulfato de amonio
la noche previa a la determinacion. La solucion se conservd al abrigo de la luz y a temperatura
ambiente. Inmediatamente antes de cada ensayo, se diluyé 1 ml de la solucidn concentrada
de ABTS en 9 ml de agua bidestilada. La dilucidn se ajust6 hasta lograr una absorbancia
cercana a 0,7 medida a 734 nm. Se registré la absorbancia inicial (Ao). La decoloracion de la
muestra se monitored con el programa cinético de recoleccion de datos y los perfiles se
ajustaron a modelos de decaimiento exponencial de segundo orden en Graph-Pad Prism 5.0.
La absorbancia en el equilibrio se obtuvo del analisis de regresion no lineal (Ainf) y ambos
valores se utilizaron para calcular el porcentaje de actividad anti radicalaria (%AAR) de
acuerdo con:

Ao — A,
%AAR = (O—mf) £ 100% @

0
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Donde Ao es la absorbancia inicial, Ains es el valor de absorbancia en equilibrio.
Finalmente, el %AAR se representd en funcion de la concentracion de las soluciones de

goma.
111.6.19.2 Actividad antirradicalaria por el ensayo del radical OH*

La capacidad atrapadora de radicales hidroxilos se midi6 utilizando una modificacion del
método descrito previamente por Kunchandy y col. (1990). Soluciones stock de EDTA (1
mM), FeCls (1 mM), &cido ascorbico (1 mM), H20. (10 mM) y desoxirribosa (36 mM), se
prepararon en agua bidestilada. El ensayo se realiz6 en un tubo de ensayo por adicion de 0,1
ml de EDTA, 0,1 ml de FeCls, 0,1 ml de H20z, 0,1 ml de desoxirribosa, 1 ml de la solucion
de la muestra en agua bidestilada, 0,5 ml de buffer fosfato (50 mM, pH 7,4) y 0,1 ml de &cido
ascorbico en esta secuencia. La mezcla se incub6 a 37°C por una hora tapada con parafilm
Aproximadamente 1 ml de la solucion incubada se transfirié a otro tubo al cual se adiciond
1 ml de &cido tricloroacético (10%) y 1 ml de &cido tiobarbitarico (0,5%) preparado en 0,025
M NaOH para desarrollar el compuesto coloreado con absorbancia a 532 nm. La capacidad
atrapadora de radicales hidroxilos se expresé como el porcentaje de inhibicion de la

degradacidn de la desoxirribosa y se calculd de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ao

%inhibicion de OH » = ( ) «100% @)

0

Donde Ag es la absorbancia del blanco (con agua en lugar de la solucion de goma) y A es
la absorbancia de la mezcla en presencia de la solucion de goma. A los efectos de evitar
interferencias con trazas de metales, todo el material de vidrio se lavd previamente con
solucion de HCI al 30% v/v.

111.6.19.3 Ensayo del poder reductor

Se midi6é el poder reductor de las muestras de acuerdo con el método de Oyaizu
ampliamente referenciado en la literatura (Alam y col.,, 2013, Mitic y col., 2013).
Brevemente, 1 ml de muestra o de solucion de estandar, se mezcl6 con 1 ml de buffer fosfato
(0,2M, pH 6,8) y 1 ml de ferricianuro de potasio (10%). La mezcla reaccionante se dejo
reposar por 20 minutos a 50°C. Luego de enfriar, se agregd 1 ml de TCA (10% p/v) y el
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precipitado se separo por centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min. A 1 ml del sobrenadante
se agregd 1 ml de agua y 0,5 ml de FeCls (0,1 % p/v). Se agito la mezcla reaccionante y 15
min después se midieron sus absorbancias a 700 nm. Se traz6 una curva de calibracion con
acido ascorbico (AA) como estandar. Los resultados se expresaron como mg de mg de &cido

ascorbico equivalente/g de goma b.s..
111.6.19.4 Actividad quelante de metales

La actividad quelante de metales se midi6 de acuerdo con el método descrito por Dinis y
col. (1994) con ligeras modificaciones. Aproximadamente 0,5 ml de muestra o de solucion
estandar, se mezclaron con 2,4 ml de agua bidestilada y 50 pl de FeCl2.4H20 (2 mM). Luego
de incubar la mezcla a temperatura ambiente por 5 minutos, se adicion6 100 ul de ferrozina
(5 mM) y se dejo reposar por 10 min. La absorbancia se midio a 562 nm. Se construy6 una
curva de calibracién con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como estandar (30-50
ppm). La habilidad quelante se expres6 como porcentaje de inhibicion del complejo Fe?*-

ferrozina de acuerdo con:

(%I) = [1 - ﬁ—z] X 100 ©9)

Donde Apes el blanco de reactivo, A: es la absorbancia del estandar o de la muestra. Los
resultados se expresaron como mg EDTA equivalente/100 g de goma b.s..

I11.6.20 Propiedades antimicrobianas

Se evaluo la actividad antimicrobiana de soluciones de GAL y GA (10% p/v) preparadas
con agua estéril y posteriormente autoclavadas a 121°C por 15 minutos. Se utilizaron
microorganismos comunmente presentes en alimentos, entre ellos Listeria innocua,
Staphylococcus aureus y Lactobacillus curvatus ACU-1. L. innocua se cultivé en BHI y se
incubé a 30°C por 12 h. S. aureus se cultivd en BHI y se incub6 a 37°C por 12 h.
Lactobacillus curvatus ACU-1 se cultivd en MRS y se incub6 a 30°C por 12 h. Luego de la
incubacion, los cultivos se inocularon en placas de agar BHI previamente preparado y
solidificado. El estudio de la actividad antimicrobiana se realizo utilizando la técnica de

difusion en agar. Se realizaron pocillos en el medio solidificado en los que se incorporé una
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alicuota (20 ul) de las soluciones de goma. Como control se utilizé agua estéril en lugar de
soluciones de goma. El efecto bactericida de las soluciones de goma se determiné evaluando

del didmetro del halo de inhibicidn.
111.6.21 Isotermas de sorcion de agua

Se obtuvieron la isotermas de sorcion de agua a distintas temperaturas (10, 25 y 35°C)
siguiendo el método isopiéstico descrito por (Lang y col., 1981). Se colocaron
aproximadamente 100 mg de muestra en viales (3 ml de capacidad) por triplicado, en cdmaras
herméticas con distintas humedades relativa, HR (10 — 85 %), controladas por medio de sales
sobresaturadas (LiCl, KCH3COO, MgClz, K2CO3, Mg(NOs)2, NaNO2, NaCl, KCl y KNOs)
de acuerdo a lo indicado por Greenspan (1977) y corregidas utilizando medidor de actividad
de agua. Se determind la variacion de peso de las muestras en funcién del tiempo y se
considero6 que alcanzaron el equilibrio cuando los cambios fueron menores a + 0,001 g. Una
vez equilibradas, se determin6 el contenido de agua de las muestras equilibradas por
deshidratacion a 105°C hasta peso constante como se detalla en el punto 111.6.5.

Los datos experimentales se ajustaron al modelo de Guggenheim-Anderson-de Boer,
GAB (ecuacion 13) y al modelo generalizado de D arcy y Watt, GDW (ecuacion 14) de

acuerdo con:

m,CKa,,
He = 10)
(1—Kay)(1 — Ka,, + CKay,) (
He mK'a,, 1-k(1-w)a, (11)

- (1+K'ay) 1-ka,

Donde He es el contenido de agua en el equilibrio, aw es la actividad acuosa, m, es la
contenido de agua de monocapa, C es la constante cinética relacionada a la sorcion de la
primera capa, K es la constante cinética relacionada a la sorcion de multicapa, m es la
concentracion de sitios activos primarios de la superficie, K” y k son las constantes cinéticas
relacionadas a la sorcién de los sitios primarios y secundarios, respectivamente y w es el
parametro que determina la relacion de moléculas de agua unidas a sitios primarios de

adsorcion que se convierten en sitios secundarios de adsorcion.
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Para modelar las curvas de sorcion de agua de encapsulados conteniendo aceite se utilizd
el modelo de BET.

m,Ca,,

He = A= a1 + € - Day]

(12)

Donde He es el contenido de agua en el equilibrio, aw es la actividad acuosa, m, es el
contenido de agua de monocapa y C es la constante cinética relacionada a la sorcién de la
primera capa,

La correlacion de los datos experimentales a los modelos propuestos se realizé por
técnicas de regresion no lineal utilizando el programa GraphPad version 4 (GraphPad,
Software Inc., San Diego California, USA). El ajuste de los modelos se evalué y compar6 en
términos del coeficiente de regresion (R?), la desviacion estandar del error (DEE) (ecuacion
13) y el médulo de desviacion relativo medio (E) (ecuacién 14). EI DEE indica la habilidad
de ajuste de un modelo al conjunto de datos. Cuanto menor sea el DEE, mejor es la habilidad
de ajuste del modelo. Por otro lado, se asume que un valor E menor a 5% indica un buen

ajuste. Cuanto menor sea el valor de E, mejor es la bondad del ajuste.

X (M; — Mg;)?
DEE =[S (13)

n Mi

Donde Mies el contenido de agua en la observacion i (g de agua adsorbida/g sélido seco),
Mei es la humedad predicha a la misma observacion, df son los grados de libertad (numero
de observaciones menos el nimero de constantes del modelo), n es el ndmero de
observaciones.

Del estudio de sorcidn a diferentes temperaturas, se calculd para algunos sistemas el calor

isostérico de sorcion o entalpia diferencial neta de acuerdo con:

B d(lnay)
qst = —R [m _ (15)
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Donde gst es el calor isostérico de sorcion (kJ/mol), T es la temperatura absoluta (K) y R
es la constante universal de gases (8,314 J/molK). El valor gst se obtiene a partir de la
pendiente de la curva que resulta de representar:

qst Sd

lnaw=—ﬁ—ﬁ (16)

Donde Sq (J/mol-K) es la entropia diferencial del agua adsorbida y es proporcional al
namero de sitios de sorcién disponibles, correspondientes a un especifico nivel de energia.

Adicionalmente, el calor total de sorcién (Qst) se calculé de acuerdo con:

Qst = qst + /1vap a7

Donde Avep €5 el calor de vaporizacion del agua pura e igual a 44.09 kJ/mol (Cassini y col.,
2006).

I11.6.22 Transiciones téermicas por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se utilizd un equipo de calorimetria diferencial de barrido (DSC) (Mettler TA 4000,
Columbus, Ohio, USA) a los efectos de evaluar la temperatura de transicion vitrea (Tg) en
muestras equilibradas a distintas aw. El analisis de los termogramas se realizé con el
procesador TC11 TA y GraphWare TA72. El instrumento se calibré para el ajuste de la
temperatura, flujo de calor y entalpia de fusion con agua destilada (p.f. 0,0°C; AH = 6,013 kJ
mol™Y), indio (p.f. 156,6°C; AH = 3,28 kJ mol™2), plomo (p.f. 327,5°C; AH = 4,799 kJ mol™?)
y zinc (p.f. 419,6°C; AH = 7,32 kJ mol™). Los ensayos se realizaron en capsulas de aluminio

de 40 pL (Mettler) herméticamente cerradas, conteniendo entre 5 — 15 mg de muestra.

e Temperatura de transicion vitrea (Tq):

Se determin6 para GAL y GA comercial liofilizadas y para los sistemas encapsulados
estudiados, equilibrados a distintas HR Cada muestra se sometié a un programa de
calentamiento de -50 a 150 °C a una velocidad de 10°C seg™ (método dinamico). Como
referencia, se utilizd una capsula vacia sellada herméticamente. El ensayo se realizo con

atmaosfera de nitrdgeno gaseoso como purga evitar condensaciones en el sensor del equipo).
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La T4 se determind como el inicio (onset) de la discontinuidad observada en las curvas de
flujo de calor versus temperatura. Las mediciones se realizaron al menos por duplicado.

Los datos de Ty y contenido de humedad de las muestras se ajustaron a la ecuacién de
Gordon y Taylor (1952), de acuerdo con:

WsTgs + kGTWWTgW
Tg mix — (18)
Ws + kGTWw

Donde w; es la fraccion masica del solido, w,, es la fraccion masica del agua, Ty es la
temperatura de transicion vitrea del sdlido anhidro, T, es la temperatura de transicion vitrea
del agua (-135°C), T, iy €S la temperatura de transicion vitrea del sistema y kqr es la

constant de Gordon y Taylor.

e [Estabilidad térmica del activo (aceite de pescado):

Se utilizd calorimetria diferencial de barrido como método rapido para evaluar la
estabilidad del aceite de pescado encapsulado en matrices de distinta composicién y secadas
por distintos métodos. En este caso, las muestras se colocaron en cépsulas pinchadas, en
ausencia de corriente de N2, y se sometieron a un calentamiento dinamico (10 °C/min) en el
rango de temperaturas de 40 a 240 °C. El inicio de la oxidacién se observé como un aumento
marcado en el flujo de calor debido a la naturaleza exotérmica de las reacciones de oxidacion.
La temperatura de inicio de la reaccidn oxidativa se tom6 como la interseccion de la linea de
base extrapolada y la linea tangente al comienzo del pico exotérmico. Todas las mediciones

se realizaron por duplicado.

I11.7 Estudios particulares realizados en emulsiones
I11.7.1 Determinacion de las propiedades interfaciales

La actividad interfacial de GAL y GA se caracterizd midiendo la tension interfacial en
sistemas aceite/agua (o/w). Los estudios se realizaron usando el aceite tal cual, sin
purificacion previa, para evaluar asi el comportamiento de la goma en la emulsion real, que
se utilizo luego como material a estabilizar por encapsulacion. Las propiedades interfaciales

de suspensiones acuosas de goma preparadas al 2 y 5% p/v, conteniendo aceite de pescado
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(1% p/p) se evaluaron utilizando un tensiometro interfacial de gota (PAT-1, SINTERFACE
Technologies, Berlin, Germany) como se ha descrito previamente en la literatura (Bellesi y
col., 2014, Pizones Ruiz-Henestrosa y col., 2014, von Staszewski y col., 2014). Se midié la
variacion de la tension dinamica interfacial (c) en la interfase agua/aceite en el tiempo, luego
de formar una gota (12 pl) de la suspension acuosa de hidrocoloide en una cubeta
termostatizada (20,0 £ 0,1°C) de vidrio, que contenia el aceite. La silueta de la gota se capturo
y digitalizé por medio de una cdmara digital. Las imagenes se registraron en el tiempo y
posteriormente se ajustaron a la ecuacién de Young-Laplace a fin de obtener la tension
interfacial con una exactitud de + 0,1 mN/m.

En forma simultanea, se analiz6 la reologia interfacial de los films formados en la interfase
o/w por aplicacion de una deformacion dilatacional sinusoidal (compresion y expansion con
frecuencia de 50 mHz y amplitud de deformacion del 3%) (Bellesi y col., 2014, Pizones Ruiz-
Henestrosa y col., 2014, von Staszewski y col., 2014). Aunqgue s6lo se presenta el valor del
modulo dilatacional interfacial (E), también se evaluaron la elasticidad y la viscosidad
interfacial, a fin de caracterizar las propiedades viscoelasticas de los films en la interfase.

Todos los experimentos se realizaron al menos por duplicado.
I11.7.2 Determinacion del tamafio de gota de las emulsiones

La distribucion del tamafio de gota en emulsiones preparadas con GAL y GA en presencia
del aceite de pescado a encapsular (ver seccion I11.4), se determiné por dispersion estatica de
luz utilizando un equipo Mastersizer 2000 equipado con una unidad de dispersién Hydro
2000MU (Malvern Instruments, Worcestershire, United Kingdom). La velocidad de la
bomba se ajusté a 1800 rpm. Se utilizé el indice de refraccion (IR=1,479) y el parametro de
absorcion (0,001), ambos evaluados para el aceite utilizado como fase dispersa.

El tamafio de la gota se informd como diametro de Sauter o D3 (ecuacion 19) y como
didametro de De Broucker o D43 (ecuacion 20).

Ds2= 2 nj di*/Z n; di? (19)

D43 =X nj di¥/Z n; di® (20)
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Donde n;j es el nimero de particulas de didmetro di (Galazka y col., 1996, Leroux y col.,
2003).

El D32 proporciona una medida del diametro medio de la mayoria de las gotas. El D43 se
relaciona con los cambios en el tamafio de la gota involucrados en los procesos de
desestabilizacion por ser mas sensible a la agregacion de las gotas de aceite (Galazka,
Dickinson et al. 1996, (Relkin y col., 2005).

El indice de polidispersidad se calculé de acuerdo con:

indice de polidispersidad= (Do - Do1)/Dos (21)

Donde Do,1, Dos y Dog son los diametros al 10%, 50% y 90% of de la distribucion
acumulada de volumen, respectivamente. El tamafio de gota e indice de polidispersidad se
informan como el promedio y la desviacion estandar de duplicados, haciendo diez lecturas
por cada duplicado.

I11.7.3 Determinacion del potencial Z

Se realizaron para emulsiones conteniendo 2 y 5% de la goma exudada de GAL y GA,y
aceite de pescado. Las medidas de potencial Z se realizaron en un instrumento de dispersién
dindmica de luz (Zetasizer Nano—ZS, Malvern Instruments, Worcestershire, United
Kingdom). El potencial Z se evalud a partir de la movilidad electroforética de las particulas.
La conversion de la movilidad electroforética en potencial Z se realiz6 por medio de la

ecuacion de Hernry (ecuacion 21) (Hunter, 2001):

Ue = 2¢elf(Ka) / 3n (22)

Donde Ue es la movilidad electroforética, ¢ es la constante dieléctrica, # es la viscosidad
de la muestra y f(Ka) es la funcién de Henry.

Las emulsiones se diluyeron previamente 1:100 con agua bidestilada y posteriormente se
colocaron en celdas capilares descartables (DTS1060, Malvern Instruments, Worcestershire,
United Kingdom). Para cada ensayo se reporto el valor promedio y la desviacion estandar de
los duplicados con cinco lecturas realizadas por cada duplicado.
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I11.7.4 Evaluacion del indice de cremado (IC)

La estabilidad de las emulsiones o/w conteniendo GAL o GA se determind en términos
de la tendencia a la separacion gravitacional de fases (Acedo-Carrillo y col., 2006, Khan y
col., 2015). Para ello, se transfirieron 10 ml de cada emulsion a una probeta graduada
inmediatamente después de su preparacion y se almacené durante dos dias a 25°C. El indice
de cremado (IC), se evalud en términos de la variacion relativa de la altura de la capa de fase
cremada (superior) superior respecto del volumen total de emulsion, y se monitore6 en

funcion del tiempo. El indice de cremado se calcul6 de acuerdo con:
cl = (V,/V,) * 100% (23)

Donde Vs es el volumen, de la fase cremada superior y Ve es el volumen total de la

emulsion.

111.8 Estudios particulares para sistemas encapsulados

I11.8.1 Evaluacion de la retencion de aceite en condiciones aceleradas de extraccion con

solvente

Para evaluar la capacidad de retencion del activo de la matriz encapsulante, se estudié la
liberacion del aceite por extraccion acelerada con solvente. La extraccion acelerada se realiz6
removiendo sucesivamente el aceite con n-hexano de capsulas deshidratadas recientemente
preparadas. Se realizaron extracciones sucesivas sobre la misma muestra 5 ml n-hexano,
aumentandose progresivamente el tiempo de agitacion: 1, 3, 7 y 22 min. El sobrenadante se
separo por filtracion y el aceite extraido en cada etapa se determino gravimetricamente, luego
de la evaporar el solvente en corriente de N2 a temperatura ambiente hasta alcanzar peso
constante. El aceite extraido se expresdé como la masa acumulada de aceite respecto de la

masa de capsulas inicial.
I11.8.2 Microscopia electronica de barrido (FEG-SEM).

Se caracteriz6 la microestructura de las capsulas de polielectrolitos por observacion de la

morfologia externa e interna con microscopio electronico de barrido (CARL ZEISS NTS,
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modelo SUPRA 40) provisto con cafion de electrones por emisién de campo (FEG-SEM),
detector InLes y columna GEMINI® de tercera generacion. Para evaluar la morfologia
interna fue necesario seccionar las capsulas cuidadosamente con bisturi. Tanto las capsulas
seccionadas como las capsulas integras se sometieron a un proceso de lavado con n-hexano
(5 min agitacion) para remover el aceite superficial, previo al metalizado. En ensayos
exploratorios previos, se observd que el aceite superficial dificultaba la observacion. Las
imagenes se tomaron a temperatura ambiente, con aumentos de 100x y 2000x, con

metalizacion de las muestras.
I11.8.3 Aceite superficial (AS)

Para determinar el aceite superficial o no encapsulado, se suspendieron las capsulas
(aproximadamente 0,5 g) en 5 ml de hexano y se agitd a velocidad media durante 1 minuto.
Se evaporo0 el solvente en corriente de N2 a temperatura ambiente y se determin6 la masa
extraida de lipidos por diferencia de peso antes y despueés de evaporar el solvente. La cantidad
de aceite superficial se expresé como g de aceite/100 g de capsula y se calculé de acuerdo

con:

m
254100
mc (24)

AS =

Donde, mas (g) es la masa del aceite extraido de la superficie, mc (g) es la masa de

capsulas. Las determinaciones se realizaron por duplicado.
I11.8.4 Aceite encapsulado (AE)

El aceite encapsulado, se determin0 en capsulas a las cuales se extrajo previamente el
aceite superficial siguiendo el procedimiento descripto en la seccion anterior.

La cuantificacion del aceite retenido en la estructura interna requirio realizar una hidrolisis
acida de la matriz encapsulante para garantizar su completa extraccion. Con esta finalidad,
la cuantificacion de lipidos totales se realizé por el método AOAC 14.019 (1984), con ligeras
modificaciones. Para ello, se adicionaron 1 ml de etanol y 5 ml de HCI (P. A.) a 0,5 g de
muestra. Se llevo la muestra a un bafio termostatizado a 80°C y se mantuvo con agitacion

suave durante 40 minutos. Luego se adicionaron 5 ml de etanol absoluto y se dejé enfriar. A
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continuacion se incorporaron 12,5 ml de éter etilico y 12,5 ml de éter de petroleo, agitando
intensamente durante 60 s entre cada adicion de solvente. Posteriormente se dej6 reposar la
muestra (20 min) y se extrajo la fase etérea superior. La solucion extraida se filtro y el
sobrenadante se recogio en un envase previamente deshidratado y pesado. Esta extraccion se
realizo tres veces utilizando 10 ml de una mezcla de dichos solventes. La fase etérea filtrada
de cada extraccion se recolectd en el mismo recipiente. La cantidad de aceite extraido se
cuantifico por evaporacion del solvente a 50 °C hasta peso constante. El aceite encapsulado
se expresd como g de aceite/ 100 g de capsulas de acuerdo con la siguiente expresion:

Myg
mc

AE = x 100 (25)

Donde, mae (g) es la masa del aceite encapsulado, mc (g) es la masa de capsulas. Las
determinaciones se realizaron por duplicado. Finalmente se calculd el aceite total (AT) como
la suma del aceite superficial (AS) y el aceite encapsulado (AE).

I11.8.5 Eficiencia y rendimiento de la encapsulacion

Se definié la eficiencia de encapsulacion como la cantidad de aceite encapsulado (AE),

respecto del aceite total (AT=AS+AE) en 100 g de cépsulas. Este indicador se calculd de

acuerdo con:

Myg

Eficiencia de encapulacion = * 100% (26)

mur
Donde, mae (g) es la masa del aceite encapsulado, mat (g) es la masa de aceite total que
resulta de la suma de las fracciones interna (AE) y superficial (AS).

Se definio el rendimiento de la encapsulacién como la cantidad de aceite encapsulado

(AE), respecto de la cantidad de aceite utilizado en la preparacion de la emulsion formadora.
Esta determinacion permite cuantificar las pérdidas del activo en el proceso de encapsulacion.

Este indicador se calcul6 de acuerdo con:

Myg
My

Rendimiento de encapulacion = * 100% (27)

62



Materiales y métodos

Donde make (@) es la masa del aceite encapsulado, mai (g) es la masa de aceite utilizado en
la preparacion de las capsulas. Con esta finalidad se hizo un tratamiento cuantitativo de la
composicion de cada batch de encapsulacién (aproximadamente 10 g de emulsién
formadora) respecto de las capsulas obtenidas luego de la deshidratacion.

I11.8.6 Atributos morfoldgicos y Opticos por analisis de imagen

La evaluacion de los atributos morfoldgicos y dpticos, de al menos 30 capsulas de cada
sistema, se realizd por medio de la técnica de andlisis de imégenes digitales siguiendo la
metodologia descrita por Santagapita y col. (2010). Las imégenes se obtuvieron con una
camara Canon Power Shot A70 de 3,2 Mpix (Canon Inc., Malasia) con zoom fijado en 3,0X
y lupa binocular (Unitron MS, Unitron Inc., Nueva York, Estados Unidos de América) con
aumento 7X. La camara se dispuso a 45° del plano del objeto y a una distancia de 40 cm del
objeto a analizar. Se utiliz6 un gabinete de interior gris (L*=50 en la escala CIELAB) con
iluminante D65. Las muestras se colocaron sobre placas de vidrio y se tomaron imégenes con

fondo blanco y fondo negro:

Figura I11.4 Sistema de vision computarizada para la adquisicién de imégenes para evaluar
atributos de apariencia de los encapsulados.
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El anélisis de los parametros morfoldgicos se realizd con el programa de licencia libre
ImageJ (Santagapita, 2010, Cordoba y col., 2013). Entre los pardmetros de tamafio se
obtuvieron el didmetro (mm), perimetro (mm) y area (mm?). Se evaluaron ademas los

pardmetros de forma, circularidad y esfericidad, para cada uno de los sistemas de acuerdo

con:
. _ Area
Circularidad = 41 * Porimetro? (28)
. Dmay — Dp
Esfericidad = Dmay + Dp (29)

Donde la circularidad toma valores entre 0 y 1, indicando en 1 la existencia de un circulo
perfecto. El factor de esfericidad varia desde O para una esfera perfecta, a 1 para un objeto
alargado.

Las propiedades Opticas se evaluaron utilizando el software Adobe Photoshop Cs 8, para
lo cual se obtuvo de cada céapsula las coordenadas de color en el sistema Hunter L a b, las
cuales se transformaron en coordenadas del sistema CIE (1974) L* a* b* por medio de las
ecuaciones de Papadakis y col. (2000). El analisis de coordenadas cromaticas por
procesamiento de imagenes digitales requirié en primera instancia una calibracion del
sistema. Para ello se compararon las medidas de color por analisis de imégenes digitales de
tarjetas de carton de diferentes colores, sin brillo y opacas, con medidas obtenidas con un
fotocolorimetro Minolta CM-508d (Minolta Co. Ltd., Japdn).

La traslucidez de las muestras se evalu6 en términos del grado de opacidad de cada
capsula, como la relacion entre el valor de luminosidad (L*) determinado con fondo negro y
fondo blanco, de acuerdo con la siguiente ecuacion (Gutiérrez-Lopez y col., 2015):

Ly
I, (30

Opacidad =

Donde L} es la luminosiad de la capsula con fondo negro, y Ly es la luminosidad con
fondo blanco. Siendo la opacidad igual a 1 para muestras completamente opacas y O para

muestras transparentes.
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En forma complementaria se realizd el analisis de Kubelka-Munk cuyas variables se

calcularon de acuerdo con lo descrito por (Judd y col., 1975):

1 R4 Ry —R+Ry

a=3 Ro + R, (31)
b=(a®—1? (32)
Ro=a—b»b (33)

ks = L= R=)"
5 =33k, (34)

g 1 (1—=a=*Ry)

= E*arctan [b*—RO (35)
K=5(a-1) (36)

Donde S es el coeficiente de dispersion, relacionado a las particulas de dispersion en el
medio; K es el coeficiente de atenuacidn, relacionado a la concentracion de pigmentos; R,
es la reflectancia de una capa de espesor infinito del material calculado a partir de la
reflectancia de la muestra con fondo blanco (R), teniendo el fondo blanco una reflectancia

conocida (Ry), y la reflectancia de una muestra con fondo negro (R,).

I11.8.7 Estabilidad durante el almacenamiento

Se evalud la estabilidad del aceite de pescado en capsulas con distinta composicion y
secadas al vacio, determinando la evolucion de los productos primarios y secundarios de la
oxidacion lipidica. Se evalu6 como control la estabilidad del aceite de pescado libre (AP),
con la misma relacion espacio de cabeza/volumen de acuerdo con la metodologia propuesta
por Sun-Waterhouse y col. (2011).

Se coloc6 aproximadamente un gramo de capsulas en viales de vidrio transparentes, que
luego se almacenaron durante 37 dias en una cdmara termostatizada a 30°C y 11 %HR
(Relmar, Saenz Pefia, Argentina) con luz fluorescente (OSRAM, modelo L36w/640, Buenos

Aires, Argentina). En las condiciones de almacenamiento seleccionadas las capsulas se
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encuentran en estado amorfo y se previenen los cambios estructurales (Drusch, Serfert, Van
Den Heuvel & Schwarz, 2006).

Figura 111.5 Estudio de la estabilidad oxidativa en condiciones controladas de almacenamiento
(30°C, 11% HR y luz fluorescente).

111.8.7.1 Extraccion de lipidos para anélisis de estado oxidativo

Para los ensayos de estabilidad oxidativa, los lipidos se extrajeron de los sistemas
encapsulados por el método de Bligh & Dyer (1959) con ligeras modificaciones. Se
procesaron las capsulas en presencia de 5,7 ml de metanol, 2 ml de agua ultra pura y 2,35 mi
de cloroformo en presencia de un antioxidante sintético BHA (10 ul, 30% en etanol) para
frenar la oxidacion. Luego de homogenizar, se afiadieron 3 ml de agua ultra pura'y 3,6 ml de
cloroformo. La mezcla se transfirié a una ampolla de decantacion y se separo y filtro la fase
inferior (cloroformo con aceite). El cloroformo se evaporé en corriente de nitrégeno a
temperatura ambiente y el aceite extraido se almacend a -18°C bajo atmosfera de nitrogeno

en viales sellados herméticamente a los efectos de prevenir la oxidacion de las muestras.

66



Materiales y métodos

111.8.7.2 Cuantificacion de productos primarios de la oxidacion

Se determind la concentracion de productos de oxidacion primaria, hidroperoxidos y
dienos conjugados, espectrofotométricamente en un Evolution 600 UV-Vis (Thermo
scientific, Waltham, USA). El valor de perdxido (\VVP) se determind de acuerdo con el método
oficial desarrollado por la International Dairy Food, IDF (1991), con ligeras modificaciones.
Aproximadamente 0,02 ml del aceite extraido se disolvieron en 9,9 ml de una mezcla
cloroformo metanol (70:30) y 0,05 ml de tiocianato de amonio (0,3 g/ml). Se determiné
espectrofotométricamente el valor Eq midiendo la absorbancia del complejo resultante a 501
nm. Luego, se adiciond 0,05 ml de una solucion de cloruro ferroso (0,35 g de tetrahidrato de
cloruro de hierro (I1) en 100 ml de agua y 2 ml de HCI 10 M), y luego de 5 min de reaccion
se registro el valor Ez en términos de la absorbancia del complejo férrico de color rojo (111).
Los resultados se expresaron como miliequivalentes de oxigeno por kilogramo de aceite de
pescado extraido, de acuerdo con:

[E; — (Eo + E)]

b= 55,84 * my (37)

Donde, Eo es la absorbancia a 501 nm de la mezcla de reaccion antes de la adicion de la
solucidn de hierro (I1). E2 es la absorbancia a 501 nm después de 5 minutos de la adicion de
la solucion de cloruro de hierro (11). E1 es la absorbancia del blanco de reactivo y mo es la
masa (g) de la porcion de aceite testeado.

El valor de dienos se determind de acuerdo con el método oficial de la AOAC 957.13
(1995). Una alicuota del lipido extraido (aprox. 100 mg) se disolvié en n-hexano en una
dilucion adecuada y se midio la absorbancia a 233 nm. El contenido de dienos se cuantifico,
de acuerdo con:

VD, % = 0,91 x a, (38)
Qdienos = Q233 — Qg (39)
a; = Ai/(b*c) (40)
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Donde b es longitud del paso éptico en cm, ¢ es la concentracion de muestra final en g/L),
y ¢=0,03 (valor correspondiente a jabones y acidos grasos). Solo se utilizaron valores

positivos de a.
111.8.7.3 Cuantificacion de productos secundarios de la oxidacion

Los productos de oxidacion secundaria (aldehidos, cetonas y otros compuestos oxidados)
reaccionan con el &cido 2-tiobarbitdrico (TBA) dando compuestos de condensacion
coloreados que pueden ser medidos espectrofotométricamente a 530 nm. El valor de TBA se
determind segun lo descrito en el método oficial AOAC Cd 19-90 (1993) con ligeras
modificaciones. Las muestras oxidadas (1 ml) disueltas en n-butanol, se afiadieron a 4 ml de
solucion de TBA (0,1% en butanol) y se calentaron durante 2 h a 95°C en tubos
herméticamente cerrados. Luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se midié la
absorbancia a 530 nm. El valor de TBA se expresé de acuerdo con:

(A—B)
valor de TBA = 0 (41)

Donde A es la absorbancia de la muestra; B es la absorbancia del blanco de reactivo; f es
el factor de dilucion y m es la masa del aceite extraido.
En todos los casos se cuid6 que la absorbancia del blanco fuera menor a 0,1 para asegurar

la ausencia de contaminantes e interferentes.

111.8.7.4 Perfil lipidico (GC-FID) y cambios en el valor nutricional

La composicion en acidos grasos se determind por cromatografia de gases (GC) luego de
derivatizar los aceites extraidos a metil ésteres de acido graso (FAME) de acuerdo con el
método oficial AOAC 963.33 (2000). Se utiliz6 un cromatografo de gases Agilent 6850
(Santa Clara, CA) con inyector Split, columna de silice fundida cubierta con
poly(biscano)propil siloxano (60 m de longitud, 0,25 mm de diametro interno y espesor de
film de 0,20 um. SP-2340 Supelco) y detector de ionizacion de Ilama (FID). Se utilizo helio
como gas carrier a una velocidad de flujo de 0,6 ml/min. La temperatura del inyector se fijo

en 260°C. La temperatura inicial del horno se mantuvo a 140°C por 5 min y se aplicé un
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gradiente de temperatura de 140 a 240°C con una velocidad de calentamiento de 4°C/min.
La identificacion de los metil ésteres de acidos grasos se llevo a cabo considerando el tiempo
de retencion de estandares de metil ésteres de 37 acidos grasos (Supelco 37 Componentes
FAME Mix, Bellefonte, PA). La integracion del area debajo de los picos se realizé utilizando
el software Chem Station (Sata Clara, CA). Asumiendo que el contenido de metil ésteres al
inicio es cercano al peso de la muestra (100%), el perfil de &cidos grasos al tiempo cero se
expres6 como porcentaje de metil ésteres del area total del cromatograma. Siguiendo la
estrategia reportada por Berdeaux, Marmesat, Velasco y Dobarganes (2012), la composicion
normalizada de los metil ésteres de acidos grasos, se transformo en datos cuantitativos
considerando que los principales acidos grasos saturados (C16:0, C18:0) se mantuvieron
constantes.

En base a la composicion de acidos grasos de las muestras, se calcularon algunos indices
de calidad nutricional de lipidos. Los &cidos grasos saturados (AGS), acidos grasos
monoinsaturados (AGMI) y acidos grasos poliinsaturados (AGPI) se calcularon como la
suma de los respectivos acidos grasos. Se calculd ademas la relacion de acidos grasos omega-
6 respecto de los omega-3 (n6/n3) y los indices de aterogenicidad (1A) y trombogenicidad
(IT) de acuerdo a Ulbricht & Southgate (1991):

€12:0 + (4 * C14:0) + C16:0

~ "3PUFA + n6PUFA + MUFA) (42)
i (C14:0 + C16: 0 + C18: 0)
[(0.5 * n6PUFA) + (3 * n3PUFA) + (2] (43)

n6PUFA

Todas las determinaciones se realizaron al menos por duplicado. Los resultados se

expresaron como valor promedio + desviacion estandar.
111.8.7.5 Estudio de la distribucién de aceite durante el almacenamiento

Se evalu6 la permeacion natural del aceite encapsulado a la superficie de las capsulas
durante el almacenamiento en condiciones controladas (25°C, 11% HR y luz fluorescente)
determinando la fraccion de aceite superficial a distintos tiempos (0, 7, 15, 25 y 37 dias), de

acuerdo con el método descrito en la seccion 111.8.3.
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111.9 Aplicacion de los encapsulados para el desarrollo de un producto carnico

enriquecido con AGPI n3

Se evaluo el efecto de la incorporacion de capsulas de polielectrolitos conteniendo aceite
de pescado en productos carnicos, como estrategia para el enriquecimiento y proteccion de
la fraccion de acidos grasos saludables. Con esta finalidad se prepararon hamburguesas a
base de carne vacuna cuya composicion se ajusto de acuerdo con lo establecido en el Codigo
Alimentario Argentino (CAA).

I11.9.1 Disefio y formulacion

Segun el Art. 330 del CAA, “Se entiende por Hamburgués o bife a la hamburguesa, al
producto elaborado con carne picada, sal, glutamato de sodio y acido ascérbico. Su contenido
de grasa no podra exceder el 20%. Agentes ligantes o extensores como almidon y soja, asi
como sales de nitrito y nitrato no estan autorizados como ingredientes este producto”. En
relacion a la adicion de &cidos grasos esenciales en el alimentos, el CAA (Capitulo 5, Res.
SPRel N° 161/2013 y SAGYP N° 213/2013, Res. GMC N° 01/12), establece que un alimento
adicionado en acidos grasos n3 serd FUENTE, cuando contenga al menos 300 mg de &cido
alfa-linolénico o al menos 40 mg de la suma de EPA y DHA por cada 100 g o por porcion, o
bien con ALTO CONTENIDO de acidos grasos n3 cuando contenga al menos 600 mg de
acido alfa-linolénico o al menos 80 mg de la suma de EPA y DHA por cada 100 g o por
porcion. Teniendo en cuenta estas especificaciones, se disefié un producto carnico dietético
y enriquecido a los efectos de cumplir con la denominacion de “hamburguesa con alto
contenido de AGPI n3”.

La preparacién de las hamburguesas enriquecidas con acidos grasos n3, se realizé en el
Laboratorio de Industrias Alimentarias Il de la Universidad Nacional del Chaco Austral
(Presidencia Rogue Saenz Pefia, Chaco, Argentina). Los productos se elaboraron en base a
carne vacuna (gluteus medius) con una combinacion de cortes de cerdo (tocino), aceite de
pescado (libre o encapsulado) y sal. El contenido graso total se estandarizd al 10% de la
formulacién cruda, por incorporacion de tocino de cerdo y aceite de pescado (libre o
encapsulado). La cantidad de aceite de pesado incorporado (libre o encapsulado) se ajusto

para que en el producto cocido, la suma de EPA+DHA sea superior a 80 mg/ producto b.h.,
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cumpliendo asi con los requisitos requeridos para la denominacion “alto contenido” de acidos
grasos n3. La cantidad necesaria de aceite de pescado se determin0 en un ensayo exploratorio
previo (datos no presentados) donde se evalud la retencion post coccion en las hamburguesas.
De esta manera, la cantidad de cépsulas a incorporar en la formulacion para que el aporte de
EPA y DHA sea uniforme entre los tratamientos, se basé en el contenido de aceite total
(encapsulado + superficial) y perfil lipidico de los encapsulados y en las pérdidas post
coccion de la hamburguesa.

La cantidad de cloruro de sodio se ajusto al 1,5%. Esta cantidad cumple con lo propuesto
en la ley 26.905 “Consumo de sodio - Valores Maximos”, la cual establece para el grupo de
chacinados frescos como las hamburguesas, que el maximo contenido de sodio permitido por
100 g del producto es de 850 mg, resultando un maximo de 2,16 g de sal de mesa (NacCl),
por cada 100 g de producto.

I11.9.2 Preparacion de las hamburguesas

Los tejidos musculares y adiposos se procesaron separadamente utilizandose para ello una
picadora de alimentos de laboratorio. La carne picada se mezclé con la sal y se la conservo
en condiciones de refrigeracion (4°C) un dia antes de la preparacion, a los efectos de
favorecer la extraccion y solubilidad de las proteinas miofibrilares.

Los sistemas se formularon ajustandose en casa caso, la proporcion de carne
(aproximadamente 90%), grasa (8,5 - 9%) y aceite (libre o encapsulado, entre 1- 1,5% de la
formulacién) de manera que todos los sistemas tuvieran el mismo contenido de grasa (10 %).
Los ingredientes se mezclaron y posteriormente se procedio al moldeo de hamburguesas de
aproximadamente 100 g en pacas de Petri de 10 cm de didmetro recubiertas internamente con
papel de aluminio como continente del producto. Las hamburguesas se envasaron al vacio en
films de permeabilidad media al vapor de agua (1,858 x107 g de agua dia® m™ Pal) y se
conservaron en condiciones de congelaron a -18 °C, hasta el momento de su coccién y/o

analisis.
I11.9.3 Coccidén

Las hamburguesas se cocinaron en horno eléctrico con circulacion forzada a 200 °C por

15 minutos. Estas condiciones resultaron suficiente para que la temperatura en el centro
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geométrico sea mayor que la temperatura de coagulacion de las proteinas miofibrilares
(aprox. 77°C). Las condiciones de coccion se establecieron en un ensayo previo y se

mantuvieron constante en todos los tratamientos.
I11.9.4 Caracterizacion fisicoquimica

Se realiz6 la determinacion del contenido de humedad, actividad acuosa y lipidos totales
de los productos formulados segun se detalla en secciones previas. La determinacion de
humedad se realiz6 por deshidratacion a 105°C, de acuerdo con el método 950.46. La
retencion de agua y grasas totales se calcularon como la diferencia entre la cantidad de agua
(o grasa) en los productos cocidos y crudos, y se expresd como porcentaje respecto del

contenido del producto crudo.
I11.9.5 Evaluacion de color y textura

La evaluacion _del color de las hamburguesas cocidas se realiz6 utilizando un

espectrofotdmetro segln se describe en la seccién 111.6.10. Previo a la determinacion, las
hamburguesas se procesaron moderadamente y se colocaron en placas de vidrio de igual
tamafio y transparencia. Por cada sistema se realizaron cinco lecturas en posiciones aleatorias
a los efectos de lograr una medida representativa.

Las caracteristicas texturales de las hamburguesas cocidas se evaluaron utilizando un

Texturometro CT3 (Brookfield, MA, USA) provisto con una celda de carga de 4,5 kg. Luego
de la coccion, las hamburguesas se enfriaron a 25°C y se cortaron con sacabocado cilindros
de 22 £0.6 mm de didmetro y 16 + 0.4 mm de altura, obteniéndose 5 unidades del perimetro
y del centro de cada hamburguesa. Las muestras se sometieron a una doble compresion con
una deformacion del 40% de la altura del producto, con un émbolo (TA4/100) de 38,1 mm
diametro, a una velocidad constante de 1 mm/min y tiempo de recuperacion de 10 s. A partir
del perfil de textura (APT) obtenido se obtuvieron los parametros de dureza, elasticidad,
gomosidad, masticabilidad, cohesividad, adhesividad y firmeza, del reporte emitido por el
software Texture Loader V1.0 (Brookfield, MA, USA).
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I11.9.6 Evaluacién del deterioro oxidativo

El deterioro oxidativo de los productos carnicos enriquecidos por efecto de la coccion y
durante el almacenamiento en condiciones de congelacion, se evalud determinando el valor
de perdxidos (VP) y valor de TBA siguiendo la metodologia descripta en las secciones
111.8.7.1 y 111.8.7.2. Los valores VP y TBA se determinaron en la fraccion lipidica extraida
por el método de Bligh and Dyer (Bligh y col., 1959) (seccion 111.8.7.1), empleando 10 g de
muestra, en presencia de un antioxidante sintético BHA (10 ul, 30% en etanol) para frenar la
reaccion de oxidacion. Las grasas extraidas se conservaron en viales herméticamente
cerrados y en atmosfera de nitrégeno a -18°C hasta el momento del analisis.

El estudio de la estabilidad oxidativa durante el almacenamiento en condiciones de
congelacién se realizd de acuerdo con un disefio escalonado simple, en que las muestras
crudas y congeladas (-18°C), se extrajeron a intervalos definidos de tiempo y se sometieron
acoccion (200°C, 15 min). Inmediatamente después de la coccion, se procedi6 a la extraccion
de la fraccién grasa segun lo descrito anteriormente. Adicionalmente se evaluo el perfil de

acidos grasos por GC-FID, siguiendo la metodologia descrita en 111.8.7.4.
111.10 Analisis de datos

La comparacion de medias entre dos grupos se realizd mediante la prueba T. La
comparacion de medias entre varios grupos se realizd por ANOVA de una via y
posteriormente se aplico el Test de Tukey para la comparacién mdltiple. En ambos casos, las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas para p<0,05 (intervalo de
confianza del 95%). Los analisis estadisticos y modelado de datos experimentales se
realizaron con el programa Prism v5.01 (Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
El andlisis multivariado de componentes principales se realizé utilizando el programa

Statgraphics Plus para Windows Version 4.0 (Manugistics Inc Rockville, MD).
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IV. RESULTADOS y DISCUSION

IV.1 Caracterizacion de la goma exudada de Prosopis alba empleada como material de

pared

En esta seccion, se describen las caracteristicas de la goma de P. alba en estado natural y
el efecto de distintos métodos de purificacion, para luego profundizar el estudio de aspectos
fisico-quimicos, estructurales, funcionales y toxicologicos. Estos resultados permitiran
evaluar el potencial tecnolégico de la goma como aditivo alimentario y, en particular,
concluir sobre la aplicabilidad la goma como componente de material de pared en sistemas

de encapsulacién por gelacién ionica, para la proteccion de acidos grasos poliinsaturados.
IV.1.1 Obtencion de la goma

Como se indicd en la seccion 111.3.1, los exudados de P. alba se recolectaron manualmente
de la corteza de arboles nativos y protegidos, ubicados en la zona central de la provincia de
Chaco, en el noreste argentino. La muestra incluyo exudaciones de cortes debidos a practicas
agricolas, asi como de grietas naturales sobre la corteza. En la Figura IV.1 se muestra el

aspecto de los exudados sobre la corteza de tronco y ramas de P. alba.

Figura 1V.1 Goma exudada de Prosopis alba en estado natural. (a, ¢ y d) Exudaciones
espontéaneas. (b) Exudacion inducida por dafios mecénicos.
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Durante la recoleccién se observo que los exudados son altamente solubles en agua. Si
bien esta propiedad es deseable para su empleo en sistemas acuosos (Porto y col., 2015),
representd una dificultad al momento de la recoleccion, ya que limité la obtencién del
material a periodos secos, debido a que la lluvia afecta la formacion y crecimiento de los
exudados. Otros investigadores también sefialaron que la cosecha de goma exudada por
especies botanicamente relacionadas (Prosopis spp.) en paises tropicales, es propicia en la
“estacion seca” donde la escasez de precipitaciones posibilita una recoleccién copiosa del
material (Clamens y col., 1998, Vernon-Carter y col., 2000).

En condiciones ambientales de baja humedad los exudados se deshidratan, se endurecen
y se adhieren fuertemente a la corteza, lo cual hizo necesario el uso de instrumentos
adecuados para lograr un desprendimiento cuidadoso del material, que no dafie el arbol, y
que permita su extraccion con la menor cantidad de restos de otros materiales, principalmente
corteza.

Las muestras recolectadas incluyeron piezas mas o menos redondeadas de tamafio variable
y fragmentos angulosos resultantes de su rotura. Los exudados eran translucidos, de color
ambar, que variaba desde un tono claro a un pardo oscuro, de consistencia sélida y de sabor
amargo, débilmente azucarado. En la Figura IV.2 se muestra la apariencia (morfologia, color

y translucidez) de la goma antes de su purificacion.

Figura IV.2 Goma exudada de Prosopis alba antes de la purificacion.

El contenido de agua de una muestra representativa de los exudados recolectados fue de
14,23 + 0,08 % b.s. y su aw de 0,612. En estas condiciones, se pudo almacenar la muestra

cruda sin riesgos de deterioro microbioldgico (Syamaladevi y col., 2010). Por otro lado, el
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contenido de materias inorganicas resultd 30 mg/g material b.s., y estuvo fuertemente
influenciado por la fraccion de material extrafio (corteza, polvo, arena, insectos, etc.), que a
su vez, dependi6 de los medios y condiciones de extraccion. Por tanto, una caracterizacion
exhaustiva de la composicion del material en estado natural (sin purificacion) carece de
sentido, haciéndose indispensable la remocion de la fraccion insoluble como etapa clave en

el proceso de acondicionamiento.
IV.1.2 Evaluacion del método de purificaciéon sobre la composicién general de la goma

Debido a que la composicion y las propiedades funcionales de las gomas son sensibles a
las condiciones de preparacion (Lopez-Franco y col., 2012), result6 interesante comparar el
efecto de distintos métodos de purificacion en base a los cambios en la composicion y en
ciertas propiedades fisicoquimicas que podrian afectar la funcionalidad del biomaterial. Para
ello, se adoptaron procedimientos cominmente aplicados a gomas exudadas.

Muchas gomas comercialmente disponibles, luego de ser recolectadas, son sometidas a un
minimo proceso de acondicionamiento. En el caso particular de la goma arabiga (Acacia
senegal, A. seyal), los exudados son cernidos y clasificados para separarlos de materiales
extrafios. Seguidamente, las piezas son trituradas hasta alcanzar el tamafio de particula
deseado (Islam y col., 1997). En ciertos casos, el proceso incluye la disolucion, filtracion o
centrifugacion y la deshidratacion por atomizacion (Verbeken y col., 2003).

En la investigacion de nuevas fuentes de gomas exudadas, el proceso de filtracion es el
mas empleado (Goycoolea y col., 1997). Otras variantes incluyen la dialisis o ultrafiltracion
(Lépez-Franco y col., 2012) o bien, la precipitacion en solventes de polaridad intermedia
(comunmente etanol), para separar las fracciones de goma insolubles en éste (Goycoolea y
col., 1995a).

En este trabajo, se evaluaron los métodos de filtracion (F), dialisis (D) y precipitacion (P)
sobre el perfil composicional y propiedades fisicoquimicas de la goma.

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos. Los analisis también se realizaron para
GA adquirida de Sigma (pureza>95%), a fin de comparar los resultados con la goma

comercial, actualmente mas utilizada.
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Tabla 1. Efecto del método de purificacion sobre la composicion y algunas propiedades
fisicoquimicas de la goma exudada de Prosopis alba. F-GAL (muestra clarificada por filtracion), D-
GAL (muestra filtrada y dializada), P-GAL (muestra obtenida por precipitacion con etanol) y GA

(goma arabiga).

F-GAL D-GAL P-GAL GA
Carbohidratos totales, % b.s.  61,62+0,09° 64,06+ 0,99®° 66,01 +1,05° 65,2+0,58°
Nitrogeno total, % b.s. 2,21 +0,05? 2,12+0,05¢ 1,90 +0,03 0,21 £ 0,01°
Proteinas (x 6,25), % b.s. 13,81+0,33° 13,26+0,34%° 11,85+0,17* 1,37+0,03°
Cenizas, % b.s. 2,78 £0,00° 2,29+0,02¢ 2,57 +0,01° 4,67 + 0,061
Na*, mg/g goma b.s. 0,88+ 1,272 0,53+ 1,102 0,65 = 0,022 3,96 +1,81°
K*, mg/g goma b.s. 5,30 +0,01¢ 0,50 £ 0,002 2,70 £ 0,00° 1,51 +0,01°
Ca?*, mg/g goma b.s. 4,61 + 0,022 4,56 +0,02¢2 4,86 +0,03" 8,84 £ 0,07°
Polifenclicos, 9,55+0,06°  588+0,16° 501+022° 1,76 +0,03¢
mg eq. AG/ g goma b.s.
Taninos, 210£0,02°  2,20£001° 214+0,04* 2,00+ 0,04°
mg eq. AT/g goma b.s.
Color, L* 83,55+0,37° 84,62+0,41° 83,00+0,35° 94,30+ 1,532
Color, a* 4,88 + 0,051 2,53 £ 0,05°¢ 1,57 +0,10° 1,30 £ 0,002
Color, b* 13,6 +0,12¢ 8,68 +0,05° 11,80+0,22¢ 7,53+0,10°
pH (sol. 5%) 4814001  4,85+0,03 511+0,01° 4,98 +0,01°
[0]?s580.3 46,46 +1,53* 40,67 +1,47° 40,72+1,65° -58,78 +0,60°

Valores promedios =*

desviacion estandar con diferentes

letras en la misma fila son

significativamente diferentes de acuerdo al analisis de la varianza (p<0,05).

Los carbohidratos fueron los componentes mayoritarios de la goma para los tres métodos

de purificacion estudiados y para GA. La extraccion selectiva de sustancias de bajo PM por

dialisis, condujo a un aumento relativo de los polisacaridos de mayor PM. De la misma

manera, la precipitacion de polisacaridos con solvente, condujo a un aumento relativo de los

mismos. Es importante sefialar que el método fenol-sulfurico, utilizado para la cuantificacion

de carbohidratos, podria presentar limitaciones, especialmente en aquellas muestras cuya

composicion difiera cualitativamente de la sustancia (glucosa) utilizada como estandar. Esta

limitacion fue reportada por Mecozzi (2005) quien observé que en presencia de fenol y en
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medios fuertemente acidos, muestras complejas compuestas por azucares neutros, acidos
urénicos y amino azucares presentan caracteristicas espectrales y maximos de absorcion
distintos al de la glucosa (méximo de absorcién a 485 nm), por lo que en estos casos, se
estaria subestimando el contenido de carbohidratos totales. Mecozzi indico que los espectros
de absorcion obtenidos por el método fenol-sulfurico, resultan del aporte individual de los
azlcares presentes en la composicion de muestras naturales. Los espectros de absorcion
(datos no mostrados) determinados para GAL, obtenida por cualquiera de los métodos de
purificacion estudiados, y para GA fueron similares, con un Gnico maximo de absorcion a
alrededor de 478 nm, lo cual indicaria que presentan una composicién de azucares similar.

El contenido de proteinas de GAL, independientemente del método de purificacion, fue
mucho mayor que el de GA, y mayor incluso que los valores reportados para gomas obtenidas
de otras especies de Prosopis (entre 2,1y 6,8 %) (Trejo-Espino y col., 2010, Alftrén y col.,
2012). El contenido de proteinas determinado para GA (1,37 % b.s) fue similar al
determinado por otros autores para goma arabiga comercial (entre 1y 3,73 % b.s.) (Mhinzi,
2002, Alftrén y col., 2012, Lopez-Torrez y col., 2015). Esta mayor proporcién de compuestos
proteicos en GAL podria tener un impacto importante sobre las propiedades funcionales de
la goma. Roméan-Guerrero y col. (2009) realizaron un fraccionamiento de la goma de
mezquite (GM) y encontraron que, la fraccién con un contenido intermedio de proteinas,
(16.29 % b.s.) presentd actividad superficial, con mayor viscosidad interfacial y mayor
moédulo eléstico que la goma sin fraccionar, resultando en mejores propiedades
emulsionantes.

La filtracion y la dialisis no mostraron diferencias significativas, lo cual sugiere que la
goma no contiene péptidos libres de bajo peso molecular (Lopez-Franco y col., 2012) o bien,
que se encuentran interactuando con polisacaridos que quedan retenidos luego de la dialisis.
La precipitacion con alcohol probablemente lleva a la pérdida de compuestos nitrogenados
solubles en etanol y por lo tanto condujo a un menor contenido de proteinas (11,85 % b.s.).

Las muestras de GAL presentaron un contenido de cenizas inferior al de GA (Tabla 1). El
contenido de materias inorganicas medido en GA resulto similar al reportado por Mihnzi
(2004) para A. senegal var. senegal (4,5 - 3,8%). Tanto la dialisis como la precipitacion
alcoholica condujeron a una reduccion en el contenido de materias inorgénicas. Esta

disminucion se observo para Na* y K*. No obstante, la concentracion de Ca?* no presento
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diferencias entre F-GAL y D-GAL, y evidencié un ligero aumento para P-GAL. Esto
confirma que GAL al igual que GM es una sal acida de Ca®* (Vernon-Carter y col., 2000) y
el cation precipita o se retiene junto a la porcion de polisacaridos de alto peso molecular.

En la muestra de F-GAL la abundancia de metales alcalinos y alcalinos térreos presento
la tendencia K* > Ca®* > Na*. Trabajos previos demostraron que el contenido de metales de
las gomas exudadas, deriva de los cationes de las sales de &cidos uronicos. En la mayoria de
los casos refleja la composicidn del suelo sobre el cual crece el arbol (Anderson y col., 1989a,
Abed EI Kader y col., 2003, Lelon y col., 2010) por lo que el perfil de cationes también
constituye una particularidad de este biomaterial.

El contenido de polifenoles totales se determind por el método de Folin-Cicolteau y se
expres6 como equivalentes de acido galico. En la Tabla 1 se observa que el contenido de
compuestos fendlicos de GAL fue mucho mayor que el determinado para GA, especialmente
en la muestra obtenida por filtracion. Con la dialisis se redujo un 40%, probablemente debido
a la pérdida de polifenoles libres (no glicosilados) de bajo peso molecular. Una reduccién
similar se observo en P-GAL y esto podria atribuirse a la extraccion de polifenoles solubles
en alcohol. Debido a la potencial actividad antioxidante de estos compuestos, una
disminucion en su contenido conduciria a la reduccién de una propiedad funcional de gran
interés para su aplicacion.

Tanto GAL como GA presentaron taninos en su composicién (Tabla 1). El contenido de
taninos de GAL resultd ligeramente afectado por los métodos de purificacion. Respecto de
la muestra filtrada, se observé una concentracién ligeramente mayor en la muestra purificada
por dialisis, probablemente debido a la retencion de taninos de alto peso molecular, o bien,
la existencia de taninos glicosilados a polisacaridos de alto peso molecular (Lopez-Franco y
col., 2012). Esto permitiria ademas explicar el aumento en la concentracion de taninos
observada en la fraccidn precipitada en alcohol- El contenido de taninos fue levemente mayor
en las muestras de GAL purificada por cualquiera de los métodos que en GA. El contenido
de taninos, determinado para GA, fue similar al reportado por Mihnzi (2004) para A. senegal
var. senegal el cual estuvo comprendido entre 2,8 — 5,2 mg/g de goma. La concentracion de
taninos en GAL fue menor que la determinada para goma exudada de Prosopis velutina (4,6
mg/g) (Goycoolea y col., 1997) y menor que la goma de Prosopis spp. (3,5 mg/g) (Lopez-
Franco y col., 2012).
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El contenido de taninos en muestras de gomas exudadas se relaciona con diversos aspectos
negativos de calidad (coloracion, toxicidad, adulteracion, purificacion deficiente, etc.). La
presencia de taninos en gomas se ha considerado un riesgo para la salud (Lépez-Franco y
col., 2012), habiéndose relacionado a la aparicion de efectos mutagénicos (Goycoolea y col.,
1997). Esta situacion limité la aprobacidn de la GM como aditivo alimentario GRAS a nivel
mundial (Vernon-Carter y col., 2000). Sin embargo, la ingesta directa de GM por pueblos
originarios de Sonora, México no registra antecedentes de toxicidad (Goycooleay col., 1997,
Vernon-Carter y col., 2000), habiéndose aprobado la GM para usos alimenticios por la
Secretaria de Bienestar de ese pais (Vernon-Carter y col., 2000). En este sentido, GAL
filtrada presenté menor concentracion de taninos que GM, lo cual contribuye a considerar su
inocuidad, indicando que la filtracion fue un método adecuado para el acondicionamiento de
la goma.

En forma complementaria al estudio de la composicion quimica de la goma, se realizaron
determinaciones de color empleando un fotocolorimetro. En la Tabla 1 se muestran los
pardmetros de cromaticidad L*, a* y b* de las muestras purificadas.

Las muestras purificadas de GAL presentaron valores similares de L*, no obstante, se
encontraron diferencias en los parametros a* y b*. La dilisis y precipitacion, condujeron a
una reduccién en el grado de rojo y de amarillo, indicando la eliminacion de sustancias
coloreadas de bajo peso molecular (Figura 111.1), o bien la extraccién de pigmentos solubles
en el solvente organico. En ambos casos, los cambios en el color puede relacionarse con la
disminucion observada en el contenido de polifendlicos (Tabla 1), cuyo efecto en la
coloracion ha sido ampliamente documentado (Fennema, 2010).

En comparacion con GA, las muestras purificadas de GAL presentaron una menor
luminosidad (L*), mayor grado de rojo (a*) y mayor grado de amarillo (b*),
correspondiéndose con la percepcion visual de un color pardo intenso. Esta caracteristica
también fue reportada para GM (Vernon-Carter y col., 2000). Distintos autores sefialaron que
la coloracion de GM es el principal motivo por el cual se la considera un sustituto de GA de
inferior calidad (Goycoolea y col., 1997, Vernon-Carter y col., 2000, Lépez-Franco y col.,
2012). Sin embargo, otros autores reportaron que esta caracteristica podria tener especiales
ventajas cuando se utilice a la goma como material encapsulante, ya que podria actuar como

filtro de luz (Vernon-Carter y col., 1996, Jimenez-Aguilar y col., 2011, Vasile y col., 2015).
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Soluciones al 5% p/v de gomas purificadas (Tabla 1), exhibieron valores de pH
ligeramente &cidos y esto podria ser atribuido al contenido de acidos urénicos naturalmente
presente en las gomas exudadas (LOpez-Franco, et al., 2012). El valor de pH resulto
levemente afectado por el método de purificacion y, similar en promedio, al valor
determinado para GA. El pH de la solucion de GA estuvo en el rango de los valores
informados por Mihnzi (2004) para A. senegal var. senegal (4,84 a 5,01).

La rotacién Optica ha sido utilizada para evaluar la identidad de gomas exudadas y como
un pardmetro de clasificacion dentro del marco regulatorio (Biswas y col., 2000). Al igual
gue para otras gomas exudadas de Prosopis, las gomas resultantes de la purificacion de GAL
presentaron actividad dextrorotatoria (Anderson y col., 1989a) contrariamente a la actividad
Optica medida para GA. La rotacion Optica especifica medida para GA fue similar a la
reportada por Mihnzi (2004) para la goma de A. senegal var. senegal (-55). Respecto de la
muestra filtrada, la dialisis y precipitacion en alcohol, condujeron a una reduccién en el
contenido de sustancias dextrorotatorias resultando F-GAL>P-GAL>D-GAL, de mayor a
menor desviacion dextrorotatoria. Lépez-Franco y col. (2012), trabajando con gomas de
Prosopis spp., observaron que el contenido de polisacaridos ejerce un efecto predominante
sobre el valor de rotacion Optica, el cual fue dependiente del método de purificacion
empleado.

A partir de los resultados presentados en la Tabla 1, se concluyé que la filtracion seria el
proceso de purificacion mas conveniente ya que se obtiene una goma con un balance
adecuado de proteinas/carbohidratos (Roman-Guerrero y col., 2009) y con una mayor
retencion de compuestos bioactivos (polifenoles, taninos, etc.) de interés por su actividad
antioxidante, entre otras. La retencion de estos compuestos seria critica para el uso de lagoma
como material de pared en la proteccion de acidos grasos sensibles a la oxidacion.

El proceso de dialisis no produjo cambios significativos en los componentes mayoritarios
(polisacaridos y proteinas) de la goma, y al igual que la precipitacion en alcohol, redujo el
contenido de polifenoles respecto de la filtracion. La filtracion es ademas, un método
sencillo, no tiene requerimientos tecnoldgicos especificos (como membranas especiales), no

requiere el uso de solventes y es facil de escalar a nivel industrial.
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1V.1.3 Composicion y estructura de GAL

Una vez definido el método de filtracion como el mas conveniente, se completd la
caracterizacion quimica y estructural de la goma exudada de P. alba (GAL) y se la compar6
con la goma arébiga (GA) por su importancia académica y tecnolégica. Conocer la estructura
de materiales complejos como los hidrocoloides, es importante para poder comprender y
predecir sus propiedades. La caracterizacion, empleando diversos enfoques y técnicas y la
combinacién de los mismos, permite la obtencién de datos complementarios. Cada técnica
contribuye a la caracterizacion de los componentes a través de informacién de diferente
naturaleza. En esta parte del trabajo, se determin6 la composicion de monosacaridos
mediante cromatografia gaseosa (GC-FID), el contenido de 4&cidos urdnicos por
espectroscopia UV-vis, y se complemento esta informacion con la obtenida por resonancia
magnética nuclear (RMN) y espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

1V.1.3.1 Determinacién de monosacaridos neutros

El analisis de la composicion de monosacaridos constituye uno de los aspectos mas
importantes en la quimica estructural de los polisacaridos. En la Figura 1VV.3 se muestran los
cromatogramas obtenidos por GC-FID, de los alditoles peracetilados de los monosacéridos
componentes obtenidos a partir de la goma exudada de Prosopis alba (Figura IV.3 B) y goma
arabiga (Figura IV.3 C).

Se observd que ambas gomas estan compuestas principalmente por arabinosa y galactosa,
aunque en proporciones diferentes. GAL presentd arabinosa (71%) y galactosa (25%) como
monosacaridos mayoritarios, mientras que GA presento arabinosa (50%), galactosa (44%) y
en menor proporcion rhamnosa (3%).

Esta proporcion de monosacaridos neutros se informé como una caracteristica de las
gomas exudadas de la familia de las Gummiferae, las cuales se han reportado compuestas
principalmente por arabinosa (41 -22 %), galactosa (53 - 32%) y rhamnosa (1- 3%) (Biswas
y col., 2000, Williams y col., 2009, Lopez-Torrez y col., 2015).
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Figura V.3 Cromatogramas obtenidos para acetatos de alditoles de azUcares. Estandar (A). GAL
(B). GA (C). Rha: rhamnosa, Ara: arabinosa, Man: manosa, Gal: galactosa, Glc: glucosa.

De acuerdo con la clasificacion propuesta por Doco y col. (2007), GAL y GA podrian ser
denominados como “polisacaridos ricos en arabinosa y galactosa” (PRAG).

La relacion arabinosa:galactosa en GAL (2,85:1) fue superior a la reportada para los
exudados de Prosopis juliflora (2,0:1) (Vernon-Carter y col., 2000), Prosopis leavigata
(0,93:1) (Orozco-Villafuerte y col., 2003) y Prosopis spp. (0,5:1) (Roman-Guerrero y col.,
2009). Esto se ha relacionado con particularidades de la fuente botanica, la edad de los
arboles productores, las condiciones climaticas y las caracteristicas el suelo, que de acuerdo
con Al-Assaf y col. (2005) ejercen notable influencia sobre la composicion de azucares de

las gomas exudadas.
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La composicion de monosacaridos permitio distinguir el exudado de P. alba de otras
especies de Prosopis (GM) y de GA, lo cual podria relacionarse con propiedades funcionales
y aplicaciones diferentes.

1V.1.3.2 Determinacién de acidos urénicos

GAL presentd un menor contenido de acidos uronicos (14,93 * 0,64 %) respecto de GA
(21,42 £ 0,77 %). El contenido de &cidos uronicos de GAL resulté comparable a los
reportados para GM, los cuales estuvieron comprendidos entre 16,2 % y 23,27 % (Orozco-
Villafuerte y col., 2003, Roman-Guerrero y col., 2009). Por otro lado, el contenido de &cidos
urénicos de GA estuvo comprendido en el rango reportado por Biswas y col. (2000) para
goma de Acacia seyal, el cual vario entre 13 y 24 %.

Los &cidos urénicos son componentes naturales en gomas exudadas encontrandose como
sales de Mg, K y Ca (Montenegro y col., 2012). De acuerdo con Lopez-Franco y col. (2012),
la proporcidn de acidos uronicos en GAL y GA, resulto coherente con el contenido materias
inorgénicas, presentando GA la mayor concentracion de cenizas obtenidas por calcinacion
(Tabla 1). A pesar de su mayor contenido en &cidos urénicos, GA presentd un pH
relativamente mayor (4,98) que GAL (4,81), lo cual podria indicar que en solucién acuosa,
el grado de disociacion es ligeramente menor (Beristain y col., 1996). El grado de disociacién
de los grupos —-COOQOH a lo largo de la cadena del polimero podria tener importantes efectos

en sus propiedades funcionales (seccion IV.1.5).
IV.1.3.3 Resonancia magnética nuclear *Hy 3C

Como complemento al analisis de composicién de las gomas, se utilizé espectroscopia de
RMN para elucidar caracteristicas estructurales de GAL, tomando como referencia los datos
reportados para GA. En la Figura V.4 se muestran los espectros de resonancia magnetica
nuclear 'H de GA y GAL.
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Figura 1V.4 Espectros RMN 'H de goma arabiga (GA) y de goma exudada de Prosopis alba
(GAL).

Los espectros protdnicos permitieron observar la existencia de sefiales comunes entre GA
y GAL, como asi también, evidenciaron una mayor complejidad en el espectro
correspondiente a GAL, especialmente en la region anomérica (4,9 - 5,7 ppm).

A fin de profundizar el conocimiento de la estructura de los polisacaridos, se registraron
los espectros bidimensionales HSQC H 3C para GA (Figura IV.5 A) y GAL (Figura IV.5
B). Teniendo en cuenta la composicion en monosacaridos y datos de bibliografia, fue posible
la asignacidn de las sefiales correspondientes a la region anomérica de los espectros.

En GA (Figura IV.5 A), la sefial a 6 5,27/109,5 se atribuye a unidades de a-L-Araf
sustituida en posicion 3 (Mclintyre y col., 1996, Grein y col., 2013), mientras que la
correlacion a & 4,51/102,7 corresponderia a B-GlcpA (Mclntyre y col., 1996, Delgobo y col.,
1999). La otra sefial principal, a 6 5,14/99,77, es atribuible a unidades de a-Galp (Sims y
col., 2003, Grein y col., 2013). En el espectro se observa ademas una sefial menos intensa a
6 4,75/100,64 consistente con la presencia de residuos de a-Rhap (Mcintyre y col., 1996).
Las sefiales mencionadas hasta este momento coinciden con los monosacaridos componentes

de este polisacarido. Adicionalmente se observa un conjunto de tres correlaciones menores,
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poco intensas, a & 5,16-5,31/97,21-97,75 cuyos desplazamientos quimicos no coinciden con

los informados habitualmente para goma arabiga.
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Figura I'V.5 Espectros bidimensionales HSQC *H 1*C para goma arabiga, GA (A) y goma exudada
de Prosopis alba, GAL (B).
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El espectro HSQC *H, *C registrado para GAL (Figura V.5 B) present6 una sefial
principal a 4 5,33/99,79 que podria corresponder a unidades de a-Galp 0 a-GIcpA (Sims 'y
col., 2003, Grein y col., 2013). Se observan resonancias menores a 6 5,38/109,31 y
4,90/100,26, asignadas a a-L-Araf y a-Rhap. Resta por identificar una correlacion intensa a
6 5,21-5,60/97,18-97,76, con desplazamientos similares a una sefial minoritaria observada en
el espectro de GA. Teniendo en cuenta que GAL tiene 67,4% molar de arabinosa y que sélo
se identifico una sefial menor para este monosacarido, es de esperar que esta sefial principal
corresponda a residuos de Ara. Estos valores de desplazamientos quimicos no son usuales en
polisacaridos exudados de plantas superiores, aunque recientemente se informo un (1—3)-
B-L-arabinano sulfatado del alga verde Codium vermilara, cuyo producto de desulfatacion
presenta una sefial anomerica a 6 5,13/97,0 (Fernandez y col., 2013).

Para completar y confirmar la estructura del polisacarido GAL seria necesario llevar a
cabo un analisis estructural méas profundo, que incluya estudios de reduccién de los acidos
urénicos, metilacion e hidrolisis a fin de correlacionar las unidades repetitivas con las

resonancias observadas en los espectros RMN.
IV.1.3.4 Espectroscopia FTIR

Con el fin de establecer las diferencias y similitudes en la estructura quimica de GAL y
GA, se realizaron estudios por FTIR (Figura IV.6). El estudio se realizé con las gomas en
estado deshidratado para evitar las interferencias del agua (Lopez-Torrez y col., 2015). Los
espectros infrarrojo obtenidos para ambas gomas mostraron una banda ancha centrada a 3300
cm* debido al estiramiento de los grupos —OH, atribuibles a la presencia de monosacaridos
con —OH libres (Quintanilha y col., 2014). Las bandas de absorcién para grupos amino
primarios (3400-3500 cm™) y secundarios (3310-3350 cm™?) de las fracciones proteicas,
podrian no ser claramente diferenciadas debido a que esas bandas quedarian inmersas dentro
de la amplia banda de absorcion de estiramiento de —OH (Roque y col., 2009). Una banda
aguda atribuible al estiramiento de los grupos —CH se observo a 2944 cm™y a 2947 cm™!

para GA y GAL, respectivamente.
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Figura V.6 Espectro FTIR de la goma exudada de Prosopis alba (GAL) en comparacion con la
goma arabiga (GA).

Los grupos carboxilatos de &cidos urdnicos, presentan un estiramiento asimétrico de —
C=0 a 1616 cm™ con una banda de estiramiento simétrico mas débil a 1423 cm™ (Singh y
col., 2011). Para GA, la banda de estiramiento asimétrico de —C=0 se observo a 1617 cm™,
mientras que para GAL se observd a 1632 cm™, lo cual concuerda con los resultados
reportados por Tiwari y col. (2008). Finalmente, ambas muestras presentaron una banda mas
débil a 1415 cm™ confirmando la presencia de funciones carboxilicas.

Los espectros FTIR de ambas gomas presentaron bandas caracteristicas en la region de
1700-1200 cm™ que podrian atribuirse a las proteinas. En los espectros FTIR de proteinas,
las vibraciones de los grupos amida I y 1l aparecen en las proximidades de 1650 cm ™ty 1550
cm?! respectivamente (Lopez-Torrez y col., 2015). Las bandas debidas a la presencia de
grupos amida | se observaron a 1660 cm™y 1655 cm ™ para GA y GAL, respectivamente.
Por el contrario, s6lo en GAL se observé una banda centrada a 1544 cm ™ la cual podria ser
asignada al grupo amida II.

Tanto en GA como en GAL, se observaron las bandas de estiramiento de —OH a

aproximadamente 1360 cm™?, también reportadas para GA (Quintanilha y col., 2014). En
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ambas muestras se observo una banda a 1292 cm™ la cual corresponderia a los estiramientos
C-N (Tiwari y col., 2008). Los picos observados a 1038 cmy a 1025 cm ten GAL, podrian
atribuirse a la flexién de O-H de acuerdo con Singh y Singh (2011).

La region del infrarrojo comprendida en la region de longitudes de onda entre 1200 y 800
cm es la denominada huella digital de los carbohidratos. Su interpretacion es mas compleja
debido a que las bandas de absorcion dan informacion sobre las vibraciones de estiramiento
de las cadenas principales y laterales de los azlcares. En esta region, los espectros de GAL
y GA presentaron numerosas similitudes con los reportados para gomas de otras especies de
Acacia (Lopez-Torrez y col., 2015).

Finalmente, a bajos nimeros de onda, los espectros mostraron la regién anomérica
caracteristica, donde las bandas en las proximidades de 920 y 880 cm™* podrian ser atribuidas
a los enlaces B-glucosidicos presentes en las unidades de galactopiranosa en ambas gomas
(Kacurakova y col., 2000).

Los espectros de GA y GAL presentaron numerosas bandas comunes que podrian ser
relacionadas con caracteristicas especificas de su compleja estructura. El analisis de FTIR
contribuyd a sostener que ambas gomas comparten una naturaleza quimica comin aunque la

proporcion de sus componentes en términos de carbohidratos y proteinas, sea diferentes.
IV.1.4 Evaluacion de la toxicidad in vivo de GAL

La aprobacion de un aditivo para uso alimentario requiere como prerrequisito clave, la
evidencia de que dicha sustancia ha sido sometida a un estudio adecuado de toxicidad (Abed
El Kader y col., 2003). Los criterios para la evaluacion toxicoldgica de aditivos alimentarios,
requieren cominmente el empleo de animales experimentales de laboratorio y la
examinacion de la apariencia fisica, comportamiento, tasa de crecimiento, consumo de
alimento y estudios histopatolégicos (von Miiller y col., 2009).

Dado el potencial aprovechamiento de la goma exudada de Prosopis alba como aditivo
alimentario, se realiz6 un estudio preliminar de toxicidad in vivo. El ensayo se realiz6 como
se detalla en la seccion 111.6.16, usando ratones Wistar macho a los que se les evaluaron
parametros fisioldgicos y conductuales luego de administrarles una solucion de GAL por
intubacion intragastrica. El seguimiento se realizé durante 14 dias, con el objeto de evaluar

reversibilidad, persistencia, o aparicion de toxicidad a lo largo del tiempo.
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En forma complementaria se realizo un estudio histopatologico de los érganos del aparato
digestivo (higado, rifidn e intestino). Estos estudios se realizaron bajo la direccion de la Dra.
Miriam Virgolini del Instituto de Farmacologia Experimental de la Universidad de Cordoba
(UNC-CONICET).

IV.1.4.1 Seguimiento de parametros fisioldgicos y conductuales

Para verificar la uniformidad entre los individuos en estudio, se monitore6 el consumo de
alimento, ingesta de liquido y aumento de peso corporal de los ratones del grupo experimental
(GE) y control (GC), durante seis dias previo a la administracion de la goma. Ademaés se
registr6 el consumo de alimento y la ingesta de liquido tres horas después de la
administracion. Los indicadores fisiologicos mostraron una variacion similar en ambos
grupos durante el periodo previo a la administracion. EI consumo de alimento e ingesta de
liquido tres horas despues de la administracion, no mostrd diferencias significativas entre los
grupos, indicando que la administracion de GAL no indujo cambios apreciables en el
comportamiento de los animales.

Estos resultados se correspondieron con la observacion de aspectos morfoldgicos externos
de los animales en estudio, los cuales no presentaron anormalidades en piel, ojos ni en
membranas mucosas. Asi mismo, tampoco se observaron diferencias en las secreciones y
excreciones (lagrimeo y deposiciones) ni cambios en el ritmo de respiracién, posturas, ni
movimientos estereotipados (movimientos repetitivos) o extrafios (automutilacion o
excitabilidad).

En la Figura I1V.7 se muestra la actividad locomotora medida en cuentas de actividad
(unidad registrada por el software acoplado al actografo), antes y después de una Unica
administracion de GAL (grupo experimental, GE) o de agua destilada (grupo control, GC) a
los roedores.

El registro de la actividad basal, 30 minutos previos a la administracién, mostré una
reduccidn en la locomocidn, lo cual podria explicarse en términos de la habituacién de los
animales al nuevo ambiente (actografo). A partir de la administracion, se observo un ligero
incremento en la movilidad debido al estrés que sufren los animales como consecuencia del
procedimiento de intubacion. A pesar de ello, no se observaron diferencias en las tendencias
de locomocién de ambos grupos durante el resto de la prueba.
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Figura IV.7 Actividad locomotora medida en cuentas de actividad, 30 minutos antes y 90 minutos
después de la administracion intragastrica de GAL (grupo experimental, m) o de agua destilada (grupo
control, o) a los roedores.

Para poder evaluar reversibilidad o aparicion de toxicidad, se siguio la evolucién del
consumo de alimento e ingesta de liquido durante los 14 dias posteriores a la administracion
de la goma. Las Figura IV.8 A y B, muestran la evolucion del consumo de alimento e ingesta

de liquido en el periodo previo y posterior a la administracion.
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Figura 1.8 Consumo de alimento (a) e ingesta de liquido (b) determinada antes y después de la
administracion intragastrica de GAL (grupo experimental, m) o de agua destilada (grupo control, o)
a los roedores.

La variacion en la cantidad de alimento y de liquido consumidos no presenté cambios
apreciables atribuibles a la administracion de GAL (realizada como Unica dosis el dia 7),
evidenciando que la ingesta de la goma no condujo a la aparicion de signos toxicoldgicos

adversos en el periodo de tiempo estudiado.
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En forma similar, se registro la variacion de pesos antes y después de la administracion

intragéstrica (Figura 1V.9).
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Figura 1V.9 Peso corporal determinado antes y después de una Unica administracion intragastrica
de GAL (grupo experimental, m) o de agua destilada (grupo control, o) a los roedores.

En ambos grupos, la tendencia observada en el aumento de peso corporal fue similar, no
observandose cambios asociados a la ingesta de GAL. Si bien el grupo control presentd pesos
ligeramente superiores al momento de inicio, esta tendencia se mantuvo durante el ensayo,
resultando independiente de la dosis de goma.

Durante los 14 dias posteriores a la administracion con GAL, no se observaron signos de
toxicidad entre los animales en estudio. Los individuos de ambos grupos se mostraron activos
y saludables. Estos resultados son coherentes con la observacion de las caracteristicas
morfoldgicas de los animales de cada grupo, efectuados en el mismo periodo de tiempo, por
la cual no se demostraron diferencias en el aspecto fisico de piel, ojos, y membranas mucosas.
Tampoco se observaron secreciones ni excreciones atipicas, respiracion o posturas anormales
ni movimientos estereotipados y/o repetitivos.

La Figura 1V.10 muestra la actividad locomotora en término del nimero de cuentas de
actividad efectuado en actografo al dia 14. La actividad conductual a los 14 dias posteriores
a la administracion de la goma presentdé un comportamiento similar al observado al dia 7,
registrandose una reduccion de la locomocion durante los 30 primeros minutos tras haber

sido colocados en el actdgrafo.
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Figura 1V.10 Actividad locomotora medida en cuentas de actividad, a los 14 dias de la
administracion intragastrica de GAL (grupo experimental, m) o de agua destilada (grupo control, o)
a los roedores.

Luego, se observd un incremento en la actividad que podria atribuirse a la habituacion de
los animales al nuevo ambiente. Si bien se observo una actividad locomotora ligeramente
mayor en GE en ciertos puntos, en ambos grupos la actividad locomotora fue similar hacia
el final del ensayo.

1V.1.4.2 Estudios histopatoldgicos de 6rganos del sistema digestivo

En la necropsia no se observaron lesiones patoldgicas generales en los drganos
examinados (higado, rifién e intestino), ni cambios en el peso (absoluto o relativo) de los
mismos, asociados a la administracion de GAL a los roedores.

Las Figura IV.11, Figura 1V.12 y Figura 1V.13 muestran las micrografias de las
preparaciones histoldgicas correspondientes a higado, rifidbn e intestino delgado,
respectivamente, obtenidas para el grupo experimental y control inmediatamente después de
la administracion y a los 14 dias post-tratamiento.

El estudio de los tejidos hepaticos y renales constituye un aspecto clave debido a su
importancia de estos 6rganos en los procesos desintoxicantes (von Miiller y col., 2009).

La Figura 1V.11 muestra que la estructura hepética se conservo en los distintos grupos
estudiados. No se observaron alteraciones de la estructura lobulillar, ni dilatacion de los vasos
capilares sinusoides, venas o arterias. Tampoco, se observd incremento en tejido conectivo

ni infiltrado linfocitario.
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3) Luego de la administracidn b) 14 dias post-tratamiento

Control
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Figura 1V.11 Micrografia de cortes de higado de ratones Wistar inmediatamente después de la
administracion intragéstrica de GAL (grupo experimental, GE) o de agua destilada (Control) y a los
14 dias post-tratamiento. Las muestras se tifieron con hematoxilina-eosina y se observaron en
microscopio a una magnificacion de 10X y 20X.

3) Luego de la administracion

Control
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Figura 1V.12 Micrografia de cortes de rifion de ratones Wistar inmediatamente después de la
administracion intragéstrica de GAL (grupo experimental, GE) o de agua destilada (Control) y a los

14 dias post-tratamiento. Las muestras se tifieron con hematoxilina-eosina y se observaron en
microscopio a una magnificacion de 10X y 20X.
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Figura 1V.13 Micrografia de cortes de intestino de ratones Wistar inmediatamente después de la
administracion intragastrica de GAL (grupo experimental, GE) o de agua destilada (Control) y a los
14 dias post-tratamiento. Las muestras se tifieron con hematoxilina-eosina y se observaron en
microscopio a una magnificacion de 10X y 20X.

La estructura renal (zona cortical y medular) (Figura 1V.12) del grupo tratado se conservo
igual al grupo control en el periodo estudiado, no se observaron alteraciones en la superficie
renal, como tampoco en la distribucién ni en la morfologia de glomérulos de la region cortical
para el grupo administrado con GAL. Tampoco se observaron tubulos renales dilatados,
incremento de tejido conectivo o infiltrado linfocitario.

Las micrografias de intestino delgado (Figura 1V.13), muestran que no hubo alteraciones
en la distribucion estructural de las capas de los tejidos intestinales (mucosa, submucosa,
muscular y serosa), ni presencia de infiltrado linfocitario en la submucosa, muscular y serosa.
Asi mismo, los leucocitos de los tejidos conectivos laxos de las ldminas propias de la mucosa
resultaron normales. Del mismo modo, el epitelio de revestimiento y la chapa estriada no
presentaron diferencias entre los tratamientos.

En resumen, la evaluacion microscopica de los tejidos estudiados no reveld lesiones
inusuales o patrones de distribucidn que podrian sugerir un efecto de la exposicion a GAL en
la dieta.

Otros autores evaluaron la toxicidad de GM (Vernon-Carter y col., 2000) y goma brea
(GB) (von Muller y col., 2009) realizando estudios de toxicidad oral in vivo en condiciones

similares a las estudiadas en este trabajo y concluyeron que estas gomas serian también

96



Resultados y discusion

inocuas. Vernon-Carter y col. (2000) realizaron también un estudio de toxicidad oral aguda
con GM en ratas y observaron que la goma no afecté el crecimiento, desarrollo ni
supervivencia de los roedores. También observaron que GM no indujo ningln tipo de
mutagenicidad ni actividad carcinogénica. Por su parte, von Miller y col (2009), evaluaron
la toxicidad subcrénica de GB y encontraron que la curva de crecimiento no presentd
diferencias respecto del control y que los estudios hematoldgicos e histopatoldgicos no
evidenciaron anormalidades.

Los resultados de los estudios de toxicidad oral in vivo advierten que la goma exudada de
Prosopis alba purificada por filtracion, no produjo efectos toxicoldgicos adversos,
manifestados en parametros fisiologicos, morfologicos, conductuales e histologicos en el
grupo de animales estudiados, no observandose aparicion de toxicidad incluso a los 14 dias
de ingestion. De acuerdo con Schmitt y col. (2008), como no se observaron signos tdxicos ni
mortalidad, podria decirse que el valor de LD50 (dosis letal media) para GAL es superior a
1000 mg/kg de peso corporal (dosis utilizada en este estudio).

Estos resultados constituyen un invaluable antecedente sobre la inocuidad de este
biomaterial que advierten y contribuyen a considerar su potencial utilizacion como aditivo
en sistemas alimentarios de consumo humano, como asi también sustentan su posible

introduccidon en el Codigo Alimentario Argentino.
IV.1.5 Evaluacion de las propiedades funcionales de GAL en comparacién con GA

Por propiedad funcional o “funcionalidad” de un componente alimentario, se entiende a
la habilidad de interactuar con otros componentes e impartir propiedades deseables al sistema
(Li y col.,, 2016). En esta seccion, se estudiaron distintas propiedades funcionales
(propiedades de hidratacion, reologicas, emulsionantes, estabilizantes, interfaciales,
térmicas, capacidad antioxidante y antimicrobiana) de GAL, en sistemas modelo, con el fin
de complementar los estudios de composicion y estructura presentados en la seccion 1V.1.3.
Con fines comparativos, algunas de estas determinaciones se realizaron simultdneamente
para GA, utilizada como referencia. De esta manera se realiz6 una amplia caracterizacion de

GAL, que resulta atil para evaluar el potencial tecnoldgico de la goma.
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En particular, en el marco de esta tesis se prestd especial atencidn a aquellas propiedades
que pudieran estar relacionadas con la aplicacién de GAL como material de pared en sistemas
de encapsulacién (seccion 111.5).

IV.1.5.1 Propiedades de interaccion con el solvente

Muchas de las propiedades funcionales de gomas y otros hidrocoloides que determinan su
aplicacion en sistemas alimentarios, estan relacionadas con su capacidad de interaccion con
el agua (Beristain y col., 1996). Una primera aproximacion al estudio de las propiedades
funcionales de la gomas implica evaluar su habilidad para adsorber humedad, hidratarse y
solubilizarse (Pilosof y col., 1985).

La higroscopicidad de polvos alimentarios describe la tendencia del material a absorber
agua del ambiente en un entorno de humedad relativa conocida (Cai y col., 2000). Aplicado
al estudio de gomas, la determinacion de la higroscopicidad brinda informacién sobre la
composicion y estructura los biopolimeros (Torres y col., 2012). Con fines comparativos, se
liofilizaron muestras de GAL y GA, y la determinacion se realiz6 sobre muestras liofilizadas
que fueron expuestas durante siete dias en un ambiente de 75 % HR a 25°C.

Luego de la humidificacion el contenido de agua de GAL fue de 83,99 + 3,15 g agua/100
g de goma b.s., mucho menor que el de GA, que alcanzo un valor de 188,3 £ 2,68 g agua/100
g de goma b.s.. La mayor proporcion de &cidos urdnicos determinados experimentalmente
para GA, podria contribuir en alguna medida a la mayor higroscopicidad de GA. Torres y
col. (2012) evaluaron la higroscopicidad de gomas comerciales y reportaron que aquellas con
mayor proporcion de grupos ioénicos o acidos, presentaron la mayor higroscopicidad, debido
a la alta polaridad de estos grupos funcionales.

Por otro lado, el mayor contenido de materias inorganicas presentes en GA (Tabla 1),
también podria ejercer un efecto importante. Las sales afectan en gran medida las
interacciones solido-agua, aumentando la higroscopicidad en los sistemas deshidratados
(Mazzobre y col., 2001). Debido a la importancia de los fendmenos de sorcion de agua sobre
la estabilidad de hidrocoloides y polimeros en general, y su impacto en las propiedades fisicas
de los sistemas de encapsulacion (Pérez-Alonso y col., 2006a), seran tratadas con mayor

profundidad en el apartado 1V.1.5.5.
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Por otro lado, la capacidad de rehidratacion es una propiedad importante en el
procesamiento de alimentos ya que gran parte de los ingredientes o alimentos deshidratados
se deben rehidratar antes de ser utilizados o consumidos (Ortega-Rivas y col., 2006). Para
alcanzar la maxima funcionalidad, los hidrocoloides deben previamente dispersarse
completamente en agua (Williams, 2008). La velocidad de rehidratacion puede influir en el
orden en que se incorporan los ingredientes secos e indicar ademas si el ingrediente necesita
o0 no rehidratarse previo a su utilizacion (Pilosof y col., 1985).

En la Figura 1V.14 se muestran las curvas de la absorcion de agua obtenidas para GAL y
GA a 25°C segun se describe en la seccién 111.6.17.2. Las curvas se ajustaron con el modelo
propuesto por Pilosoff y col. (1985), ampliamente utilizado para describir la cinética de
absorcion de agua de diversos materiales alimentarios tales como almidones, proteinas

vegetales y animales.
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Figura 1V.14 Cinética de absorcion de agua de la goma exudada de Prosopis alba (GAL)
comparada con la cinética de absorcion de la goma arabiga (GA). Los simbolos representan el
promedio de los valores experimentales y las lineas corresponden al ajuste segun la ecuacion
propuesta por Pilosoff y col. (1983).

El modelo de Pilosoff y col. (1985) resultd adecuado para describir los datos
experimentales obtenidos tanto para GAL como para GA. En la Tabla 2 se detallan los
valores de ajuste para los parametros del modelo. Ambas gomas presentaron un
comportamiento similar caracterizado por una rapida absorcién de agua a tiempos cortos,

seguida de una desaceleracion hasta alcanzar una situacion de equilibrio. Esto
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indica que ambos so6lidos son quimicamente estables en presencia del solvente, ya que la

disolucion es prevenida por interacciones intermoleculares (Pilosof y col., 1985).

Tabla 2. Parametros de ajuste al modelo de Pilosoff y col. (1985) empleado para describir la
cinética de absorcién de agua de la goma exudada de Prosopis alba (GAL) y goma arébiga (GA).

GAL GA
Q, % agua b.s. 17,99+ 0,83 12,89 + 0,65°
B, min 2,28 £0,322 6,03 +0,63"
(OB)?, (% agua b.s. min)* 0,024 0,013
R? 0,950 0,983

Valores promedios * desviacion estandar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba T (p<0,05).

La capacidad de absorcién de agua en el equilibrio representada por el valor de Q fue
mayor para GAL que para GA, como se observa claramente en las curvas de la Figura 1V.14.
Los parametros cinéticos reflejan ademas que GAL requiere menos tiempo para alcanzar Q/2
(menor B) y por lo tanto, presentd un valor mayor de la constante de velocidad de absorcion
de agua (mayor (QB)™?) que GA.

Beristain y col. (1996) reportaron que GM presentd mayor capacidad y velocidad de
absorcidn de agua que GA, y explicaron este resultado, en términos del mayor contenido de
acido glucuronico en GM y su respectiva concentracién de contra iones asociados, que
induciria una mayor presion osmética aumentando la velocidad y capacidad de absorcion de
agua. Sin embargo, como se observé en la seccion 1V.1.3.2, GA presentd una mayor
proporcioén de acidos uronicos (21,42 = 0,77 %) que GAL (14,93 +0,64 %), lo cual indicaria
gue no so6lo es importante la proporcion, sino también el grado de ionizacién de los grupos
acidos en contacto con el solvente (Beristain y col., 1996). Por lo cual, la mayor absorcién
de agua de GAL podria atribuirse a un mayor grado de ionizacion de sus grupos carboxilicos.
Esta observacion se corresponde con los resultados obtenidos al comparar el pH de
soluciones de GAL y GA (5 % p/v) donde el valor pH de soluciones de GAL fue menor que

el de GA, a pesar de su menor concentracion de acidos uronicos.
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La solubilidad en agua es una de las caracteristicas mas deseables de las gomas debido a
que la funcionalidad de estos materiales depende en gran medida de su capacidad de
interactuar con el solvente (Porto y col., 2015). La mayor parte de las gomas no se disuelve
en agua a concentraciones superiores al 5% debido a sus altas viscosidades. Sin embargo la
goma arabiga es altamente soluble pudiendo alcanzar concentraciones incluso superiores al
50 %. Esta caracteristica, entre otras, llevd a considerarla Gnica entre los hidrocoloides
naturales (Nussinovitch, 2009). La solubilidad en agua determinada en este trabajo para GAL
fue de 88% y para GA de 95%.

La solubilidad de un hidrocoloide depende de numerosos factores entre los que se
encuentran la distribucion de grupos hidréfilos (Fernandez, 2003) y el tamafio molecular
(Porto y col., 2015), entre otros. GAL y GA presentaron una alta solubilidad (>85%), y esto
indicaria la presencia de grupos hidréfilos (hidroxilos, carboxilos, aminas, etc.) a lo largo de
la estructura de ambos biopolimeros suficientes para favorecer la solvatacion (Fernandez,
2003). La solubilidad entre GAL y GA también podria relacionarse con el tamafio molecular
de sus constituyentes. Porto y col. (2015) evaluaron el efecto de la aplicaciéon de altas
presiones en el tamafio molecular sobre la solubilidad de la goma del arbol de anacardo
(Anacardium occidentale L.). Estos autores encontraron que al aumentar la intensidad del
tratamiento, se produjo una disminucion del tamafio molecular del biopolimero y aumento la
solubilidad de la goma. En este sentido, GA presentaria especies moleculares de menor
tamafio en comparacion con GAL. A su vez, Porto y col. (2015) observaron que al disminuir
el PM, también disminuye la capacidad de hinchamiento y absorcion de agua, lo cual se
corresponde con los resultados obtenidos de absorcion de agua para GA en la Figura 1V.14.

El estudio de las propiedades de interaccion con el solvente, permitié demostrar que GAL
presenta propiedades similares a GA. La facilidad de rehidratacion y adecuada solubilidad
habilita al uso de GAL en sistemas acuosos en que podria actuar como modificador del flujo

y/o agente emulsionante, lo cual amplia sus posibilidades de uso.
IV.1.5.2 Propiedades reoldgicas de dispersiones acuosas

Ciertas gomas son Utiles como agentes espesantes y gelificantes en diversos alimentos (Li
y col., 2016). Otras gomas tienen la ventaja de poder dispersarse a altas concentraciones

manteniendo viscosidades bajas, como es el caso de la goma ardbiga y de la goma estudiada
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en esta tesis. Los estudios reoldgicos permiten obtener informacion acerca de la estructura
quimica y peso molecular del polimero, asi como de las interacciones con el disolvente y
otras moléculas presentes. En esta seccion se estudiaron las propiedades reoldgicas de GAL
en comparacion con GA en dispersiones diluidas, medias y concentradas con el fin de lograr
una vision global del comportamiento reologico de la goma en estudio y una mejor

interpretacion de sus caracteristicas moleculares.
IV.1.5.2.1 Comportamiento reoldgico de dispersiones diluidas

El estudio del comportamiento reolégico de soluciones diluidas de hidrocoloides,
proporciona informacion Gtil sobre sus caracteristicas estructurales y conformacionales en
términos de su viscosidad intrinseca [n]. La viscosidad intrinseca se ha utilizado ampliamente
en el analisis de las relaciones estructura-propiedad, los efectos del entorno y la estabilidad
de los polimeros en solucién (Sibaja-Hernéndez, et al., 2015). La viscosidad intrinseca se
define como el valor limite de la viscosidad especifica cuando la concentracion del polimero
tiende a cero y puede atribuirse su valor al volumen que ocupa un gramo del polimero a
dilucion infinita (Williams, 2008). El procedimiento cominmente usado para determinar la
viscosidad intrinseca consiste en determinar la viscosidad reducida (o inherente) para
diferentes concentraciones de polimero. Se utiliza un medio isoiénico a bajas
concentraciones de NaCl, donde los polielectrolitos se comportan como polimeros neutros,
previniendo las interacciones intermoleculares (Frollini y col., 1995). Seguidamente, se
representan los datos utilizando las ecuaciones de Huggins y Kraemer (seccién 111.6.18.1) y
se calcula el valor a concentracion cero. Para poder realizar el calculo de viscosidad
intrinseca, fue necesario medir previamente la densidad de las suspensiones de GAL y GA
en la solucion de NaCl estudiada (0,1 M). Los resultados se muestran en la Figura IV.15 para
GAL y GA a distintas concentraciones de NacCl.

La variacion de la densidad de las suspensiones en funcién de la concentracion de los
hidrocoloides, presenté un comportamiento lineal tanto para GAL (R?=0,998), como para
GA (R?=0,998). Las pendientes no presentaron diferencias significativas (p>0,05),
pudiéndose indicar como funcién caracteristica para ambos biopolimeros
y=0,0035x+1,0019.
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Las Figura 1V.16 muestran la variacion de las viscosidades reducidas e inherentes para
GAL (Figura IV.16 A) y para GA (Figura V.16 B) en funcion de la concentracion.
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Figura V.15 Variacion de la densidad de soluciones de la goma exudada de la goma exudada de
Prosopis alba (GAL) (m) en comparacion con la goma arabiga (GA) (e). Simbolos: datos
experimentales, linea: modelo de regresién lineal.
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Figura V.16 Evaluacion de la viscosidad intrinseca de GAL (A) y GA (B) en soluciones acuosas
de NaCl 0,1M a 25 °C, a partir de extrapolar nred Y Minh @ cONcentracion cero. Los simbolos representan
el promedio de los valores experimentales y las lineas al ajuste segun el modelo de Huggins y Kramer.
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Para ambas gomas fue posible obtener el valor de viscosidad intrinseca [n] a partir de la
extrapolacion lineal de los valores de nred (0 Minn) @ dilucion infinita (C~0 g/L). La viscosidad
intrinseca obtenida para GAL fue 1,77-102 + 0,03-102 L/g, ligeramente superior al valor
determinado para GA (1,59-102 + 0,03-1072 L/g). Este valor fue similar a los reportados
previamente para otras gomas de Acacia, los cuales variaron entre 1,77-102 y 1,8-102 L/g
(Gbmez-Diaz y col., 2008, Lopez-Franco y col., 2012).

La [n] de GAL fue significativamente mayor que las informadas para otras especies de
Prosopis (como GM) las cuales variaron entre 0,83-102 y 0,99-102 L/g (Goycoolea y col.,
1995b, Lopez-Franco y col., 2012). Asumiendo que la viscosidad intrinseca se relaciona
directamente con el volumen hidrodindmico ocupado por una macromolécula promedio y
con el peso molecular promedio (Rao, 2010), la mayor [n] obtenida para GAL, podria indicar
que GAL presenta especies moleculares de mayor tamafio que las reportadas para otras

especies de Prosopis, sugiriendo una estructura mas similar a la de GA.
IV.1.5.2.2 Comportamiento reoldgico de dispersiones de concentracion media

En la Figura V.17 se muestran las curvas de flujo en estado estacionario obtenidas para
GAL y GA, a 25 °C. No se observé dependencia del comportamiento de flujo con el tiempo
(tixotropia) para ninguna de las gomas (dato no mostrado).Los datos experimentales de
esfuerzo de corte vs velocidad de deformacion se ajustaron al modelo de Ostwald-de Waele
(ley de la potencia). En la Tabla 3 se muestran los parametros obtenidos a partir de la
regresion no lineal. Los coeficientes de correlacion (R?) resultaron mayores a 0,99 en todas
las muestras, indicando que este modelo describe adecuadamente los datos experimentales
en el rango de velocidades deformacion examinado. Los valores de indice de flujo (n)
obtenidos para GAL indican cierto grado de pseudoplasticidad, independientemente de la
concentracion (Tabla 3). Sibaja-Hernandez y col. (2015) encontraron resultados similares
para las gomas exudadas de Acacia cochliacantha y A. farnesiana cuyos indices de flujo,
0,16 y 0,69 respectivamente, resultaron independientes de la concentracion a 5 y 20% p/v.
Los indices de flujo obtenidos para GA fueron cercanos a 1, lo cual indicaria un

comportamiento tipo newtoniano para esta goma, especialmente a la mayor concentracion.
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Resultados similares reportaron Li y col. (2009) quienes observaron que a mayores

concentraciones de GA disminuye el efecto de adelgazamiento por cizalla.
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Figura 1V.17 Curvas de flujo obtenidas para la goma exudada de Prosopis alba (GAL) y para
goma arabiga (GA) a distintas concentraciones: (A) 5 % plv, (B) 10 % p/v y (C) 20% p/v. Los
simbolos corresponden a los valores experimentales promedio y las lineas al ajuste segin el modelo
de Ostwald -de Waele.
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Tabla 3. Pardametros del modelo de Ostwald-de Waele obtenidos para la goma exudada de
Prosopis alba (GAL) y para goma arabiga (GA) a distintas concentraciones. n: indice de flujo, K:
indice de consistencia.

GAL GA
C n K (Pa5s) n K (Pas)
5%p/v 0,863+0,00 0,040+0,00 0,911+0,02 0,029+0,00

10% p/v 0,846 +0,01 0,089+0,00 0,911+0,01 0,061 +0,00
20% p/v 0,897+0,01 0,261+0,01 1,013+0,01 0,164 0,00

El mayor grado de pseudoplasticidad de GAL respecto a GA, podria atribuirse a la
presencia de polimeros con menor grado de ramificacion, o bien, a una mayor proporcion de
fracciones lineales (Thompson y col., 2000). Cuanto menor es el grado de ramificacion, las
moléculas pueden solaparse, favoreciéndose la formacion de agregados (Li y col., 2009). Al
aumentar la deformacion, estos agregados podrian disociarse en entidades mas pequefias,
disminuyendo asi la viscosidad hasta alcanzar un valor constante, siendo el comportamiento
newtoniano a grandes velocidades de deformacion. En la Figura 1V.18 se muestra la
variacion de la viscosidad aparente con la velocidad de deformacion para ambas gomas a

diferentes concentraciones.
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Figura V.18 Variacion de la viscosidad aparente en funcion de la velocidad de deformacion para
la goma exudada de Prosopis alba (GAL) (m) en comparacion con la goma arabiga (GA) (e), a
distintas concentraciones.
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Para ambas gomas se observd que la viscosidad disminuye con la velocidad de
deformacion y aumenta con el contenido de sélidos. El aumento de viscosidad fue atribuido
por distintos autores a una mayor tendencia de las moléculas a interactuar a mayores
concentraciones del polimero (Maskan y col., 2000).

Las dispersiones de GAL presentaron viscosidades aparentes mayores que GA a todas las
concentraciones evaluadas. Se sabe que la viscosidad depende de la estructura quimica del
polimero, de las interacciones con el disolvente y del peso molecular (Fernandez, 2003). En
este sentido, las mayores viscosidades de GAL podrian atribuirse a un mayor peso molecular
promedio de esta goma, que por interaccion con el solvente conduce a un mayor volumen
hidrodinamico. Estos resultados son consistentes con los datos obtenidos de viscosidad
intrinseca (Figura 1V.16). A su vez, en el caso particular de polielectrolitos como GAL y GA,
el volumen hidrodinamico depende ademas del nimero y distribucion de grupos iénicos en
la cadena del polimero. Un mayor grado de ionizacion expande las cadenas por repulsién
electrostatica, aumentando el volumen hidrodindmico y por tanto incrementando la
viscosidad. En los estudios de interaccién con el solvente, presentados en la seccién 1V.1.5.1,
la mayor capacidad de absorcion de agua de GAL también se relacioné con un mayor grado
de ionizacién de esta goma respecto a GA.

Por otro lado, los valores de indice de consistencia, resultaron entre 30 y 40% mayores
que los determinados para GA y aumentaron, en ambos casos, con la concentracion de goma.
El indice de consistencia determinado para GAL a 5% fue comparable con los reportados
previamente para otras gomas exudadas a la misma concentracién, los cuales variaron entre
0,01y 0,09 Pas (Sibaja-Hernandez y col., 2015). Si bien se observa un mayor efecto de GAL
sobre el indice de consistencia, los valores son bajos en comparacion con otros hidrocoloides
(ej. gomas de semilla) y muestran que GAL, como la goma ardbiga, permite obtener
soluciones poco viscosas aln a altas concentraciones de goma. Esta propiedad de las gomas
exudadas no se observa para gomas obtenidas de semillas. Asi por ejemplo, el valor de K
para suspensiones al 1% de goma tara (obtenida del endospermo de la semilla de Caesalpinia
spinosa) es de 5,9 Pa s (Wu y col., 2015), aproximadamente 23 veces mas grande que
suspensiones al 20% de GAL. Suspensiones de goma espina corona (obtenida de la semilla
de Gleditsia amorphoides) al 5% presentan un K (0,409 Pa s) (Perduca y col., 2013) casi 10

veces mayor que suspensiones de GAL a la misma concentracion.
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La posibilidad de generar soluciones concentradas de baja viscosidad resulta
especialmente interesante en diversas aplicaciones, tales como el uso de gomas como agente
encapsulante en sistemas secados por atomizacion (Nussinovitch, 2009).

La evaluacion de las propiedades reologicas de dispersiones de concentracion media de
GAL y GA permitio observar ligeras diferencias entre ambos biopolimeros. Se comprob6
que GAL exhibe un comportamiento de flujo pseudoplastico con viscosidades aparentes
relativamente bajas a concentraciones de hasta 20%. Los datos aqui expuestos resultan de
gran interés para diversas aplicaciones en que la seleccion de GAL como aditivo se determine
por criterios reoldgicos. Asi mismo, provee informacion til para calculos en operaciones de

transporte de fluidos, extraccién, filtrado y dimensionamiento de bombas.
IV.1.5.2.3 Comportamiento reoldgico de dispersiones concentradas

Se evalu6 el comportamiento reoldgico de soluciones concentradas de GAL y GA (40%
p/v) mediante ensayos dindmicos oscilatorios a 25°C. En la Figura V.19 se muestran los
espectros mecanicos obtenidos para para GAL (Figura 1V.19 A) y GA (Figura V.19 B), para
un esfuerzo de 0,1 Pa, comprendido en el rango de viscoelasticidad lineal (datos no
mostrados).

Las soluciones de GAL y GA (40% p/v) presentaron un comportamiento tipico de
sistemas poliméricos (Qian y col., 2011). El flujo viscoso (modulo de pérdida, G™") se
mantuvo por encima de la respuesta elastica (médulo de almacenamiento, G”) en el rango de
frecuencias estudiado. GA mostré un comportamiento predominantemente Viscoso
principalmente a bajas frecuencias, mientras que en GAL el valor de G™* fue levemente
superior al de G” lo cual sugiere que, a igual concentracion, GAL tendria un mayor caracter
solido que GA (Wu y col., 2015).

Ambos modulos presentaron un aumento mas pronunciado a partir de 1 Hz, y tendencia a
entrecruzarse a valores de frecuencia cercanos a 10 Hz. Resultados similares encontraron
otros autores para la goma exudada del duraznero, donde el entrecruzamiento ocurrié también
a 10 Hz para soluciones al 6% (Qian y col., 2011). A partir del punto de cruce la solucién se
comportaria como un gel, con predominio del mddulo elastico. La viscosidad dinamica
compleja (n*) para GA fue practicamente independiente de la frecuencia indicando un

comportamiento de tipo newtoniano (Goycoolea y col., 1995b), mientras que para GAL
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disminuyé marcadamente con la frecuencia, confirmando su comportamiento
pseudopléstico. Las diferencias observadas en el comportamiento reoldgico de GAL respecto

de GA podrian atribuirse a diferencias en la arquitectura molecular de estos polimeros.
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Figura 1V.19 Espectros mecanicos de soluciones concentradas (40% p/v) de goma exudada de
Prosopis alba (A) y goma arabiga (B). Modulo de pérdida, G** (m), modulo de almacenamiento,
G’ (), viscosidad dinamica compleja, N* (A).

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos a grandes y pequefias deformaciones
indican que GAL comparte caracteristicas reoldgicas con GA. Resulta de especial
importancia que GAL, al igual que GA, tienen baja capacidad viscosante, incluso a
concentraciones mayores que 20% p/v, con indices de consistencia mucho menores que
gomas de semilla. Esto contribuye a considerar que GAL podria usarse como sustituto de GA
en ciertas aplicaciones.

Los resultados expuestos en esta seccidn contribuyen al conocimiento del comportamiento
reoldgico de GAL, el cual es de gran importancia en la evaluacion global de sus propiedades

funcionales para futuras aplicaciones.
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IV.1.5.3 Propiedades emulsionantes

Aungque comunmente se relaciona a los hidrocoloides con su capacidad espesante y
gelificante, ciertas gomas anfifilicas presentan ademas la capacidad de adsorberse a la
interfase aceite-agua y formar membranas interfaciales que previenen o retardan los
fendmenos de desestabilizacion de emulsiones (Dickinson, 2003). Dentro de los
hidrocoloides, la goma arabiga es un agente emulsionante de referencia (Li y col., 2016).

El estudio de la capacidad emulsionante de un cierto ingrediente implica conocer su poder
emulsionante, es decir su capacidad para favorecer la formacion de particulas o gotas
pequefias, y su capacidad para estabilizar la emulsion, postergando aquellos fendmenos que
conducen a su desestabilizacion (Pilosof y col., 2000).

En esta seccion se estudiaron para GAL y GA propiedades interfaciales (tension y médulo
de dilatacion interfacial) y la estabilidad de emulsiones o/w a través de la evaluacion del
tamafo de particula, indice de polidispersidad, potencial Z e indice de cremado. Se emple6

aceite comercial de pescado, de interés por su alto contenido de acidos grasos poliinsaturados.
IV.1.5.3.1 Actividad y reologia interfacial

La actividad interfacial de GAL y GA se caracteriz6 midiendo la tensién interfacial en un
tensidmetro de gota. Los estudios se realizaron usando el aceite comercial, sin purificacion
previa, para evaluar asi el comportamiento de la goma en la emulsion real, que se utilizara
luego como material a estabilizar por encapsulacion (seccion 1V.2).

Inicialmente, se midié la tension interfacial del aceite de pescado (24 mN/m) en ausencia
de goma, observandose una ligera disminucién de este valor en el tiempo de medicién (datos
no mostrados). Probablemente esto se deba a la presencia de moléculas superficialmente
activas en el aceite (antioxidantes, etc.). La Figura 1V.20 muestra la evolucion en el tiempo
de la tension dinamica interfacial determinada para distintas concentraciones de las gomas
(2'y 5%).

Como tendencia general, se observa una disminucion de los valores de ¢ durante los
primeros 600 s que luego tienden a valores asintoticos tanto para GAL como para GA a las
concentraciones estudiadas. La cinética de la disminucion inicial de ¢ se relaciond con el

grado de difusion y adsorcion del emulsificante a la interfase (Pizones Ruiz-Henestrosa y
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col., 2014). Luego ocurre una disminucion gradual cuando las moléculas adsorbidas tienden
a alcanzar un estado de cuasi-equilibrio que puede considerarse cuando los valores de ¢ no
cambian en més de 0,1 mN / m en 30 min (Seta y col., 2014). La disminucién de ¢ con el
tiempo se relacion6 también con la concentracion y con cambios conformacionales de las
moléculas en la interfase (Graham y col., 1979, MacRitchie, 1989, Dickinson, 2011, Pizones

Ruiz-Henestrosa y col., 2014).
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Figura IV.20 Efecto de la concentracion de gomas sobre la tension dinamica interfacial, ¢ de los
films interfaciales de GAL y GA adsorbidos a la interfase o/w en funcién del tiempo. GAL 2% ()
y 5% (H); GA 2% (O) y 5 % (@®).

Un emulsionante eficaz debe adsorberse rapidamente a la interfase para reducir asi la
tension interfacial y prevenir la coalescencia de las gotas (Dickinson, 2009). La adsorcion de
un emulsificante hidrofilico a la interfase o/w ocurre a través de diferentes pasos que afectan
la medicion de o: inicialmente, las moléculas difunden de la solucidn acuosa a la interfase,
donde interactua con la fase oleosa y experimenta una reorganizacion estructural (Babak y
col., 2005, Martinez y col., 2009, Lopez-Franco y col., 2012).

La Figura IV.20 muestra que se alcanzaron menores valores de ¢ en el periodo analizado
cuando se usé GAL, lo cual indica una mejor actividad interfacial en los distintos estadios,
en comparacion con GA. La capacidad para reducir o se relacioné tanto con la composicion
(presencia de grupos hidrofobicos capaces de promover la difusion de las moléculas de goma
a la interfase o/w, carga neta superficial de las moléculas superficialmente activas) asi como

con el PM vy la conformacion molecular que éstas adoptan una vez que han alcanzado la
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interfase (Vernon-Carter y col., 2000, Lopez-Franco y col., 2012). También puede observarse
en la Figura 1VV.20 que GAL redujo los valores de o mas rapidamente que GA. Esto puede
explicarse considerando una mayor proporcion de fracciones proteicas hidrofébicas y una
estructura mas flexible de GAL, que le confiere una mejor actividad interfacial en
comparacion con GA (Dickinson, 2003, Roman-Guerrero y col., 2009).

Se sabe que mejores propiedades interfaciales afectan el tamarfio de gota de la emulsion,
permitiendo la formacion de emulsiones o/w con menor tamafio de gota (Mahfoudhi y col.,
2014). La mayor afinidad de GAL por la interfase o/w comparada con GA indica que se
requiere menor cantidad de material para estabilizar la emulsion.

En relacion al efecto de la concentracion de goma sobre el comportamiento interfacial de
GAL y GA, se observé en ambos casos, que los valores o disminuyeron con el aumento de
concentracion (Figura 1V.20). La mayor disminucién se observé al aumentar la
concentracion de GA, mientras que para GAL el aumento de concentracion sélo produjo una
ligera disminucién, lo cual indica que el film interfacial formado por GAL probablemente
alcanzd la saturacion a las concentraciones estudiadas (Mobius y col., 1998, Beverung y col.,
1999). Esto resulta positivo ya que se lograria un mismo efecto con menor cantidad de
material.

Las propiedades dilatacionales de los films interfaciales también se evaluaron usando un
tensiometro de gota, con el fin de comprender mejor el efecto de las gomas en la capa de
adsorcion. Estas propiedades son muy importantes ya que afectan en gran medida la
estabilidad de los sistemas coloidales, tales como emulsiones o/w (Dickinson, 2001, Wilde y
col., 2004, Dickinson, 2009). La Figura IV.21 muestra el médulo de dilatacion interfacial (E)
de los films de GAL y GA adsorbidos a la interfase o/w en funcion del tiempo de formada la
gota y a distintas concentraciones de goma. Los valores de E fueron muy similares a los
valores de elasticidad dilatacional y ambos a su vez, mucho mayores que los valores de
viscosidad dilatacional, obtenidos del mismo ensayo (datos no mostrados), lo cual indica un

comportamiento viscoelastico dominante de los films (Ruiz-Henestrosa y col., 2008).
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Figura 1V.21 Efecto de la concentracion de gomas sobre el modulo dilatacional interfacial, E de
los films interfaciales de GAL y GA adsorbidos a la interfase o/w como funcién del tiempo,
resultantes del ensayo de la gota colgante. GAL 2% (1) y 5% (H); GA 2% (O) y 5 % (@).

La Figura 1V.21 muestra el valor del modulo dilatacional interfacial (E) para ambas
gomas, en el periodo de tiempo estudiado, cuyo valor se relaciona con la adsorcion de
moléculas activas en la interfase o/w, las interacciones que establecen entre ellas y con los
cambios conformacionales (Graham vy col., 1979, Damodaran y col., 1988, A. Bos y col.,
2001). Cuando se comparan los valores de E para los films interfaciales de GAL y GA, se
observan mayores valores para GAL, lo cual sugiere la formacion de una red intermolecular
en la interfase mas fuerte, con caracteristicas similares a las de un solido (Pizones Ruiz-

Henestrosa, et al., 2014). La Figura 1V.21 también muestra la influencia de la concentracion

de las gomas sobre la elasticidad interfacial. Los valores de E practicamente no variaron con
la concentracion de goma, lo cual podria indicar que las interacciones entre las moléculas

adsorbidas pueden resultar casi similares.
IV.1.5.3.2 Determinacién del tamafio de particula e indice de polidispersidad

La Figura IV.22 muestra la distribucion de tamafo de gota en volumen de emulsiones
conteniendo 2% de GAL (A) o GA (B) luego de la preparacion y durante el almacenamiento
por 48 h a 25°C.
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Figura 1V.22 Curvas de distribucion de tamafio de volumen de emulsiones de aceite de pescado
estabilizadas con 2% de goma exudada de Prosopis alba (A) o goma arabiga (B), luego de la
preparacion (o) y durante el almacenamiento a 25°C a (@) 1 h, (A) 2 h, (k) 24 hy (<) 48 h.

La distribucion del tamafio de gota de emulsiones estabilizadas con GAL mostro luego de
la preparacion (Figura V.22 A) una distribucion monomodal con un pico amplio desde 0,7

a 60 um. No se observaron cambios apreciables de la distribucion durante el almacenamiento,
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excepto para el ultimo tiempo evaluado donde se observo un segundo pico correspondiente
a gotas de mayor tamafio (100 - 200 um). La distribucién de tamafio de gota de emulsiones
estabilizadas con GA (Figura 1V.22 B) luego de la preparacion fue similar a la observada en
presencia de GAL, con un pico amplio en el mismo rango y un tamafio de gota medio
alrededor de 13 um, lo cual muestra que la capacidad emulsionante de ambas gomas es
similar. Sin embargo, es importante sefialar que durante el almacenamiento la distribucién
de tamario de gota de las emulsiones que contenian GA se desplazd ligeramente hacia valores
de tamafio mayores (variando entre 0,1 a 200 pm). Asumiendo que el incremento en el
tamanio de gota es un indicador de una menor habilidad de la goma para estabilizar una cierta
area superficial. Por tanto, GAL pareceria tener mejor poder emulsionante que GA. Las
propiedades emulsionantes de GA se atribuyeron en gran medida a una pequefia fraccién rica
en proteinas (Randall y col., 1988). Del mismo modo, podria relacionarse la capacidad
emulsionantes de GAL principalmente a su contenido de proteinas (Tabla 1), el cual fue
significativamente mayor que el determinado para GA.

En las Figura 1VV.23 y Figura IV.24 se muestran el didmetro D43 y los valores del indice
de polidispersidad, respectivamente, ambos relacionados con procesos de desestabilizacion,

para emulsiones conteniendo GAL o GA en distintas concentraciones.
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Figura 1V.23 Diametro D43 calculado a partir de las distribuciones de tamafio para emulsiones
estabilizadas con 2 0 5% de GAL o GA durante el almacenamiento a 25°C.
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Figura 1V.24 indice de polidispersidad calculado a partir de las distribuciones de tamafio para
emulsiones estabilizadas con 2 0 5% de GAL o GA durante el almacenamiento a 25°C.

Tanto para GAL como para GA, el D43 fue menor cuanto mayor fue la concentracion del
biopolimero (5 %) indicando que una mayor concentracion del hidrocoloide favorece la
formacion de gotas méas pequefias durante el proceso de emulsificacion. Esto podria
relacionarse con una difusion y absorcion mas rapida de las moléculas a la interfase, lo cual
se corresponde con los menores valores de ¢ observados a las mayores concentraciones de
goma (Figura 1V.20).

El didmetro Da 3 para las emulsiones estabilizadas con 2 y 5% de GAL (Figura 1V.23) se
mantuvo practicamente sin cambios durante el almacenamiento a 25°C. Por el contrario, se
observo que el diametro D43 de las emulsiones estabilizadas con 2 % de GA incremento
marcadamente durante el almacenamiento alcanzando valores superiores a los obtenidos para
GAL. Estos resultados estan de acuerdo con la distribucion de tamafio de gota observada para
la emulsion de GA al 2% (Figura 1V.22 B), donde se observé un aumento significativo en el
tamafo promedio de la gota para las emulsiones almacenadas (1 a 48 h).

El didmetro D3> de ambas gomas se mantuvo en el rango de 5 y 8 um, siendo menores
para mayores concentraciones de goma. Se sabe que diferencias mayores entre D32y Da3
son indicativas de una mayor tendencia a la desestabilizacion (Gu y col., 2005). En este
sentido, es importante sefialar que las emulsiones estabilizadas con GA presentaron mayores

diferencias en estos diametros respecto de las emulsiones preparadas con GAL.
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El indice de polidispersidad también mostré valores mayores para las emulsiones que
contenian GA (Figura IV.23), y por lo tanto mayor tendencia a la desestabilizacion. Mayores
valores de Dasz e indice de polidispersidad promueven los fendmenos de cremado y
floculacion en las emulsiones (Camino y col., 2011). Los menores tamafios en la distribucion
de volumen de gota (Figura IV.20) como asi también del D43 e indice de polidispersidad
durante el almacenamiento de las emulsiones que contenian GAL, estan de acuerdo con los
mayores valores de E obtenidos en los estudios de reologia interfacial (Figura 1V.21) en
comparacion con GA. Un mayor valor de E sugiere la presencia de interacciones mas fuertes
entre las moléculas de GAL en el film interfacial, lo cual resulta de gran importancia en la

formulacién de emulsiones estables (Wilde, 2000).
IV.1.5.3.3 Potencial Z

Los valores de potencial Z determinados para las emulsiones inmediatamente después de

la preparacion se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Potencial Z de emulsiones conteniendo 2 y 5% de la goma exudada de Prosopis alba
(GAL) y goma arabiga (GA).
GAL GA
2% 5% 2% 5%

Potencial Z (mV) -43,50+ 0,79° -45,85+ 0,35 -41,20+ 1,13° -36,10+ 0,28?

Valores promedios * desviacion estandar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo al anlisis de la varianza (p<0,05).

El valor absoluto del potencial Z resulto diferente para todas las emulsiones y éste presento
el siguiente orden: 5% GAL > 2% GAL > 2% GA > 5% GA. Todas las emulsiones
presentaron valores de potencial Z menores que -30 mV, y esto podria indicar que la
repulsion electrostatica entre las gotas es suficiente para superar las interacciones atractivas
gota-gota y contribuir de esa manera a la estabilizacion de las emulsiones (Guzey &
McClements, 2007).

Sin embargo, el valor absoluto del potencial Z para las emulsiones de GAL fue
significativamente mayor que para las emulsiones estabilizadas con GA, contribuyendo asi a
una mayor estabilidad del sistema. Esta caracteristica observada en las emulsiones

estabilizadas con GAL puede ser atribuida a la presencia de una alta proporcion de grupos
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hidroxilo y carboxilo distribuidos en la estructura molecular. De esta manera, el polimero
cargado y adsorbido sobre las gotas de aceite, les confiriere su misma carga e inhibe la
agregacion de particulas por repulsion (estabilizacion electrostatica). De esta manera, la
combinacion de un alto peso molecular, una apropiada relacion carbohidrato/proteina (Tabla
1) y una carga predominantemente negativa, conducen a que las emulsiones preparadas con

GAL, presenten una mejor estabilidad (Sibaja-Hernandez, et al., 2015).
IV.1.5.3.4 Estudio de la estabilidad de las emulsiones al cremado

La estabilidad de las emulsiones conteniendo GAL o GA se evalu6 también en términos
de la capacidad de las gomas para evitar el cremado, proceso que refleja la tendencia a la
separacion de fases en condiciones normales, no aceleradas. La estabilidad frente al cremado
de los sistemas conteniendo GAL y GA se evalu6 a 25°C midiendo la altura de la emulsién
diluida inferior, en funcion del tiempo como se detalla en la seccién 111.7.4 y se expres6 como
indice de cremado (IC). Este valor esta relacionado con el grado de agregacion de las gotas
de aceite en la emulsion (Ye y col., 2006). La Figura V.25 muestra la variacién del I1C para
emulsiones estabilizadas con 2 y 5% de GAL y GA durante el almacenamiento a 25°C.

En todas las emulsiones estudiadas se observa que la separacion de fases comenz6
inmediatamente después de su preparacion. Las emulsiones conteniendo GA presentaron
valores de IC maés altos que GAL durante las primeras 4 h de almacenamiento, a cualquiera
de las concentraciones estudiadas. Luego, se observé un comportamiento similar para ambas
gomas, con IC que alcanzaron un valor constante luego de 24 h de almacenamiento. Como
se indica en la literatura (Carp y col., 1997, Martinez y col., 2005, Dickinson, 2009, Pizones
Ruiz-Henestrosa y col., 2014), es importante considerar el efecto de la viscosidad de la fase
continua en relacion a la estabilidad de sistemas coloidales tales como espumas y emulsiones.
Asi, la mayor estabilidad observada en emulsiones conteniendo GAL podria relacionarse con
un mayor efecto viscosante de los componentes hidrofilicos de GAL en la fase dispersante
que reducen el movimiento de las gotas de aceite y en consecuencia, la velocidad de
floculacion y coalescencia.

Este hecho puede verse también reflejado en el mantenimiento de la distribucion de
tamafio de gota durante el periodo de almacenamiento (Figura IV.22A) como asi también en

las mejores propiedades reoldgicas de los films interfaciales formados por GAL (Figura
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IV.21), que podrian dificultar los fendmenos de coalescencia (Seta y col., 2014).
Considerando que la distribucion de tamafio de las emulsiones estabilizadas con GAL no
cambid durante el periodo estudiado, el mecanismo de desestabilizacion dominante parece
ser el cremado gravitacional. Para mejorar la eficiencia de GAL se podria pensar en la
incorporacion de un segundo componente que aumente ain mas la viscosidad de la fase

dispersante.
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Figura V.25 indice de Cremado IC (%) de emulsiones estabilizadas con 2% (A) y 5% (B) de
GAL y GA durante el almacenamiento a 25°C.
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IV.1.5.4 Propiedades antioxidantes y antimicrobianas

Las gomas forman parte del metabolismo normal de las plantas. En muchos casos, se ha
relacionado su produccion a diversos fendmenos patolégicos (infeccion de tejidos, ataque de
insectos y microorganismos, etc.) en los que la goma se genera como mecanismo de defensa
(Nussinovitch, 2009, Rana y col., 2011). La actividad protectora de las gomas se asocio en
gran parte a la presencia de compuestos fendlicos y otros metabolitos secundarios. La
presencia natural de estos compuestos podria conferir a las gomas propiedades antioxidantes
y antimicrobianas, especialmente interesantes para su utilizacion como aditivo alimentario.

En esta seccidn se identificaron y cuantificaron los compuestos fenolicos presentes en
GAL vy se evaluo la actividad antioxidante y antimicrobiana de la goma. Estas propiedades
funcionales podrian conferir beneficios adicionales a la goma frente a otros hidrocoloides
que no presentan actividad antioxidante (Li y col., 2016), ampliando su uso como ingrediente
(Mirhosseini y col., 2012).

IV.1.5.4.1 Identificacién y cuantificacion de compuestos con potencial actividad antioxidante

Los compuestos fendlicos son los antioxidantes méas comunes en la naturaleza (Tan y col.,
2015). En la Tabla 5, se muestran los compuestos fendlicos de reconocida actividad
antioxidante identificados en GAL y GAL.

El contenido de polifenoles totales se determind por el método de Folin-Cicolteau. Esta
determinacion provee una medida indirecta de la capacidad reductora total de la muestra y
por tanto de su actividad antioxidante (Tan y col., 2015). El contenido de polifenoles de GAL
fue significativamente mayor que el determinado para GA.

A pesar del reconocido interés por los compuestos fenélicos naturales, la cuantificacién
de sustancias polifenolicas es poco frecuente en la caracterizacion quimica de gomas, lo cual
hace dificil su comparacion. El contenido de compuestos polifendlicos presentes en GAL
resultd ligeramente superior al reportado para Acacia var. seyal (8,4 mg eg. acido galico/g
goma) (Andres-Brull y col., 2015) pero menor que el informado para otras gomas exudadas
como la de Prunus cerasoides (64 + 2,33 mg eg. &cido galico /g goma b.s.) (Malsawmtluangi
y col., 2014) o de Eucaliptus spp. (35,71 + 0.07 a 68,43 £ 0.08 g TAE/g) (von Martius y col.,
2012). A su vez, los compuestos fendlicos presentes en GAL fueron comparables a los
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encontrados para otros productos obtenidos de Prosopis, tales como harina del fruto de P.
alba (4 £ 0,01 mg eq. acido galico /g solido) y de P. nigra (4,1 + 0,01 mg eq. acido gélico /g
solido) (Cardozo y col., 2010).

Tabla 5. Compuestos fendlicos presentes en la goma exudada de Prosopis alba (GAL) en
comparacion con la goma arabiga (GA).

GAL GA
Polifenolicos totales, 9,55 + 0,06° 1,76 £ 0,032
mg &cido galico eq./g goma b.s
Polifendlicos totales, 12,24 +0,07° 2,40 + 0,042
mg &cido tanico eq./ g goma b.s.
Flavonoides, 2,53 +£0,04° 1,08 +0,052
mg quercetina eq./ g goma b.s.
Taninos totales (método directo), 2,10 +0,02° 2,00 £ 0,042
mg eq. acido tanico/ g goma b.s.
Taninos totales (método indirecto), 5,78 + 0,04° 1.18 + 0,062
mg eq. acido tanico eq./ g goma b.s.
Taninos condensados, 0,61+ 0,042 0,72 + 0,012

mg taninos de quebracho eq./ g goma b.s.

Valores promedios * desviacion estandar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba T (p<0,05).

Dentro de los polifenoles, los flavonoides son sustancias abundantes en la naturaleza y
constituyen un conjunto de compuestos con reconocida actividad antioxidante y numerosos
efectos positivos para la salud (Oroian y col., 2015). Se observa que GAL presentd un
contenido de flavonoides 40% mayor que GA (Tabla 5), y mayor también que el reportado
para la gomas exudadas de Raphia hookeri (0,0026 + 0,02 mg/g de goma b.s.) y Dacroyodes
edulis (0,0039 £ 0,11 mg/g de goma b.s.) (Okwu y col., 2008). El contenido de flavonoides
de GAL fue comparable al encontrado en otros alimentos obtenidos de Prosopis, tales como
harina del fruto de Prosopis alba (0.01-0.03 mg eq. quercetina /g solido) y P. nigra (0.07—
0.13 mg eq. quercetina /g sélido) (Cardozo y col., 2010).

Los taninos, a diferencia de los polifenoles y flavonoides, son componentes fundamentales
en la caracterizacion quimica de las gomas exudadas, ya que su concentracion constituye, en

muchos casos, un criterio de calidad. Los taninos se consideran normalmente un
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contaminante y su concentracion varia dependiendo del contacto entre la goma y la corteza
durante el proceso de gumosis (Andres-Brull y col., 2015).

De acuerdo con lo descrito en la seccion 111.6.8, la evaluacion de la concentracion de
taninos se realizo por distintas aproximaciones.

Por un lado, el método directo, se basa en la formacion de complejos coloreados por
adicion de FeCls, de acuerdo con lo descrito por Anderson y Wang (1989a). Esta técnica,
répida y fécil de realizar, es la que se usa generalmente para evaluar la composicion global
de taninos en gomas. Como se observa en la (Tabla 5) el contenido de taninos de ambas
gomas fue similar y comparable a los reportados para Acacia senegal var. senegal (2,8 — 5,2
mg/g) y menor que el determinado para gomas exudadas de Prosopis velutina (4,6 mg/g)
(Goycoolea y col., 1997), asi como para ciertas especies de Acacias, Enterolobium y
Samanea spp. (2,2 — 20,5 mg/g) identificadas como potenciales fuentes de goma en
Venezuela (Abed EI Kader y col., 2003). En estos trabajos relacionaron el contenido de
taninos de las gomas con diversos aspectos de calidad, tales como la coloracion de los
exudados. Sin embargo, como se describid en la seccion 1V.1.2, en relacion al efecto de los
métodos de purificaciéon y composicién de las gomas, el color podria estar mas bien
relacionado a los polifenoles totales que con los taninos medidos por este método.

Por otro lado, en el método indirecto, el contenido de taninos se cuantifica en términos de
la fraccion de polifendlicos totales que precipita en presencia de gelatina. De acuerdo con
esta técnica, GAL present6 un contenido de taninos significativamente mayor que GA (Tabla
5), pero mucho menor que los reportados para diversas especies de Eucaliptus, los cuales
variaron entre 16,7 y 516 mg de acido tanico/g goma (von Martius y col., 2012). La diferencia
en las concentraciones de taninos encontradas por esta técnica entre GAL y GA, explica en
mayor medida las diferencias observadas en los atributos cromaticos de estas gomas (Tabla
1).

Por ultimo, se midié el contenido de taninos condensados, o proantocianidinas, de acuerdo
con el método descrito inicialmente por Porter (1985) con las modificaciones propuestas
recientemente por Cardozo y col. (2010). GAL y GA no presentaron diferencias
significativas (Tabla 5). En ambos casos, el contenido de taninos condensados fue
ligeramente mayor que los valores determinados para diversas especies de Acacia de

Venezuela (0,083 - 0,4 mg/g goma) (Abed El Kader y col., 2003), y menor que los valores
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encontrados para harina del fruto de P. alba y P. nigra los cuales variaron entre 4.64 a 6,90
mg equivalentes de tanino de quebracho /g de s6lidos (Cardozo y col., 2010).

La concentracion de taninos en gomas exudadas constituye un aspecto clave en la
evaluacion de la seguridad del aditivo. Numerosos trabajos han postulado que los taninos
presentes en gomas exudadas podrian ejercer efectos mutagénicos (Goycoolea y col., 1997)
y anti nutricionales (Seeram, 2008), entre otros riesgos potenciales para la salud (L6pez-
Franco y col., 2012). Sin embargo, no hay evidencias claras en la literatura sobre la relacion
dosis-efecto asociada a la ingesta directa de gomas exudadas, o de alimentos conteniendo
estas gomas como ingrediente. Goycoolea y col. (1997) sustentaron la inocuidad de gomas
exudadas del género Prosopis basados en la evidencia historica del consumo de este producto
en los pueblos originarios de México, en los que no se encontraron efectos toxicos asociados.
Un enfoque reciente sobre la presencia de taninos en alimentos propone considerarlos como
compuestos beneficiosos para la salud, y en sistemas alimentarios, como potenciales
antioxidantes (Figueroa-Espinoza y col., 2015) y antimicrobianos. Los resultados del ensayo
toxicologico in vivo, realizados en este trabajo (seccién IV.1.4) no evidenciaron efectos
toxicos de GAL, lo cual contribuye a considerar que la concentracion de taninos en la goma
no seria un factor de riesgo.

En términos generales, GAL presentd un mayor contenido de metabolitos secundarios con
potencial actividad antioxidante que GA. La presencia de polifenoles, flavonoides y taninos
en GAL permiten pensar en propiedades interesantes de la goma, como antioxidantes
(Figueroa-Espinoza y col., 2015) y y/o antimicrobianas (von Martius y col., 2012), que

amplian alin mas su campo de aplicacion.
IV.1.5.4.2 Evaluacion de la actividad antioxidante

Se evaluo la actividad antioxidante de la goma exudada de Prosopis alba y se la comparo
con la de GA a través de una combinacion de ensayos in vitro que pretenden interpretar su
comportamiento en términos de distintos mecanismos antioxidantes.

La actividad antioxidante es una de las propiedades funcionales mas investigadas en
productos naturales no solo debido a su rol protector en alimentos sino debido a sus

implicancias en el mantenimiento de la salud (Balboa y col., 2013).
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La captura de radicales libres es el principal mecanismo de accion de los antioxidantes en
los sistemas bioldgicos y alimentarios (Pokorny y col., 2005). Como primera aproximacion,
se puede evaluar la actividad antirradicalaria utilizando radicales sintéticos estables como el
2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolina-acido sulfénico), ABTS"- preparado convenientemente en
medios acuosos, ya que las gomas son insolubles en solventes organicos o de polaridad
intermedia. Tanto GAL como GA presentaron capacidad atrapadora de radicales ABTS™,
evidenciando un porcentaje de actividad antirradicalaria (%AAR) linealmente dependiente
de la concentracion (Figura 1V.26).
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Figura 1V.26 Porcentaje de actividad antirradicalaria (% AAR) por mg de goma para la goma
exudada de Prosopis alba (GAL) (m) en comparacion con la goma arabiga (GA) (). Simbolos: datos
experimentales. Lineas: modelo de regresion lineal.

En el rango de concentraciones evaluadas, las cantidades de GAL o GA, requeridas para
alcanzar cierto %AAR, fue similar. No se pudo evaluar la capacidad antioxidante a mayores
concentraciones de los hidrocoloides ya que se observo turbidez en el medio de reaccion.

El ensayo de captura de radicales ABTS"- al igual que el método de determinacion de
polifendlicos totales, se basan en el mecanismo de transferencia de un simple electron (SET)
(Tan y col., 2015). A pesar de ello, no se encontrd una correlacion directa entre ambas
medidas, lo cual podria indicar que la captura de radicales ABTS*- pudo haber sido afectada
por reacciones laterales o sustancias interferentes.

Se evaluaron ademas otros indicadores de capacidad antioxidante. En la Tabla 6 se
muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 6. Capacidad antioxidante de la goma exudada de Prosopis alba (GAL) en comparacién
con la goma arébiga (GA).

GAL GA
Inhibicion de radicales OH-, 50,61+0,48° 46,08 +0,24°
% /mg goma b.s
Poder reductor, 2,19 +0,05° 1,06 + 0,012
mg &cido ascorbico eq. /g goma b.s.
Capacidad quelante de Fe**, 0,14 +0,00° 0,02 +£0,00?

mg EDTA eq. /g goma b.s.

Valores promedios * desviacion estandar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba T (p<0,05).

La capacidad atrapadora de radicales OH- se evalud en términos de la competencia entre
la desoxirribosa y los compuestos antioxidantes presentes en la goma, por los radicales libres
OH- generados a partir del sistema Fe3*/acido ascorbico/EDTA/H.0.. Los radicales
hidroxilos constituyen una de las especies reactivas del oxigeno mas potentes en los sistemas
bioldgicos al reaccionar con los acidos grasos insaturados, componentes de los fosfolipidos
de las membranas celulares, ADN y proteinas (Alam y col., 2013, Balboa y col., 2013).
Ofrece por tanto, una vision de la actividad antioxidante de la sustancia que se investiga,
frente a radicales presentes en sistemas reales.

Los antioxidantes presentes en GAL evitaron que los radicales libres OH- reaccionaran
con la desoxirribosa resultando en sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)
cuantificables espectrofotométricamente. GAL ejercio un porcentaje de inhibicion mayor que
GA (Tabla 6). La mayor actividad capturadora de radicales OH- de GAL podria explicarse
considerando su mayor contenido en sustancias polifendlicas respecto de GA (Tabla 5). Se
reconoce en los polifenoles la capacidad de inactivar a los radicales libres de acuerdo con los
mecanismos de transferencia de un 4&tomo de hidrdgeno o transferencia de un Unico electron
(Oroian y col., 2015). En este sentido, el ensayo de captura de radicales OH- resultdé mas
sensible que el de captura de radicales ABTS"-, reportando una mayor actividad antioxidante
para GAL, la cual podria explicarse satisfactoriamente en términos de su mayor proporcion
compuestos fendlicos, especialmente flavonoides, cuya alta reactividad frente a los radicales

hidroxilos ha sido previamente reportada (Pokorny y col., 2005).
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El poder reductor es otro indicador de la capacidad antioxidante, se basa en la medida de
la habilidad de donar electrones y reducir los intermediarios oxidados en el proceso de
peroxidacion (Balboa y col., 2013). En este sentido, GAL evidencié mayor eficacia en la
reduccion del complejo Fe**-ferricianuro, resultando en un poder reductor casi dos veces
mayor que GA (Tabla 6).

El poder reductor también se basa en mecanismos de transferencia de un simple electrén.
De acuerdo con ello, los resultados de este ensayo son coherentes con los del ensayo de
captura de radicales OH- y el ensayo de Folin-Cicolteau (Tabla 5). Debe reconocerse sin
embargo, que junto con polifendlicos y sustancias relacionadas, otros compuestos presentes
en GAL podrian contribuir a la actividad reductora, tales como aminoacidos y azUcares
reductores con grupos hidroxilos activos (Xiong y col., 2013). Asi por ejemplo, Yao y col.
(2013) reportaron que fracciones de oligosacaridos altamente purificadas, obtenidas por
hidrolisis de la goma exudada del duraznero, presentaron poder reductor y capacidad
capturadora de radicales hidroxilo y DPPH. En forma similar, Kamboj y Rana (2014)
evaluaron la actividad antioxidante de la goma extraida de la fibra de maiz, encontrandose
una respuesta positiva para los ensayos de DPPH y captura de H20». Sin embargo, en ambos
casos, los mecanismos implicados en la actividad antioxidante no se explicaron
completamente.

Por otro lado, la habilidad de quelar metales de transicion es el mecanismo antioxidante
secundario mas importante debido a que previene el efecto prooxidante de los iones metalicos
qgue descomponen hidroperoxidos generando sustancias reactivas que inician la cadena
radicalaria (Pokorny y col., 2005) o a través de la produccion de radicales hidroxilo en la
reaccion de Fenton (Matanjun y col., 2008). En términos de la captura de cationes Fe?*, GAL
resultdo mas eficiente que GA (Tabla 6). La capacidad de captura de cationes Fe?* podria
explicarse observando el contenido de taninos cuantificados segun el método indirecto (por
precipitacion con gelatina). Se ha reportado que los taninos son capaces de formar complejos
quelatos con muchos iones metalicos (von Martius y col., 2012) y que la formacion de
complejos de hierro y cobre, transforma a los iones metalicos prooxidantes en productos mas
estables (Carocho y col., 2013).

La actividad antioxidante de GAL, evidencia su potencial tecnoldgico como agente

protector de sustancias oxidables por mecanismos radicalarios, tales como aquellos
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acoplados a la peroxidacion de lipidos insaturados. Esta propiedad resulta de gran interés en
aplicaciones alimentarias y farmacéuticas, donde los hidrocoloides emulsionan o encapsulan
lipidos sensibles a la oxidacion. Por otro lado, los antioxidantes naturales constituyen una
ventaja ya que son mejor percibidos por parte de los consumidores en comparacion con los
sintéticos. Los ensayos de actividad antioxidante proveen evidencia suficiente para establecer
que GAL exhibe funcionalidad antioxidante y esto expande su utilidad a sistemas
alimentarios en que podria actuar impartiendo proteccion a sustancias susceptibles a la

oxidacidn tales como lipidos insaturados.
IV.1.5.4.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Recientemente, se encontrd que existe una correlacion positiva entre el contenido total de
compuestos polifendlicos en distintas gomas exudadas (Eucalyptus, Prunus persica) y sus
propiedades antimicrobianas (von Martius y col., 2012, Yao y col., 2013). La toxicidad de
los taninos contra bacterias, hongos filamentosos y levaduras estd bien documentada,
atribuyéndose ésta a la habilidad que presentan los taninos para precipitar las proteinas a
través de interacciones hidrofébicas, covalentes y de puentes de hidrogeno induciendo dafios
irreversibles en las estructuras celulares de los microorganismos (Haslam, 1996).

Conociendo estos antecedentes, en este trabajo se evalu6 la actividad antimicrobiana de
suspensiones de GAL y GA (10 % p/v) mediante la técnica de difusion en agar, evaluando el
halo de inhibicion frente a microorganismos comunmente presentes en alimentos como
Listeria innocua, Staphylococcus aureus y Lactobacillus curvatus.

En las condiciones ensayadas no se detectd actividad antimicrobiana para ninguna de las
gomas. Probablemente la concentracion de compuestos fendlicos presentes en las
suspensiones de GAL o GA fue insuficiente para ejercer un efecto bactericida.

En el trabajo de von Martius y col. (2012) la goma con menor actividad antimicrobiana,
para una solucion 10 % p/v, present6 una concentracion de fendlicos totales (364 mg de acido
tanico/g goma) y de taninos (155 mg de acido tanico/g goma) aproximadamente 30 veces
mayor que las determinadas para GAL a igual concentracion.

Para poder detectar la actividad antimicrobiana de los compuestos bioactivos presentes en
GAL probablemente deberia realizarse una extraccion o concentracion de los mismos. Sin

embargo en este trabajo no se pretende hacer una purificacion exhaustiva de la goma, con
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separacion o concentracion de sus componentes, sino mas bien utilizarla con un minimo

procesamiento para aprovechar todas sus funcionalidades.
IV.1.5.5 Propiedades térmicas y de sorcion

Ademas de las propiedades viscosantes, emulsionantes y estabilizantes observadas para
las gomas en solucion, los hidrocoloides pueden actuar como estabilizantes en sistemas
concentrados o deshidratados (Ramoneda y col., 2011, Mosquera y col., 2012, Vasquez y
col., 2013).

La capacidad de proteccion frente a los cambios estructurales debidos a la exposicion a
ambientes de distintas humedades relativas y/o aumento de temperatura, requiere considerar
el efecto de los hidrocoloides como componentes de sistemas amorfos. El estudio de las
propiedades de sorcion de agua y su relacion con la temperatura de transicion vitrea (T),
permite obtener pardmetros tecnoldgicos que resultan de interés, especialmente en aquellas
aplicaciones donde la estabilidad estructural resulta importante (Mosquera y col., 2012).

En esta seccion se estudiaron para GAL liofilizada, propiedades fisicas ligadas a la
estabilidad de materiales biol6gicos o alimentos deshidratados como propiedades de sorcion
de agua y propiedades térmicas, y se confeccionaron diagramas para predecir temperatura y

humedades criticas de almacenamiento.
IV.1.5.5.1 Isotermas de sorcion

Las isotermas de sorcion de agua son herramientas Utiles para estudiar las interacciones
de los materiales o sistemas alimenticios con el agua (Tonon y col., 2009, Vasquez y col.,
2013, Velazquez-Gutiérrez y col., 2015). Han sido utilizadas para estudiar las caracteristicas
estructurales de alimentos (Beristain y col., 2002) y proveen informacion (til para seleccionar
las condiciones adecuadas de deshidratacion, mezcla, envasado y almacenamiento (Bell y
col., 2000). El modelado de las isotermas de sorcion de agua es particularmente importante
para predecir la vida media de sistemas o alimentos con humedad baja e intermedia (Labuza
y col., 1970, Simatos y col., 1988).

En este trabajo se utilizaron dos modelos ampliamente usados en alimentos para
caracterizar el comportamiento de sorcion de GAL. Por un lado se emple6 el modelo de

Guggenheim-Anderson-de Boer (van den Berg y col., 1981) y el modelo generalizado de
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D arcy y Watt (d'Arcy y col., 1970) recientemente propuesto por Furmaniak (Furmaniak y
col., 2005a) para describir la isotermas de sorcion de agua de varios alimentos.

El modelo de GAB ha sido muy utilizado para describir las propiedades de sorcion de
agua en un rango amplio de humedades (11 a 90 % HR). Considera que la adsorcion ocurre
en mono y multicapas, y que la energia de adsorcion varia en cada etapa. Permite determinar
el contenido de agua de la monocapa, importante para definir las condiciones optimas de
almacenamiento y/o envasado (Rosa y col., 2010).

El modelo de GDW provee una vision mas profunda sobre los mecanismos de sorcion de
agua (Furmaniak y col., 2009). Este modelo, considera el hecho de que las moléculas de agua
adsorbidas sobre los sitios primarios de sorcion (tipo Langmiur) no siempre se convierten en
sitios secundarios de adsorcion. Ciertas limitaciones fisicas producidas por hinchamiento del
material, rugosidad y/o efectos estéricos, pueden prevenir la formacion de multicapas
(Furmaniak y col., 2005b). En el caso en que, cada molécula de agua adsorbida a un sitio
primario se transforme en un sitio secundario, el mecanismo de adsorcion de GDW se reduce
al mecanismo del modelo de GAB. EI modelo de GDW introduce un cuarto pardmetro al
modelo de GAB, mejorando asi su precision y ajuste a los datos experimentales (Furmaniak
y col., 2007a, Furmaniak y col., 2009).

Las Figura IVV.27 y Figura 1V.28 muestran las isotermas de sorcidn de agua obtenidas para
GAL liofilizada a 10, 25 y 35 °C, ajustadas con el modelo de GAB (Figura 1VV.27) y con el
modelo de GDW (Figura 1V.28). Las muestras alcanzaron el equilibrio luego de 30 dias de
humidificacion.

Las curvas de sorcion presentaron un comportamiento sigmoideo a todas las temperaturas
estudiadas, de tipo Il de acuerdo con la clasificacion de BET (Brunauer y col., 1938). Este
comportamiento es caracteristico de productos bioldgicos y sistemas alimenticios donde se
observa un ligero aumento del contenido de agua a bajas aw Yy un aumento pronunciado a aw
mayores que 0,8, debido principalmente a la disolucion de azucares (Alhamdan y col., 1999,
Mosquera y col., 2012).

Los carbohidratos y proteinas presentes en la goma (Tabla 1) podrian ser los principales
responsables del comportamiento de sorcion observados. La presencia de sales en los
exudados, incluso en pequefias proporciones podria ejercer también un efecto importante

sobre las interacciones solido-agua en los sistemas de baja humedad (Mazzobre y col., 2001).
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T (°C)

Figura 1V.27 Isotermas de sorcion de agua de la goma exudada de Prosopis alba obtenidas a 10
°C, 25 °C y 35 °C. Los simbolos representan el promedio de los valores experimentales y las lineas
corresponden al ajuste segun el modelo de GAB.

T(C)

Figura 1V.28 Isotermas de sorcion de agua de la goma exudada de Prosopis alba obtenidas a 10
°C, 25 °Cy 35 °C. Los simbolos representan el promedio de los valores experimentales y las lineas
corresponden al ajuste segun el modelo de GDW.

Los valores de contenido de agua de la isoterma de GAL a 25°C fueron similares a los
informados para goma arabiga y goma de mezquite cuya composicion proximal es similar a
la de GAL vy a la de otros exudados (Pérez-Alonso y col., 2006b, Ramoneda y col., 2011).

Para una dada aw, el contenido de agua disminuyo con el aumento de la temperatura de

130



Resultados y discusion

equilibraciéon. A mayores temperaturas aumenta la energia de las moléculas, las interacciones
solido-agua son menos estables y tiendan a romperse resultando en una disminucion del
contenido de agua en el equilibrio (Palipane y col., 1993). No se observaron
entrecruzamientos ni discontinuidades de las curvas como suele observarse en sistemas en
los que ocurre cristalizacion de solutos. Curvas similares se obtuvieron para otros polimeros
no cristalizables como maltodextrina (Pérez-Alonso y col., 2006a, Pérez-Alonso y col.,
2006b), carboximetil celulosa, gomas guar, locust-bean, tragacanto y xantana (Torres y col.,
2012). Los carbohidratos y proteinas de alto peso molecular en GAL podrian prevenir la
cristalizacion de los azUcares presentes (Mazzobre y col., 2001).

En las Tabla 7 y Tabla 8 se muestran los parametros de ajuste del modelo de GAB y de
GDW respectivamente, para las isotermas de sorcion de agua de GAL a las distintas
temperaturas estudiadas.

Tabla 7. Pardmetros de ajuste de la ecuacién de GAB para las isotermas de sorcién de agua de
GAL a las distintas temperaturas estudiadas. Se informan ademas los valores de coeficientes de
regresion no lineal (R?), bondad de ajuste (E) y habilidad de ajuste (DEE).

Temperatura, °C

GAB 10 25 35
Mo, 0,107 0,094 0,080
g agua/g goma b.s.

C 18,89 16,61 11,51
K 0,805 0,749 0,758
R2 0,082 0,002 0,071
E, % 4,471 1,647 3,800
DEE 0,017 0,003 0,006

Tanto el modelo de GAB como el modelo de GDW se ajustaron bien a los datos
experimentales y permitieron describir el comportamiento de sorcién de GAL a las
temperaturas estudiadas.

El contenido de agua de la monocapa (mo) obtenido de la ecuacion de GAB, corresponde
a la primera etapa de sorcion descripta por GAB y es de particular interés ya que refiere a la
cantidad de agua adsorbida fuertemente a sitios primarios de adsorcion, se considera en
alimentos como valor limite de estabilidad (Pérez-Alonso y col., 2006b, Rosa y col., 2010).

El valor de monocapa de GAL a 25°C (0,094 g de agua/g de sélido seco) fue ligeramente
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mayor que los reportados para goma arabiga (0,053 — 0,087 g agua/g solido seco) (Pérez-
Alonso y col., 2006b, Tonon y col., 2009), goma de mezquite (0,0811 g de agua/g de sélido
seco) (Pérez-Alonso y col., 2006b) y mucilago de chia (0,041-0,080 g agua/g solido seco)
(Velazquez-Gutiérrez y col., 2015). Esto indica que GAL requiere mayor cantidad de agua
para saturar sus sitios activos y por lo tanto seria estable a contenidos de agua mayores. El
valor de monocapa depende de una combinacion de factores tales como la conformacion y
topologia de las moléculas que componen la matriz, proporcion de sitios
hidrofilicos/hidrofobicos en la superficie (Tonon y col.,, 2009), asi como también a
diferencias en la composicion y naturaleza de los azucares que conforman la cadena del
biopolimero (Torres y col., 2012).

En la Tabla 7 se observa ademés que el valor de mo disminuy6 con la temperatura. Este
efecto fue atribuido por otros autores a la reduccion del nimero de sitios disponibles para
interactuar con el agua debido a cambios fisicoquimicos, topoldgicos y estructurales que
ocurren al aumentar la temperatura (Velazquez-Gutiérrez y col., 2015).

La constante de Guggenheim (C), relacionada con el calor de sorcién (kJ/mol),
determinada para GAL a 25°C fue 16,61 kJ/mol, similar al valor reportado para GA (15,90
kJ/mol) y mayor que para GM (7,52 kJ/mol) (Pérez-Alonso y col., 2006b). Se observé que C
disminuydé al aumentar la temperatura y esto podria explicarse considerando que las
interacciones adsorbente-adsorbato son exotérmicas haciendo que el valor de C sea menor a
30° que a 10°C (Diosady y col., 1996).

El parametro K de la ecuacion de GAB, se aproxima a 1 conforme las propiedades del
agua de la multicapa se aproximan a las del agua liquida. El valor de K a 25°C para GAL fue
0,749, ligeramente menor que el valor reportado para GA y GM (0,841 y 0,843,
respectivamente) (Pérez-Alonso y col., 2006b).

Las isotermas de sorcién de agua se modelaron ademas usando el modelo generalizado de
d"Arcy y Watt (d'Arcy y col., 1970) (Tabla 8). En este modelo el parametro m informa sobre
la concentracion de sitios primarios de adsorcion. El valor para GAL fue 0.079 (g agua /g de
goma b.s.), similar a los valores publicados para diversos alimentos cuyos valores de m
estuvieron comprendidos entre 0,001 y 0,242 g agua/ g sélido seco (Furmaniak y col., 2007a,

Furmaniak y col., 2009).
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Tabla 8. Pardmetros de ajuste de la ecuacién de GDW para las isotermas de sorcion de agua de
GAL a las distintas temperaturas estudiadas. Se informan ademas los valores de coeficientes de
regresion no lineal (R?), bondad de ajuste (E, %) y habilidad de ajuste (SEE).

Temperatura, °C

GDW 10 25 35

m 0,2242 0,079 0,306
g agua/g goma b.s.

K’ 3,980 20,96 1.201
k 1,066 0,655 1,146
w 0,108 1,837 0,018
R? 0,993 0,992 0,974
E, % 1,396 0,890 2,728
SEE 0,005 0,003 0,006

Las constantes relacionadas a la cinética de adsorcion a sitios primarios (K") y secundarios
(k) fueron similares a las reportadas por Furmaniak y col. (2011) para otros alimentos, las
cuales variaron entre 182,1 - 0,74, para K” y 0,983 - 0,901, para k. Estos pardmetros no
evidenciaron cambios apreciables por efecto de la temperatura, contrariamente alo reportado
por Furmaniak y col. (2007Db).

A 25°C, el valor del pardametro w fue 1,84 lo cual indica que una molécula de agua
adsorbida a un sitio primario de adsorcién genera mas de un sitio secundario. Es decir que
no habria restricciones geométricas para la creacién de sitios secundarios de adsorcion sobre

la superficie del sélido (Furmaniak y col., 2009).
IV.1.5.5.2 Anélisis termodinamico de las isotermas de sorcion de agua

El analisis termodinamico de las isotermas de sorcion de agua permite profundizar la
comprension de los fendmenos de sorcion involucrados (Beristain y col., 2002).

Con esta finalidad se calcul6 el calor isostérico de sorcién (Figura 1V.29) y la entropia
diferencial de sorcion (Figura 1V.30) a partir de los datos de sorcion a 10, 25 y 35°C,
utilizando los modelos de GAB y GDW. La variacion del calor isostérico de sorcién con el
contenido de agua fue similar para los dos modelos utilizados. Se observaron diferencias
principalmente a bajas humedades, donde el modelo de GDW condujo a menores entalpias

de sorcion. En ambos modelos, se observa que conforme disminuye el contenido de agua,
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aumenta el calor isostérico de sorcion. Esto puede explicarse considerando que la adsorcion
se produce en sitios de alta energia (altamente polares en la superficie del material). A partir
de alli, la energia disminuye conforme disminuyen los sitios disponibles para la sorcion de

agua y comienzan a prevalecer las interacciones adsorbato — adsorbato (Rosa y col., 2010).
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Figura IV.29 Calor isostérico de sorcion de agua obtenida para GAL aplicando el modelo de GAB
(linea continua) y GDW (linea punteada).

En estas condiciones, el calor de sorcién promedio determinado por GAB fue 25,70
kJ/mol y 19,5 kJ/mol usando GDW, ambos se encuentran dentro del rango de valores
informado para otros hidrocoloides (11,7 a 37 kJ/mol) (Rosa y col., 2010).

En la Figura V.30 se representd la variacion de la entropia diferencial con el contenido

de agua, calculada utilizando los modelos de GAB y GDW.

Sd (3/mol-K)

-80 T T
0.0 0.1 0.2 0.3

g agua/g gomab.s.

Figura 1V.30 Entropia diferencial de sorcion de agua obtenida para GAL aplicando el modelo de
GAB (linea continua) y GDW (linea punteada).
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Utilizando cualquiera de los modelos, se observo un comportamiento similar, fuertemente
dependiente del contenido de agua, con un valor minimo en el rango de 0,05 a 0,1 g agua/g
goma b.s.. Esta tendencia también fue observada para otros biopolimeros (Rosa y col., 2010,
Torres y col., 2012). De acuerdo con McMinn y Magee, (2003), en este punto, las moléculas
de agua tienen menos movilidad debido a que interactuan fuertemente con el solido, y
estarian por lo tanto, menos disponibles para el crecimiento de microorganismos. Al igual
que el valor de monocapa de GAB, a menores valores de Sd mayor seria la estabilidad del
sistema (Torres y col., 2012). En este sentido, se verifico que el minimo valor de Sq resulta

comparable al valor de monocapa, mo determinado para GAL (Tabla 7).
IV.1.5.5.3 Evaluacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg)

Muchas preparaciones farmacéuticas, alimentos deshidratados, ingredientes, aditivos y
productos bioldgicos, se encuentran en estado de sélido amorfo (vitreo). En este estado los
compuestos solubles se encuentran dispuestos en una estructura molecular desordenada (no
cristalinos) y presentan una movilidad reducida, donde los cambios fisicos y quimicos
limitados por difusion se encuentran inhibidos (Fennema, 2010, Veldzquez-Gutiérrez y col.,
2015). Los solidos amorfos se obtienen en la préctica por inmovilizaciéon de las moléculas
mediante una rapida separacion del agua por congelamiento o deshidratacion (liofilizacion,
secado por aspersion, etc.). Los sistemas en estado amorfo presentan una temperatura
caracteristica, denominada temperatura de transicion vitrea, por encima de la cual, los vidrios
empiezan a ablandarse y fluir, permitiendo que los cambios dependientes del tiempo sucedan
(Barbosa-Canovas y col., 2005). La temperatura de transicion vitrea depende principalmente
del contenido de agua, y de la naturaleza y PM de los componentes del sistema. Es un
concepto fundamental en el control de la estabilidad fisica, quimica y biologica de materiales
o0 alimentos deshidratados (Slade y col., 1991).

Como se describio en la seccion 111.3.1.1, el exudado obtenido de P. alba se disolvi6 en
agua, se purifico por filtraciéon y luego se deshidrat6 por liofilizacidén. La goma se encuentra
luego de este proceso en estado amorfo y su estabilidad dependera de la temperatura de
transicion vitrea del sistema y de las condiciones de almacenamiento (contenido de agua y
temperatura). Para comprender mejor los factores que controlan la estabilidad de los

materiales o alimentos de baja humedad se ha sugerido analizar de manera conjunta el
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concepto de aw y Ty (Bhandari y col., 1999). En este sentido, fue de interés en esta seccion
estudiar las transiciones térmicas de GAL por calorimetria diferencial de barrido para poder
predecir variables criticas de almacenamiento de la goma a partir de diagramas de estado o
mapas de estabilidad Tg-aw-Me (Bazardeh y col., 2014).

En la Figura 1VV.31 se muestran los termogramas obtenidos por DSC para GAL liofilizada
y humidificada a distintas HR. La transicion vitrea se observa como un salto en la linea de
base, correspondiente al cambio en el flujo de calor debido a que cambia la capacidad
calorifica de la muestra al ocurrir la transicion. La Ty no es un valor Gnico sino que ocurre en
un rango de temperaturas, en la Figura 1\VV.32 se indica para cada aw el inicio de la transicién
(onset) con una flecha sobre la curva. Se observa que la Tg disminuye al aumentar la aw de la
goma, evidenciando el efecto plastificante del agua sobre los componentes amorfos del

sistema (Syamaladevi y col., 2010).

Flujo de calor, W/g
exo —=

-50 0 50 100 150

Temperatura, °C

Figura 1V.31 Termogramas obtenidos para muestras de GAL equilibradas a distintas aw (0,11-
0,95). Las flechas indican la temperatura de inicio de la transicion.

No se observaron transiciones endotérmicas asociadas a la fusion de cristales de hielo
incluso a la aw mas alta (aw= 0,95). Esto indica que no se formd hielo durante el enfriamiento
en el DSC (previo al calentamiento dinamico), ya sea porque no hay agua libre en el sistema
0 bien, porque la presencia de la goma previno la cristalizacion de agua. Resultados similares
obtuvieron otros autores trabajando con banana y manzana liofilizadas (Moraga y col., 2011).
En la Figura 1V.32, se muestran los valores de Ty determinados para GAL en funcién del

contenido de agua.
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Figura 1V.32 Temperatura de transicion vitrea (Ty) determinada para GAL en funcién de la
fraccion en peso de agua. Los simbolos representan los datos experimentales y la linea, el ajuste de
Gordon y Taylor.

El efecto plastificante del agua se evalué ajustando los datos experimentales con la
ecuacion de Gordon y Taylor (Gordon y col., 1952), la cual considera al sistema compuesto
por dos componentes: agua y sélido anhidro. Se consider6 un valor de T para el agua pura
de -135°C.

La ecuacion de Gordon y Taylor fue adecuada para describir los datos experimentales
(R?=0,986). Del analisis de regresion no lineal, se determiné que el valor de la constante de
Gordony Taylor (k7)) fue 5,12 £ 0,55 y la temperatura de transicién vitrea del sélido anhidro
(Tys) fue 230 £ 15°C. EIl parametro kgr se relaciona con la curvatura del grafico de Tg vs
contenido de agua, y se asocia con la fuerza de interaccién entre los componentes del sistema
(Gordon y col., 1952). La k. de GAL fue ligeramente mayor que las reportadas para goma
arabiga (3,6 — 2,5 ), gelatina (2,5) y maltodextrina (3,7) (Tonon y col., 2009, Ramoneda y
col., 2011), lo cual indicaria que GAL es mas susceptible a la plastificacion, es decir que
pequefias cantidades de agua producirian una disminucion méas pronunciadaen la Tg de GAL
respecto a los polimeros mencionados.

Por otro lado, la T,; de GAL fue mayor que la reportada para goma arabiga (125 + 9°C),
gelatina (150 + 20°C), maltodextrina (108 + 18°C) (Ramoneda y col., 2011) y almidon de
mandioca (97°C) (Tonony col., 2009). Esto tiene implicancias practicas ya que biopolimeros
con elevada T, se usan preferentemente para mejorar la estabilidad fisica de alimentos o

ingredientes altamente higroscopicos, mejorando sus atributos de calidad y/o
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manipulacion durante el almacenamiento (Ramoneda y col., 2011, Mosquera y col., 2012,
Véasquez y col., 2013).

Mosquera y col. (2012) utilizaron GA para aumentar la T4 de polvo de frutilla liofilizada
permitiéndoles reducir la higroscopicidad, y mejorar la estabilidad y manipulacion del
producto. Tonon y col. (2009) observaron que el uso de maltodextrina y GA como material
encapsulante de jugo de acai (Euterpe oleracea Mart.) secado por atomizacion, mejord las
caracteristicas y estabilidad del polvo. Fabra y col. (2011) demostraron que la incorporacion
de maltodextrina a pulpa de noni en polvo (Morinda citrifolia L.) aumento la Ty en el rango
de bajas aw Yy se logro asi evitar la pegajosidad durante el procesamiento que conducia a
problemas operacionales. En todos los casos, el aumento de la Tgyse relaciond con el aumento
del PM promedio del sistema debido a la adicién de compuestos de alto peso molecular
(Tonon y col., 2009, Mosquera y col., 2012).

La elevada T, de GAL permite pensar en su uso como ingrediente para estabilizar
productos de baja humedad, promoviendo su incorporacién en sistemas tales como extractos
naturales deshidratados, matrices poliméricas, microencapsulados, etc., en los que la
estabilidad depende de mantener el sistema en estado amorfo (Santagapita y col., 2012). El
valor de Ty refleja en gran medida las caracteristicas fisicas y estructurales de los materiales.
Veldzquez-Gutiérrez y col. (2015) relacionaron la temperatura de transicién vitrea con la
rigidez y estructura de las cadenas del polimero y encontraron que a mayor Tg, mayor es la
densidad y grado de entrecruzamiento.

Es importante sefialar que el concepto de transicion vitrea y de actividad de agua son
complementarios y tienen sus respectivos limites: la actividad de agua es una propiedad
termodinamica relacionada con la disponibilidad del agua en el equilibrio. Los alimentos y
materiales bioldgicos sin embargo, son en su mayoria sistemas heterogéneos que se
encuentran fuera del equilibrio, en los cuales la Ty describe mejor la movilidad relativa del
agua entre el estado amorfo y sobresaturado. Por lo tanto se ha tratado de relacionar ambos
conceptos en diagramas de estado Tg-aw-He para poder establecer y unificar asi criterios de
estabilidad en alimentos (Rahman, 2010, Rahman, 2012). Estos diagramas ayudan a
comprender mejor los cambios complejos que ocurren cuando el contenido de agua del
producto o la temperatura se modifican. Permiten definir una actividad de agua critica (Caw),

a la cual Tg es menor que la temperatura de almacenamiento y el contenido de agua critico

138



Resultados y discusion

(Cwc) correspondiente (Roos y col., 1995). En este sentido, las curvas de T4 en funcion de la
actividad acuosa y la isoterma de sorcion de agua modelada por GAB, se combinaron para
evaluar las condiciones de almacenamiento méas apropiadas para la goma liofilizada.

En la Figura V.33 se muestra el diagrama de estado Tg-aw-He. Estos diagramas permiten
relacionar el estado fisico del producto (vitreo o sobresaturado), la interaccion del sélido con

el agua y predecir temperaturas criticas para conservar el material (Roos y col., 1995).
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Figura V.33 Relacion entre la temperatura de transicion vitrea (Tg) y la curva de sorcién de agua
modelada por GAB (A). En rojo se indica el contenido de agua critico (Cwc) y la actividad de agua
critica (Caw) para la estabilidad fisica de la goma a 25 °C. Aspecto fisico de GAL a distintas
actividades de agua (B).

La Figura V.33 puede considerarse como un diagrama de fases en el que se muestran las
relaciones entre el estado fisico del producto (vitreo/sobresaturado), la interaccion del solido
con el agua y la temperatura. Esta herramienta permite predecir las variables criticas a las
cuales ocurre la transicion vitrea a determinada temperatura (Roos y col., 1995).

A partir de los modelos empleados fue posible determinar tanto el contenido de agua
critico (Cwe= 0,23 g agua/g goma b.s.) como la aw critica (Can= 0,82) que aseguran un valor
de Ty de GAL igual a la temperatura de almacenamiento (25 °C), condiciones en las que la

goma estaria en estado amorfo. Estos valores fueron coherentes con el colapso que presento
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la goma (Figura 1VV.33 B) a aw= 0,84, condicion en la que la Ty es menor que la temperatura
de almacenamiento. Se observo ademas un oscurecimiento importante de la muestra,
pegajosidad, apelmazamiento y pérdida de estructura como consecuencia de la caida abrupta
de la viscosidad al ocurrir la transicion vitrea (Aguilera y col., 1995).

Tanto el valor de aw como el contenido de agua criticos determinados para GAL fueron
mayores que los valores determinados para GA por otros autores considerando un
almacenamiento a 25 °C. Para GA el colapso de la matriz ocurrio a aw > 0,69 y 0,1 g de
agua/g sélido seco (Tonony col., 2009), lo cual confirma la mayor estabilidad fisica de GAL.

Estos resultados ponen de manifiesto que las propiedades térmicas y de sorcion de GAL
son similares a otros hidrocoloides ampliamente utilizados en la industria de los alimentos.
Asi también, advierten sobre la potencial aplicacion de GAL en la estabilizacion de
sustancias higroscépicas o como agente encapsulante de bioactivos al proveerles proteccion

frente a factores ambientales de deterioro, en especifico temperatura y humedad.
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IV.2 Aprovechamiento de GAL como material de pared para encapsular acidos grasos

poliinsaturados por gelacion idnica

La encapsulacion de AGPI se ha propuesto como una estrategia para reducir y/o postergar
los fendmenos oxidativos permitiendo asi la obtencion de ingredientes estables, Utiles en la
formulacién de alimentos de alto valor nutricional (Polavarapu y col., 2011, Calvo y col.,
2012, Gallardo y col., 2013). Con esta finalidad, se propusieron distintos métodos de
encapsulacion, identificAndose en cada uno limitaciones y ventajas potenciales (Augustin y
col., 2010).

En este trabajo, se propuso evaluar la encapsulacion de AGPI por gelacion ionica. Este
método ha sido ampliamente utilizado con multiples propdsitos: para la proteccion de
farmacos (Pongjanyakul y col., 2007, Nayak y col., 2012), antioxidantes (Deladino y col.,
2008, Cordoba y col., 2013), vitaminas (Puguan y col., 2014) y enzimas (Santagapita y col.,
2012), entre otros. Sin embargo, su uso para la proteccion de AGPI ha sido menos estudiado
(Peniche y col., 2004, Chan, 2011). Probablemente, las caracteristicas de las capsulas
obtenidas por este método (porosidad, erosion, permeabilidad, etc.) limitan su utilizacion
para la proteccion de sustancias sensibles a la oxidacion. Para resolver estos inconvenientes,
distintos autores propusieron el uso de matrices compuestas (alginato, gomas, almidones,
etc.) y estructuras en multicapa (quitosano, proteinas, etc.) (Pongjanyakul y col., 2007,
Cordoba y col., 2013, Wang y col., 2013). En este sentido, resultd de especial interés evaluar
el comportamiento de GAL como excipiente para mejorar las propiedades fisicoquimicas y
la estabilidad de encapsulados conteniendo aceite de pescado. Las propiedades funcionales
de GAL, evaluadas en las secciones previas, contribuyen a considerar la potencialidad de este
excipiente innovador como componente de la matriz encapsulante.

En esta seccion se estudio en primer lugar el efecto de la concentracion de GAL y de
alginato sobre el proceso de gelificacion idnica y la estabilidad de las emulsiones formuladas
con estos polielectrolitos y aceite de pescado. Se evalué ademas el uso de quitosano como
cubierta externa y distintos métodos de secado de las capsulas (liofilizacion o vacio). Una
vez seleccionada la composicion y tipo de secado, se estudié el efecto de GAL como
componente de material de pared sobre las caracteristicas fisicas y estructurales de las
capsulas deshidratadas y sobre la retencion y estabilidad del aceite.
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IV.2.1 Estudio de las interacciones GAL-alginato mediante diagramas de fases SOL-
GEL

El estudio de mezclas de polisacéaridos y sus interacciones ha sido de gran interés en los
ultimos afios (Yang y col., 2015). La combinacion de polisacaridos de distinta naturaleza, en
distintas proporciones y concentraciones, amplia la funcionalidad de las mezclas y sus
posibilidades de uso. Al igual que otros polisacaridos naturales, el alginato se utiliza en
combinacidn con otros polimeros compatibles como goma xantica, goma arébiga, proteinas
de suero de queseria y almidon, entre otros (Pongjanyakul y col., 2007, Nayak y col., 2012,
Cordoba y col., 2013, Wichchukit y col., 2013). Las mezclas asi obtenidas presentan
propiedades de ambos ingredientes, y con frecuencia, caracteristicas mejores que las de sus
componentes individuales (Rehm, 2009).

Ensayos exploratorios mostraron que suspensiones de alginato y GAL gelifican con gran
facilidad incluso a bajas concentraciones de ambos biopolimeros. La formacion de un gel,
dificultaria las etapas posteriores de emulsificacién del compuesto activo (aceite de pescado)
y de transporte a través del sistema de goteo, limitando las posibilidades de formulacion al
rango de concentraciones en que la suspensién de alginato-GAL se conserve fluida (no
gelifique). Con el fin de identificar las condiciones en que las suspensiones de alginato y
GAL resultan adecuadas para emulsionar el aceite (que sera luego encapsulado por gelacion
i6nica), se obtuvieron diagramas de fases sol-gel para el sistema alginato-GAL. Esta
herramienta, permite identificar rdpidamente las regiones (concentraciones relativas de
ambos biopolimeros) para las cuales el sistema se mantiene en suspension y aquellas en las
que tiene lugar la formacion de geles mas o menos firmes (Correa, 2003).

En la Figura 1V.34 se muestra el diagrama de fases sol-gel obtenido para el sistema
alginato-GAL. Las mezclas de GAL y alginato no presentaron separacion macroscopica de
fases a ninguna de las concentraciones estudiadas, lo cual indica una buena miscibilidad entre
los polimeros. Se observo que concentraciones de alginato mayores al 2% p/v condujeron a
la formacion de un gel fuerte ain a concentraciones bajas de goma (0,5 %). La adicion de
concentraciones mayores de GAL redujo la cantidad minima de alginato necesaria para

gelificar.
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Figura 1V.34 Diagrama de fases sol-gel para el sistema binario alginato-GAL, sin agregado de
CaCl,. La observacion se realiz6 luego de 24 h a 25°C.

Los sistemas conteniendo 1% p/v de alginato y concentraciones de GAL mayores al 2%,
mostraron un aumento marcado de la viscosidad y formaron un gel rigido a concentraciones
de goma del 4%. El efecto gelificante de la goma podria estar relacionado con una
disminucion del pH del medio. Sin embargo, la formacién de geles acidos de alginato
requiere valores de pH por debajo del pKa de los acidos manuronico (pKa = 3.38) y
glucuronico (pKa =~ 3.65), condiciones en las que se favorecen las interacciones
electrostéaticas soluto-soluto (Rehm, 2009). Sabiendo que las soluciones de GAL al 5% p/v
tienen un pH de 4,81 + 0,01 (Tabla 1), se descarta este efecto a las concentraciones
estudiadas. Probablemente, la mayor concentracion de GAL favorece la gelificacion debido
al aporte de iones (Ca?*) naturalmente presentes en el exudado (Tabla 1). De acuerdo con
BeMiller y Huber (2007), bajas concentraciones de calcio aumentan significativamente la
viscosidad de suspensiones de alginato. La formacion del gel también podria estar favorecida
en presencia de la goma por interacciones directas entre los polielectrolitos (GAL-alginato).
De acuerdo con Pongjanyakul y Puttipipatkhachorn (2007), en presencia de una goma, las
moléculas de alginato podrian formar enlaces intermoleculares por interaccion de los grupos
carboxilo e hidroxilo de los polimeros, resultando en un incremento de la viscosidad. En este

sentido, los grupos cargados positivamente en GAL (aminoécidos) podrian interactuar con
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grupos COO" del alginato, estableciendo zonas de union por interacciones electrostaticas y
conduciendo a la consolidacion de estructuras tridimensionales (Yang y col., 2015).

El analisis del diagrama de fases (Figura 1VV.34) permitié concluir que la mezcla GAL-
alginato presenta un rango acotado de concentraciones (alginato 0,5 - 1% y GAL 0,5 - 3%)
para las cuales la mezcla de hidrocoloides tiene una fluidez adecuada para preparar
emulsiones conteniendo el activo de interés (aceite de pescado) y para su posterior transporte
a través del sistema de inyeccion o goteo empleado en la generacién de capsulas.

Ademas de conocer las combinaciones de GAL vy alginato adecuadas para generar la
emulsion, en la etapa de encapsulacién es indispensable conocer las concentraciones relativas
de alginato, GAL y CaClz en las que el sistema gelifica.

Si bien bajas concentraciones de alginato admiten una mayor proporcion de GAL sin que
ocurra gelificacion (Figura 1V.34), se sabe que un contenido de alginato menor al 1%
conduce a la formacion de geles débiles e inestables durante la gelacion en presencia de Ca?*
(Rehm, 2009).

Para evaluar la influencia de GAL en el proceso de gelacién idnica, se construyé el
diagrama de fases que se muestra en la Figura 1V.35. La concentracion de alginato se
mantuvo constante (1% p/v) y se variaron las proporciones de GAL y CaCl,. Esta
concentracion de alginato se seleccion6 por ser la maxima concentracidn que permite evaluar
distintas proporciones de GAL sin que ocurra gelificacion espontanea. Estos diagramas
permiten determinar las condiciones en las que ocurre la formacion del gel en forma
instantanea, condicién requerida para la generacion de capsulas por goteo. Las mezclas se
realizaron de acuerdo con un disefio de red simple siguiendo la metodologia propuesta por
Correa (2003). El diagrama de fases obtenido (Figura 1V.35) permite ademas identificar las
regiones donde los sistemas permanecen en suspension (no forman gel), o bien donde se
produce la sinéresis (Mestdagh y col., 1999). Para facilitar su comprension, el diagrama
puede esquematizarse como se muestra en la Figura 1V.36.

En el diagrama (Figura 1V.35) se observa que concentraciones de CaCl iguales o
superiores a 0,5% p/v fueron suficientes para inducir la gelificacion de las suspensiones de
alginato y GAL. A bajas concentraciones de GAL, los geles presentaron sinéresis. Este
fendmeno se evidencio por la presencia de liquido en la superficie del gel, lo cual indica que
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la gelificacion no fue completa, o bien que las interacciones GAL-alginato-Ca?*conducen a

la formacion de una estructura compacta, rigida, con poca capacidad de retencion agua.
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Figura 1V.35 Diagrama de fases obtenido para sistemas conteniendo alginato (1 p/v) y distintas
proporciones de GAL y CaCl,, inmediatamente después de la preparacion. Se indica en cada caso si
se trata de una suspension (sol) o de un gel, y si se produce sinéresis (Sin).
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Figura 1V.36 Diagrama de fases esquematizado para sistemas ternarios alginato-GAL y CaCls.
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Numerosos factores explican el fendmeno de sinéresis. La longitud y distribucion de
blogues-M y bloques-G en la estructura del alginato (ver seccion 1.3.3.1), asi como la
concentracion del agente de entrecruzamiento, serian los mas importantes (Rehm, 2009). En
el proceso de encapsulacion, la sinéresis implicaria la expulsién de la fase acuosa
conteniendo el activo (emulsion) lo cual conduciria a una menor eficiencia en el atrapamiento
de aceite durante la encapsulacion.

Por otro lado, se observo que al aumentar la concentracion de GAL, la formacion de un
gel requiri6 menores concentraciones de CaCl, sin evidenciar sinéresis, siempre que la
concentracion de calcio fuera menor que 2,5%. En la region Gel, el agua estaria fisicamente
atrapada en la red polimérica. GAL podria actuar obstaculizando la estructuracion del gel,
reduciendo asi los fendmenos de contraccion, evitando la sinéresis y conservando la
capacidad de retencion de la fase acuosa de la matriz mixta.

Luego de 24 h a temperatura ambiente (Figura 1V.37 y Figura 1V.38), los sistemas

mostraron cambios fisicos evidentes.
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Figura 1V.37 Diagrama de fases obtenido para sistemas conteniendo alginato (1 p/v) y distintas
proporciones de GAL y Cl,Ca, luego de 24 h de almacenamiento a 25 °C. Se indica en cada caso Si
se trata de una suspension (sol) o de un gel, y si se produce sinéresis (Sin).
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Figura 1VV.38 Diagrama de fases esquematizado para el sistema alginato-GAL-CaCl, observado
alas 24 h.

Los geles presentaron sinéresis en gran parte de las combinaciones GAL-CaCl;
estudiadas. Solo unas pocas mezclas (CaClz2 0,5% y GAL 0 a 2,5% p/v) formaron geles
estables. A mayor concentracion de GAL (3% p/v), se produjo sinéresis probablemente
debido al aporte adicional de calcio presente en la goma.

Los cambios observados luego del almacenamiento se relacionaron con una
reorganizacion de las cadenas de los polisacaridos debido a modificaciones en las
interacciones moleculares que llevan a la desestabilizacion del gel (Rehm, 2009). Los rangos
de concentracién en los que se verifico la gelificacion y la sinéresis de las suspensiones de
alginato (1% p/v) se correspondieron con los resultados obtenidos previamente por Correa
(2003).

La construccion de los diagramas de fases permitié definir las concentraciones de
polielectrolitos (GAL y alginato) y del agente de entrecruzamiento (CaClz) méas adecuadas
para la preparacion de capsulas por gelacion idnica externa, como asi también conocer el
comportamiento de GAL en la matriz mixta. A partir de los resultados obtenidos se considero
que el sistema conteniendo alginato (1% p/v) y GAL (2% p/v) conduce a suspensiones con
buenas caracteristicas de flujo, aptas para las etapas posteriores de emulsion y goteo. Por otro
lado, se determind que soluciones de CaCl, al 2% p/v fueron suficientes para inducir la
formacion inmediata de geles con maxima capacidad de retencion de agua, lo cual permitiria

un atrapamiento eficiente del activo.
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1V.2.2 Estabilidad de emulsiones GAL-alginato

La mayoria de las técnicas industriales empleadas para la encapsulacion vy
microencapsulacion de aceites ricos en AGPI, requieren en primera instancia la preparacion
de una emulsidn del aceite en una suspension acuosa de los materiales encapsulantes (Chan,
2011). Durante la formacion de la emulsion, la matriz recubre al compuesto activo formando
una estructura definida en la interfase aceite/agua, que posteriormente, por deshidratacion
conduce a la formacion de particulas solidas multifasicas (Drusch y col., 2009).

En particular, la encapsulacion de aceite de pescado por gelacion idnica externa requiere,
como paso previo a la generacion de capsulas, la dispersion del activo lipofilico en la
suspension acuosa conteniendo los materiales de pared (alginato y GAL).

Habiéndose definido la composicion de la fase dispersante (GAL 2% p/v y alginato 1%
p/v) a partir de los diagramas de fases, resulto de interés estudiar las caracteristicas de la
emulsion formada en presencia del aceite y en especial, el efecto de la incorporacion de GAL
sobre la distribucién de tamafio de gota y estabilidad de la emulsién. Estos datos son de
interés ya que tendran impacto sobre la estabilidad del compuesto activo en los sistemas
encapsulados.

En la Figura 1V.39 se muestra la distribucién de tamafio de gota por volumen de

emulsiones conteniendo 10% de aceite de pescado y estabilizadas con alginato (Figura V.39
A) y alginato-GAL (Figura V.39 B), inmediatamente después de la preparacion y durante

el almacenamiento a 25 °C.

Ambas emulsiones presentaron inicialmente una distribucion bimodal de tamafios de gota
con un pico principal centrado en 7 um y uno secundario centrado en 0,3 pum. Durante el
almacenamiento no se observaron cambios apreciables en las distribuciones, excepto para la
emulsion estabilizada sélo con alginato (Figura 1V.39 A), que a las 24 h evidencié la
aparicion de un tercer pico centrado en 50 um que indicaria la formacion de gotas de mayor

tamarnio, y por lo tanto una mayor tendencia a la desestabilizacion.
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Figura V.39 Curvas de distribucion de tamafio de gotas por volumen de emulsiones de aceite de
pescado estabilizadas con 1% de alginato (A) y 1% de alginato + 2% de goma exudada de Prosopis
alba (B) luego de la preparacién (o) y durante el almacenamiento a 25°C a 0,5 h (@), Lh (A),2h
(k) y 24 h (<.
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En forma complementaria, se monitoreo el cambio en el tamafio de gota de la emulsion
por medio del diametro de De Broucker o D43 en funcion del tiempo por ser éste un indicador
mas sensible para evaluar los procesos de desestabilizacion (Galazka y col., 1996, Relkin y
col., 2005). En la Figura V.40 se muestran los valores del didmetro Da 3 calculado a partir
de las distribuciones de tamarfio de gota para emulsiones estabilizadas con GAL, alginato y
alginato-GAL durante el almacenamiento a 25°C. Se incluy6 ademas con fines comparativos,
la variacién del D43 de emulsiones (10% de aceite) estabilizadas s6lo con GAL (2% p/v),
analizada previamente en el estudio de las propiedades emulsionantes de la goma (Ver
seccién 1V.1.5.3.4).
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Figura 1V.40 Diametro D43 calculado a partir de las distribuciones de tamafio para emulsiones
estabilizadas con 2% de GAL (A), 1 % de alginato (m) y 1% de alginato + 2% de GAL (e), durante
el almacenamiento a 25°C.

La evolucion de los diametros Dags evidencio claras diferencias entre los sistemas en
estudio. En comparacion con la emulsion estabilizada solo con GAL, las emulsiones que
contenian alginato condujeron a menores Das3. Sabiendo que es minima la actividad
superficial del alginato, la reduccion observada en el tamafio de gota puede atribuirse
principalmente al efecto viscosante de este biopolimero sobre la fase dispersante. EI aumento
de viscosidad retardaria ademas el acercamiento, aglomeracion y aumento de tamafio de las
gotas en la emulsién (Dickinson, 2009, Chan, 2011). Para la emulsion estabilizada con ambos
biopolimeros se observo que los valores de Ds3s fueron ain menores que la emulsion

preparada sélo con alginato. Esto implica considerar un efecto sinérgico dado por la mayor
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viscosidad debido a la presencia del alginato y a las buenas propiedades emulsionantes de
GAL (seccion 1V.1.5.3). Se observé ademas, que el didmetro Da 3z para la emulsion preparada
con alginato y GAL se mantuvo practicamente constante durante el periodo de tiempo
estudiado, evidenciando que la emulsién mixta es méas estable (Fioramonti y col., 2015)
respecto de los otros sistemas.

Para entender mejor la mayor estabilidad de las emulsiones de alginato-GAL, se
determind el potencial Z de las emulsiones preparadas con alginato (A) y con alginato y goma
(A-GAL). En ambos casos los valores del potencial Z fueron menores que -30 mV, indicando
que la distribucion de cargas es suficiente para superar las interacciones atractivas gota-gota
y contribuir a la estabilizacion de las emulsiones (Guzey y col., 2007). El potencial Z de la
muestra con A (-89,3+1,83 mV) fue menor que en las muestras preparadas con A-GAL (-
79,1+0,14 mV). La reduccion en la carga neta de la emulsion conteniendo GAL podria
atribuirse a un efecto de compensacion entre los grupos con carga negativa del alginato y
grupos con cargas positivas de restos proteicos presentes en GAL (Jones y col., 2011,
Fioramonti y col., 2015). Estas observaciones son validas considerando que el pH de
suspensiones A-GAL (pH=5,2) es mayor que el pH necesario para neutralizar las cargas del
alginato (pKa=3,5), lo cual indica la existencia de cargas negativas en A y cargas positivas y
negativas en GAL, con predominio de éstas Ultimas (potencial Z de emulsiones GAL 2% = -
43,5 + 0,79 mV). Como consecuencia, la limitada interaccién entre los polimeros en estas
condiciones, implica considerar que el alginato no se adsorbe sobre el film interfacial de
GAL, permaneciendo en suspension, aumentando asi la viscosidad de la fase dispersante.

En las emulsiones estudiadas se analiz6 también la tendencia a la separacion de fases o
cremado luego de 24 h de su preparacion. Si bien no se observo la formacion de una capa
concentrada en la superficie de ninguna de las emulsiones estudiadas ni separacion de aceite,
la emulsion que contenia sélo alginato, condujo a la separacién de una capa diluida
(ligeramente opalescente) en la base del recipiente (Figura I1V.41). Este fendmeno podria estar
asociado a la aparicion de fuerzas de deplecion debidas a la presencia de alginato en la fase
dispersante. Dickinson (2009), establecio que la presencia de ciertos hidrocoloides a bajas
concentraciones ejerce un efecto desestabilizante sobre la emulsion al promover la
floculacion inducida por deplecidn, donde prevalecen las fuerzas de interaccion que

promueven la aproximacion entre las gotas y la separacion de suero, o emulsion diluida. En
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las emulsiones con GAL, este fendmeno no se observéd lo cual indicaria que la goma reduce

las fuerzas de deplecion, contribuyendo asi a la mayor estabilidad de la emulsion.

Figura V.41 Aspecto de emulsiones de 10% p/v de aceite de pescado estabilizadas con alginato
1% plv (A) y alginato 1% p/v, GAL 2% p/v (B), luego del almacenamiento 24 h a 25°C.

En resumen, a partir de los estudios realizados se concluye que la incorporacién de GAL
favorece la formacién de emulsiones con gotas mas pequefias, que se mantienen estables
luego de 24 h a temperatura ambiente, confirmando las propiedades emulsionantes y
estabilizantes de GAL en la mezcla. Este tiempo resulta suficiente para garantizar la
estabilidad de las emulsiones utilizadas durante el proceso de gelacion ionica. De acuerdo
con el método de preparacion utilizado, el tiempo que toma el goteo de 10 g de emulsién

sobre la solucion de Ca?* para generar los encapsulados es menor a 30 min.
1V.2.3 Obtencion y caracterizacion de los sistemas encapsulados

Las capsulas obtenidas por gelificacion ionica son generalmente grandes (2-5 mm)
(Mofidi y col., 2000), insolubles en medios acuosos (Rehm, 2009) y de estructura muy porosa
(Peniche y col., 2004, Gal y col., 2007, Nayak y col., 2012). La porosidad de la matriz es un
aspecto importante a considerar ya que puede afectar en gran medida la retencion del
compuesto activo, y su estabilidad especialmente cuando se trata de compuestos que se
oxidan facilmente en presencia de oxigeno. En este sentido, se han estudiado distintas
estrategias de preparacion y formulacion para generar matrices de estructuras variadas

(Drusch y col., 2009), las cuales inciden directamente sobre diversas propiedades
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fisicoquimicas y funcionales de las céapsulas tales como carga, porosidad, estabilidad y
liberacion en condiciones gastrointestinales (Li y col., 2011).

En esta seccion se estudio el efecto de GAL, como componente del material de pared, y
de quitosano, como cubierta externa, sobre las caracteristicas fisicas y estructurales de
capsulas de alginato deshidratadas, y sobre la retencion y estabilidad del aceite de pescado.

Para ello se puso a punto y se estandariz6 el método de generacion de capsulas (segun se
detalla la seccién I11.5) para obtener un tamafio homogéneo y consistencia adecuada.
Brevemente, las emulsiones de alginato o alginato-GAL conteniendo aceite se hicieron
gotear sobre una solucion de CaCl,. En algunos sistemas, las capsulas formadas se
introdujeron en una solucion de quitosano para promover la adsorcion electrostatica de este
biopolimero sobre la capsula. El quitosano ha sido usado para aumentar la estabilidad de las
capsulas de alginato, asi como para minimizar la pérdida del material encapsulado y controlar
su liberacion (Peniche y col., 2004, Garti y col., 2012).

Las capsulas de alginato y alginato-GAL, con y sin recubrimiento de quitosano,
presentaron luego de la preparacién un aspecto blanquecino y opaco, similar al que
presentaba la emulsion, previo al proceso de gelificacién (Figura IV.41). Estas caracteristicas
también fueron observadas por Li y col. (2011) para céapsulas de alginato y quitosano
conteniendo triglicéridos de cadena media, quienes atribuyeron el aspecto “lechoso” a la

distribucion uniforme de las gotas de aceite en los encapsulados.

Figura 1V.42 Cépsulas de aceite de pescado obtenidas por gelacion idnica en matrices de alginato
y GAL, recubiertas con quitosano.
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En estas condiciones, las capsulas himedas o hidrogeles, presentan un alto contenido de
agua, lo cual reduce la estabilidad del aceite encapsulado. La deshidratacion de las capsulas
mejora su conservacion (Drusch y col., 2006b). La eliminacion de agua, conduce a la
formacion de una matriz amorfa donde la movilidad esta reducida, al igual que las reacciones
de deterioro, lograndose por tanto una mayor estabilidad (Zuidam y col., 2010). A su vez,
disponer del aceite en estado solido facilita la manipulacion y el transporte, asi como la
incorporacion y dosificacion en formulaciones alimentarias (Zuidam y col., 2010, Gaonkar
y col., 2014). En este sentido, fue de interés en este trabajo estudiar la estabilidad del aceite
en sistemas deshidratados. Para minimizar el deterioro oxidativo del aceite encapsulado
durante la remocidn de agua, se evaluaron dos métodos de secado: liofilizacién y secado en
estufa de vacio a 30 °C.

La influencia de la incorporacién de GAL y del método de secado, se estudiaron en
relacion a las caracteristicas fisicas de las capsulas y capacidad de proteccion del aceite.

1V.2.3.1 Efecto de la composicion y tipo de secado
IV.2.3.1.1 Extraccién acelerada con solvente

El estudio de los perfiles de extraccion con solvente permite conocer las caracteristicas de
porosidad y posibles interacciones activo/material de pared (Correa, 2003).

En la Figura V.43 se muestra el efecto conjunto de la composicion y del método de secado
de los encapsulados sobre los perfiles de extraccion de aceite en hexano en funcion del tiempo
de agitacion. La cantidad de aceite extraible, expresado como g de aceite extraido/100 g de
capsulas, sigui6 una tendencia similar en todos los sistemas, aumentando de manera marcada
al comienzo de la extraccion antes de estabilizarse alcanzando un plateau. Este
comportamiento fue observado también por Chan (2011) para capsulas de alginato-Ca®*
conteniendo aceite de palma. Tanto el método de secado como la composicion, afectaron
significativamente la difusion de aceite desde el interior de las capsulas hacia la superficie,
lo cual puede atribuirse a las caracteristicas estructurales de los encapsulados (Chan, 2011,

Puguan y col., 2014).
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Figura 1V.43 Perfiles de extraccion de aceite con solvente en condiciones aceleradas de capsulas
liofilizadas (A) y secadas al vacio (B). Alginato (A), Alginato-quitosano (AQ), alginato-goma (A-
GAL), alginato-quitosano-goma (AQ-GAL).

Independientemente de la composicion, las capsulas secadas en estufa de vacio
presentaron una mayor capacidad para retener el aceite (0,02 a 0,15 g aceite/100 g capsulas)
que las céapsulas liofilizadas (0,06 a 0,27 g aceite/100 g capsulas). El perfil de extraccién de
aceite puede relacionarse con las caracteristicas microestructurales de las capsulas, las cuales
dependen en gran medida del método de secado (Smrdel y col., 2008, Chan, 2011). La menor
permeabilidad de los sistemas secados al vacio podria atribuirse por un lado, a la formacion
de una corteza densa debida al arrastre de solutos por difusion de agua desde la estructura
interna hasta la superficie de las capsulas (Smrdel y col., 2008). Por otro lado, en los sistemas

que contienen GAL, los azUcares de bajo peso molecular presentes en la goma podrian
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rellenar cavidades en la red polimérica favoreciendo la formacion de una matriz densa
durante el secado. Botrel y col. (2014), observaron una mayor capacidad de retencion en
capsulas de WPI obtenidas por atomizacion, cuando introdujeron sustancias de menor PM
como maltodextrina e inulina en la matriz. La menor permeabilidad en los sistemas secados
al vacio tendria la ventaja no sélo de favorecer la retencion del compuesto activo sino también
de disminuir la permeabilidad al oxigeno mejorando la estabilidad oxidativa del aceite.

Las cépsulas liofilizadas presentaron menor capacidad para retener el aceite que las
secadas al vacio (Figura I1V.43 A), probablemente debido a las caracteristicas
microestructurales propias de los productos obtenidos por este método de secado. La
sublimacion de los cristales de agua de la matriz conduce a la formacidn de poros y cavidades
internas interconectadas y menor contraccion estructural (Smrdel y col., 2008, Chan, 2011).
Correa (2003) compard la estructura de capsulas de polielectrolitos secadas por liofilizacion
con esponjas en alusion a su matriz altamente porosa. Por lo tanto, una estructura porosa y
permeable aumenta la cantidad de aceite extraido al inicio, asi como en el equilibrio (Figura
IV.43 A). En céapsulas liofilizadas, el solvente puede penetrar profundamente facilitando la
extraccion de aceite (Chan, 2011). Una estructura con estas caracteristicas supone al mismo
tiempo, una mayor difusién del oxigeno lo cual reduciria la estabilidad del activo
encapsulado. De acuerdo con los estudios de Deladino y col. (2008) sobre encapsulacién de
extractos de yerba mate en capsulas de alginato, se concluye que la liofilizacion no seria un
método de secado adecuado cuando se pretende estabilizar compuestos oxidables.

El recubrimiento con quitosano se ha propuesto como una estrategia para aumentar la
densidad y entrecruzamiento de los polimeros en la superficie de la capsula y limitar asi la
difusion del activo (Peniche y col., 2004, Garti y col., 2012). Sin embargo en las Figura 1V.43
Ay B, se observa que en presencia de quitosano la capacidad de retencion de aceite fue
menor especialmente en capsulas sin goma (AQ), tanto en sistemas liofilizados como secados
al vacio. La adsorcién de quitosano sobre la superficie de las capsulas depende de la
disponibilidad de cargas negativas del alginato (Li y col., 2007). En condiciones de pH
adecuado, el quitosano (pKa = 6,5) presenta grupos NH3* capaces de interactuar con los
grupos COO" del alginato remanentes de la formacion de complejos carboxilato de calcio.
Por lo tanto, las interacciones alginato-quitosano conducirian a una estructura en la que

prevalecen las interacciones entre los polimeros produciéndose la liberacion del aceite.
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La incorporacion de GAL condujo a una mayor retencion de aceite en las capsulas de
alginato, con o sin cubierta de quitosano (los perfiles de extraccion de aceite fueron similares
para A-GAL y para AQ-GAL). De acuerdo con Pongjanyakul y col. (2007) el agregado de
gomas en la matriz de alginato, podria aumentar la tortuosidad del material encapsulante
limitando la difusion del activo. La goma podria ademas actuar obstaculizando la interaccion
alginato-quitosano. Este efecto hace posible la adsorcion de quitosano como una barrera de
proteccion adicional, resultando su incorporacion util desde varios puntos de vista. Por un
lado, una cubierta de quitosano prevé su funcionalidad antimicrobiana (Arancibia y col.,
2015, Ma y col., 2016), junto con otras propiedades deseables tales como biocompatiblidad
y biodegradabilidad (Cetinus y col., 2009). La naturaleza cationica del biopolimero le
confiere ademas caracteristicas de mucoadhesividad interesantes para la liberacion
controlada del activo en condiciones gastrointestinales (Li y col., 2011). Se considerd, por

tanto, positiva la incorporacion de quitosano en estructura de multicapa.
IV.2.3.1.2 Caracteristicas morfoldgicas y microestructurales

El efecto de la composicion y del método de secado se estudié también sobre las
caracteristicas estructurales de los encapsulados empleando microscopia electrénica de
barrido (SEM). Las imagenes obtenidas muestran la morfologia externa (Figura 1V.44 y
Figura 1V.45) y la estructura interna (Figura IV.46 y Figura 1V.47) de las capsulas. En todos
los casos, la observacion de las estructuras externas e internas requirié la extraccion previa
del aceite superficial con solvente debido a que dificultaba la observacion.

A partir de las micrografias y de acuerdo con lo reportado por Smrdel y col. (2008), se
observo que el método de secado tuvo un efecto importante sobre la morfologia de las
capsulas. Las capsulas liofilizadas (Figura 1V.44) presentaron una superficie irregular con
pliegues y depresiones, mientras que las capsulas secadas al vacio, fueron mas esféricas y
con una superficie mas lisa y uniforme. Chan (2011) observé también que céapsulas de
alginato-Ca?* conteniendo aceite de palma y secadas en estufa fueron mas esféricas que las
obtenidas por liofilizacion. Smrdel y col. (2008) observaron para capsulas de alginato secadas
en corriente de aire o en lecho fluidizado una superficie mas suave en comparacion con

capsulas deshidratadas por liofilizacion.
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Figura V.44 Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido de capsulas de alginato-
quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma (AQ-GAL) secadas por liofilizacion.
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Figura V.45 Imégenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido de capsulas de alginato-
quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma (AQ-GAL) secadas al vacio.
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En relacion a la composicion, se observo que la presencia de la goma en sistemas
liofilizados, favorecio la formacion de capsulas de mayor tamafio en comparacion con AQ,
con huecos y discontinuidades en la superficie, caracteristicos de una estructura porosa. En
las capsulas liofilizadas sin goma (Figura 1V.44), la presencia de aceite en la superficie
dificulto la observacion.

Las capsulas con goma y secadas al vacio (Figura IV.45) fueron mas grandes y presentaron
una superficie mas lisa y uniforme que AQ, evidenciando una estructura continua y mas
densa. Estas observaciones se corresponden con la menor permeabilidad observada de estas
capsulas en el estudio de extraccion de aceite con hexano (Figura 1V.43). La superficie mas
compacta en AQ-GAL se relacion6 con la presencia de azUcares de bajo peso molecular
naturalmente presentes en la goma, que podrian actuar como relleno de huecos en la red
polimérica, aumentando asi la densidad de la corteza y reduciendo el volumen libre. Desobry
y col. (1999) encontraron que la incorporacion de mono y disacaridos contribuyeron a la
impermeabilizacion de microparticulas de maltodextrina. Las capsulas AQ secadas al vacio
(Figura 1V.45) presentaron una superficie irregular con huecos y mas rugosa, asi como restos
de aceite superficial.

El anélisis de las caracteristicas morfoldgicas externas contribuyé al entendimiento de las
propiedades de retencidn del activo en relacion al efecto de la composicion y del método de
secado.

Para el anélisis de la estructura interna se realiz6 un corte transversal de las capsulas con
bisturi. Las capsulas seccionadas se sometieron a un proceso de extraccion con solvente para
eliminar la interferencia del aceite y mejorar asi la observacion. En las Figura IV.46 y Figura
IV.47 se muestra el efecto de la composicion y tipo de secado sobre la estructura interna de
las capsulas.

Las imagenes obtenidas de la seccion transversal muestran que todos los sistemas
presentan una estructura interna del tipo “multicore” o “multinticleo”, en la cual el activo se
encuentra en cavidades que forman una estructura de panal o esponja resultante del proceso
de gelificacion de la emulsion. La extraccion del aceite con solvente generd cierta
contraccion de la estructura, que fue mas evidente en las capsulas liofilizadas donde se

observd una distorsion de las cavidades (Figura 1V.46).
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s EHT = 6004

Figura V.46 Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido de capsulas de alginato-
quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma (AQ-GAL) secadas por liofilizacion.
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Figura V.47 Imégenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido de cépsulas de alginato-
quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma (AQ-GAL) secadas al vacio.
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La estructura interna de las capsulas secadas al vacio (Figura 1V.47) refleja una
distribucién mas homogénea de las gotas de aceite en la emulsion, observandose cavidades
definidas de forma poliédrica, debido probablemente al acercamiento de las gotas de aceite
durante el proceso de secado. Es importante destacar que en presencia de la goma, las
cavidades fueron de menor tamafio y se distribuyeron de manera mas uniforme y compacta.
Estas caracteristicas se relacionaron con la mayor estabilidad de la emulsion observada en
presencia de GAL (Figura 1V.40).

Se puede concluir que el tipo de secado influyd en la estructura macro y microscopica de
las capsulas, afectando su tamafio, superficie y permeabilidad. En lineas generales, las
capsulas liofilizadas fueron mas grandes que las secadas al vacio, con una superficie mas
rugosa. Las capsulas secadas al vacio y en particular con goma, fueron mas esféricas y con
una superficie més lisa y uniforme. En presencia de la goma se obtuvieron capsulas de mayor
tamafo independientemente del método de secado. En las capsulas secadas al vacio la goma
podria actuar rellenando la matriz polimérica favoreciendo estructuras de superficie mas lisa

y mé&s compactas.
IV.2.3.1.3 Proteccion por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Como la oxidacién y la descomposicion térmica de grasas y aceites son reacciones
exotérmicas, el andlisis térmico puede usarse como método para evaluar la estabilidad y
calidad de aceites tanto libres como encapsulados (Shahidi y col., 2005, Pérez-Alonso y col.,
2008, Gallardo y col., 2013). La calorimetria diferencial de barrido ofrece una alternativa no
qguimica, sencilla y rapida para evaluar la oxidacion, comparable con otros métodos
instrumentales como Rancimat (Pardauil y col., 2011) y espectroscopia de resonancia de spin
de electron (Velasco y col., 2004). El anélisis por DSC permite hacer estudios de oxidacion
térmica acelerada calentando la muestra a velocidad controlada (método dindmico) en aire
(capsula pinchada). Al ocurrir la oxidacién, el calor liberado conduce a un marcado cambio
de pendiente en la linea de base del termograma que indica la temperatura de inicio (onset)
de la oxidacion. La temperatura de oxidacion determinada por el método dindmico se
relaciond con etapas avanzadas (0 de terminacién) del proceso oxidativo (Shahidi y col.,
2005).
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Como aproximacion para estudiar la estabilidad relativa del aceite de pescado en relacion
con la composicion y método de secado de las capsulas, se realizé un analisis térmico por
DSC en condiciones oxidativas. En la Figura 1V.48 se muestran los termogramas obtenidos
por DSC para las capsulas preparadas con o sin GAL y secadas por liofilizacion o al vacio,

en comparacion con el aceite libre o control.

Aexo

Onset  169.3 °C

Onset 164.81°C

r—r 1 T T T T T T T T[T T T T T T T T T T T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240°C

Lab: METTLER STAR®=SW &.10
*exo

AQ

Onset  173.00°C

05
Wig-1

Onss  17503°C AQ-G

nset 186.50°C

o]
Onset 187.76°C_~
. -

r— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 °C
Lab: METTLER STAR=SW 2.10

Figura 1V.48 Termogramas obtenidos por DSC para capsulas de polielectrolitos conteniendo
aceite de pescado deshidratadas por liofilizacion (A) y secadas al vacio (B). Cépsulas de alginato-
quitosano (AQ), alginato-goma- quitosano (AQ-G), aceite de pescado libre o control (AP). Inicio de
la oxidacion térmica indicado como Onset.

La oxidacion se observo como un cambio en la linea de base del termograma, donde la
temperatura de inicio (onset) de la reaccion se determiné como la interseccion de las lineas

extrapoladas de la linea de base y la tangente del pico exotérmico.
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Se observa que independientemente del tipo de secado, la oxidacion en los sistemas
encapsulados ocurrié a mayores temperaturas (165 - 187°C) que en el aceite libre o control
(157°C). Pérez-Alonso y col. (2008) observaron también por DSC un aumento en la
estabilidad oxidativa de oleorresina de chile cuando ésta se encapsulé por secado por
atomizacion en matrices de proteina de suero-goma de mezquite-maltodextrina.

Las capsulas secadas al vacio (Figura IV.48 B) se oxidaron en general a mayores
temperaturas que las liofilizadas (Figura 1V.48 A.). En particular, la oxidacién para AQ
ocurrié a 174 £ 1 °C en sistemas secados al vacio y a 168 + 1 °C en los liofilizados. Estos
resultados estan de acuerdo con las caracteristicas estructurales observadas para las capsulas
secadas al vacio (menor porosidad y superficie mas densa) que serian favorables para la
proteccion del aceite.

En relacion al efecto de la composicion de las capsulas, en los sistemas liofilizados no se
observaron diferencias apreciables en la temperatura de inicio de la oxidacién (Figura IV.47).
Sin embargo, en los sistemas secados (Figura V.48 B) al vacio se observo que en las capsulas
que contenian GAL como componente del material de pared la oxidacion ocurrié a mayor
temperatura (187 £ 1 °C). Probablemente la presencia de la goma, ademéas de aportar
compuestos con actividad antioxidante, favorece la formacion de una estructura de pared mas
compacta, menos porosa, que retiene y protege mejor el activo. En las capsulas liofilizadas
este efecto no se manifiesta debido a la alta porosidad de la matriz que resulta de este tipo
de secado.

A partir de los resultados de estabilidad obtenidos por DSC vy de las caracteristicas de
permeabilidad y estructura analizadas en las secciones anteriores en relacion al método de

secado, se definio como maés adecuado el secado de las capsulas en estufa de vacio.

1V.2.3.2 Interacciones moleculares por FTIR

La caracterizacion de los sistemas encapsulados secados al vacio se realizé6 ademas por
espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR-ATR) a fin de profundizar el
conocimiento de las interacciones fisicoquimicas que se establecen entre los polielectrolitos

componentes del material de pared y el compuesto activo encapsulado.
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La Figura 1V.49 muestra los espectros obtenidos para las capsulas AQ y AQ-GAL y para

los controles (quitosano y goma secadas al vacio, y aceite de pescado).
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Figura 1V.49 Espectros FTIR de alginato (A), quitosano (Q), goma exudada de Prosopis alba
(GAL), aceite de pescado (AP) y capsulas de alginato-quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma
(AQ-GAL).

El alginato de sodio presentd bandas caracteristicas debidas al estiramiento asimétrico de
los grupos —COO" (1595 cm™). En los sistemas encapsulados, esta banda evidencid un
desplazamiento a 1621 cm™en AQ y a 1627 cm™ en AQ-GAL, lo cual podria atribuirse al
estiramiento asimétrico de los grupos carboxilatos en los complejos alginato de calcio, como
consecuencia de la gelacion ionica (Illanes y col., 2013).

Por otro lado, el espectro FTIR del quitosano mostr6 bandas tipicas debido a la vibracién
del grupo C=0 de las unidades acetiladas (-CONH,) a 1650 cm™ (amida 1), y de los grupos
amino protonados a 1543 cm™ (amida I1) (Deladino y col., 2008). Luego de la encapsulacion,

las bandas caracteristicas del quitosano (amida | y amida Il) se desplazaron hacia menores
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longitudes de onda tanto para AQ (1621 y 1514 cm™) y para AQ-GAL (1627 y 1528 cm™)
lo cual indicaria la interaccién alginato-quitosano (Deladino y col., 2008). De acuerdo con
Deladino y col. (2008), la aparicion de una banda en torno a 1240 cm™, confirmaria la
interaccion electrostatica entre los grupos amino protonados del quitosano y los grupos
carboxilatos disociados del alginato de sodio. Esta banda se observé claramente tanto para
AQ (1253 cm™) como para AQ-GAL (1257 cm™).

La observacion de los desplazamientos debidos a la gelacién idnica asi como a la
adsorcion electrostatica de quitosano, tanto en AQ y AQ-GAL, indicarian que la
incorporacion de goma no obstaculizé ninguna de esas interacciones. En este sentido, GAL
se comportaria como un agente de relleno.

La observacion de ciertas diferencias entre los espectros de AQ y AQ-GAL contribuyé al
entendimiento del efecto de GAL en las capsulas compuestas. En ambos sistemas se observo
la banda debida al estiramiento del grupo —OH centrada en 3300 cm™, resultando esta banda
mas estrecha y de mayor intensidad en presencia de GAL. De acuerdo con Pongjanyakul y
Puttipipatkhachorn (2007) este fenémeno sugiere considerar que la goma podria formar
enlaces de hidrégeno intermoleculares con los otros polielectrolitos de la matriz
encapsulante. Estas interacciones podrian contribuir a la formacién de una matriz compleja
que limita el escape del activo por obstaculizacion y reduccion de espacios libres. Estas
observaciones se corresponden a los resultados del ensayo de extraccion del aceite con
solvente.

El espectro FTIR del aceite de pescado (AP), mostro las bandas triples caracteristicas
(entre 3000 y 2800 cm™) correspondientes a los estiramientos C-H de los grupos metilo y
metilenos presentes en las cadenas carbonadas de los acidos grasos (Vongsvivut y col., 2012).
En especial, la banda observada a 3011 cm™, asignada a los estiramientos de los dobles
enlaces cis, =C-H, podria relacionarse con las multiples insaturaciones de los AGPI, tales
como C22:6 y C20:5 (Liao y col.,, 2012). La conservacion de estas bandas sin
desplazamientos en los espectros de AQ y AQ-GAL, indicaria la ausencia de interacciones
quimicas entre el aceite de pescado y los materiales encapsulantes. De acuerdo con
Aghbashlo y col. (2012), esto pone de manifiesto que el aceite se encuentra atrapado

fisicamente en ambos sistemas. La ausencia de interacciones quimicas se evidencié también
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por DSC donde se observo que la fusion del aceite en los sistemas encapsulados ocurrié a la
misma temperatura que el aceite libre (datos no mostrados).

Del estudio de las propiedades macro y microestructurales, térmicas asi como de las
interacciones a nivel molecular, se concluye que la incorporacion de GAL en los sistemas de
encapsulacion ionotropica mejord las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las
capsulas conteniendo aceite de pescado. GAL actuaria como agente de relleno, sin
obstaculizar los procesos de gelacion idnica ni de adsorcion de quitosano, estableciendo
interacciones electrostaticas positivas con los otros componentes de pared, generando una
matriz compleja donde el activo es retenido fisicamente. La mayor retencion y proteccion del

aceite se alcanzé en capsulas con goma y deshidratadas al vacio.

1V.2.3.3 Distribucion de aceite, rendimiento y eficiencia de encapsulacion después del
secado

La distribucion del aceite en la capsula (fraccion superficial/interna) tiene gran relevancia
tecnoldgica, se usa generalmente como criterio de calidad cuando se evaltan las propiedades
de sistemas encapsulados. Influye directamente sobre las caracteristicas de manipulacion,
dosificacion y transporte, asi como en la estabilidad oxidativa global del producto,
especialmente cuando se encapsula aceite altamente sensible a la accion del aire y de la luz
(Velasco y col., 2009a). En esta seccidn se cuantifico la proporcion de ambas fracciones y se
las utilizo para calcular la eficiencia y el rendimiento de encapsulacion como indicadores
globales del método de encapsulacion.

Los estudios de encapsulacion de aceites describen generalmente la existencia de dos
fracciones dependiendo de su localizacion (Velasco y col., 2009b). Por un lado, la fraccion
mayoritaria, inmersa en la matriz encapsulante, denominada aceite encapsulado o interno, y
por otro lado, una fraccién minoritaria, sobre la superficie de los encapsulados, denomina
aceite superficial o libre (Figura 1V.50).

Distintos autores observaron que tanto la composicion como la estructura de la capsula (y
en consecuencia el secado) afectan en gran medida la distribucion de aceite en los
encapsulados (Augustin y col., 2010, Calvo y col., 2012). Considerando estos antecedentes,
resultd de interés estudiar el efecto de la incorporacion de GAL sobre la distribucion de aceite
en las céapsulas deshidratadas al vacio. El aceite superficial y el aceite encapsulado se
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determinaron gravimétricamente como se describe en la secciones 111.8.3 y 111.8.4. En la

Tabla 9, se muestran los resultados obtenidos.

aceite
---------- superficial

}

aceite ~
encapsulado =~ TTe-=—--- N

Figura 1V.50 Esquema que ilustra la fraccion de aceite interno o encapsulado (AE) y aceite
superficial (AS).

Tabla 9. Contenido de aceite superficial, encapsulado y total determinado en céapsulas alginato-
quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma (AQ-GAL) deshidratadas al vacio.

AQ AQ-GAL
Aceite superficial, % b.s. 7,87 £0,47° 1,07 £ 0,042
Aceite encapsulado, % b.s. 70,43 £0,44% 76,90 +1,70°
Aceite total, % b.s. 78,29 + 0,042 77,97 £ 1,742

Valores promedios * desviacion estdndar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba T (p<0,05).

Luego de la preparacién y secado al vacio, la fraccién de aceite superficial fue mayor en
las capsulas que no contenian goma. Esto se correspondi6 con el aspecto aceitoso y pegajoso
de AQ, percibido visualmente y durante su manipulacion. Estas caracteristicas no se
observaron en las capsulas AQ-GAL, las cuales presentaron mejores caracteristicas de flujo.
La fraccion de aceite superficial en las capsulas con goma fue menor que la reportada para
capsulas de alginato-Ca?* conteniendo aceite de palma, la cual vario entre 6,4 a 7,9 % (Chan,
2011). La existencia de una fraccion de aceite superficial fue relacionada por estos autores
con la permeacion de aceite durante el proceso de secado como consecuencia de la
contraccion de la estructura de gel (Williams, 2008, Chan, 2011). La fraccion de aceite

superficial se relacion6 también con la estabilidad de la emulsion y la capacidad de retencidn
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de la capsula. En este sentido, la menor cantidad de aceite superficial en AQ-GAL pone de
manifiesto la importancia de GAL durante la formacion de la emulsion, proceso de
gelificacion y secado.

De acuerdo con los resultados del estudio de las propiedades emulsionantes (seccion
IV.1.5.3), GAL forma films viscoelasticos fuertes en la interfase aceite/agua. Esta propiedad
le permite conservar la distribucion de tamarios de particulas (Figura 1V.39) y evitar el
fendmeno de coalescencia y liberacion de aceite por rotura del film. En combinacién con
alginato, una mayor viscosidad del medio de dispersion contribuiria a retardar los fenémenos
de desestabilizacion y separacion de fases. A su vez, cuanto mayor es la estabilidad de la
emulsion y menor es el tamafio de particula, mayor es la retencién de aceite, lo cual
disminuye la fraccién de aceite superficial (Chan, 2011). Adicionalmente, por anélisis de los
espectros FTIR, se observé que GAL establece interacciones electrostaticas con los otros
polielectrolitos (Figura 1V.49) confiriendo un mayor entramado a la matriz encapsulante y
limitando asi la permeacion del activo. Por otro lado, se observo que en presencia de la goma
las cépsulas presentaron una superficie mas compacta y densa cuando la deshidratacion se
realiz6 al vacio (Figura IV.45). Todos estos aspectos explican en gran medida la menor
fraccion de aceite superficial en las capsulas con GAL.

Si bien GAL redujo significativamente la cantidad de aceite superficial, es importante
mencionar que incluso una pequefia cantidad podria conducir a la formacion de sabores y
aromas indeseables durante el almacenamiento de los encapsulados (Drusch y col., 2009),
asi como de los alimentos fortificados en los que se incluyen como ingrediente (Kralovec y
col., 2012). Con el fin de minimizar la oxidacion de la fraccion superficial de aceite, se ha
recomendado el almacenamiento en condiciones de humedad relativa cercanas al valor de
monocapa (Velasco y col., 2009b), por ser la velocidad de oxidacion minima en estas
condiciones (Labuzay col., 1971).

Por otro lado, la incorporacion de GAL aumentd en un 10 % la cantidad de aceite
encapsulado (fraccion interna) respecto de AQ, resultando en una capacidad de carga cercana
al 77 % pl/p (Tabla 9). La cantidad de aceite encapsulado en AQ-GAL fue similar a la
determinada para capsulas de alginato-Ca?* obtenidas por gelacion externa conteniendo
aceite de palma (79 % p/p) (Chan, 2011) y capsulas de alginato-Ca-quitosano conteniendo
aceite de tiburdn (65 % p/p) (Peniche y col., 2004).
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La capacidad de carga alcanzada en los sistemas estudiados, y en especial en presencia de
GAL, resulta una ventaja interesante en comparacion con otros sistemas de encapsulacion
tales como el secado por atomizacion, donde la carga de aceite es aproximadamente 30 %
(Velasco y col., 2009a), o coacervacion compleja en que alcanza valores cercanos al 60 %
(Kralovec y col., 2012). Una alta capacidad de carga de aceite implica considerar que se
requerird una menor cantidad de material encapsulante, de modo que el costo y el impacto
sensorial en el producto alimenticio en que se incorporen los encapsulados se minimizan
(Kralovec y col., 2012). Por otro, una mayor carga de aceite, es de interés para diversas
aplicaciones en las que se requiere un menor volumen de producto (Chan, 2011).

Considerando la mayor proporcion de sélidos en la emulsion AQ-GAL (alginato 1% p/p,
GAL 2% p/p) respecto de AQ (alginato 1% p/p), podria esperarse una menor proporcion de
aceite en las capsulas con goma. Sin embargo, el contenido de aceite total calculado como la
suma de las fracciones superficial e interna, fue similar en ambos sistemas (Tabla 9).

En base al conocimiento de las fracciones de aceite superficial, encapsulado y total, se
calcul6d la eficiencia y el rendimiento de encapsulacion. Por un lado, la eficiencia de
encapsulacion, describe la proporcion de aceite superficial respecto del interno, y por otro, el
rendimiento de encapsulacion cuantifica indirectamente las pérdidas de activo a lo largo del

proceso de encapsulacion. En la Tabla 10 se resumen los resultados obtenidos.

Tabla 10. Eficiencia de encapsulacion (%) y rendimiento de encapsulacion (%) de aceite de
pescado calculado para las capsulas alginato-quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma (AQ-GAL)
deshidratadas al vacio.

AQ AQ-GAL
Eficiencia de encapsulacion, % 89,95 +0,622 98,63 + 0,02°
Rendimiento de encapsulacion, % 70,72 £0,19? 89,12 + 0,06°

Valores promedios * desviacion estandar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba T (p<0,05).

La incorporacién de GAL aumentd la eficiencia de encapsulacion en un 8,4%, respecto
de las capsulas sin GAL, indicando una mayor proporcién de aceite encapsulado respecto del
aceite total. Esta caracteristica es altamente deseable en la encapsulacion de aceites, debido
a que cuanto mayor es la eficiencia de encapsulacion (menor proporcion de aceite
superficial), mejores son las propiedades de flujo libre del sélido y mayor es su estabilidad
frente a la oxidacion (Augustin y col., 2010). La eficiencia de encapsulacion lograda por
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gelacion idénica fue mayor, tanto en AQ-GAL como en AQ, que la obtenida para la
encapsulacion de aceites por otros métodos como secado por atomizacion, donde la eficiencia
fue menor al 75% (Velasco y col., 2009Db).

Por otro lado, la presencia de GAL aument6 el rendimiento de encapsulacion de aceite de
pescado, lo cual indica una menor pérdida del compuesto activo durante el proceso de
generacion de capsulas y deshidratacion. Rendimientos similares fueron publicados por otros
autores para la generacion de capsulas de alginato-Ca?* conteniendo aceite de palma (79%)
(Chan, 2011), aceite de eucalipto (90-92%) (Chang y col., 2003), aceite de germen de trigo
(88%) (Chan y col., 2000) y aceite de tiburdn (92%) (Peniche y col., 2004). Sin embargo es
importante sefialar que el rendimiento de encapsulacion es un indicador global del proceso y
se ve fuertemente influenciado por las caracteristicas particulares del sistema usado para
generar las capsulas, lo cual hace dificil la comparacion de los valores obtenidos con datos
reportados en la literatura. El calculo del rendimiento cuantifica indirectamente las pérdidas
en los procesos de emulsificacion y transporte en el sistema de goteo (manguera), como asi
también las pérdidas de activo (aceite) durante la consolidacién de la estructura de gel y por
drenado durante el método de secado. Manteniendo constantes las condiciones y sistema de
generacion de las capsulas las comparaciones son validas y permiten atribuir las diferencias
observadas a cambios en la composicion (Tabla 10).

Por un lado, Botrel y col. (2014), relacionaron el rendimiento de encapsulacion de aceite
de pescado por atomizacién con la estabilidad de la emulsion. Por otro, Chan (2011) sostiene
que el rendimiento de encapsulacion de aceite en capsulas de alginato depende del grado de
entrecruzamiento en la superficie, lo cual contribuye a un mayor atrapamiento del activo. En
este sentido, el mayor rendimiento observado en los sistemas con GAL podria relacionarse
con la mayor estabilidad de la emulsion, como asi también a la formacion de una matriz
polimérica con mayor capacidad para retener el activo (Figura 1V.43).

A partir de los resultados obtenidos se concluye que GAL mejord la eficiencia de
encapsulacion, conduciendo a la obtencion de capsulas con mejores propiedades
tecnoldgicas, aumentando el rendimiento de la encapsulacion y disminuyendo las pérdidas

de aceite en el proceso.
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1V.2.3.4 Apariencia de los encapsulados

La apariencia de los encapsulados es otro aspecto importante a considerar especialmente
cuando se prevé su utilizacién como ingredientes en alimentos y su posible impacto en la
percepcion sensorial por parte del consumidor (Garti y col., 2012). Con el nombre de
apariencia se suele aludir en un sentido amplio a una serie de aspectos visuales en los que se
incluye el color, la textura, el brillo, la transparencia e incluso, la forma y el tamafio de cierto
material. En particular, en esta seccion se estudio el efecto de la incorporacion de GAL sobre
los atributos morfolégicos y propiedades Opticas de las capsulas utilizando analisis de

imagenes digitales (Papadakis y col., 2000, Du y col., 2004).
IV.2.3.4.1 Distribucién de tamafio y atributos morfoldgicos

El tamafio de los encapsulados depende en gran medida de las caracteristica y condiciones
del sistema de generacion, como asi también de la composicion del material de pared (Chan
y col., 2009b). En la seccion 1V.2.3.1.2 se observd por SEM que tanto el secado como la
presencia de goma afectarian el tamafio de las capsulas estudiadas. En esta seccion el estudio
por andlisis de imagen permitié evaluar de manera estadistica la distribucion de tamafios y
los pardmetros de forma caracteristicos para cada sistema.

La caracterizacion del tamafio y la forma se realizé analizando las imagenes digitales
obtenidas con el software de licencia libre IMAGE J (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Este software
permite realizar calibraciones de forma tal de obtener los parametros de interés en las
unidades adecuadas (mm) y no en pixeles, como se explicé en la seccion 111.8.6.

Se estudiod el efecto de GAL sobre la distribucion de tamafio en términos del diametro,
(dimensidn que se obtiene del software a partir del procesamiento de las iméagenes) y distintos
parametros de forma como el didmetro de Feret (distancia maxima entre los dos puntos mas
distantes pasando por el centro), el area, el perimetro, la circularidad. Los datos informados
corresponden al analisis de al menos 50 capsulas por sistema. En la Figura IV.51 se muestra
la distribucion de frecuencias porcentuales de tamafios (didmetro, mm) para las capsulas AQ

y AQ-GAL secadas al vacio.
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Figura 1V.51 Distribucion porcentual de tamafios de capsulas de alginato-quitosano (A) y
alginato-quitosano-goma (B) obtenidas por andlisis de imagenes digitales.

Se observo que la incorporacion de GAL afect6 en gran medida la distribucién de tamafios
de las capsulas. Las capsulas AQ-GAL presentaron una distribucion monomodal y asimétrica
centrada en 1,46 mm, mientras que para AQ la distribucion fue monomodal y simétrica,
centrada en 1,16 mm. Chan (2011) informd tamafios similares para capsulas de alginato-Ca?*
preparadas a partir de emulsiones con 20 y 30 % de aceite de palma, cuyos diametros
promedios variaron entre 1,50 y 1,64 mm.

El mayor tamafio de las cédpsulas con goma (AQ-GAL) se relacion6 con el mayor
contenido de solidos en la emulsion formadora (g solido/gota), asi como con el efecto
viscosante de GAL. En otros trabajos publicados, observaron que cuanto mayor es la
viscosidad aparente de la emulsién, mayor es el tamafio de los encapsulados (Wichchukit y
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col., 2013). Pongjanyakul y Puttipipatkhachorn (2007) observaron también un aumento en el
diametro medio de capsulas de alginato-Ca?* conteniendo diclofenac, conforme se aumenté
la fraccion de goma xantica en la suspension acuosa. Del mismo modo, Wang y col. (2013)
encontraron que el tamafio de capsulas de alginato-Ca?* conteniendo aceite de canola fue
mayor cuando se incorporo pectina como componente del material de pared.

Para el caso particular de capsulas conteniendo aceite, el mayor tamafio presenta
potenciales ventajas. Por un lado, cuanto mayor es el tamafio se espera que la velocidad de
oxidacion sea menor, por ser menor la superficie expuesta (Augustin y col., 2010). Por otro
lado, en capsulas de mayor tamario se podria retardar la velocidad y extension de la digestion
de los lipidos encapsulados. Li y col. (2011) estudiaron la digestibilidad de aceites en
capsulas de alginato-Ca2* y encontraron que la liberacion de acidos grasos in vitro por accion
de la lipasa pancreatica disminuy6 al aumentar el tamafio de las capsulas, debido a una menor
accesibilidad de la enzima a los triglicéridos encapsulados, y a la mayor distancia para que
difundan los productos de la hidrdlisis. Estos autores indicaron que una menor velocidad de
digestion podria ser positiva, ya que la liberacion gradual de acidos grasos en el ileon controla
los mecanismos que regulan el hambre y la saciedad. A pesar de las ventajas mencionadas,
es importante sefialar que el tamafio puede influir en gran medida en la percepcion visual de
los encapsulados pudiendo afectar negativamente la aceptabilidad de los consumidores
(Gaonkar y col., 2014). Asi, particulas de r < 0,25 nm se usan generalmente en alimentos y
bebidas transparentes (debido a su reducida capacidad de dispersar la luz), mientras que
particulas de mayor tamafio se utilizan méas en productos opacos (Matalanis y col., 2011).
Por otro lado, capsulas de gran tamafio se perciben mas facil en el alimentos generando una
sensacion de aspereza o granulosidad en la boca, lo cual puede ser deseable para ciertos
alimentos, pero indeseables para otros, (Oxley, 2012).

Para completar el estudio de la distribucion de tamafios realizado en base al diametro de
los encapsulados (Figura 1V.51), se evaluaron otros atributos morfolégicos como el area, el
perimetro, la circularidad, esfericidad y el diametro de Feret (Tabla 11). Los datos

informados corresponden al promedio de al menos 50 capsulas por sistema.
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Tabla 11. Atributos morfolégicos obtenidos por analisis de imagenes digitales de capsulas de
alginato-quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma (AQ-GAL) deshidratadas al vacio.

AQ AQ-GAL
Diametro, mm 1,14 +0,05° 1,49 +0,07°
Diametro de Feret, mm 1,19 +0,05% 1,56 + 0,08"
Perimetro, mm 3,58 £0,15 4,684 +0,20°
Area, mm? 1,02 +0,08 1,74 +0,16°
Circularidad 0,78 £0,03* 0,78+ 0,02*
Esfericidad 0,02 £0,01* 0,02 +0,01?

Valores promedios * desviacion estandar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba T (p<0,05).

Junto con el diametro, el diametro de Feret, el area y el perimetro, son atributos que
permiten caracterizar el tamafio de un cierto objeto (Du y col., 2004). Por tanto, en
concordancia con lo observado para el diametro (Figura 1V.51), se encontr6 que GAL
condujo a la obtencién de capsulas con mayor area, perimetro y didmetro de Feret.
Combinando las medidas de atributos de tamafio (diametro, perimetro, area) se calcularon
los descriptores de forma circularidad y esfericidad, ambos importantes en la caracterizacion
de encapsulados (Chan y col., 2009b, Santagapita, 2010, Chan, 2011). Los valores obtenidos
(Tabla 11) muestran que no se encontraron diferencias significativas en la circularidad y
esfericidad, indicando que la introduccion de GAL no afect6 la forma de los encapsulados.
De acuerdo con Chan y col. (2009b), una particula es esférica cuando su factor de esfericidad
es menor que 0,05 como es el caso de las capsulas AQ y AQ-GAL (Tabla 11). Generalmente,
se busca generar particulas esféricas y monodispersas ya que mejoran las propiedades de
flujo libre del sélido durante la dosificacion y manipulacion, asi como las caracteristicas

estéticas del producto (Chan y col., 2009b).
IV.2.3.4.2 Propiedades Opticas de los encapsulados

Las propiedades Opticas de los encapsulados describen la interaccion del material con la
luz, las cuales se manifiestan en términos de atributos de la apariencia como color y
transparencia u opacidad, entre otros (Puguan y col., 2014). En este contexto se suele definir

al color como el aspecto de la apariencia que resulta de las diferencias en la distribucion
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espectral de la luz. Por otro lado, existe todo un campo que se refiere a aquellas condiciones
que producen diferencias en la distribucion espacial de la luz y que hacen que luzcan como
transparente u opaco, brillante, mate, etc. En la industria de los alimentos, la apariencia es
comdnmente evaluada en términos de color (absorcion selectiva de ciertas longitudes de
onda) y cuantificada en términos de las coordenadas triestimulo L*, a* y b* (Matalanis y
col., 2011). Sin embargo, la evaluacion del color puede conducir a medidas erréneas cuando
las muestras presentan cierto grado de traslucidez, esto es, la propiedad por la cual la luz
puede penetrar, reflejarse, dispersarse o absorberse en un material, variando entre los
extremos de la transparencia y la opacidad (Hutchings, 2011).

Visualmente, las capsulas AQ y AQ-GAL presentaron un color amarillento, levemente

mas claro en los sistemas sin goma (Figura 1V.52).

1mm

1mm

Figura 1V.52 Apariencia de capsulas de alginato-quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma
(AQ-GAL), deshidratadas al vacio, tomadas con fondo negro y blanco en cada caso. Todas las
iméagenes se obtuvieron con una cdmara digital.

El color de los encapsulados se vio fuertemente influenciado por el color del fondo,
demostrando cierto grado de translucidez. En estos sistemas resulta por lo tanto de interés
caracterizar la apariencia comparando la traslucidez (o grado de opacidad) calculada como

la relacion entre el valor de luminosidad (L*) determinado con fondo negro y fondo blanco,
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y las variables calculadas a través de la teoria de Kubelka-Munk para medios traslucidos: K,
Sy surelacion K/S (Tabla 12). Este tratamiento permite evitar el efecto del espesor, y contar
con un pardmetro que tiene en cuenta el cambio de luminosidad independientemente del
poder dispersivo del material. En la Tabla 12 se presentan los valores de luminosidad (L*)
obtenidos por analisis de imagen para los sistemas encapsulados con y sin GAL, evaluados
con fondo blanco y fondo negro, el grado de opacidad y los pardmetros de Kubelka-Munk,
S, Ky K/S.

Tabla 12. Evaluacion de la traslucidez y pardmetro de Kubelka-Munk para cépsulas de alginato-
quitosano (AQ) y alginato-quitosano-goma (AQ-GAL) conteniendo aceite de pescado.

AQ AQ-GAL
L* (fondo negro) 50,28 + 2,932 55,88 + 1,97°
L* (fondo blanco) 81,78 +0,67° 81,23 +0,64%

Opacidad 0,61+0,03¢ 0,69 +0,02°
S 1,122 +0,143% 1,437 £0,12°

K 0,057 £ 0,00° 0,066 + 0,00°
K/S 0,052 +0,00° 0,046 + 0,00

Valores promedios * desviacion estdndar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba T (p<0,05).

Los valores de L* de AQ y AQ-GAL variaron con el fondo usado para obtener la imagen,
confirmando que ambos sistemas son traslicidos (opacidad<l). En términos generales, la
translucidez de un material se ha atribuido a la difusion de la luz a través de interfaces con
distintos indices de refraccion (Buera y col., 2015). En este sentido, la opacidad de los
encapsulados podria explicarse inicialmente en términos de la microestructura heterofasica
que resulta de la distribucion del activo en pequefias cavidades. A su vez, se observé que el
grado de opacidad resulto afectado por la composicion del material de pared, indicando que
la incorporacion de GAL, aumentd el contraste de indices de refraccion entre la particula y
el medio circundante.

En presencia de GAL el coeficiente de dispersion S fue mayor en las capsulas con goma.
Este coeficiente se ha relacionado con la cantidad de particulas dispersivas en el material

(Matalanis y col., 2011) y por tanto, podria estar reflejando una mayor concentracion y
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empaque de la matriz polimérica en presencia de GAL. Por otro lado, para las capsulas AQ-
GAL el coeficiente de atenuacion K, relacionado en otros trabajos con la concentracion de
pigmentos, también fue levemente mayor. EI mayor valor de K podria atribuirse a la
presencia de compuestos coloreados naturalmente presentes en la goma.

Por altimo, la relacion K/S resultdé mayor en AQ lo cual indica una mayor transparencia
de las capsulas sin goma. En este sentido, esta medida resultd coherente con los resultados
obtenidos de la evaluacion del grado de opacidad.

La caracterizacion de la apariencia de las capsulas, en relacion tanto al tamafio como a sus
caracteristicas Opticas y/o cromaticas, resulta de gran importancia para definir sus posibles
aplicaciones en diferentes alimentos. Asi por ejemplo, para bebidas claras se usaran
preferentemente particulas transparentes, mientras que para su uso en yogur o0 aderezos

cremosos podran ser opacas (Matalanis y col., 2011).

1V.2.3.5 Efecto del contenido de agua y transicion vitrea sobre las caracteristicas fisicas y

estabilidad de las capsulas

Considerando la influencia que ejerce el agua en el deterioro de formulaciones o alimentos
conteniendo compuestos activos sensibles (Beristain y col., 2002), resultd de gran interés
estudiar el impacto de la incorporacion de GAL en céapsulas de alginato y quitosano, en
relaciéon a la interaccién de los encapsulados con el agua (retencién de humedad,
higroscopicidad, estado fisico de la matriz, etc.) y su efecto en la proteccion del aceite. En
esta seccion se analizo el efecto de GAL sobre el contenido de agua, aw y movilidad
molecular de capsulas deshidratadas. Posteriormente se estudiaron las propiedades de sorcion
en relacion al deterioro oxidativo y caracteristicas fisicas de los encapsulados.

En la

Tabla 13 se presenta el contenido de agua y aw de los encapsulados inmediatamente
después del secado al vacio. Las capsulas AQ-GAL presentaron luego del secado un mayor
contenido de agua (3,67 = 0,13% b.s.) que AQ (1,31 £ 0,10% b.s.), siendo los valores de aw
0,453 y 0,368, respectivamente. Estos resultados muestran que la presencia de la goma
aumento la retencion de agua en las capsulas. Otros autores también encontraron valores
mayores de aw para capsulas compuestas alginato-pectina (aw=0,46) respecto de las capsulas
formuladas sélo con alginato (aw=0,14), ambas conteniendo aceite de canola (Wang y col.,
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2013). Valores altos de contenido de agua y aw pueden afectar negativamente la
susceptibilidad del sistema al dafio oxidativo, considerando que se ha sugerido que el rango
de aw adecuado para la proteccién de lipidos en alimentos estaria comprendido entre 0,2 y
0,35 (Velasco y col., 2009b). En este sentido, las propiedades de sorcion de agua constituyen
uno de los aspectos criticos a la hora de evaluar la estabilidad de aceites encapsulados (Botrel
y col., 2014).

Tabla 13. Valores de contenido de agua y aw, obtenidos para las capsulas AQ y AQ-GAL con
aceite de pescado, luego del secado en estufa de vacio.

AQ AQ-GAL
H, % b.s. 1,31+0,10° 3,67 £0,13"
aw 0,368 £0,02¢ 0,453 + 0,03

Valores promedios * desviacion estandar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo con la prueba T (p<0,05).

Resultd de interés estudiar las isotermas de sorcion de agua de las capsulas en relacién
con la estabilidad del aceite y las caracteristicas fisicas del material de pared. En la Figura
IV.53 se muestran las isotermas de sorcidn de agua obtenidas para las capsulas AQ y AQ-
GAL con y sin aceite encapsulado. EI comportamiento de los materiales de pared (capsulas
sin aceite) se estudié como control para poder evaluar la influencia de la fraccion lipidica en

los fendmenos de sorcion.
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Contenido de agua, %b.s.

Figura V.53 Isotermas de sorcion de agua obtenidas a 25 °C, para capsulas de alginato- quitosano
(@) y alginato-quitosano-goma (m) conteniendo aceite de pescado (simbolos llenos) y sin aceite de
pescado (simbolos vacios).
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Tanto la composicion del material de pared, como la presencia del activo (aceite de
pescado) afectaron significativamente las propiedades de sorcion de agua. En todos los casos,
se observo un comportamiento de tipo sigmoideo caracterizado por un aumento gradual del
contenido de agua a bajas aw, seguido por un incremento marcado a aw mayores que 0,70.

Las capsulas con el aceite encapsulado fueron mucho menos higroscopicas que los
correspondientes materiales de pared (Figura 1V.53). Resultados similares se encontraron
para aceite de menta encapsulado con maltodextrina por atomizacion, donde la presencia del
activo lipofilico redujo la cantidad de agua adsorbida respecto de sus correspondientes
materiales encapsulantes (Adamiec y col., 2006). La disminucién de la higroscopicidad de
una matriz de hidrocoloides por incorporacion de lipidos se relacioné con una reduccion en
el nimero de sitios activos disponibles para la adsorcion de agua (Soazo y col., 2011). En
este sentido, en capsulas sin goma donde la fraccién de aceite superficial fue mayor, el
contenido de agua fue ain menor. Una menor proporcion de aceite en la superficie conduciria
a una mayor exposicion de los polielectrolitos y a una mayor sorcion.

A valores de aw>0,6 las capsulas con GAL conteniendo aceite, evidenciaron un cambio en
la tendencia de sorcion, observada en menor medida para el material de pared, lo cual podria
atribuirse a un cambio en la estructura de las capsulas. Velasco y col. (2009) observaron un
comportamiento similar en aceites microencapsulados por atomizacion a aw>0,7 y
relacionaron este efecto a cambios fisicos de la matriz observados como colapso vy
apelmazamiento de las muestras.

En cépsulas sin aceite, la incorporacion de GAL redujo la higroscopicidad, principalmente
en el rango de aw comprendido entre 0,12 y 0,52. Este comportamiento podria relacionarse
con un aumento en el PM promedio de los biopolimeros debido a la incorporacion de goma
respecto de las capsulas que tienen s6lo alginato y quitosano. Se sabe que a mayor PM, menor
es la higroscopicidad de los biopolimeros (Torres y col., 2012). La menor higroscopicidad
en AQ-GAL sin aceite, también podria explicarse considerando que en presencia de goma,
la cantidad de cationes Ca?* necesaria para gelificar es menor, y como consecuencia seria
menor la retencion de iones y sales en la estructura de los encapsulados conduciendo a una

menor captacion de agua.
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Las isotermas de las capsulas conteniendo aceite se modelaron con la ecuacion de BET ya
que solo se consideraron los valores (aw<0,5) donde no se detectaron cambios en el
comportamiento de sorcion (Figura I1V.53).
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Figura V.54 Isotermas de sorcion de agua obtenidas a 25 °C, para capsulas de alginato- quitosano
() y alginato-quitosano- goma (m) conteniendo aceite de pescado. Lineas continuas: modelo de BET.

El modelo resulté adecuado para ajustar los datos experimentales de AQ (R?=0,96) y AQ-
GAL (R?=0,97). A partir del ajuste, se determind el contenido de agua de la monocapa para
ambos sistemas. El contenido de agua de la monocapa para AQ-GAL (me=1,96 % b.s.) fue
mayor que el de AQ (mo=1,37 % b.s.), indicando que la incorporacion de GAL aumento la
cantidad de agua requerida para saturar los sitios polares activos de las capsulas. Los valores
obtenidos para ambos sistemas fueron ligeramente inferiores a los informados por Botrel y
col. (2014) para microcapsulas de aceite de pescado en matrices de proteina de suero (moe=3,6
% b.s.) y matrices de proteina con maltodextrina (mo=2,6 % b.s.) e inulina (mo=7,4 % b.s.)
secadas por atomizacion. Bonilla y col. (2010) también encontraron valores menores
(mo=5,56 % b.s.) para microcapsulas de aceite de canola y goma de mezquite obtenidas
también por secado por atomizacion. A partir de las isotermas, el valor de aw correspondiente
a la humedad de monocapa fue menor para AQ-GAL (aw=0,18) que para AQ (aw=0,27), por
lo tanto la mayor proteccién del aceite se alcanzaria a menor humedad de almacenamiento
en presencia de la goma.

Como se menciono en la seccion 1V.2.3, durante el secado de las capsulas, la eliminacién
del agua conduce a la formacion de una matriz solida en estado amorfo. En este estado los

componentes solubles (azlcares, sales) y polimeros, se encuentran molecularmente
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desordenados con muy baja movilidad (Augustin y col., 2010). En estas condiciones se
dificulta la difusion del O2, y por lo tanto, se retrasan los fendémenos oxidativos (Bell y col.,
1994, Fennema, 2010, Escalona-Garcia y col., 2016). Sin embargo, por aumento de la
humedad o de la temperatura, la matriz pasa al estado sobresaturado (0 gomoso) donde las
reacciones controladas por difusion se aceleran, entre ellas, la oxidacion lipidica (Slade y
col., 1991) En particular, para aceites encapsulados, los cambios fisicos de la matriz podrian
afectar la distribucion de aceite y consecuentemente, el contacto del aceite con el oxigeno
(Dobarganes y col., 2003).

Se sabe que la composicion del material de pared afecta en gran medida la
higroscopicidad, susceptibilidad a la plastificacion y transicion vitrea de los encapsulados
(Shimada y col., 1991). Por lo tanto en esta seccion fue de interés evaluar el impacto de GAL
sobre la temperatura de transicion vitrea de las capsulas de polielectrolitos conteniendo el
aceite de pescado, a fin de establecer las potencialidades de la goma para mejorar la
estabilidad fisica de los encapsulados.

Para obtener las condiciones criticas de almacenamiento de los encapsulados se grafico la
temperatura de transicion vitrea (Tg) y las isotermas de sorcion en funcion de la aw (Figura
IV.55). En el rango de aw intermedias no fue posible determinar la Ty ya que los valores
coincidian con las transiciones endotérmicas de fusion del aceite.

Tanto para AQ como para AQ-GAL la T4 disminuyé al aumentar la humedad relativa de
equilibrio, evidenciando el efecto plastificante del agua que fue mas marcado en ausencia de
goma. Los valores criticos de aw y contenido de agua se obtuvieron considerando una
temperatura de almacenamiento de 25 °C, indicada con una flecha en el diagrama.

Las aw critica para las capsulas con GAL (0,524) fue mayor que la aw critica determinada
para las capsulas sin goma (0,435). La presencia de GAL extiende el rango de aw en el que
los encapsulados se encuentran en estado amorfo (vitreo) a temperatura ambiente. Como se
menciono previamente, en general es deseable mantener el sistema en estado amorfo debido
a que la alta viscosidad y baja movilidad molecular dificultan la difusion de Oz y la
permeacion de aceite, postergando asi el deterioro oxidativo del activo (Velasco y col.,
2009b).

A aw mayores que el valor critico, la Ty del sistema es menor que la temperatura de

almacenamiento. Como consecuencia el sistema evoluciona hacia el estado sobresaturado
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(gomoso), la viscosidad disminuye debido a la alta movilidad, y pueden ocurrir cambios
estructurales como pérdida de estructura o colapso, y por lo tanto las reacciones de deterioro
se aceleran (Ramoneda y col., 2011). Los cambios fisicos se relacionaron con una mayor
exposicion del aceite encapsulado al oxigeno (Velasco y col., 2009b, Escalona-Garcia y col.,
2016).
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Figura 1V.55 Diagramas Tg-aw-Humedad para capsulas de alginato-quitosano (AQ) y alginato-
quitosano-goma (AQ-GAL) conteniendo aceite de pescado, equilibradas a distintas actividades de
agua. Se incorpor6 para cada sistema la isoterma de sorcion de agua correspondiente.

Para evaluar si el estado fisico de la matriz de encapsulacion (amorfo/sobresaturado)

afecta el estado oxidativo del aceite, se determind el valor de perdéxidos (VP), como indicador
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de las etapas iniciales de la oxidacion en sistemas equilibrados a distintas humedades

relativas (Figura IV.56).
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Figura 1V.56 Valor de peroxido determinado en capsulas de alginato-quitosano (AQ) y alginato-
quitosano goma (AQ-GAL) equilibradas a distintas humedades relativas. Se incorporé para cada
sistema la isoterma de sorcién de agua correspondiente.

El estado oxidativo de las muestras se vio afectado tanto por la composicion del material
de pared, como por el contenido de agua y el estado fisico de los encapsulados. El aceite
encapsulado en presencia de GAL se oxido mucho menos que en AQ a la distintas aw (Figura
IV.56) En AQ-GAL, se observo una fuerte influencia del estado fisico del material de pared.
Los valores de peroxido fueron muy bajos (VP<40 meq O2/ kg de aceite) hasta aw= 0,53
(humedades en las que los sistemas se encontraban en estado vitreo), mientras que a valores

mayores de aw (estado sobresaturado o gomoso) se produjo un aumento brusco. Como la
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movilidad molecular aumenta debido al efecto plastificante del agua, puede ocurrir colapso
y por lo tanto, pérdida de integridad estructural de las capsulas. Estos cambios fisicos
conducirian a una mayor exposicion del aceite interno, incrementando en consecuencia la
velocidad de oxidacion (Elizalde y col., 2002, Velasco y col., 2009b, Escalona-Garcia y col.,
2016). Elizalde y col. (2002) indicaron, que a medida que se produce la hidratacién, el agua
puede conducir a la disrupcion de la red de puentes de hidrégenos formados en la matriz no
cristalina de carbohidratos, permitiendo que los compuestos atrapados en la matriz
deshidratada se liberen. Por otro lado, Drusch y col. (2006b) observaron un aumento marcado
en el contenido de hidroperdxidos en aceites encapsulados en trealosa secada por atomizacion
a HR mayores que 44%. En este caso, la mayor oxidacién se atribuyo a la cristalizacion del
azucar debido a al aumento en la movilidad molecular del sistema al ocurrir la transicion
vitrea.

En las capsulas sin GAL el comportamiento oxidativo fue independiente del estado fisico
de la matriz encapsulante (Figura IV.56), siendo mas parecido al de un aceite libre. Esto se
relaciond con la mayor proporcion de aceite superficial, la cual se comportaria como aceite
no encapsulado. Es un hecho conocido que la oxidacion de lipidos en alimentos o productos
deshidratados varia con la humedad. Entornos extremadamente secos 0 extremadamente
himedos aceleran la oxidacion mientras que a niveles de humedad intermedia, normalmente
correspondientes a la humedad de monocapa, la velocidad de oxidacién alcanza un minimo
(Labuzay col., 1971). En este punto, el agua disminuye la actividad catalitica de los metales
de transicion, atrapa radicales libres y al oxigeno singulete, retardando la descomposicion de
hidroperdxidos (Dobarganes y col., 2003). Experimentalmente se encontrd que la maxima
proteccion frente a la oxidacion de lipidos en AQ se alcanzé a valores de aw (aprox. 0,5 - 0,6)
(Figura 1V.56) ligeramente mayores que el correspondiente a la formacion de monocapa
(aw=0,27). Velasco y col (2009) encontraron para una mezcla fisica de aceite-caseinato de
sodio-lactosa (en que el aceite no se encuentra encapsulado) que la oxidacién fue minima a
valores de aw mayores que el valor de monocapa estimado. Estos autores observaron ademas
que HR intermedias, maximizaron la proteccion de la fraccion superficial de aceite libre,
mientras que el efecto sobre la fraccion encapsulada fue practicamente despreciable. Por lo
tanto se sugiere que en ausencia de GAL, la oxidacion en las capsulas AQ estaria gobernada

por la fraccion de aceite superficial.
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A partir de los datos expuestos se concluye que la incorporacion de GAL como material
de pared permite extender el rango de aw en el que las capsulas se conservan en estado vitreo,
maximizando en estas condiciones la proteccidon del aceite encapsulado. Las cépsulas de
alginato-quitosano-goma podrian utilizarse como una fuente estable de AGPI n3 para
fortificar de alimentos de baja humedad, tales como bebidas y formulas instantaneas, asi
como pre mezclas para panificados, salsas, sopas, etc..

En la Figura V.57 se muestra el aspecto fisico de las capsulas AQ y AQ-GAL, con y sin
aceite encapsulado luego de la equilibracién a las distintas aw.
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Figura V.57 Aspecto fisico de las capsulas de alginato-quitosano (AQ) y alginato-quitosano-
goma (AQ-GAL), con y con aceite, equilibradas a distintas aw a 25°C.

Cépsulas con y sin aceite encapsulado permitieron distinguir el efecto del aceite de los
debidos a cambios propios del material de pared. Se observé que sélo las capsulas con aceite
mostraron un cambio de color apreciable (oscurecimiento) a aw mayores que 0,52, mientras
que los respectivos materiales de pared practicamente no evidenciaron cambios con el
aumento de humedad. Esto pone de manifiesto que los cambios de color observados se deben
al deterioro del aceite encapsulado a altas aw. Se observa ademas, que en sistemas sin aceite,
la presencia de GAL confiere un color amarillento a la matriz.

Empleando analisis de imagenes digitales se analizd también el efecto de los cambios
fisicos de la matriz de encapsulacion sobre las propiedades dpticas de los encapsulados, a fin

de poder establecer su relacion con el contenido de agua, estructura y proteccion del activo.
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En la Figura IV.58 se representa la variacion de las coordenadas cromaticas CIE L* a* y b*,
obtenidas con fondo blanco y negro para AQ y AQ-GAL conteniendo aceite, en funcion de

la aw.

100

804

40- N
20 T T T T
0.0 02 04 06 0.8 1.0

40

304

a*
N
?

80

70+

60+

b*

40-

30 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 1V.58 Variacion de las coordenadas crométicas L*, a* y b* en funcién de la aw para
capsulas de alginato- quitosano (e) y alginato-quitosano-goma (m) conteniendo aceite de pescado.
Fondo blanco (simbolos vacios). Fondo negro (simbolos llenos).
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Tanto en las capsulas AQ como en AQ-GAL, el valor de L* vario con el color del fondo
(negro o blanco) indicando cierto grado de translucidez (opacidad<l) de las muestras. Se
observa que las muestras se oscurecieron (menor L*) principalmente a aw mayores que 0,60,
y mas aun en presencia de la goma (Figura 1VV.58). Tanto el grado de rojo (a*) como el grado
de amarillo (b*) presentaron un comportamiento similar manteniéndose practicamente
constantes e independientes del color del fondo hasta aw<0,6. A partir de alli, tanto AQ como
AQ-GAL evidenciaron un aumento en a* y b*, resultando estos cambios coherentes con la
percepcién visual de tonos marrones (Figura IV.57). La variacion de la coloracion de las
muestras podria relacionarse con la formacion sustancias poliméricas coloreadas debido a la
mayor oxidacion del aceite en condiciones de alta movilidad molecular. En este sentido, la
formacion de polimeros coloreados se observd en AQ-GAL a menores valores de aw que en
AQ. De acuerdo con lo observado, el cambio de coloracién parece no estar relacionado
directamente con la Tg de los sistemas. En efecto, a 25°C se determino un valor de aw critico
para AQ-GAL de 0,524 y para AQ de 0,435, mientras que los cambios mas significativos en
el color se evidenciaron a aw mayores que 0,60, condiciones en que la movilidad molecular
fue mayor.

En la Figura IV.59 se muestra la variacion de la opacidad y la relacion de los coeficientes
de atenuacion y dispersion derivados del analisis de Kubelka-Munk en funcion de la aw.

En ambos sistemas se observo que la opacidad disminuy6 con el aumento de la actividad
de agua. En AQ-GAL la disminucién fue mas pronunciada a partir de aw>0,6. Por otro lado,
larelacion K/S se mantuvo practicamente constante y sin diferencias apreciables entre ambos
sistemas hasta valores de aw=0,6, luego se observo un aumento marcado en AQ-GAL a
mayores aw. De acuerdo con Hutchings (2011), un valor mayor de K/S indica que mas luz es
trasmitida que reflejada, indicando por tanto una mayor transparencia del material.
Resultados similares encontraron Moraga y col. (2011) para discos de banana y manzana
liofilizados equilibrados a distintas HR, en los que observaron un aumento de la transparencia
a altas actividades de agua.

La disminucion de la opacidad, o aumento de la transparencia, se ha relacionado con un
indice de refraccion homogéneo dentro el material (Moraga y col., 2011), asociado con la
hidratacién y llenado de cavidades con agua (Buera y col., 2015). En este sentido, la

hidratacion de AQ-GAL podria estar favorecida por la naturaleza hidrofilica de la goma. A
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su vez, el mayor contenido de agua favorece la aparicion de sustancias coloreadas debido a
la formacion de polimeros oxidados del aceite.
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Figura V.59 Opacidad (A) y Parametros de Kubelka-Munk (B) en funcién de la aw para capsulas
de alginato- quitosano (e) y alginato-quitosano-goma (m) conteniendo aceite de pescado.

1V.2.3.6 Estabilidad oxidativa del aceite encapsulado con GAL

En esta parte del trabajo el objetivo fue evaluar el efecto de la goma exudada de Prosopis
alba, empleada como componente de material de pared, en la estabilidad oxidativa del aceite
de pescado contenido en capsulas de alginato-quitosano. Para ello, las capsulas se
deshidrataron en estufa de vacio y se estudi la estabilidad del aceite analizando los productos
primarios y secundarios de la oxidacion. También se evaluaron los cambios en el perfil de

acidos grasos e indices de calidad nutricional de los lipidos durante el almacenamiento de las
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capsulas en condiciones controladas. Para evitar el deterioro del aceite debido a cambios
estructurales de las capsulas a altas aw, el estudio de la estabilidad se llevo a cabo a aw bajas
(11% HR) y a 30°C. Las muestras se expusieron a luz fluorescente para acelerar el deterioro

oxidativo.

IV.2.3.6.1Evolucion de indicadores de oxidacién primaria y secundaria durante el

almacenamiento en condiciones controladas

Se evaluo la estabilidad oxidativa de aceite de pescado libre y encapsulado en capsulas de
alginato-quitosano-goma (AQ-GAL) y alginato-quitosano (AQ), en términos de la evolucién
de los productos primarios y secundarios de la oxidacion.

La Figura IV.60 muestra la evolucion del valor de perdxidos (VP) y del valor de dienos
conjugados (VD) como indicadores de las primeras etapas de oxidacion lipidica durante el

almacenamiento en condiciones controladas (30°C, 11% HR y luz fluorescente).
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Figura I1V.60 Valores de peroxido, VP (A) y de dienos conjugados, VD (B) determinados para
aceite de pescado libre (m), y encapsulado en AQ (A) y AQ-GAL () durante el almacenamiento
a 30°C bajo luz fluorescente. Las capsulas fueron secadas al vacio y equilibradas a 11 %HR previo
al almacenamiento.
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Si bien el proceso de encapsulacion podria aumentar la superficie de contacto de los
lipidos con el oxigeno, se observa que la formacion de peroxidos fue menor en los sistemas
encapsulados que en el aceite libre. En AQ, el VP aumento rapidamente a partir del dia 7 y
mostré un comportamiento cercano al observado para el aceite libre hasta el dia 25, seguido
de una ligera disminucion. El aumento inicial en el VP se asocié con la oxidacion del aceite
superficial, facilmente extraible, y la disminucién observada hacia el final podria
corresponder a la oxidacion de fracciones de aceite internas menos disponibles (Drusch y
col., 2006b). En presencia de goma (AQ-GAL), los valores de peroxido se mantuvieron bajos
durante todo el almacenamiento. Un ligero incremento se registro en el dia 7, probablemente
debido a la oxidacion de la fraccién externa o no encapsulada. Drusch y col. (2006a)
observaron un comportamiento similar para aceite de pescado encapsulado por secado por
atomizacion, donde el aumento inicial en la concentracion de hidroperéxidos se atribuyo a la
oxidacion del aceite facilmente extraible (compuesto principalmente por la fraccién no
encapsulada) y la disminucion posterior a la oxidacién més lenta del aceite encapsulado.

Durante la formacién de hidroperdxidos, aumenta simultdneamente la concentracion de
dienos conjugados como consecuencia del reordenamiento de dobles enlaces presentes en los
acidos grasos insaturados (Shahidi y col., 2005). EI VD presentd la misma tendencia que el
VP, alcanzando valores mayores para el aceite libre, seguido por AQ y finalmente AQ-GAL,
donde el VD se mantuvo por debajo del 1%. Como se observé para el VP, la velocidad de
oxidacion fue menor en las cédpsulas que contenian la goma como material de pared. La
composicion afecté en distinto grado la proteccion frente a la formacion de productos
primarios de oxidacion. Diferentes aspectos fisicoquimicos de GAL podrian influir en la
formacion de hidroperdxidos y en el reordenamiento de los dobles enlaces de los &cidos
grasos.

La formacién de hidroperdxidos puede iniciarse por varios factores. Entre ellos, la luz
puede tener un efecto importante, especialmente cuando los aceites o aceites encapsulados
se almacenan durante largos periodos de tiempo (Akhtar y col., 2010). Vernon-Carter y col.
(1996) encontraron buenas propiedades de barrera a la luz en films preparados con gomas
exudadas obtenidas de especies botanicamente relacionadas a Prosopis spp. (goma de

mezquite, GM). Observaron que en comparacion con la goma arabiga, el color méas oscuro
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de las gomas de Prosopis spp., podria actuar como filtro de luz previniendo la degradacion
del color de la oleorresina de caléndula Azteca emulsionadas con GM. Jiménez-Aguilar y
col. (2011) también informaron el efecto protector de GM sobre la degradacion fotocatalitica
del color de extractos de arandanos encapsulados con GM. En este sentido, los pigmentos
naturalmente presentes en la goma exudada de Prosopis alba, principalmente taninos y otros
compuestos polifenolicos coloreados, podrian actuar como filtro previniendo el efecto
catalitico de la luz sobre la foto-oxidacion de lipidos, contribuyendo asi a la mayor estabilidad
observada en los sistemas AQ-GAL. Ademas, estas sustancias coloreadas, asi como los
azUcares de bajo peso molecular presentes en GAL podrian actuar previniendo o retrasando
la oxidacién del aceite, segin se informd en otros trabajos (Hagerman y col., 1998, Yao y
col., 2013).

La encapsulacion permite prevenir fisicamente la oxidacion manteniendo los lipidos
retenidos en una estructura interna, y actuando a la vez como barrera a la difusion de oxigeno.
Una mayor estabilidad oxidativa se relaciond en otros trabajos con la menor permeabilidad
al oxigeno de la matriz. Desobry y col., (1999) encontraron que la adicion de mono y
disacéridos a microparticulas de maltodextrina condujeron a una reduccion en el tamarfio de
poro y por tanto de la permeabilidad al oxigeno. En este sentido, como se menciond en la
seccién 1V.2.3.1.1, los azucares de bajo peso molecular presentes en GAL podrian actuar
rellenando espacios o cavidades en la red polimérica alginato-Ca?*-goma, reduciendo asi la
difusion de oxigeno y mejorando la estabilidad del aceite encapsulado. Por otro lado, el efecto
viscosante de los compuestos de alto peso molecular de la goma limitaria la salida del aceite
encapsulado al estabilizar la emulsion durante el secado y almacenamiento.

Los productos de oxidacion secundaria incluyen aldehidos, cetonas, alcoholes,
hidrocarburos, acidos volatiles y compuestos epoxi entre otros. Se producen por la
descomposicion de hidroperdxidos y son indicadores de una oxidacion lipidica avanzada. El
ensayo del acido 2-tiobarbitdrico (TBA) es uno de los més utilizados para detectar oxidacién
en sistemas encapsulados. Malonaldehido, alquenos, alcadienos, cetonas, etc. (conocidos
comunmente como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico TBARS) forman complejos
coloreados con el TBA que pueden medirse espectrofotométricamente. Mayores valores de
TBA indican mayor dafio oxidativo. En Figura IV.61 se muestra el valor de TBA
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determinado para el aceite libre y para aceite encapsulado en AQ-GAL y AQ, durante el

almacenamiento.

valor TBA
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Figura 1V.61 Valor de TBA determinados para aceite de pescado libre (m), y encapsulado en AQ
(A) y AQ-GAL (@) durante el almacenamiento a 30°C bajo luz fluorescente. Las capsulas fueron
secadas al vacio y equilibradas a 11 %HR previo al almacenamiento.

De acuerdo a lo esperado, el valor de TBA aumenté con el tiempo de almacenamiento. En
ninguno de los sistemas se observo periodo de induccion lo cual indica que las sustancias
reactivas al TBA estaban presentes desde el comienzo del almacenamiento, habieéndose
formado probablemente durante los procesos previos de emulsificacion y encapsulacién. El
aceite libre y el aceite encapsulado en AQ presentaron un comportamiento similar hasta el
dia 25, a partir del cual se observé una reduccion del valor de TBA en AQ. La disminucién
al final del periodo de almacenamiento fue consistente con la disminucién observada para
VP y VD (Figura 1V.60), lo cual podria explicarse considerando que la fraccion de aceite
superficial susceptible a la oxidacion disminuyo durante el almacenamiento. En contraste, la
disponibilidad de lipidos insaturados en el aceite libre, favorecio el aumento continuo de
cualquiera de los indices de oxidacion estudiados. El valor de TBA en el sistema AQ-GAL
aumento levemente al comienzo pero luego se mantuvo constante a valores bajos, menores
que AQ lo cual estd de acuerdo con los valores de VP y VD determinados al final del

almacenamiento.
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IV.2.3.6.2 Cambios en el perfil de acidos grasos durante el almacenamiento

Los &cidos grasos insaturados son los compuestos reactivos que mas varian durante el
proceso de oxidacion. El estudio de los cambios en el perfil de &cidos grasos provee una
medida indirecta del grado de oxidacion lipidica. En la Tabla 14 se resume de manera
cuantitativa los principales cambios en la composicién de acidos grasos e indices de calidad

nutricional en cdpsulas AQ y AQ-GAL deshidratadas y luego de su almacenamiento a 30 °C.

Tabla 14. Perfil de &cidos grasos e indices de calidad nutricional de lipidos en el aceite de pescado
libre y encapsulado en AQ y AQ-GAL deshidratados (cero) y luego de 37 dias de almacenamiento a
30°C, y luz fluorescente. indice de aterogenicidad (IA), indice de trombogenicidad (1T), 4cidos grasos
saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI).

Aceite libre AQ AQ-GAL
0 37 0 37 0 37
C16:0 16,08 +0,09¢ 16,08+0,37% 16,11+0,02% 16,11+0,142 1599+0,072 1599+0,102
C18:0 2,64+0,012 2,63+x0,00 263+0012% 266+0,032% 268+0082 265+0,01°2
ci18:1 16,52+0,06® 16,35+0,11% 16,63+0,05° 1590+0,12?2 16,36 +0,06% 16,23 +0,10°2
C18:2 1,20+£0,012 1,13+0,02% 1,23+0,01® 1,02+0,00% 1,21+0,00% 1,19+0,01°2
C18:3 10,19+0,012 9,60+0,282 9,75+060% 9,21+0642 10,07+0,012 9,98+0,072
EPA 0,81+0,00° 0,74 +0,01® 0,82+0,00° 0,75+0,02% 0,81+0,01® 0,78+0,04°2
DHA 18,62 +0,15° 13,89+0,12% 18,61+0,20® 11,84 +0,11* 18,75+0,10° 17,63+ 0,012

AGS (%) 38,95+0,11* 3864+015% 39,10+0,23% 38,98+0,41% 39,10+0,04% 39,16 +0,132
AGMI (%) 2385+0,11° 23,17+0,36% 23,96+0,24" 22,30+0,20° 23,65+0,14% 2321+0,12°
AGPI (%) 3646+0,21° 30,73+0,62% 36,20+£0,50° 27,22+0,45% 36,50+0,172 3545+ 0,642

n6/n3 0,12+0,00®8 0,14+0,00° 0,13+0,00% 0,13+0,00% 0,12+0,00% 0,12+0,00?2
1A 0,50+0,008 057+0,02° 0,50+0,00% 0,61+0,01® 0,50+0,00® 0,51+0,00?2
IT 0,18+0,00® 0,23+001° 0,19+0,00% 0,26+001° 0,18+0,00% 0,19+0,012

Valores promedios + desviacion estandar con diferentes letras para el mismo sistema a tiempo 0
y 37, son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba T (p<0,05).

El grado de oxidacion en todos los sistemas se analizo considerando la concentracion de
EPA y DHA como principales indicadores (Akhtar y col., 2010, Polavarapu y col., 2011). La
Tabla 14 muestra que el contenido de DHA disminuyé (p<0,05) en todos los sistemas durante
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el almacenamiento, particularmente en AQ (36,38%) y en el aceite libre (25,40%). Sin
embargo, en presencia de la goma la reduccion fue solo del 5,97%. La disminucién de EPA
también fue mayor en el aceite libre (8,64%) y en AQ (8,53%) respecto de AQ-GAL (3,70%).
Estos resultados indican que la incorporacion de GAL fue critica para conservar el EPA y el
DHA durante el almacenamiento, y se corresponden con los menores valores de los indices
de oxidacion determinados en AQ-GAL (Figura 1V.60 y Figura IV.61). No se observaron
cambios significativos en los niveles de C18:3, C18:2 y C18:1 en ninguno de los sistemas
estudiados excepto para AQ donde C18:2 y C18:1 disminuyeron significativamente. Es
importante sefialar que la estabilidad oxidativa basada en el cambio en el perfil de acidos
grasos muestra que el aceite de pescado fue incluso menos estable en AQ que en el aceite
libre. Esto podria atribuirse al efecto de otras variables que pueden promover las reacciones
de auto oxidacion en sistemas encapsulados tales como, tamafio de particula, tamafio del
gldébulo de aceite, distribucion de lipidos, actividad de agua, pH o interacciones especificas
con los componentes de la matriz (Dobarganes y col., 2003).

Ademas, en base a la composicion cuantitativa de los acidos grasos en las muestras, se
calcularon algunos indices relacionados con la calidad nutricional de los lipidos para evaluar
el dafio oxidativo. En la Tabla 14 se muestra el cambio en el porcentaje de &cidos grasos
saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI) y los valores obtenidos
para el indice de aterogenicidad (1A) y el indice de trombogenicidad (IT), en el aceite libre y
encapsulados durante el almacenamiento.

La reduccién en los niveles de AGPI fue mas pronunciada en AQ (24,81%) y en el aceite
libre (15,72%). Los niveles de AGMI disminuyeron en menor medida, siendo la pérdida
mayor en AQ (7%). El contenido de AGS se mantuvo en los niveles iniciales luego del
almacenamiento, de acuerdo a lo esperado por su estructura mas estable (Berdeaux y col.,
2012). No se observaron cambios en la composicién de AGPIl, AGMI y AGS en AQ-GAL,
lo cual indica que la presencia de la goma ayudd a conservar en mayor medida el perfil
lipidico inicial.

Solo el aceite libre mostré un aumento significativo en la relacion n6/n3 (16,60%) debido
probablemente al mayor deterioro de los AGPI n3, cuya alta susceptibilidad es bien conocida
(Polavarapu y col., 2011). Al final del periodo de almacenamiento AQ-GAL conservo la
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menor relacion n6/n3 indicando una composicion de acidos grasos mas saludable que el
aceite libre (Josquin y col., 2012).

Los indices IA e IT aumentaron de manera significativa en el aceite libre y en AQ,
evidenciando cambios negativos en los atributos nutricionales durante el almacenamiento.
En cambio, en AQ-GAL, los indices IA e IT practicamente no cambiaron, lo cual muestra el
beneficio de la incorporacion de la goma. Valores bajos de 1A e IT se relacionaron con una
mejor calidad de los &cidos grasos (Hosseini y col., 2014). Estos resultados son consistentes
con la evolucion de los productos primarios y secundarios de oxidacion presentados en las
Figura IV.60 y Figura IV.61. Hosseini y col. (2014) informaron valores de 1A de 0,74 e IT de
0,17 para pescado crudo kutum roach.

El anélisis del perfil lipidico y de los indices de calidad nutricional (Tabla 14) muestra
que AQ fue el sistema mas sensible a la oxidacion, mientras que la encapsulacion con la
goma exudada de Prosopis alba ayudo a conservar la proporcion inicial de acidos grasos y
los indices de calidad nutricional del aceite.

En base al cambio de los indices de calidad nutricional determinados en el aceite libre,
AQ y AQ-GAL antes y despues del almacenamiento, se realizé un analisis de componentes
principales (ACP) para identificar las principales diferencias entre las muestras (Figura IV.62
y Figura 1V.63).
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Figura 1V.62 Representacion de los pesos de los componentes resultante del analisis de
componentes principales.
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Las variables que principalmente contribuyeron al primer componente (CP1) fueron el
contenido de AGPI n3 y el 1A, los cuales se relacionaron de manera inversa como se muestra
en la representacion grafica del peso de los componentes (Figura 1V.62). Una reduccion en
el contenido de AGPI n3 resultd en un consecuente aumento relativo del 1A. El diagrama de
dispersion de las variables resultante del analisis de componentes principales realizado sobre

los indices de calidad nutricional se muestra en la Figura 1V.63.
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Figura 1V.63 Diagrama de dispersion resultante del analisis de componentes principales realizado
sobre los indices de calidad nutricional de lipidos del aceite libre y aceites encapsulados al dia 0
(simbolos rellenos) y al dia 37 (simbolos vacios) de almacenamiento a 30°C, 11% HR y luz
fluorescente. AQ: matriz de alginato-quitosano; AQ-G: matriz de alginato-quitosano-goma. AP:
aceite libre.

Aunque los dos primeros componentes permitieron explicar el 92% de la variabilidad,
PC1 (71,57% de variabilidad) permite distinguir las muestras claramente.

Como puede observarse en la Figura IV.63, se atribuyeron valores positivos del primer
componente al aceite libre y a AQ luego del almacenamiento (maximo deterioro oxidativo)
y valores negativos para el aceite libre, AQ y AQ-GAL al tiempo 0 (minimo dafio). No se
encontraron diferencias significativas para el primer componente para las capsulas AQ-GAL
antes y después del almacenamiento indicando que los indices de calidad nutricional de
lipidos se conservaron cuando se introdujo la goma como componente del sistema

encapsulante.

196



Resultados y discusion

1V.2.3.6.3 Permeacion natural de aceite durante el almacenamiento

Ademaés del estudio de estabilidad oxidativa del aceite de pescado libre y encapsulado, se
estudio la permeacion del aceite durante el almacenamiento, determinando la cantidad de
aceite en la superficie de las capsulas por extraccion con solvente. La Figura 1V.64 muestra
el aceite superficial extraido de las capsulas AQ y AQ-GAL durante el almacenamiento a
30°C bajo luz fluorescente y 11%HR.
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Figura 1V.64 Aceite superficial (AS) en capsulas (m) AQ y (=) AQ-G durante el almacenamiento
a 30°C, luz fluorescente y 11%HR. Cada valor represente la media de los duplicados + SD. AQ:
matriz de alginato-quitosano; AQ-G: alginato-quitosano- goma exudada de Prosopis alba.

Las capsulas preparadas con GAL presentaron la mayor retencion de aceite (menos aceite
superficial) al tiempo 0. A los distintos tiempos de almacenamiento, la permeacién fue mayor
en AQ que en AQ-GAL. En AQ se observo un aumento de la fraccion de aceite superficial
hasta el dia 7 de almacenamiento seguida de una disminucion gradual. Junto con la reduccion
en la cantidad de aceite extraido se observ6 un aumento de la pegajosidad y aglomeracion de
las muestras. Velasco y col. (2009a) también observaron una reduccion en la fraccion
superficial de aceite en encapsulados obtenidos por liofilizacion conjuntamente con un
aumento de la pegajosidad como consecuencia de las condiciones oxidativas a las que se
sometieron las muestras en el ensayo Rancimat. La reduccién progresiva del aceite
superficial extraible se relacion6 con la formacion de un film sélido sobre la superficie de las

capsulas como consecuencia de la polimerizacién de &cidos grasos poliinsaturados por
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mecanismos radicalarios en presencia de oxigeno (Das y col., 2013). El entrecruzamiento de
glicéridos de &cidos grasos insaturados, no sélo disminuye la cantidad de aceite extraible,
sino que ademas induce la formacion de puentes fisicos entre las particulas que reducen sus
propiedades de flujo libre y la calidad global del producto.

El estudio de permeacion de aceite durante el almacenamiento (Figura 1V.64) arrojo
resultados complementarios a las observaciones realizadas en el estudio de la retencién de
aceite por extraccion acelerada con solvente (Figura IV.43). Ambos contribuyen a una mejor
comprension del rol que cumple la goma exudada en la proteccion del aceite encapsulado.
La mayor permeabilidad observada en las capsulas sin goma, permitio explicar el mayor dafio
oxidativo (Figura 1V.60 y Figura 1V.61), donde la velocidad de oxidacién parece estar
principalmente determinada por la estabilidad del aceite en la superficie de la capsula. Drusch
y col. (2006a), también encontraron que la estabilidad oxidativa del aceite de pescado
encapsulado por secado por atomizacion en diferentes matrices de almidon o azucares, estuvo
determinada exclusivamente por la estabilidad del aceite superficial extraible.

La incorporaciéon de GAL mejord las propiedades del material de pared de los sistemas de
encapsulacion proporcionando una mayor retencion del activo durante las etapas de secado
y almacenamiento de los sistemas deshidratados. Una menor permeacion del aceite hacia la
superficie resultd en una menor exposicion del activo a condiciones oxidantes y por tanto un
menor dafio oxidativo. La retencion del activo en la estructura interna actuaria como un
mecanismo fisico importante para la proteccion de lipidos.

La goma exudada de Prosopis alba contribuyd a estabilizar aceite de pescado encapsulado
en matrices compuestas de alginato-Ca?*-goma, disminuyendo la magnitud de los
indicadores oxidativos y conservando el perfil lipidico e indices nutricionales relacionados.
La goma en estudio, demostro ser un adecuado excipiente para la proteccion del aceite de
pescado Yy estos resultados ponen en evidencia su potencial aplicacién en el desarrollo de
sistemas innovadores de encapsulacion con los beneficios adicionales que resultan del uso

de una fuente renovable autdctona.
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IV.3 Aplicacion de los encapsulados para el desarrollo de un alimento funcional

Un alimento funcional contiene uno 0 mas componentes especificos que ejercen una
influencia positiva en la salud y bienestar de los consumidores. Estos pueden ser afiadidos,
removidos o modificados naturalmente en los alimentos para proveer beneficios en la salud
(Tury col., 2016b). El enriquecimiento de alimentos con compuestos funcionales ha crecido
en gran medida en los ultimos afios debido a la tendencia general en la poblacién hacia una
alimentacion més saludable (Shah, 2007, Olmedilla-Alonso y col., 2013). De acuerdo con el
Art. 1369 del Cédigo Alimentario Argentino, un producto se clasifica como “enriquecido”,
cuando es formulado por adicién de nutrientes esenciales con el objeto de resolver
deficiencias de la alimentacion que se traducen en fendmenos de carencia colectiva.

En la industria cérnica, el enriquecimiento con aceites ricos en &cidos Qrasos
poliinsaturados tiene por objeto reducir la proporcion de AGS y aumentar la relacion de
AGPI n3/n6 (Rubio-Rodriguez y col., 2010, Arab-Tehrany y col., 2012). La introduccion de
AGPI n3 en reemplazo parcial de grasas saturadas, es una de las modificaciones mas
frecuentes (Jiménez-Colmenero, 2007, Valencia y col., 2008). La incorporacion de aceite de
pescado encapsulado constituye una alternativa innovadora, que pretende no sélo obtener
alimentos con un adecuado valor nutricional, sino ademéas postergar los fendémenos
oxidativos, confiriéndole a los productos funcionales una mayor vida Gtil (Ansorena y col.,
2004, Pelser y col., 2007, Salcedo-Sandoval y col., 2015).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se decidio evaluar la posibilidad de usar las
capsulas de polielectrolitos deshidratadas conteniendo el aceite de pescado encapsulado
como ingrediente para desarrollar un producto carnico funcional, tipo hamburguesa,
enriquecido con AGPI n3. Resultd de particular interés estudiar la funcionalidad de GAL,
como componente del material de pared, en relacion a la capacidad de proteccion de la
fraccion de acidos grasos saludables durante la coccion y durante el almacenamiento en
condiciones de congelacién. Ademas, se compard el impacto del enriquecimiento con aceite
(libre y encapsulado) respecto de una muestra preparada en forma convencional, sobre
distintos aspectos de calidad y estabilidad.

Con esta finalidad, se prepararon hamburguesas en base a carne vacuna y tocino de cerdo
(H) y hamburguesas en las que parte del contenido graso se sustituyo por adicion de aceite
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de pescado libre (H+AP) o aceite de pescado encapsulado en matrices de alginato-quitosano
(H+AQ) y alginato-quitosano-goma (H+AQ-GAL). La proporcion de aceite libre o
encapsulado adicionado a la formulacion se ajusté de modo que el aporte de EPA y DHA sea
uniforme entre los tratamientos, representando el aceite de pescado incorporado
aproximadamente el 1,5% de la formulacién. El contenido graso total de los productos se

ajustd al 10% del peso del producto crudo por adicién de tocino de cerdo.

Figura 1V.65 Imagen del laboratorio de Industrias Alimentarias Il (UNCAUS), donde se llevo a
cabo la elaboracion, coccion y andlisis de las hamburguesas de carne enriquecidas con aceite de
pescado o aceite de pescado encapsulado en AQ y AQ-GAL.

IV.3.1 Efectos de la coccion sobre parametros fisico-quimicos y nutricionales de
hamburguesas enriquecidas

Inicialmente se determiné la composicion de las hamburguesas crudas, en términos de
humedad, grasas totales y contenido de EPA y DHA. Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 15. Las distintas formulaciones presentaron valores similares de humedad y
contenido de grasas totales. El contenido de grasa de los productos crudos fue cercano al

estimado al disefiar la formulacion.
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Tabla 15. Composicidn de los sistemas carnicos crudos no enriquecidos (H), adicionados en aceite
de pescado libre (H+AP), aceite en capsulas de alginato-quitosano (H+AQ) y aceite en capsulas de
alginato-goma-quitosano (H+AQ-GAL).

H H+AP H+AQ H+ AQ-GAL
Humedad, % b.h. 67 £ 1,422 68 + 0,012 67 £ 0,317 68 + 0,41%
Grasas totales, % b.h. 11 +1,322 11 + 0,36% 10+ 0,872 11+ 0,542
Grasas totales, % b.s. 34 +0,61° 37 £0,58 34 £0,53% 33+0,56

EPA, mg/100 g producto b.h. 5,69 +0,66° 54,47 +1,72° 52,26 +4,37° 49,41 +2,52°
DHA, mg/100 g producto b.h. 4,54 +0,53* 94,19+2,98" 91,97 +7,69° 9153+4,73"

EPA + DHA,
10,23 £1,19° 148,67 £4,70° 144,24 +8,89° 141,95+ 7,27°
mg/100 g producto b.h.

AGS*, % 34¢ 33° 322 322
AGMI*, % 36° 38° 37 36°
AGPI*, % 30° 29 30¢ 31°
AGPI/AGS 0,81 0,89 0,93 0,95
n3/n6 0,13 0,19 0,18 0,20

Valores promedios + desviacion estandar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo al andlisis de la varianza (p<0,05).
*Medidas realizadas con un desvio estandar medio de 0,06.

Los productos crudos obtenidos, cumplieron con el requisito establecido por el CAA para
este tipo de alimento, el cual fija un maximo de 20 g de grasa/100 g de producto b.h.. Ademas,
en todas las formulaciones enriquecidas, la suma de EPA y DHA fue superior a 80 mg/100 g
de producto b.h., valor minimo establecido por el CAA para que se pueda dar la
denominacioén “Alto contenido de 4cidos grasos n3”. De todos modos, sabiendo que la
coccion afecta en gran medida tanto la proporcion de materia grasa como el perfil de acidos
grasos (Bilek y col., 2009), resulto indispensable evaluar la composicion de las hamburguesas
formuladas en las condiciones normales de consumo. Las distintas formulaciones de
hamburguesa se cocinaron siguiendo un tratamiento establecido en 15 minutos a 200°C, estas
condiciones aseguraron una temperatura en el centro geométrico mayor que la temperatura
de coagulacion de las proteinas miofibrilares (aprox. 77°C). Las condiciones de coccion se

establecieron en un ensayo previo y se mantuvieron constantes en todos los tratamientos.
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El estudio de los cambios post coccidn resulta ademas interesante para comprender mejor
las interacciones de los ingredientes en la matriz alimentaria. En la Tabla 16 se muestran los

resultados de los sistemas cocidos.

Tabla 16. Composicion de los sistemas carnicos cocidos no enriquecidos (H), adicionados en
aceite de pescado libre (H+AP), aceite en capsulas de alginato-quitosano (H+AQ) y aceite en capsulas
de alginato-quitosano-goma (H+AQ-GAL).

H H+AP H+AQ H+ AQ-GAL
Humedad, % b.h. 61 +0,03¢ 60 + 0,14% 60 +0,03° 60 +0,07°
Grasas totales, % b.h. 12 +1,872 12 + 0,092 13+£0,23? 12 + 0,322
Grasas totales, % b.s. 30+0,54¢° 31+0,49° 31+0,48° 31+0,34¢

EPA, mg/100 g producto b.h. 3,62 +0,22° 13,12+0,04° 27,22+0,21¢ 42,55 + 0,44°
DHA, mg/100 g producto b.h. 7,26 + 0,44* 46,54 £ 0,13 105,34 + 0,80° 104,56 + 1,09°

EPA + DHA, 10,88 + 0,66° 59,66 +0,17° 132,24 +1,00° 147,12+ 1,53¢
mg/100 g producto b.h.
AGS*, % 322 34° 34° 322
AGMI*, % 38¢ 3 37 357
AGPI*, % 31° 29° 282 31°¢
AGPI/AGS 0,87 0,84 0,81 0,93
n3/n6 0,11 0,16 0,15 0,17

Valores promedios * desviacion estdndar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo al andlisis de la varianza (p<0,05).
*Medidas realizadas con un desvio estandar medio de 0,06.

De acuerdo a lo esperado, la coccion redujo el contenido de agua. A pesar de esto, tanto
los productos crudos como los cocidos presentaron valores de aw comprendidos entre 0,94 y
0,95 a 25°C, no observandose diferencias significativas debidas al proceso de coccion o a la
formulacién. Los productos céarnicos estudiados presentan, por lo tanto, una aw alta (Feiner,
2006), lo cual conducira a la hidratacion de los encapsulados (agregados en estado
deshidratado) conforme se alcance el equilibrio entre los ingredientes. Este aspecto resulta
clave en la evaluacion de la estabilidad del aceite encapsulado en relacién al estado fisico de
las capsulas y por tanto, a su capacidad de proteccion (Garti y col., 2012).

En todas las formulaciones se observo un aumento en el contenido total de grasas respecto

del producto crudo, debido a la deshidratacion que se produce durante el proceso de coccion.
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De todos modos, el producto cocido listo para consumo, presentd un contenido de grasas
totales menor que lo especificado por el CAA para este tipo de alimento (20 g de grasa/100
g de producto). Para evitar errores asociados a la pérdida de peso por deshidratacion, el efecto
de la formulacién en la retencion de grasas se evalud en términos del contenido de grasas
totales en base seca. En este sentido, la coccidn redujo las grasas totales, atribuyéndose esto
a pérdidas por fusion y escurrimiento durante el tratamiento térmico (Bilek y col., 2009). El
estado fisico del aceite (libre o encapsulado) y la composicidén del material encapsulante
afectaron el porcentaje de retencion de grasas durante la coccion. Los sistemas control (H) y
adicionados con aceite libre (H+AP) presentaron la menor retencion de grasas siendo 88% y
84% respectivamente, mientras que las muestras adicionadas en aceite encapsulado,
presentaron porcentajes de retencion ligeramente superiores, siendo en H+AQ de 90% y en
H+AQ-GAL de 93%. En H+AP las pérdidas post coccion podrian deberse al escurrimiento
del aceite, favorecido en el tratamiento térmico por los bajos puntos de fusién de los aceites
ricos en acidos grasos insaturados (Scheeder y col., 2001). Asi también, la incorporacion de
aceite podria conducir a una desestabilizacion de la emulsion carnica, conduciendo a la
separacion y pérdida de la fraccion grasa mas fluida (Miklos y col., 2011). La encapsulacién
mejoro la retencion de la grasas, siendo este efecto mas evidente en presencia de GAL, lo
cual es positivo, cuando la composicion lipidica resulta de alto valor nutricional.

En forma complementaria, se examind la composicion de acidos grasos en la fraccion de
aceite extraido de muestras crudas y cocidas, por cromatografia de gases de acuerdo con el
método oficial AOAC (seccién 111.8.7.4).

Las formulaciones enriquecidas con aceite encapsulado presentaron luego de la coccion
un mayor contenido de EPA y DHA, siendo la suma de ambos mayor en las muestras
formuladas con AQ-GAL. En este sentido, la presencia de GAL contribuyo a la proteccion
de EPA y DHA, utilizados como indicadores de calidad debido a su alto valor nutricional
(Akhtar y col., 2010, Polavarapu y col., 2011).

Ademas del contenido de EPA y DHA, la proporcion de AGS, AGM y AGPI y larelacion
AGPI/AGS y n3/n6, son también indicadores del valor nutricional muy utilizados en
alimentos (Pelser y col., 2007, Bilek y col., 2009). En la muestra sin aceite agregado (H), la
coccion condujo a una ligera reduccién en el contenido de AGS. Cabe sefialar que esta

disminucidn en el contenido de AGS lleva al aumento relativo observado en el contenido de
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AGMI y AGPI. Resultados similares encontraron Scheeder y col. (2001) quienes atribuyeron
la reduccion de AGS, durante la coccion de hamburguesas, al escurrimiento principalmente
de triglicéridos del tejido adiposo con alta proporcion de acidos grasos saturados. Observaron
paralelamente que la proporcion acidos grasos insaturados aumentod, atribuyendo esto a la
retencion de los mismos en membranas celulares.

En las muestras enriquecidas con aceite de pescado (libre o encapsulado), se observé un
aumento relativo en la fraccion de AGS y una leve disminucion en los contenidos de AGMI
y AGPI por efecto de la coccion. En estos casos, la reduccion de los acidos grasos
insaturados, podria deberse a la degradacion oxidativa del aceite de pescado afiadido, la cual
se favorece por el efecto catalitico de la temperatura en el comienzo de la peroxidacién
lipidica (Bilek y col., 2009). La oxidacion de los acidos grasos insaturados mas sensibles
conduciria a una reduccién de los mismos y a un aumento relativo de la fraccion de AGS mas
estables a la oxidacion (Berdeaux y col., 2012). Es evidente que los fendmenos de oxidacion,
junto con las pérdidas por escurrimiento que ocurren durante la coccion, dificultan el analisis
de la variacion del perfil lipidico.

Por otro lado, la relacion AGPI/AGS fue mayor para la formulacion H+AQ-GAL (0,93)
que para H+AQ (0,81) y H+AP (0,84), indicando la que presencia de GAL contribuyd al
mantenimiento de la calidad nutricional de los productos. De igual modo, la relacion n3/n6
calculada para H+AQ-GAL (0,16) fue ligeramente superior que para H+AQ (0,15) y para
H+AP (0,14). A partir de estos resultados se puede inferir que, ademas de la encapsulacion
del aceite, la presencia de GAL permitiria mejorar la retencion de lipidos saludables y por lo

tanto el valor nutricional de los productos carnicos enriquecidos sometidos a coccion.
1V.3.2 Estabilidad oxidativa por efecto de la coccion

En las distintas formulaciones desarrolladas se evaluo el cambio en los indicadores
primarios (VP) y secundarios (valor de TBA) de la oxidacién debidos al proceso de coccion
(Figura 1V.66). El estudio conjunto de ambos indicadores, antes y después del tratamiento
térmico, permite obtener una vision integrada respecto de la estabilidad oxidativa y concluir

sobre el efecto protector de las distintas matrices de encapsulacion.
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Figura V.66 Valor de perdxidos, VP (barra rayada) y valor de TBA (barra lisa) determinados en
las hamburguesas crudas (rojo) y cocidas (negro). Hamburguesas no enriquecidas (H), enriquecidas
con aceite libre (H+AP), enriquecidas con capsulas de alginato-quitosano (H+AQ) y enriquecidas con
capsulas de alginato-quitosano-goma (H+AQ-GAL).

Se observa que las muestras crudas adicionadas con aceite encapsulado, presentaron
mayores VP y menores valores de TBA que las muestras a las que se incorporo el aceite libre.
Mayores valores de TBA indican una mayor proporcion de productos secundarios de la
oxidacion resultantes de la descomposicion de los hidroperdxidos reactivos (menores VP).
Los resultados obtenidos (Figura 1VV.66) muestran que si bien en todas las hamburguesas
crudas los valores obtenidos de VP y TBA indican cierto grado de oxidacion, en la
hamburguesa adicionada con el aceite libre los valores mayores de TBA (y menores VP)
indican un mayor grado de oxidacion del aceite. No se observaron diferencias significativas
en el grado de oxidacion entre las hamburguesas crudas adicionadas con AQ y AQ-GAL,
siendo los valores VP y TBA mas parecidos a los determinados en la hamburguesa no
enriquecida.

La coccidn produjo un aumento del VP en todos los sistemas, principalmente en H+AQ-
GAL, donde el aceite estaba menos oxidado antes del tratamiento térmico respecto a las otras
formulaciones. En los productos cocidos conteniendo el aceite encapsulado (H+AQ y H+AQ-
GAL), se observé un aumento marcado de ambos indicadores de oxidacion respecto de los
productos crudos, como consecuencia de la alta temperatura requerida en el proceso
(aproximadamente 80°C) (Valencia y col., 2008). El efecto de la coccidn fue menos evidente

en H+AP ya que el aceite se oxidd rapidamente durante la preparacién de la hamburguesa,
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antes de realizar la coccion. Se observa ademas, que el valor de TBA en las hamburguesas
que fueron adicionadas con el aceite encapsulado en presencia de GAL, el valor de TBA fue
menor que en H+AQ, lo cual indica una menor concentracion de productos avanzados de
oxidacion en presencia de la goma, y por lo tanto, un mayor estabilidad del aceite. El valor
de TBA en H+AQ-GAL fue ligeramente superior al determinado en la muestra control, no
enriquecida con AGPI.

En las condiciones de alta humedad del producto estudiado, los encapsulados
probablemente pierden su estructura y capacidad para retener el aceite, por lo cual los
compuestos antioxidantes presentes en la goma podrian contribuir a la mayor estabilidad
observada. Ansorena y col. (2013), sefialan que es necesario agregar antioxidantes cuando se
formulan productos cérnicos enriquecidos con AGPI n3, especialmente cuando son
sometidos a coccion. En este sentido una alternativa para disminuir la oxidacion en los
productos estudiados seria aumentar la proporcion de GAL o de otros compuestos
antioxidantes en la fraccion lipidica antes de realizar la encapsulacion.

Si bien, la incorporacion de aceites ricos en AGPI en matrices de polielectrolitos con GAL,
permitié mejorar el valor nutricional y la estabilidad por coccion, la adicion de nutrientes
encapsulados podria afectar drasticamente a las propiedades sensoriales de los alimentos en
los que se introducen como suplemento (Jiménez-Colmenero, 2007). Por este motivo, y como
estudio preliminar, se evalu6 el efecto de la incorporacion de encapsulados sobre el color y
la textura de las hamburguesas cocidas, mediante métodos instrumentales.

La determinacion del color se realizd por medio de un fotocolorimetro de reflectancia
difusa descrito en la seccion 111.6.10. En la Tabla 17 se presentan las coordenadas de
cromaticas L*, a* y b* determinadas para la formulaciones carnicas cocidas y la diferencia
total de color (AE) calculada en relacion a la muestra control (sin aceite agregado).

Los valores de las coordenadas cromaticas L*, a* y b*, no mostraron diferencias
significativas entre las formulaciones enriquecidas con aceite (libre o encapsulado) y la
muestra control. El valor de AE result6 inferior en todos los casos a 2,3, limite que se ha
establecido para indicar diferencias perceptibles (Taylor, 2004). De acuerdo con la
evaluacion instrumental del color, el enriquecimiento con aceite libre o encapsulado no seria

percibido. Sin embargo, se observd que este método presentd limitaciones, en tanto las
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muestras adicionadas con aceite encapsulado presentaron un aspecto heterogéneo facilmente

perceptible en forma visual.

Tabla 17. Parametros L*, a* y b* hamburguesa cocidas con aceite de pescado libre (H+AP),
hamburguesa con capsulas de alginato-quitosano (H-AQ) y hamburguesas con cépsulas de alginato-
guitosano-goma (AQ-GAL).

H H+FO H+AQ H+AQ-G
L* 54,70+0,64% 55,280,268 5598+1,492 56,40+1,35
a* 4,75+0,06°0  4,88+0,15°  4,88+0,21* 4,68+ 0,13°
b* 9,45+0,06*°  9,40+0,22*®  9,20+0,14®  9,63+0,15"
AE - 0,65+0,18%  1,54+1,09*®  1,86+0,99"

Valores promedios * desviacion estandar con diferentes letras en la misma fila son
significativamente diferentes de acuerdo al andlisis de la varianza (p<0,05).

Las capsulas AQ y AQ-GAL conteniendo el aceite se introdujeron en estado deshidratado
en la mezcla de ingredientes, y conservaron en la formulacién cruda la coloracion y
translucidez descrita en secciones anteriores para estos sistemas. En los productos cocidos
(Figura 1V.67), la apariencia de los encapsulados se modifico debido probablemente a que se
rehidrataron en contacto con los jugos de la matriz alimentaria, y adquirieron un aspecto
opaco Yy blanquecino similar al de los hidrogeles antes de la deshidratacion al vacio (Figura
IV.42).

Figura 1V.67. Apariencia de hamburguesas cocidas sin enriquecer (A) y con el agregado de
capsulas de polielectrolitos conteniendo aceite de pescado (B).
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La propiedad de rehidratacion de los encapsulados de alginato-Ca?* ha sido ampliamente
reportada (Chan y col., 2009a, Rayment y col., 2009), asociandose esta caracteristica a
numerosos aspectos positivos. Sin embargo, las propiedades de absorcion e hinchamiento,
con eventuales cambios en los atributos del aspecto del alimento al que se incorporan los
encapsulados, podrian conducir a una rapida percepcion por parte del consumidor, afectando
la aceptabilidad del producto (Garti y col., 2012). En este sentido, la incorporacion de
capsulas de alginato con fines de fortificacion, plantea el desafio de reducir el impacto visual,
ya sea por coloracién de los encapsulados, o bien por reduccion del tamafio.

Debido a que las hamburguesas contienen una proporcion de grasa mayor que la carne,
las propiedades texturales pueden ser muy sensibles a las variaciones en la composicién de
la fraccion grasa y en especial cuando se modifica intencionalmente el perfil de lipidos
(Scheeder y col., 2001). La textura es un aspecto importante de la calidad de los productos
carnicos e incluso, algunas veces, mas importante que el color, aspecto o sabor. En este
sentido, se estudiaron las propiedades texturales de las hamburguesas cocidas a través de un
ensayo instrumental del perfil de textura (APT), a partir del cual se determiné que los
pardmetros dureza (Figura IV.68 A), y elasticidad (Figura IV.68 B) fueron sensibles a los
cambios de composicion de las hamburguesas. La masticabilidad, cohesividad y firmeza
(datos no mostrados) no presentaron diferencias significativas con la composicion.

La incorporacion de capsulas de polielectrolitos con GAL condujo a un aumento en la
dureza de la hamburguesa respecto de la muestra control (sin aceite) y de la enriquecida con
aceite libre. La formulacion H+AQ present6 un valor de dureza intermedio. La dureza se ha
relacionado en productos carnicos con las pérdidas post coccion y en especial con el aumento
en el contenido de solidos (Scheeder y col., 2001, Yi y col., 2012). Sin embargo, en los
estudios realizados previamente no se observaron diferencias en la humedad de las
formulaciones, por lo tanto, la mayor dureza observada en los sistemas que contenian la goma
podria atribuirse al estado hidratado de las capsulas y su efecto en la resistencia a la
deformacion.

La muestra control present6 una mayor elasticidad respecto de las enriquecidas con aceite
libre o encapsulado. Scheeder y col. (2001) encontraron una evidente relacion entre los
valores de elasticidad y el grado de contraccion de las muestras durante el proceso de coccion,

considerandose este efecto proporcional al contenido de colageno. La formacion de una red
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de proteinas podria resultar interrumpida por la adicién de aceite y/o de encapsulados

resultando por tanto en estructuras menos compactas y menos elasticas.
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Figura 1V.68 Dureza (A) y elasticidad (B) determinadas por analisis de perfil de textura en
hamburguesas cocidas no enriquecidas (H), enriquecidas con aceite libre (H+AP), enriquecidas con
capsulas de alginato-quitosano (H+AQ) y enriquecidas con capsulas de alginato-quitosano-goma
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Figura 1V.69. Imagenes del analisis instrumental de textura en los productos carnicos.
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1V.3.3 Efecto del almacenamiento congelado y coccion

La estabilidad oxidativa de los productos carnicos desarrollados se estudio en condiciones
normales de almacenamiento congelado (-18°C en freezer doméstico), determinando los
productos de oxidacion primaria y secundaria (VP y valor de TBA). Las hamburguesas se
sacaron del freezer, se sometieron a coccion (220°C, 15 min) y se determinaron los indices
de oxidacion. En la Figura IV.70 se muestra la variacion del valor de peroxidos y del valor

de TBA en funcién del tiempo de almacenamiento a -18°C.
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Figura V.70 Variacion del valor de peroxidos (A) y valor de TBA (B), en funcion del tiempo de
almacenamiento (-18°C) de hamburguesas crudas y posteriormente cocidas (200°C, 15 min)
adicionadas con aceite libre (®), aceite encapsulado en AQ ( 7') y aceite encapsulado en AQ-GAL
(A). Hamburguesa no enriquecida cocida (m).
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En las hamburguesas no enriquecidas, no se detectaron cambios apreciables en los indices
de oxidacion. La incorporacion del aceite (rico en AGPI), libre o encapsulado, aumentd la
susceptibilidad a la oxidacion de las hamburguesas (Valencia y col., 2008). En las muestras
enriquecidas con aceite, el VP disminuyé rapidamente en los primeros 30 dias de
almacenamiento (Figura IV.70 A). La disminucién del VP se correspondio, en todos los
casos, con un aumento simultaneo del valor de TBA (Figura IV.70 B), alcanzandose mayores
valores en el sistema enriquecido con el aceite libre, mas sensible a la oxidacion. Los sistemas
H+AQ-GAL presentaron los menores valores de TBA, lo cual indicaria un menor deterioro
del aceite en este sistema. Salcedo-Sandoval y col. (2015), observaron también una reduccion
en el VP y un aumento proporcional en la concentracion de productos secundarios de la
oxidacioén durante el almacenamiento refrigerado de hamburguesas enriquecidas con aceite
de pescado libre o0 emulsionado en presencia de caseinato de sodio y pectina

Paralelamente a los estudios de estabilidad oxidativa, se estudio la variacién del perfil de
acidos grasos de las muestras enriquecidas durante el almacenamiento a -18 °C. En la Figura
Figura IV.71 se muestra el contenido de acidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados

(AGMI) y poliinsaturados (AGPI) luego del almacenamiento en freezer (90 dias) y coccion.

40+ 40+ 401
A B C

(=] (=] (=}
S 35- > 35- > 35
[%2] [%2] [%2]
¢ e g
© @ @
s, 304 s, 304 5, 301
[%2] [%2] [%2]
3 3 3
‘S 251 ‘S 251 S 257
R 3 3

20- 20- 20~

AGS AGMI AGPI AGS AGMI AGPI AGS AGMI AGPI

Figura 1V.71 Variacion del contenido de &cidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados
(AGMI) y poliinsaturados (AGPI) por efecto del almacenamiento en H+AP (A) H+AQ (B) y H+AQ-
GAL (C). Productos cocidos al tiempo 0 (rojo). Productos cocidos al dia 90 (negro).

Los resultados se compararon con el contenido de acidos grasos determinado en la muestra
congelada y cocida al dia 0. Para evaluar sélo el efecto del almacenamiento congelado, la

fraccion de acidos grasos se calculd manteniendo constante la fraccion de acidos grasos
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saturados determinada para la muestra cocida sin congelar, de acuerdo a lo propuesto por
Berdeaux y col. (2012).

Se observd que el contenido de AGMI y AGPI disminuyd durante el congelado,
principalmente en las muestras adicionadas con aceite libre y con capsulas AQ. Las muestras
enriquecidas con AQ-GAL conservaron la proporcion de AGMI y AGPI respecto a la
muestra al tiempo 0.

Por lo tanto, el uso de GAL como material de pared en sistemas de encapsulacion por
gelacion idnica permitio disminuir el deterioro oxidativo del aceite, observado tanto por
coccion como por el almacenamiento en condiciones de congelacion. Para lograr un mayor
grado de proteccion frente a los fendmenos oxidativos, principalmente en sistemas
conteniendo acidos grasos sensibles, se podria pensar en aumentar la proporcion de GAL en
el sistema y/o incorporar otros antioxidantes para lograr una mejor estabilidad del aceite

encapsulado.
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A partir del presente trabajo de tesis se alcanzaron las siguientes conclusiones:

La goma exudada de Prosopis alba (GAL) es un recurso natural actualmente
desaprovechado. Su recoleccion y acondicionamiento encuentra especiales ventajas en una
region con gran abundancia de la especie productora. La purificacion por filtracion y
liofilizacion, permite la obtencidén de un producto en polvo que comparte caracteristicas
fisicoquimicas comunes con la goma ardbiga, GA (Acacia senegal, A. seyal), ampliamente
utilizada en la industria alimentaria y farmacéutica.

Se determind que GAL estd compuesta principalmente por carbohidratos de alto y bajo
peso molecular, principalmente arabinosa, galactosa y acidos urénicos que le confieren
caracteristicas de polielectrolito. En comparacion con otras gomas exudadas, presenta una
mayor proporcion de proteinas, lo cual advierte interesantes propiedades funcionales,
especialmente en sistemas heterofasicos, debido al caracter anfifilico de las fracciones
proteicas. Contiene ademas, compuestos polifendlicos (flavonoides, taninos vy
proantocianidinas) que amplian la funcionalidad de este biomaterial, especialmente para
aquellas aplicaciones en las que la actividad antioxidante resulte de interés. Los estudios
realizados por RMN y FTIR evidenciaron que la estructura molecular de GAL es compleja,
con varios puntos de similitud con GA.

Los estudios de evaluacion de toxicidad aguda in vivo, no evidenciaron efectos adversos
de la goma, contribuyendo estos resultados a considerar su potencial aplicacion como
componente de sistemas alimentarios, sentando un antecedente importante para su
incorporacion como aditivo en la legislacion alimentaria Argentina.

El estudio de las propiedades funcionales de GAL, complementé el estudio de sus
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales y permitié ampliar el conocimiento de la goma
para evaluar sus posibles aplicaciones tomando como referencia a la goma arabiga. A partir
de los estudios realizados, se concluye que GAL es un hidrocoloide que se hidrata
rapidamente alcanzando altos niveles de solubilidad lo cual permite su utilizacion en sistemas
acuosos. Hasta concentraciones de 40% p/v, las soluciones de GAL muestran un
comportamiento de flujo pseudoplastico con viscosidades aparentes ligeramente mayores

214



Conclusiones

que GA, pero muy inferiores en comparacién con gomas obtenidas de semillas, lo cual
plantea su uso para aquellas aplicaciones en las que se requiera una alta concentracion de
solidos y bajas viscosidades, como es el caso de la microencapsulacion por atomizacion.

En emulsiones aceite/agua, GAL reduce la tension interfacial con mayor rapidez que GA,
incluso a pesar de su mayor volumen hidrodindmico. Forma en la interfase un film
viscoelastico estable, con una distribucidn de cargas suficiente para evitar el agregado de
gotas. GAL evidencia buenas propiedades emulsificantes y mayor capacidad para estabilizar
emulsiones que GA, considerada un agente emulsionante de referencia.

Los compuestos fendlicos naturalmente presentes en GAL aportaron buena capacidad
antioxidante a la goma en los ensayos in vitro, evaluada en términos de distintos mecanismos
(capacidad antirradicalaria por el ensayo de ABTS™, inhibicion del radical OH", poder
reductor y capacidad quelante de metales prooxidantes). La capacidad antioxidante de la
goma representa una ventaja adicional interesante respecto a otros hidrocoloides,
principalmente en sistemas conteniendo acidos grasos poliinsaturados.

Se observé que GAL presenta propiedades de sorcion de agua y plastificacion similares a
otros hidrocoloides hidrofilicos. En comparacion con GA, la goma exudada de P. alba
liofilizada, presenta mayores valores de Tg, lo cual evidencia la mayor estabilidad fisica de
los sistemas formulados con la goma. Los diagramas de estado Tg-aw-contenido de agua
resultaron tiles para definir las mejores condiciones de humedad y temperatura para
conservar los sistemas en estado amorfo.

A partir de los diagramas de fases GAL-alginato y GAL-alginato-Ca?* se observo que a
bajas concentraciones GAL forma con el alginato dispersiones completamente miscibles sin
interferir en el proceso de gelacion en presencia de Ca?*. GAL vy alginato actian en forma
sinérgica en la preparacion y estabilizacion de las emulsiones garantizando la correcta
homogenizacién del activo durante la etapa de goteo.

Las capsulas de alginato-goma recubiertas con quitosano y deshidratadas por secado al
vacio retuvieron mejor el aceite encapsulado y ofrecieron mayor proteccion frente a la
oxidacion térmica que las liofilizadas, probablemente debido a la estructura mas compacta
observada por SEM de las capsulas secadas al vacio. Los espectros FTIR, pusieron de
manifiesto las interacciones moleculares de GAL con los demas polielectrolitos (alginato,
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quitosano) sugiriendo que GAL actuaria como agente de relleno, contribuyendo a la
formacion de una matriz densa que retiene fisicamente al aceite.

La incorporacion de GAL mejord las propiedades de las capsulas de alginato-quitosano al
reducir la fraccion de aceite superficial y aumentar el rendimiento y la eficiencia del proceso
de encapsulacion. La presencia de la goma afectd la apariencia de los encapsulados,
aumentando ligeramente el tamafio y modificando sus propiedades Opticas.

La naturaleza hidrofilica de GAL modific6 las propiedades de interaccion de los
encapsulados con el agua y la capacidad de proteccién de la matriz de polielectrolitos. En
presencia de la goma las capsulas fueron menos susceptibles a la plastificacion, ampliando
el rango de aw en que se puede almacenar en estado amorfo (aw<0,52). En estas condiciones,
la presencia de GAL favorece la retencidn del aceite en la estructura interna y reduce el grado
de deterioro oxidativo. A altas aw, las reacciones de oxidacion se aceleran e inducen cambios
en el aspecto (color y transparencia) de los encapsulados.

A bajas aw, la presencia de GAL mejoro la estabilidad oxidativa del aceite encapsulado,
reduciéndose la formacién de hidroperoxidos y sustancias reactivas al acido tiobarbiturico.
De esta manera, la incorporacion de la goma contribuy6 también a conservar el perfil de
acidos grasos del aceite y por lo tanto, su valor nutricional. La capacidad de proteccion de
GAL se atribuy6 a una mejor conservacion de la estructura de la capsula, asi como también
al aporte de las sustancias antioxidantes naturalmente presentes.

Se evaluo la posibilidad de utilizar los encapsulados deshidratados conteniendo aceite de
pescado y GAL, como ingredientes para enriquecer con AGPI n3 un producto carnico tipo
hamburguesa. Las hamburguesas enriquecidas fueron mas estables a la oxidacién por coccion
y durante el almacenamiento en condiciones de congelacion. El valor nutricional del producto
cocido, enriquecido con el aceite encapsulado en presencia de GAL, mejoré cualitativamente
respecto de los sistemas control (enriquecidos con aceite libre o encapsulado sin GAL). La
incorporacion de los encapsulados afectd las caracteristicas de color y textura de las
hamburguesas cocidas.

En téerminos generales, se demostrd que la introduccion de GAL como material de pared
permite mejorar los sistemas de encapsulacion por gelificacion idnica, siendo una alternativa
innovadora para la proteccion de lipidos en el disefio de ingredientes funcionales. El estudio

integral de las propiedades fisico-quimicas y funcionales advierten que la goma exudada de
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Prosopis alba presenta un gran potencial tecnologico, tanto para su empleo como agente
emulsificante y/o estabilizante, como asi también para el desarrollo de nuevos sistemas de
encapsulacion, con los beneficios adicionales que derivan del uso de una fuente autoctona

actualmente no utilizada y renovable.
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