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INTRODUCCION

El interés de los consumidores por productos alimentarios que promuevan beneficios
para la salud ha provocado un incremento en la formulacién y comercializacién de
alimentos “funcionales”. En particular, se ha detectado la incorporacion a las férmulas
de fitoquimicos, que tienen la propiedad de reducir el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas, cancer y diabetes. Dicho efecto protector estaria
asociado a la capacidad antioxidante de los compuestos bioactivos que previenen los
procesos oxidativos involucrados en dichas patologias (Scalbert et al.,2005; Yao et al.,
2004).

Los aradndanos contienen antocianinas (AC), responsables de su capacidad
antioxidante. Las AC, usadas como colorantes alimentarios, impactan sobre las
caracteristicas sensoriales de los alimentos y tienen importancia en la salud (De Pascual
et al., 2008). La extraccion de las AC se puede realizar a partir del fruto fresco. Para que
el método extractivo sea eficiente se debe maximizar la recuperacion de las AC
minimizando la degradacion del estado natural del principio activo. En general, se
utilizan métodos extractivos que emplean solventes organicos que pueden ser toxicos
para la salud (Chandrasekhar et al., 2012). Por lo tanto, es de interés eliminarlos del
proceso extractivo y reemplazarlos por alguna sustancia inocua que permita mantener
la concentracion de las AC ([AC]) y su elevado poder antioxidante (PA). Ademas, los
productos que contienen AC son susceptibles al deterioro debido a la inestabilidad
quimica de las mismas (Aurelio et al., 2008). La encapsulacién en matrices poliméricas
mejora su estabilidad, ya que retarda las reacciones quimicas de las AC con el medio,
promoviendo un aumento en la vida util del producto, la liberacion gradual del compuesto
encapsulado y facilitando su manipulacion (Fang et al., 2010).

Por otra parte, la produccion de alimentos con valor agregado, en especial los lacteos y
sus derivados, es de suma importancia en la Regiéon Centro de nuestro pais, cuenca
lechera por excelencia.

Se optimizé la extraccion de AC de arandanos usando soluciones acuosas y se
analizaron las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes y de estabilidad de las mismas.
Se desarroll6 un método de encapsulacion de las AC empleando un polisacérido natural
de calidad alimentaria para mejorar la estabilidad de las AC estudiadas. Se estudio la
estabilidad de las AC encapsuladas y se evalué su estabilidad en el tiempo y su
liberacion controlada. Se desarrollé6 un yogurt natural al cual se le adicionaron los
productos encapsulados seleccionados, previa liofilizacion y molienda de los mismos.

Proyecto: “Estabilizacion de antioxidantes naturales por encapsulacion y su incorporacion a
derivados lacteos con valor agregado”.
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METODOLOGIA
Extraccion acuosa de las AC de arandanos

Se evaluaron distintos medios acuosos para la extraccion de AC: HCI 0,025M; 0,05M y
0,1M y acido citrico (Cit) 0,025M; 0,05M; 0,1M y 0,25M, en ausencia y presencia de
calor. Los ardndanos frescos se homogeneizaron a velocidad constante durante 2 min.
en cada medio evaluado (20g ardndanos/100mL) a temperatura ambiente. Para los
sistemas ensayados en presencia de calor, los homogenados fueron calentados durante
10 min. en bafio Maria. Los extractos de arandanos (EA) obtenidos se filtraron para
eliminar restos de semillas y cascara y se conservaron a 4°C y al resguardo de la luz.

Caracterizacion fisicoquimicay biolégica de las AC extraidas

La [AC] en los EA se determind por espectroscopia UV-visible, empleando el método
del pH diferencial (Cedillo Lopez et al., 2006). El PA de los EA se determiné empleando
el método de captura del radical acido 2,2’-azinobis-(3-etil-benzotiasolina-6-acido
sulfénico) o ABTS (Re et al.,1999), a través de la determinacion de sustancias reactivas
al acido tiobarbiturico o TBARS (Ohkawa et al.,1979), y por el método del poder quelante
del Fe*2. Se evaluo la estabilidad de las AC por 7 dias.

Encapsulacién de las AC en perlas de alginato de calcio

Se disolvio alginato de sodio 2 0 3 % P/V (segun corresponda) en los EA obtenidos con
HCI 0,1M y con Cit 0,25M, en ausencia de calor, bajo agitacion magnética y luego se
“goted” dicha solucion sobre una solucion de CaCl, 500 mM o 1M (segun corresponda),
obteniéndose capsulas en forma de perlas. Se midié la [AC] libre en la solucién de CaCl;
remanente para determinar el rendimiento de la encapsulacion. Las perlas obtenidas se
congelaron a -20°C y se liofilizaron.

Estudio del PA de las AC encapsuladas y su liberacién controlada

Las perlas liofilizadas se molieron hasta un polvo fino y se disolvieron 120mg de las
mismas en diferentes medios acuosos: mezcla metanol:agua en proporciones 1:1, 2:1y
3:1 y buffer acético-acetato 500mM pH 4,5, con el objetivo de liberar las AC
encapsuladas y asi poder cuantificar su PA. El PA de las AC liberadas se evalu6 por el
método del ABTS.

Elaboracién de yogurt natural e incorporacion de los productos encapsulados

Para la elaboracion del yogurt, 1L de leche entera previamente calentada a 45 + 5°C fue
enriquecida en solidos por la adicion de 3% de leche en polvo, adicionando 1% de goma
guar (espesante) y 10% de sacarosa. La mezcla se enfrié a 37°C y se adiciond el cultivo
iniciador, formado por una combinacion de Streptococcus thermophilus y Lactobacilus
delbrueckii spp. Bulgaricus (fermento YF-L811). Se realiz0 la incubacion a 43°C durante
8 h en una yogurtera. Las perlas molidas se adicionaron (1g/50mL) con agitacion manual
y se realizo un seguimiento del pH de los yogures durante 7 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacién del proceso de extraccién acuosa de las AC y determinacién del PA
en los EA obtenidos. Evaluacion de su estabilidad en el tiempo



La [AC] presente en los EA obtenidos con HCI aumentd al incrementarse la
concentracion del acido y cuando se empleé HCI 0,1M la misma fue cercana (99 mg/L)
a la obtenida en el EA control (106,87 mg/L). La [AC] en los EA obtenidos con Cit fue
menor que con HCI, pero mejoré al incrementar la concentracion del acido y al calentar
las muestras. Cuando se trabajé con Cit 0,25M, la [AC] alcanzada fue de 72,45 mg/L.
No se observaron diferencias significativas en los valores de [AC] obtenidos para estos
EA en presencia de calor. Respecto a los EA obtenidos con HCI en presencia de calor,
la [AC] obtenida fue significativamente inferior a la observada en ausencia del mismo.
El PA determinado por el método del ABTS, en los EA con HCI disminuy6 en el tiempo,
mostrando un valor minimo el dia 4. Al dia 7, el PA volvié a subir alcanzando el valor
inicial. A pesar de que la [AC] en los EA con Cit 0,025M y 0,05M fue baja, el PA de
dichos EA a tiempo cero fue similar a la obtenida en los EA con Cit 0,1M. Dicha
bioactividad aumentd con el tiempo y presentd un minimo al dia 7. Por lo tanto, seria
factible reemplazar el uso de etanol en la extraccién de AC empleando HCI 0,1M y/o Cit
0,25M, sin afectar significativamente el PA de dichos compuestos.

El método TBARS no arrojé buenos resultados indicando que no seria valido, mientras
gue el método del poder quelante del Fe?* mostré resultados similares a los obtenidos
por el método del ABTS. Por ello, se decidi6 trabajar de aqui en mas so6lo con este
altimo.

Encapsulacion de los EA seleccionados con alginato de sodio

Los EA seleccionados para su encapsulacién fueron los obtenidos con HCI 0,1M y Cit
0,25M en ausencia de calor. En el caso de los EA con HCI 0,1M se emple6 3% de
alginato y 500mM de CacCl,, mientras que para los EA obtenidos con Cit 0,25M se us6
2% de alginato y 1M de CacCl.. La Figura 1 muestra imagenes de las perlas obtenidas.

Figura 1: (A) imagen del proceso de goteo de la solucion de alginato de sodio + EA sobre el
CacClz; (B) estructura final de las perlas obtenidas con el EA de HCI 0,1M; (C) estructura final de
las perlas obtenidas con el EA de Cit 0,25M; (D) tamafio promedio de las perlas (~4mm)

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos respecto al rendimiento de la
encapsulacion.

Rendimiento de la
encapsulacion (%)

Perlas con EA de HCI 0,1M, alginato 3%P/V y CaCl2 500mM (perlas A) 86,43

Perlas con EA de Cit 0,25M, alginato 2%P/V y CaCl. 1M (perlas B) 90,90

Tabla 1: Resultados de la encapsulacion de los EA seleccionados

En ambos casos, se logré encapsular mas del 85% de las AC presentes en los EA,
indicando que se podria emplear el alginato de sodio como matriz polimérica y el CaCl.
como agente gelificante para encapsular las AC y mejorar su estabilidad.

Estudio del PA de las AC encapsuladas y su liberacién controlada




Las perlas A liofilizadas disueltas en la mezcla metanol:agua proporciéon 1:1 y 2:1 no
liberaron las AC encapsuladas. Para la proporcion de metanol:agua 3:1, la liberacion
controlada de las AC aumenté pero no fue total. EI PA de estas AC liberadas fue de 1,75
*+ 0,05 nmoles de Trolox consumidos. Por otra parte, las perlas B liofilizadas liberaron
totalmente las AC encapsuladas en todos los medios acuosos ensayados. El PA de las
AC liberadas fue 0,95 + 0,25 nmoles de Trolox consumidos, indicando que siguen siendo
bioactivas. En este punto se decidid trabajar especificamente con las perlas B liofilizadas
ya que mantuvieron el PA de las AC luego de su encapsulacion vy liofilizacion y ademas
el Cit esta aceptado por el Codigo Alimentario Argentino. Simulando las condiciones de
acidez de un yogurt, cuando las perlas B se disolvieron en buffer acético-acetato 500mM
pH 4,5, las AC se liberaron parcialmente y mantuvieron su PA (0,83 + 0,06 nmoles de
Trolox consumidos).

Elaboracién del yogurt natural e incorporacion de las perlas B

Se logré desarrollar un yogurt natural a escala de laboratorio al que se le incorporaron
las perlas B previa liofilizacion y molienda de las mismas. Los yogures mantuvieron su
pH éptimo (4,90-5,16) durante 7 dias sin cambios significativos en sus caracteristicas.
Las perlas B liofilizadas y molidas se incorporaron efectivamente por agitacion manual
y se disolvieron en el yogurt sin observarse sedimentacion del polvo adicionado. La
Figura 2 muestra las perlas B liofilizadas enteras y molidas e imagenes del yogurt
obtenido sin y con las perlas B molidas disueltas.
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Figura 2: (A) Perlas B liofilizadas enteras, (B) perlas B liofilizadas molidas, (C) yogurt
natural sin perlas y (D) yogurt natural con perlas B liofilizadas y molidas
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