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RESUMEN

Actualmente, el concepto de nutricién ha evolucionado notablemente y el rol de los
alimentos ya no se centra solo en aportar los nutrientes basicos para satisfacer las necesidades
nutricionales, sino que mediante su consumo se busca prevenir el desarrollo de enfermedades y
mejorar el estado de salud y la calidad de vida de los individuos. En este sentido, se ha demostrado
que el consumo de compuestos bioactivos tiene efectos beneficiosos en la salud humana. Entre
los compuestos bioactivos de interés, se destacan los dcidos grasos esenciales omega-3 y el
pigmento astaxantina, los cuales han demostrado ejercer diversos efectos, entre los cuales se
puede mencionar la actividad anticancerigena y antidiabética, el efecto neuroprotector y
hepatoprotector, la prevenciéon de enfermedades cardiovasculares y de la ateroesclerosis. No
obstante, la adicién directa de compuestos bioactivos en los alimentos presenta dificultades
relacionadas con la baja estabilidad de los mismos y con la alteracién negativa que pueden generar
sobre las caracteristicas organolépticas de la matriz alimentaria en la cual se incorporan. Por ello,
en los dltimos afos ha cobrado gran relevancia el estudio de metodologias que permitan la
estabilizacién de compuestos bioactivos y su transporte hasta el sitio adecuado de accién, de tal

manera que los mismos puedan ejercer su accién benéfica.

La encapsulacién es una metodologia en pleno crecimiento, mediante la cual los compuestos
bioactivos son recubiertos por una pared que los protege de las condiciones adversas,
favoreciendo su estabilidad y la liberacién de los mismos en el sitio deseado. Actualmente se
cuenta con distintas metodologias de encapsulacién, dentro de las cuales, la gelificacién i6nica es
una de las mds utilizadas en el drea de alimentos. Dicha técnica presenta la ventaja de utilizar
materiales seguros como el alginato de sodio, por lo que resulta compatible con el desarrollo de
alimentos. Ademds, es una metodologia relativamente simple y puede ser escalable, permitiendo
su utilizacién a nivel industrial. A su vez, existe evidencia de que la adicién de otros biopolimeros
a sistemas de encapsulacion basados en alginato de sodio podria mejorar la funcionalidad de las
particulas obtenidas mediante gelificacién idnica, por lo que el estudio de la combinacién de

distintos materiales de pared ha ganado relevancia.

En funcién a lo mencionado, en la presente Tesis se estudi la encapsulacién de aceites ricos
en acidos grasos omega-3 y astaxantina mediante la metodologia de gelificacion i6nica externa,
utilizando alginato de sodio solo o combinado con agregados de proteinas de lactosuero como
materiales de pared. A partir de una primera caracterizacién de diferentes aceites ricos en 4cidos
grasos omega-3, se selecciond al aceite de chia adicionado con astaxantina para los estudios de
encapsulacion e incorporacién en una matriz alimentaria. Se evaluaron diferentes combinaciones
entre los materiales de pared para obtener particulas de diversas composiciones, seleccionando

algunas de ellas para ser caracterizadas mediante diferentes pardmetros de relevancia. Se logré

13



obtener particulas con una elevada carga de aceite y astaxantina, con una alta eficiencia de
encapsulacion. La presencia de agregados proteicos como parte de la matriz de las particulas
modificé algunos parametros, como el tamafio y la textura de las particulas (dureza, gomosidad y

resiliencia), y favorecio la estabilidad de los compuestos encapsulados.

Otro aspecto considerado, debido a su importancia en el desarrollo de sistemas de
encapsulacion de bioactivos, fue el comportamiento de las particulas durante los procesos de
digestion a partir de la aplicacién de metodologias in vitro. En este sentido, se observo que los
compuestos bioactivos encapsulados fueron protegidos por las particulas durante la fase de
digestion gastrica y liberados desde las mismas durante la fase de digestién intestinal. El
contenido final de compuestos bioactivos liberados fue elevado y similar para ambas particulas,
mientras que la velocidad de liberacién fue mayor en las particulas con agregados proteicos. Por
otra parte, se evalud la lipdlisis del aceite y la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos. La
encapsulacion mediante gelificacion idnica externa incrementd levemente los valores de lipdlisis
del aceite, mientras que no tuvo efecto sobre la bioaccesibilidad de los compuestos, no

observandose diferencias en relacion al material de pared utilizado.

Finalmente, se evalu6 el efecto de la incorporacién de las particulas obtenidas en una matriz
alimentaria modelo sobre la aceptabilidad sensorial del producto estudiado, lo cual es un paso
necesario y de especial interés debido a la importancia de la aceptabilidad sensorial de los nuevos
alimentos formulados, a fin de que los mismos sean consumidos y puedan tener un efecto
beneficioso sobre la salud. Para ello, se seleccioné al yogur como matriz alimentaria debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas, su valor nutritivo y al alto consumo de este alimento por parte de
la poblacion, y se realiz6 un andlisis sensorial con 101 potenciales consumidores. Los compuestos
bioactivos encapsulados incorporados al yogur se mantuvieron estables durante su
almacenamiento, a la vez que la incorporacién de las particulas dio como resultado un producto
con una buena aceptabilidad, siendo la misma mayor para las particulas que contenian agregados

de proteinas del lactosuero.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis contribuyen al desarrollo de sistemas
de encapsulaciéon de compuestos bioactivos lipofilicos que podrian ser utilizados para la
formulacién de alimentos funcionales, con potenciales beneficios tanto a la hora de pensar en el

desarrollo de nuevos productos como en la salud de la poblacién.
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ABSTRACT

Nowadays, the concept of nutrition has evolved significantly and the role of food is no longer
focused only on providing basic nutrients to satisfy nutritional needs, but also on preventing the
development of diseases and improving health status and quality of people’s life through its
consumption. In this sense, it has been shown that the consumption of bioactive compounds has
beneficial effects on human health. Among the bioactive compounds of interest are omega-3
essential fatty acids and the pigment astaxanthin, which have been shown to exert various effects,
including anticancer and antidiabetic activity, neuroprotective and hepatoprotective effects,
prevention of cardiovascular diseases and atherosclerosis. However, the direct addition of
bioactive compounds in foods presents difficulties related to their low stability and the negative
alteration that they can generate on the organoleptic characteristics of the food matrix in which
they are incorporated. For this reason, in recent years the study of methodologies that allow the
stabilization of bioactive compounds and their transport to the appropriate site of action has

gained great relevance.

Encapsulation is a growing methodology through which bioactive compounds are coated
with a wall that protects them from adverse conditions, favoring their stability and release at the
desired site. Currently, there are different encapsulation methodologies, among which ionic
gelation is one of the most widely used in the food area. This technique has the advantage of using
safe materials such as sodium alginate, which makes it compatible with food development. In
addition, it is a relatively simple methodology and can be scalable, allowing its use at the
industrial level. In turn, there is evidence that the addition of other biopolymers to encapsulation
systems based on sodium alginate could improve the functionality of the particles obtained by
ionic gelation, which is why the study of the combination of different wall materials has become

relevant.

Based on the above, this Thesis studied the encapsulation of oils rich in omega-3 fatty acids
and astaxanthin through the external ionic gelation methodology, using sodium alginate alone or
combined with whey protein aggregates as wall materials. From a first characterization of
different oils rich in omega-3 fatty acids, chia oil added with astaxanthin was selected for
encapsulation studies and incorporation into a food matrix. Different combinations between wall
materials were evaluated to obtain particles of different compositions, selecting some of them to
be characterized by different relevant parameters. It was possible to obtain particles with high oil
and astaxanthin loading, with high encapsulation efficiency. The presence of protein aggregates
as part of the particle matrix modified some parameters, such as particle size and texture, and

favored the stability of the encapsulated compounds.
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Another aspect considered due to its importance in the development of bioactive
encapsulation systems was the behavior of the particles during the digestion processes, based on
the application of in vitro methodologies. In this sense, it was observed that the encapsulated
bioactive compounds were protected by the particles during the gastric digestion phase and
released from the particles during the intestinal digestion phase. The final content of released
bioactive compounds was high and similar for both particles, while the release rate was higher in
the particles with protein aggregates. On the other hand, lipolysis of the oil and the bioaccessibility
of the bioactive compounds were evaluated. Encapsulation by ionic gelation slightly increased
the values of oil lipolysis, while it had no effect on the bioaccessibility of the compounds, and no

differences were observed concerning to the wall material used.

Finally, the effect of incorporating the obtained particles in a model food matrix on the
sensory acceptability of the studied product was evaluated, which is a necessary step of special
interest due to the importance of the sensory acceptability of the newly formulated foods, so that
they can be consumed and have a beneficial effect on health. For this purpose, yogurt was selected
as a food matrix due to its physicochemical characteristics, its nutritional value and the high
consumption of this food by the population, and a sensory analysis was carried out with 101
potential consumers. The encapsulated bioactive compounds incorporated into the yogurt
remained stable during storage, while the incorporation of the particles resulted in a product with

good acceptability, which was higher for the particles containing whey protein aggregates.

The results obtained in this Thesis contribute to the development of an encapsulation system
for lipophilic bioactive compounds that might be used for the formulation of functional foods,
with potential benefits both in the development of new products and in the health of the

population.
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INTRODUCCION GENERAL
ALIMENTOS FUNCIONALES Y COMPUESTOS BIOACTIVOS

Los alimentos son esenciales para los seres humanos y contienen compuestos que son
necesarios para el desarrollo de las funciones del organismo. Los mismos aportan energia y
nutrientes que posibilitan el soporte de las actividades metabdlicas y el crecimiento y
mantenimiento del organismo (Dominguez Diaz et al., 2020). De acuerdo al Cédigo Alimentario
Argentino (CAA, 2010), los alimentos son definidos como “toda substancia o mezcla de
substancias naturales o elaboradas que ingeridas por el hombre aporten a su organismo los
materiales y la energia necesarios para el desarrollo de sus procesos biologicos”. La designacion
alimento incluye ademads, “las substancias o mezcla de substancias que se ingieren por habito,
costumbre, o como coadyuvantes, tengan o no valor nutritivo”. La relacién entre alimentacién y
salud es muy estrecha y, en este sentido, actualmente hay una mayor conciencia de que el rol de
los alimentos no se centra solo en aportar los nutrientes bésicos para satisfacer las necesidades
nutricionales, sino que los mismos pueden contribuir con la prevencién de enfermedades y
mejorar el estado de salud y la calidad de vida de los individuos. Como resultado de la
comprension de la relacién entre alimentacion y salud, en 1984 surgié en Japén el concepto de
alimentos funcionales, en referencia a alimentos que contienen ingredientes que, ademds de ser
nutritivos, contribuyen a funciones especificas en el organismo (Kaur & Das, 2011). A partir de
entonces, han surgido diversas definiciones con relacién a los alimentos funcionales, no
existiendo actualmente un consenso a nivel mundial. La mayor parte de las definiciones
contempla a los alimentos funcionales como aquellos alimentos bioldgica y fisiolégicamente
activos, que proveen beneficios para la salud que van mds alld de su aporte nutritivo bdsico
(Pulvirenti & Paterna, 2022). De acuerdo con Pulvirenti & Paterna (2022), los alimentos

funcionales pueden ser clasificados en funcién de su naturaleza de la siguiente forma:

- Alimento natural no procesado (o alimento convencional), como frutas, vegetales, pescados,

los cuales contienen en forma natural compuestos bioactivos en su composicion.

- Alimentos modificados durante el cultivo de plantas con el objetivo de mejorar determinadas

caracteristicas deseadas.
- Alimentos modificados a los cuales se les ha afiadido un compuesto bioactivo.
- Alimentos modificados mediante la eliminacion o reduccion de determinados componentes.

El concepto de alimentos funcionales se encuentra estrechamente relacionado al de
compuestos bioactivos. Estos compuestos son componentes tanto esenciales como no esenciales,
los cuales se encuentran presentes en la naturaleza y han demostrado ejercer efectos beneficiosos

en la salud humana (Biesalski et al., 2009). Los mismos se encuentran de manera natural en
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algunos alimentos como frutas, vegetales y pescados o pueden ser adicionados durante la
formulacién de alimentos (Pulvirenti & Paterna, 2022). Dentro de estos compuestos se encuentran
compuestos fendlicos, carotenoides, vitaminas, probidticos, minerales, polifenoles, dcidos grasos

omega-3 vy fitoesteroles (Dordevic et al., 2015; Banwo et al., 2021).

La adicién directa de compuestos bioactivos en los alimentos presenta dificultades
relacionadas con la estabilidad de dichos compuestos y con la alteracién negativa que se puede
generar sobre las caracteristicas organolépticas de la matriz alimentaria en la cual se incorporan
(Alu'datt et al., 2022). A raiz de lo expuesto anteriormente, en los dltimos afios ha cobrado gran
relevancia el estudio de metodologias que permitan la estabilizacién de compuestos bioactivos y
su transporte hasta el sitio adecuado de accién para que los mismos puedan ejercer su accién

benéfica.

ASTAXANTINA

Muchas enfermedades crénicas no trasmisibles se encuentran vinculadas a la acumulacién
en el organismo de productos de oxidaciodn, tales como radicales libres y especies reactivas del
oxigeno (Banwo et al., 2021). En este sentido, cobran relevancia aquellos compuestos bioactivos

con actividad antioxidante.

La astaxantina (AX) es un pigmento carotenoide perteneciente al grupo de las xantdfilas.
Presenta en su estructura regiones polares en los anillos ionona ubicados en ambos extremos de
la cadena, que le otorgan la capacidad de neutralizar los radicales libres y una estructura no polar
en el centro conformada por enlaces poliinsaturados dobles conjugados. Esta estructura con zonas
polares y no polares le otorga la habilidad de ubicarse a lo largo de toda la membrana celular, lo
cual tiene importantes implicancias en su rol como antioxidante en el organismo (Fakhri et al.,

2018).

La molécula de AX puede obtenerse de forma sintética o a partir de fuentes naturales, siendo
la obtenida a partir de fuentes naturales mas segura para el consumo. La AX de origen natural se
encuentra en algas, bacterias, levaduras, crusticeos y algunos peces como trucha y salmén
(Kumar et al., 2022). A su vez, las distintas fuentes de AX producen diferentes estereoisdémeros
designados como 3R,3'R, 3R,3"S y 3S,3°S (Figura 1). Dentro de las fuentes naturales, se destaca
la microalga Haematococcus pluvialis. La molécula de AX obtenida a partir de esta fuente estd
conformada por isomeros de configuracion 3S,3S’, los cuales han demostrado mejores

propiedades bioactivas (Niizawa et al., 2021).

La AX ha demostrado ejercer diversos efectos benéficos sobre la salud, entre los cuales se
destaca principalmente su actividad antioxidante. Actia contra el dafio oxidativo a través de

diferentes mecanismos, como la neutralizacién del oxigeno singlete, la eliminacién de radicales
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para prevenir reacciones de oxidacion en cadena, la preservacion de la estructura de la membrana
a través de la inhibicién de la peroxidacion lipidica, la mejora en el sistema inmunitario y la
regulacién de la expresion génica (Fakhri et al., 2018). La actividad antioxidante de la AX se
atribuye no solo a la presencia de dobles enlaces conjugados, sino también a la forma en que la
molécula se ubica en la membrana celular, la cual le permite capturar radicales libres tanto entre

la bicapa de fosfolipidos de la membrana, como dentro y fuera de la membrana (Zhao et al., 2019).

Dada sus caracteristicas tnicas, la bioactividad de AX ha sido ampliamente estudiada en los
ultimos afios, tanto en estudios in vitro, como en estudios in vivo realizados en animales y en
humanos (Donoso et al., 2021). La molécula de AX se destaca por su actividad anticancerigena,
antidiabética, su efecto neuroprotector y hepatoprotector, su efecto sobre el sistema inmune, su
rol en la prevencién de enfermedades cardiovasculares y de la ateroesclerosis y su participacién
en el mantenimiento de la funcién ocular y en la proteccién del sistema nervioso central (Fakhri
et al., 2018; Zhao et al., 2019). Debido a la relacién entre el estrés oxidativo y la carcinogénesis,
los compuestos con actividad antioxidante como la AX pueden contribuir en gran medida en la
prevencion del desarrollo de cancer. Estudios in vitro en lineas celulares y estudios in vivo en
modelos animales han demostrado la efectividad de AX en relacién a su actividad anticancerigena
(Faraone et al., 2020). Asimismo, la actividad antioxidante de la molécula de AX ha demostrado
contribuir a la proteccién de los tejidos que pueden ser dafiados patologias tales como diabetes.
Ademis, la molécula de AX ha demostrado mejorar la secrecién de insulina por parte de las
células pancredticas y la sensibilidad a la insulina por parte de diversos tejidos (Gowd et al., 2021).
Finalmente, ensayos clinicos realizados en humanos han demostrado que el consumo de AX se
encuentra relacionado a beneficios sobre la salud ocular y de la piel, capacidad neuroprotectiva y

cardioprotectiva, como asi también efectos sobre el sistema inmune (Donoso et al., 2021).

21



Introduccion general

0
oH
A
D e e Y NP U e e
HO
0
\\\\\\OH
R
A e e Y N e U e e
HO -
0
oH
C
N e e e YV N e W e
o™

Figura 1. Estructura de los diferentes estereoisémeros de la molécula de AX. 35,3°S (A), 3R,3R(B) y
3R,3°S (O).

ACIDOS GRASOS OMEGA-3

Los lipidos forman una parte muy importante de la dieta siendo una de las principales fuentes
de energia del organismo. A su vez, los mismos aportan vitaminas liposolubles, forman parte de
las membranas celulares y actian como agentes de sefializacién en sistemas biolégicos (Shahidi
& Zhong, 2010). Los 4cidos grasos pueden clasificarse en funcién del nimero de dobles enlaces
presentes en la cadena en dcidos grasos saturados (los cuales no presentan dobles enlaces), dcidos
grasos monoinsaturados (los cuales presentan un tinico doble enlace en la cadena) y 4cidos grasos

poliinsaturados (los cuales presentan 2 o mas dobles enlaces en la cadena) (Saini & Keum, 2018).

Las dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados han demostrado ser benéficas para la salud
(Kapoor et al., 2021). En funcidn de la ubicacion del primer doble enlace empezando por el metilo
terminal los dcidos grasos pueden clasificarse a su vez en dcidos grasos omega-6 (»-6) y omega-
3 (®-3). Dentro de los acidos grasos -6 se encuentra el acido linoleico (LA), mientras que los
acidos grasos ®-3 comprenden al acido linolénico (ALA) y a los dcidos grasos de cadena larga
eicosapentaenoico (EPA) y docoxahexaenoico (DHA) (Saini & Keum, 2018). Estos acidos grasos

son esenciales, dado que no pueden ser sintetizados por el organismo, por lo que deben ser
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incorporados a través de la dieta (Geranpour et al., 2020). En la Figura 2, se muestran las

estructuras de cada uno de ellos.

A

WWCOOH
H;C

H,C — COOH

H;C — — — COOH

COOH

Figura 2. Estructura de los acidos grasos -6 y ®-3: LA (A), ALA (B), EPA (C) y DHA (D).

Tanto LA como ALA cumplen un papel relevante y participan de una gran variedad de
funciones biolégicas, no obstante, es importante un correcto balance en su ingesta. LA y ALA
son responsables de la sintesis de eicosanoides tanto proinflamatorios como antiinflamatorios.
Ambos &cidos grasos comparten la misma ruta metabdlica y poseen roles competitivos en la
sintesis de estos eicosanoides. La ingesta de LA se encuentra asociada a la formacién de dcido
araquidénico (ARA), vinculado a procesos de inflamacidn, vasoconstriccién y agregacién
plaquetaria. Por otra parte, la ingesta de ALA se encuentra asociada a la formaciéon de EPA y
DHA, vinculados con efectos antiinflamatorios, vasodilatacién y anti-agregacién plaquetaria y a
la formacién de sustancias como resolvinas y protectinas. Dado que la enzima A-desaturasa
(involucrada tanto en el metabolismo de LA como de ALA) posee una mayor afinidad por ALA,
la elevada ingesta de este ultimo &4cido graso favorece la formacién de eicosanoides
antiinflamatorios (Saini & Keum, 2018). La relacién recomendada entre ®-6/®-3 en la ingesta es
de 1:1 a 5:1. No obstante, las dietas occidentales son ricas en acidos grasos ®-6 y bajas en acidos

grasos ®-3, por lo cual dicho balance no resulta adecuado (Patel et al., 2022).

El consumo de acidos grasos -3 se encuentra asociado a multiples efectos benéficos sobre
el organismo, relacionados principalmente con la prevencién de enfermedades cardiovasculares
(disminucién del riesgo de isquemia y aterosclerosis, mantenimiento de la funcién endotelial y
prevencion de trombosis y arritmia). El 4cido graso ALA ha demostrado incrementar la

sensibilidad a la insulina y, en consecuencia, disminuir el riesgo de diabetes tipo 2 y disminuir la
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proliferacion de células cancerigenas. DHA se destaca particularmente por su actividad
neuroprotectiva y resulta esencial para el desarrollo del cerebro (Patel et al., 2022). Por su parte,
el 4cido graso EPA se caracteriza por su capacidad de disminuir los niveles de triglicéridos y de

colesterol plasmatico (Saini & Keum, 2018).

ESTABILIDAD DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS

Tanto la molécula de AX como los acidos grasos -3 son muy inestables por lo que se
pueden degradar facilmente cuando se someten a condiciones adversas como altas temperaturas,
presencia de oxigeno y exposiciéon a la luz. Estas condiciones son habituales durante el
almacenamiento y procesamiento de los alimentos y pueden generar pérdida de la bioactividad de
los compuestos y posibles alteraciones organolépticas desfavorables en el alimento en el cual los

compuestos bioactivos son incorporados (Martinez-Delgado et al., 2017; Bakry et al., 2016).

Los carotenoides exhiben una gran cantidad de interacciones quimicas, como transferencia
de electrones, abstraccion de hidrégeno o adicién de radicales libres, que pueden generar la
degradacion de los mismos (Martinez-Delgado et al., 2017). La cadena poliénica de la AX es
propensa a la oxidacién e isomerizacién debido a la presencia de dobles enlaces. Como resultado
de estas reacciones se generan compuestos de bajo peso molecular y la pérdida del color de la
molécula. Entre los principales factores que afectan la estabilidad de AX se encuentran la luz, el
pH y la temperatura elevada. La luz genera la excitacién de la molécula de AX y puede generar
la formacién de radicales libres. Por otro lado, el calor puede afectar la estabilidad de la molécula
de AX generando la degradacién de la misma. Esta degradacién se produce atin mds rdpido en
presencia de oxigeno, ya que causa la isomerizacién y degradacién de la molécula. El pH también
impacta en la estabilidad de AX. Tanto los pH 4cidos como alcalinos pueden afectar la estabilidad
de AX, siendo la misma mds susceptible a las condiciones alcalinas (Tahergorabi et al., 2021). La
molécula de AX puede encontrarse en su forma libre o esterificada con 4cidos grasos, formando
monoésteres o diésteres. Aunque en su forma esterificada presenta una mayor estabilidad térmica
que en su forma libre, la misma continda siendo inestable y muy susceptible a la degradacién

quimica debido a su estructura altamente insaturada (Yang et al., 2020).

Por otro lado, los aceites son propensos a sufrir transformaciones, las cuales se pueden
dividir en dos grupos: lipdlisis (o rancidez hidrolitica) y autooxidacién (o rancidez oxidativa).
Dichas transformaciones reducen el valor nutritivo del aceite y producen compuestos voldtiles
que imparten olores y sabores que alteran sus caracteristicas organolépticas. Ademads, se generan
compuestos de oxidacion que son potencialmente téxicos. La oxidacién de lipidos es una de las
principales causas de deterioro de los alimentos, siendo la autooxidacion el proceso de oxidacién

mds comun de grasas y aceites. Este proceso se da principalmente en 4cidos grasos insaturados,
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aunque puede presentarse también con otros compuestos de interés como la vitamina A y los

carotenoides (Badui Dergal, 2006; Shahidi & Zhong, 2010).

La autooxidacién de lipidos ocurre en presencia de iniciadores tales como el calor, la luz
UV, la radiacién ionizante, la presencia de iones metdlicos o metaloproteinas. En general, se
considera que el mecanismo de autooxidacién de los lipidos consta de tres etapas. Durante la
etapa de iniciacion, las moléculas de lipidos insaturados (RH) en presencia de iniciadores pierden
un atomo de hidrégeno y se producen radicales libres (R"). Los radicales libres reaccionan con el
oxigeno para formar radicales peréxidos (ROQO"), los cuales a su vez reaccionan con otros lipidos
insaturados formandose hidroperéxidos (ROOH) y nuevos radicales libres. Los hidroperéxidos
son reactivos y producen nuevos radicales libres que alimentan la reaccién. Este proceso se repite
durante la etapa de propagacidn, en la cual se van formando hidroperéxidos y mas radicales libres
que vuelven a entrar en la cadena de oxidacién. Finalmente, en la etapa de terminacién los
radicales libres comienzan a interaccionar entre ellos dando lugar a compuestos estables no
radicalarios. Dada la estabilidad de los productos originados en las reacciones de terminacion, se
finaliza la actividad de oxidacién (Badui Dergal, 2006; Shahidi & Zhong, 2010). En la Figura 3,

se esquematiza el proceso anteriormente descripto.

Iniciadores
RH ——— R.® +H*
INICIACION
Iniciadores R.H
02 _ oz‘- e HOO* e Rl. + HZOZ
0 R,H (0] R;H (e} RoH
Ry ', R,00° ZT. R .+ R,00° %» Rs* 2, R;00° %» Ro*
R,O0H R,O00H R;O0H
” Luz UV, Metales Metales
PROPAGACION calor oxidantes reductores
R,0° + *OH R,00° + H* ‘OH + R;0°
lRmH l RH J RH l R,H
Rm® R,* R,* H,0 R,®
ROO*
% Productos no radicalarios (R-R, ROR, ROOR,
L] —
TERMINACION RO entre otros).
R.

Figura 3. Esquema del proceso de autooxidacién lipidica. Imagen modificada de Shahidi & Zhong, 2010.
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DIGESTIBILIDAD DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

La digestion gastrointestinal de los lipidos es un proceso complejo. La hidrélisis comienza
en la boca por la accién de la enzima lipasa lingual. En el estémago, los lipidos entran en contacto
con el jugo gastrico que contiene a la enzima lipasa géstrica, la cual hidroliza principalmente
acidos grasos de cadena corta como algunos de los presentes en la leche y la yema de huevo. La
mayor parte de la digestidn (cerca del 70%) ocurre en el intestino en presencia de la enzima lipasa
pancredtica. Los productos de la digestion lipidica son emulsionados por las sales biliares y
fosfolipidos en el lumen intestinal y forman micelas que posteriormente son absorbidas por el
epitelio intestinal (Zhang et al., 2021). El tipo de 4cido graso y la composicion de los triglicéridos

tienen influencia en este proceso de digestién lipidica (Ye et al., 2018).

Dada su naturaleza lipofilica, el proceso de digestion de la AX es similar al de los lipidos.
Para ser absorbida, debe liberarse de la matriz, emulsificarse y mezclarse con lipidos, productos
de digestion lipidica y sales biliares, para formar micelas. Una vez disuelta en las micelas, la AX
es absorbida en el intestino delgado por las células epiteliales y empaquetada en quilomicrones,
para finalmente llegar a la circulacién sanguinea y ser distribuida a los distintos tejidos (Liu et al.,

2023).

Los compuestos bioactivos lipofilicos se caracterizan por presentar una baja
biodisponibilidad, definida como la fraccién de compuesto ingerido que permanece disponible
para ejercer su funcién en el sitio de accién correspondiente (Alegria et al., 2015). La misma se
encuentra afectada por 3 pardmetros: bioaccesibilidad, absorcién y transformacién. La
bioaccesibilidad es la fraccién del compuesto bioactivo que se libera de 1a matriz que lo transporta
y luego se disuelve en el tracto gastrointestinal (TGI). En el caso de los compuestos bioactivos
lipofilicos, se considera bioaccesible a la fraccién liberada de la matriz e incorporada en las
micelas que se forman durante la digestion intestinal. La absorcién corresponde a la fraccion de
compuesto bioactivo bioaccesible que es absorbida por las células epiteliales intestinales.
Finalmente, la transformacién hace referencia a la fraccién de compuesto bioactivo que
permanece en su forma biolégicamente activa en su sitio de accidon (Anal et al., 2023). La baja
biodisponibilidad de gran parte de los compuestos bioactivos dificulta el aprovechamiento de sus

efectos benéficos.
ENCAPSULACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Tal como se menciond anteriormente, tanto la AX como los acidos grasos ®-3 son
susceptibles a degradarse cuando se exponen a factores ambientales como el oxigeno, la luz, el

aguay el calor. Esta caracteristica es comun a gran parte de los compuestos bioactivos lipofilicos,
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y representa uno de los principales desafios para su incorporacién en matrices alimentarias.
Durante el procesamiento y almacenamiento de los alimentos, los compuestos bioactivos se
exponen habitualmente a estas condiciones adversas, que pueden afectar su estabilidad y/o
generar la formacién de sabores u olores indeseables. Asimismo, durante el paso por el TGI, los
compuestos bioactivos pueden sufrir transformaciones en su estructura que afecten su estabilidad
y bioactividad. Por otro lado, los compuestos bioactivos lipofilicos presentan una baja solubilidad
en agua, dificultando su incorporacién en matrices alimentarias de base acuosa (Dordevic et al.,
2015; Alu'datt et al., 2022). En este sentido, la encapsulacién es una estrategia ttil que permite

mejorar la solubilidad de los mismos y a su vez protegerlos de las condiciones adversas.

La encapsulacién es definida como un proceso en el cual el material central (un compuesto
liquido, sé6lido o gaseoso) es recubierto por una pared que los protege de la interaccién con el
entorno (Zabot et al., 2022). En aplicaciones alimentarias, el material central suele ser el
compuesto bioactivo, mientras que el material de pared suele estar formado por polimeros de

grado alimentario, principalmente proteinas y/o polisacdridos (Alu'datt et al., 2022).

Un sistema de encapsulacion destinado al desarrollo de alimentos debe contemplar

idealmente las siguientes caracteristicas (McClements, 2012):

- Grado alimenticio: el sistema de encapsulacidn debe ser fabricado con ingredientes de grado

alimenticio (tales como lipidos, proteinas, carbohidratos, minerales, agua) y las operaciones

del procesamiento deben estar aprobadas en el pais en el cual el producto va a ser consumido.

- Produccién econémica: el sistema de encapsulacién debe ser capaz de ser producido de

manera econdmica con ingredientes de bajo costo (los beneficios de encapsular el compuesto

bioactivo deben superar los costos asociados con dicho proceso).

- Compatibilidad con la matriz alimentaria: el sistema de encapsulacién debe ser compatible

con la matriz en la cual se incorpore (no debe afectar en forma negativa la apariencia, la

textura, el sabor o la vida util del producto).

- Proteccién contra la degradacién quimica: el sistema de encapsulacion debe ser capaz de

proteger al compuesto bioactivo de degradaciones quimicas, tales como oxidacién o
hidrolisis.

- Capacidad de carga y retencién: idealmente, un sistema de encapsulacién debe ser capaz de

encapsular una elevada cantidad de compuesto bioactivo por unidad de masa de material de

pared y retenerlo hasta que sea necesaria su liberacidn (por ejemplo, en su sitio de accién).

- Mecanismo de transporte y liberacién: el sistema de encapsulacién debe ser disefiado para

liberar al compuesto bioactivo en un sitio de accién especifico, a una velocidad controlada

0 en respuesta a un estimulo ambiental especifico (como pH, fuerza idnica o temperatura).
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Este estimulo ambiental puede ocurrir durante el almacenamiento del alimento (por ejemplo,
para la liberacién de un compuesto con actividad antimicrobiana) o en el organismo humano

(por ejemplo, liberacion en la boca, el estémago, el intestino delgado o el intestino grueso).

- Bioactividad/biodisponibilidad: el sistema de encapsulacion debe mejorar (o no afectar

adversamente) la bioactividad y la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos.

Existen diferentes metodologias que pueden utilizarse para la encapsulacién de bioactivos
alimentarios, entre las cuales pueden mencionarse el secado por aspersion, la liofilizacidn, el
entrampamiento en liposomas, la coacervacién compleja y la gelificacién i6nica (Alu'datt et al.,
2022). Su eleccién depende de las caracteristicas del compuesto bioactivo a encapsular y de la
aplicaciéon que tendrdn finalmente las particulas. Por otro lado, existe una gran variedad de
materiales de pared que pueden ser utilizados para la encapsulaciéon de compuestos bioactivos.
En general, estos estin basados en ingredientes de grado alimenticio como proteinas,
carbohidratos y lipidos (Alu'datt et al., 2022). Tanto la metodologia de encapsulacién como el
material de pared utilizado tendrdn impacto en las caracteristicas fisicas de las particulas
obtenidas, como asi también en la estabilidad, bioactividad y biodisponibilidad de los compuestos

bioactivos encapsulados.
SISTEMAS DE ENCAPSULACION BASADOS EN EMULSIONES

Los sistemas de transporte basados en emulsiones son uno de los principales métodos para
la encapsulacién de compuestos bioactivos lipofilicos. Dentro de los mismos se encuentran
emulsiones y nanoemulsiones, particulas y nanoparticulas lipidicas s6lidas, emulsiones multiples

y particulas de hidrogel rellenas (McClements & Li, 2010; Zhang et al., 2015).

- Emulsiones y nanoemulsiones: ambas consisten en gotas de lipidos dispersas en un medio

acuoso, en donde cada gota se encuentra rodeada de una delgada capa del agente
emulsificante. La principal diferencia entre ambos tipos de emulsiones radica en el tamafio
de las gotas, las cuales se encuentran en el rango de 100 nm a 100 um para las emulsiones
convencionales, y de 10 a 100 nm para las nanoemulsiones. Los ingredientes bioactivos
lipofilicos son normalmente dispersados en la fase oleosa antes de que la misma sea

homogeneizada en la fase acuosa.

- Particulas lipidicas sélidas: este tipo de sistema posee caracteristicas similares a las

emulsiones y nanoemulsiones, ya que también consiste en particulas lipidicas rodeadas de
un agente emulsificante y dispersas en una fase acuosa. A diferencia de las emulsiones, en

este caso la fase lipidica se encuentra parcial o totalmente solidificada.

- Emulsiones multicapas: este sistema estd formado por pequefias gotas de aceite dispersas en

un medio acuoso, en el cual cada gota se encuentra rodeada de una pared nanolaminada, la
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cual consiste normalmente en un recubrimiento emulsificante y una o varias capas de

biopolimeros.

- Particulas de hidrogel rellenas: este tipo de particulas consiste en gotas de aceites atrapadas

dentro de una particula de hidrogel la cual se encuentra dispersa dentro de un medio acuoso.
Las particulas de hidrogel estan formadas normalmente por una mezcla de biopolimeros

(proteinas y/o polisacaridos) y agua.

HIDROGELES PARA LA ENCAPSULACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Los hidrogeles son redes tridimensionales sélidas fabricadas por estructuras poliméricas
hidrofilicas entrecruzadas fisica o quimicamente, capaces de atrapar y retener gran cantidad de
agua u otros liquidos biolégicos dentro de su red (Abaee et al., 2017). La formacidén de hidrogeles
mejora la estabilidad de las emulsiones al inmovilizar las gotas en la estructura tipo gel y pueden
proteger a los compuestos bioactivos de las condiciones externas, a la vez que los libera en
respuesta a determinados estimulos externos (por ejemplo, cambios en la temperatura o el pH)

(Farjami & Madadlou, 2019).

En el caso de las particulas de hidrogel rellenas, los compuestos bioactivos lipofilicos se
disuelven en una fase oleosa la cual se dispersa posteriormente en una fase acuosa, formando una
emulsién de aceite en agua. Cuando se produce la formacién de los hidrogeles, las gotas de aceite
quedan atrapadas en la red polimérica formada (Zhang et al., 2015). Las gotas de aceite pueden
actuar como rellenos activos o inactivos. En el primer caso, las gotas interaccionan con la red del
gel contribuyendo a la fuerza del mismo, mientras que en el segundo caso las gotas poseen poca
afinidad por la matriz del gel y no interaccionan con ella o lo hacen de forma limitada (Farjami

& Madadlou, 2019).

Existen diferentes métodos para la formacién de particulas de hidrogel rellenas. En general,
el primer paso consiste en la formacién de 1a emulsién, mientras que el proceso siguiente depende
del mecanismo mediante el cual el polimero utilizado es capaz de gelificar. Uno de los métodos
comuinmente utilizado para la formacién de hidrogeles es el método de inyeccién o extrusion. En
este método, la solucién polimérica que contiene a los compuestos bioactivos emulsionados es
inyectada en una solucién que promueve su gelificacion. La composicién de la solucién
gelificante dependera del polimero utilizado (Zhang et al., 2015; Wen et al., 2018). A su vez, la
formacion de particulas de hidrogel de grado alimenticio puede llevarse a cabo mediante el uso
de polimeros naturales, como proteinas y/o polisacaridos, los cuales presentan como ventaja su
seguridad, disponibilidad comercial y bajo costo. Dentro de los polisacaridos utilizados para la
formacién de particulas de hidrogel se pueden mencionar alginato, pectina, carragenina, agar,
almidén y quitosano, entre otros. Por su parte, dentro del grupo de las proteinas, se destacan las

proteinas del lactosuero, caseina, proteinas de soja y de huevo y gelatina (Zhang et al., 2015). Los
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materiales de pared seleccionados en la presente Tesis fueron el alginato de sodio y las proteinas
del lactosuero, los cuales tienen la capacidad de formar geles y pueden ser utilizados para obtener

particulas mediante el método de inyeccién/extrusion.
ALGINATO

El alginato (ALG) es un polisacdrido anidnico derivado de algas marinas, formado por
unidades de 4cido B-D-manurénico (unidades M) y acido a-L-gulurdénico (unidades G) unidas
entre si mediante enlaces glicosidicos (Figura 4A). Las cadenas lineales del ALG estan
conformadas por bloques de homopolimeros (M o G) y bloques de heteropolimeros (MG), donde
los bloques M y G se alternan. El porcentaje de estas unidades varia de acuerdo a la especie de

alga e impacta en las propiedades del ALG (Bennacef et al., 2021; Li et al., 2021).

El ALG se encuentra dentro de la categoria de compuestos “Generalmente Reconocido
Como Seguro (GRAS)”, es un material no tdxico, no antigénico, biocompatible y biodegradable,
por lo cual es utilizado en diversas aplicaciones cosméticas, farmacéuticas, médicas y
alimentarias. Una de las principales propiedades del ALG es su capacidad de interaccionar con
iones divalentes o trivalentes como el Ca*?, Cu*?, Sr*?, Al**, que le permite formar hidrogeles. En

aplicaciones cosméticas y alimentarias el ion mas utilizado es el Ca*™ (Bennacef et al., 2021).

La interaccién entre el ALG y los iones Ca** se genera principalmente a través de las
unidades de 4cido gulurénico. El proceso de gelificacion del ALG con iones Ca*? se puede
explicar mediante un modelo denominado “caja de huevos”. Este modelo puede ser dividido en 3
pasos: 1) formacién de monocomplejos entre iones Ca*? y unidades de 4cido gulurénico de una
cadena unica de ALG; 2) formacion de dimeros mediante el modelo de “caja de huevos” por la
interaccién de monocomplejos; 3) formacion de multimeros mediante la interaccion lateral de
dimeros (Cao et al., 2020). En la Figura 4B, se esquematiza el proceso de interaccion entre el

ALG y los iones Ca*?, responsable de la formacién de geles.
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Figura 4. Unidades de acido f-D-manurdnico (unidades M) y 4cido a-L-gulurénico (unidades G) (A) y
representacion de la interaccion entre el ALG y los iones Ca*? mediante el modelo de caja de huevos (B).
Imagen adaptada de Martau et al. (2019).

CONCENTRADOS DE PROTEINAS DE LACTOSUERO

Durante la produccién de quesos u otros productos obtenidos a partir de la coagulacién de
la leche, se obtiene un liquido denominado suero, el cual se encuentra conformado mayormente
por agua y posee una fraccién de s6lidos compuesta por lactosa, proteinas, lipidos y minerales
(Soares de Castro et al., 2017). EI suero representa mds del 80% de la leche que ingresa a la
produccién de quesos y contiene mds del 25% de las proteinas de la leche. Gran parte de la
produccién de leche en Argentina se destina a la elaboracion de quesos, generando por lo tanto
un gran volumen de suero (Secretaria de Ambiente y Desarrollo Sustentable, 2019). El suero de
queseria presenta una alta demanda biolégica de oxigeno y una importante carga orgénica, por lo
que su desecho tiene un impacto ambiental negativo. En funcién de ello, y considerando los
esfuerzos actuales en aumentar la sustentabilidad a nivel agroalimentario, actualmente se busca
darle un uso a este subproducto evitando su descarte (Barba, 2021). A su vez, debido a que

presenta un elevado valor nutricional y diversas propiedades tecnofuncionales, existe un creciente
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interés en su aprovechamiento. Entre dichas propiedades se destacan su capacidad espesante,
estabilizante, emulsificante y gelificante (Falsafi et al., 2022). A partir del lactosuero es posible
obtener diferentes subproductos como polvo, concentrado de proteinas (WPC), aislado de
proteinas (WPI), permeado y lactosa (Soares de Castro et al., 2017). En general, el contenido de
proteinas en el WPC estd en un rango aproximado de 34-89%, mientras que el WPI contiene un

90% de proteinas como minimo (Minj & Anand, 2020).

Las principales proteinas presentes en el lactosuero son proteinas globulares, entre las que
se encuentran PB-lactoglobulina, a-lactoalbimina y albdmina sérica bovina. Estas proteinas son
capaces de formar hidrogeles en frio o mediante calentamiento. El calentamiento directo de la
solucién de proteinas conduce a su desnaturalizacién con la posterior formacion de agregados. En
este caso, la red de gel se forma través de enlaces covalentes (enlaces disulfuro inter e
intramoleculares) y una gran variedad de enlaces no covalentes (enlaces de hidrégeno e
interacciones idnicas e hidrofébicas). El uso de estos tipos de geles no resulta adecuado para el
atrapamiento de compuestos bioactivos sensibles al calor, siendo mds apropiada para este tipo de

compuestos la formacién de geles en frio (Abaee et al., 2017).

La formacion de geles en frio puede producirse mediante la formacién de agregados
proteicos y su posterior interaccién con iones como el Ca*>. Las proteinas globulares del
lactosuero en solucién presentan una estructura compacta, con los aminodcidos apolares dentro
de la estructura terciaria protegidos del medio hidrofilico externo. Al calentarse por encima de su
temperatura de desnaturalizacién, las cadenas peptidicas se vuelven mdviles, se produce el
desplegamiento de la estructura terciaria de la proteina y los grupos hidrofébicos y las cisteinas
se vuelven accesibles. Esto permite que se formen enlaces fuertes, como enlaces disulfuros, entre
diferentes moléculas proteicas, dando lugar a la formacién de agregados de diferentes tamafios y
morfologia. Estos agregados proteicos tienen ademds la capacidad de formar geles al interaccionar
con iones como el Ca*? (Kharlamova et al., 2018; Meza et al., 2020). La obtencion de geles en
frio resulta adecuada para la encapsulacion de compuestos bioactivos sensibles al calor. Cuando
se utilizan agregados proteicos para la obtencion de particulas de hidrogel rellenas, se obtienen
hidrogeles denominados cominmente microgeles basados en emulsiones. La terminologia hace
referencia a la estructura de microgel que forman los agregados proteicos, los cuales estabilizan
las gotas de emulsién formando una pared sélida suave alrededor de las mismas, que genera

mejores propiedades mecanicas de las emulsiones (Torres et al., 2016).

LIBERACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DESDE SISTEMAS DE
ENCAPSULACION

Ademads de proteger a los compuestos bioactivos durante el almacenamiento, los sistemas

de encapsulacién deben favorecer su liberacién en el sitio adecuado. De acuerdo al objetivo
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perseguido, los compuestos bioactivos encapsulados pueden ser liberados durante el
almacenamiento de los alimentos (por ejemplo, la liberacién de compuestos antimicrobianos o
antioxidantes) o dentro del organismo humano (Boostani & Jafari, 2020). Cuando el objetivo
perseguido es la liberacion del compuesto bioactivo en el TGI, es importante tener en cuenta que
las condiciones del medio pueden afectar la estabilidad y bioactividad de los mismos. En este
caso, el sistema de encapsulacion deberia idealmente proteger al compuesto hasta el sitio de

absorcién o de accién especifico.

Los procesos quimicos, fisicos y bioldgicos que tienen lugar durante el paso por el TGI,
actian sobre la matriz alimentaria y promueven la liberacién de los compuestos bioactivos desde
la misma (Hu et al., 2023). Para evitar la pérdida o el uso inadecuado de los bioactivos
alimentarios, este proceso de liberacidn debe ser idealmente controlado. La liberacion controlada
se define como la liberacién de los compuestos bioactivos en un intervalo de tiempo especifico
ante un estimulo particular. Los sistemas de liberacion controlada permiten entonces modificar la

velocidad o el sitio en el cual los compuestos son liberados (Assadpour & Jafari, 2020).

La liberacién de compuestos bioactivos desde la matriz se encuentra asociada a tres
mecanismos principales: difusion, hinchamiento y erosién o degradacién (Zhang et al., 2015), lo
cual se observa en el esquema de la Figura 5. Cuando la matriz estd formada por polimeros no
degradables, el mecanismo que domina la liberacién del compuesto bioactivo es la difusion,
mientras que cuando estd formada por polimeros degradables, el hinchamiento y la erosién de la
matriz también son responsables de la liberacion de los compuestos. A continuacion, se describen

brevemente los fendémenos mencionados:

- Difusién: se define como el transporte de dtomos o moléculas desde un sitio de mayor
concentracién a uno de menor concentracion. La fuerza impulsora para la difusién de los

compuestos bioactivos es el gradiente de concentracion.

- Hinchamiento: la liberacién de los compuestos se produce por la absorcién de solvente por
la matriz y el consecuente hinchamiento del sistema de encapsulacién. La velocidad de
liberacién se encuentra gobernada por la de hinchamiento y por el tiempo necesario para que

el compuesto bioactivo difunda a través del sistema hinchado.

- Erosién: consiste en la degradacién de la matriz encapsulante, lo cual permite la liberacion
de los compuestos bioactivos atrapados. La erosién puede ser superficial (en este caso la
degradacién se produce solo en la parte méds externa de la matriz) o masiva (en la cual la

degradacién se produce en toda la matriz).
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Figura 5. Principales mecanismos involucrados en la liberacién de compuestos encapsulados.

La liberacion de los compuestos bioactivos es influenciada por caracteristicas inherentes a
los propios compuestos y por el tipo de sistema de encapsulacion en el cual son incorporados. En
cuanto a las caracteristicas de los compuestos bioactivos, la cantidad inicial, el tamafio, la
solubilidad, la difusividad y el coeficiente de particién, el gradiente de concentracidn, su
ubicacion en la matriz y la interaccién con la red de hidrogel impactan en la liberacién de los
mismos. En lo que refiere al sistema de encapsulacién, los materiales de pared, la carga de las
gotas de la emulsion, el tamafio, la forma, la estructura, la porosidad y el estado de las gotas de la
emulsion (por ejemplo, si estdn coalescidas o no) tienen efecto en la liberacion de los compuestos
bioactivos encapsulados (Boostani & Jafari, 2021). De acuerdo con el objetivo deseado, estos
factores pueden controlarse o modificarse para obtener un sistema con determinadas

caracteristicas de liberacion.

De acuerdo con lo mencionado en el presente capitulo, la incorporacién de compuestos
bioactivos lipofilicos a matrices alimentarias es un gran desafio. Los sistemas de encapsulacién
son una estrategia prometedora para mejorar la estabilidad de dichos compuestos, permitir su

incorporacién en matrices alimentarias y asegurar su liberacion en el sitio adecuado del TGI para
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que puedan finalmente ejercer su accién en el organismo. La gelificacion idnica es una técnica de
encapsulacion compatible con el desarrollo de alimentos, ya que puede realizarse utilizando
materiales seguros como el ALG y, ademads, puede ser escalable permitiendo su utilizacion a nivel
industrial. A su vez, el agregado de WPA a sistemas de encapsulacion basados en ALG podria
mejorar las potencialidades de las particulas obtenidas mediante gelificacion iénica. El estudio
del efecto de este tipo de particulas sobre la estabilidad de los compuestos bioactivos y sobre las
caracteristicas de los mismos, permite la generacién de conocimiento de relevancia para su
posterior incorporaciéon en matrices alimentarias. Finalmente, el estudio del efecto de la
incorporacion de este tipo de particulas en una matriz alimentaria es un paso necesario y de
especial interés, debido a la importancia de la aceptabilidad sensorial de los nuevos alimentos
formulados, a fin de que los mismos sean consumidos y puedan tener un efecto beneficioso sobre

la salud.

35



OBJETIVOS

36



Objetivos

OBJETIVOS
Objetivo general

Estudiar procesos de encapsulacion de compuestos bioactivos de naturaleza lipofilica
mediante la formacion de particulas de microgeles en emulsion, analizando las caracteristicas y

la aptitud de las microcapsulas para ser incorporadas en matrices alimentarias.
Objetivos especificos
- Evaluar el uso de diferentes materiales de cubierta para la obtencion de microcdpsulas que

sean compatibles con la formulacién de alimentos.

- Caracterizar las particulas obtenidas y evaluar la capacidad de las mismas para mantener la

estabilidad del compuesto bioactivo en el tiempo.

- Determinar la bioaccesibilidad del compuesto encapsulado para las diferentes condiciones

estudiadas.
- Evaluar el efecto de la incorporacién de las particulas en matrices alimentarias.

- Evaluar el grado de aceptabilidad de los productos alimenticios funcionales formulados a

partir de la incorporacién de las particulas obtenidas.
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CAPITULO 1 - ESTABILIDAD DE MEZCLAS DE ACEITES RICOS EN OMEGA-3 Y
ASTAXANTINA

1.1. INTRODUCCION

Las dietas occidentales son ricas en 4cidos grasos m-6 y bajas en ®-3, por lo cual el balance
en la ingesta de ambos dcidos grasos no resulta adecuado. Uno de los principales motivos de la
baja ingesta de 4cidos grasos ®-3 radica en que, a diferencia de lo que ocurre con los dcidos grasos
-6, sus fuentes son limitadas (Saini & Keum, 2018). Algunos aceites vegetales como los de soja
y canola contienen ALA, pero en cantidades relativamente bajas, por lo que no representan un
aporte significativo de ALA a la dieta. Dentro de los alimentos con un mayor contenido de ALA
se encuentran las semillas de chia y de lino, las cuales contienen mas del 15% de ALA en su
composicion, y los aceites extraidos de ellas, los cuales contienen mas del 50% de ALA. En
cuanto a las fuentes de EPA y DHA, los pescados y sus aceites presentan un elevado contenido,
pudiéndose obtener también a partir de otras fuentes menos convencionales como las microalgas
(Perdana et al., 2021). En la Tabla 1, se muestran algunas de las principales fuentes de acidos
grasos -6 y -3, y sus respectivos contenidos.

Tabla 1. Contenido (g/100g) de ®-6 (LA) y ®-3 (ALA, EPA y DHA) en alimentos de origen animal y

vegetal. Fuente: USDA (U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service. FoodData
Central) https://fdc.nal.usda.gov/ y Nutrinfo, https://www.nutrinfo.com/vademecum. Acceso en mayo de

2023.
Matriz Alimento LA ALA EPA DHA
Maiz 51,9 1,04 - -
Soja 50,9 6,62 - -
Girasol 39,8 0,2 - -
Aceite Girasol alto oleico 3,61 0,192 - -
vegetal Canola 17,8 7,45 - -
Oliva extra virgen 8,4 0,651 - -
Chia 18,6 56,7 - -
Lino prensado en frio 14,2 53,4 - -
_Menhaden ; 149 132 856
. (sabalo atlantico)
Aceite de Sardina . 133 10,1 107
pescado Salmén - 1,06 13 18,2
Higado de bacalao - 0,935 6,9 11
Chia 5,84 17,8 - -
Semillas Lino 5,9 22,8 - -
Sésamo 21,4 0,376 - -
Pescado Salmon rosado (crudo) 0,081 0,045 0,182 0,333
Caballa (crudo) 0,219 0,159 0,898 1,4
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Tal como puede observarse en la Tabla 1, los aceites de chia y de pescado representan unas
de las principales fuentes de acidos grasos »-3. En el caso del aceite de chia, Argentina se
encuentra entre los principales productores a nivel mundial (junto con Paraguay, Bolivia y
Meéxico) (Ferreira et al., 2023). El aceite de chia es extraido a partir de semillas de la planta de
chia (Salvia hispdnica), una especie anual de la familia Lamiaceae. Este aceite presenta cerca de
un 80% de dcidos grasos poliinsaturados en su composicion y contiene aproximadamente un 20%
de LA y un 65% de ALA (con una relacidén promedio de w-6/w-3 de 0,30-0,35) (Tak et al., 2022;
Julio et al., 2022). Contiene ademads otros compuestos de gran interés, tales como esteroles, los
cuales poseen efectos antibactericidas, antifiingicos, antiinflamatorios y antioxidantes.
Finalmente, también contiene tocoferoles (principalmente y-tocoferol) y compuestos fendlicos.
Dentro de los tdltimos, se destaca la presencia de dcido clorogénico y 4cido cafeico, y otros en

menores cantidades como kaempferol, quercetina y miricetina (Nadeem & Imran, 2019).

Los pescados son una de las principales fuentes de 4cidos grasos ®-3 de cadena larga como
EPA y DHA. No obstante, el aceite de pescado puede ser una alternativa interesante para la
obtencidn de estos 4cidos grasos en dreas donde hay un menor acceso al producto fresco (Jamshidi
et al., 2020). En Argentina, la obtencidn de aceite de pescado se realiza a partir de la fraccién de
pescado que no se destina al consumo humano. Dicha fraccién se utiliza para la obtencién de
harina de pescado, de la cual a su vez se obtiene el aceite como subproducto. La utilizacién del
aceite con fines nutricionales permite aprovechar el subproducto generado. El aceite es
generalmente extraido de especies pequeias de pescados de agua fria, como anchoa, sardina,
arenque, caballa o capeldn, asi como del higado de especies magras de pescado como el bacalao

(Encina et al., 2016).

Ademas de los efectos benéficos que presentan tanto la AX como los acidos grasos m-3,
diversos estudios han demostrado que la ingesta simultdnea de ambos compuestos incrementa los
beneficios de cada uno. La combinacién de aceite de lino (rico en ALA) y AX ha demostrado que
incrementa significativamente la capacidad de defensa antioxidante y disminuye la oxidacion
lipidica en estudios realizados en ratas (Xu et al., 2014). Ademds, el consumo de aceite de lino y
AX ha demostrado que disminuye la esteatosis hepatica, el estrés oxidativo y los niveles de
colesterol y triglicéridos en ratas (Xu et al., 2017). En esta misma linea, la combinacién de AX
con EPA y DHA result6 tener un efecto sinérgico, incrementando la capacidad antioxidante de

cada uno de ellos en estudios realizados con lineas celulares (Saw et al., 2013).

Por otra parte, la estabilidad y biodisponibilidad de algunos carotenoides suele incrementarse
cuando se incorporan en aceites, dependiendo del tipo de aceite y de la composicién de dcidos
grasos del mismo (Honda et al., 2021; Saini et al., 2022). Asimismo, la adicién de antioxidantes
exdgenos puede prevenir la degradacion de AX (Martinez-Delgado et al., 2017) y retardar o

detener la autooxidacién lipidica del aceite (Shahidi & Zhong, 2010). No obstante, el efecto de
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los antioxidantes adicionados depende de varios factores, siendo relevante entre ellos la
composicion de la matriz. Hasta el momento, la estabilidad de la molécula de AX en aceites de
chia y de pescado, y el efecto de su incorporacion sobre ambos aceites no han sido evaluados en
profundidad, por lo que su estudio proporciona informacion de relevancia para el potencial

desarrollo de alimentos funcionales que aprovechen los efectos sinérgicos de ambos compuestos.

El objetivo de este capitulo fue evaluar la estabilidad de dos aceites fuentes de »-3 (aceite
de chia y de pescado) con AX incorporada durante el almacenamiento a diferentes temperaturas.
La caracterizacion se realizé en forma previa al estudio de encapsulacién de los compuestos

bioactivos, con el objetivo de tener un mayor conocimiento de la matriz a encapsular.
1.2. OBJETIVOS DEL CAPITULO

v" Evaluar la actividad antioxidante de aceites de chia y de pescado con AX incorporada.

v Evaluar la estabilidad de AX incorporada en aceites de chia y de pescado a diferentes

temperaturas de almacenamiento.

v' Evaluar la estabilidad de -3 en aceites de chia y de pescado con AX incorporada a diferentes

temperaturas de almacenamiento.

v Evaluar la estabilidad oxidativa de aceites de chia y de pescado con AX incorporada a

diferentes temperaturas de almacenamiento.

v' Evaluar el efecto de la adicion de o-tocoferol como antioxidante exdgeno en el aceite de

chia.
1.3. MATERIALES Y METODOS
1.3.1. Materiales

El aceite de chia prensado en frio (Sturla S.R.L., Burzaco, Argentina) fue adquirido en un
mercado local. La composicién de dcidos grasos (provista por el fabricante) fue la siguiente: 4cido
palmitico (6,00+1,00%), 4cido estedrico (2,00+1,00%), &cido oleico (6,00+1,50%), acido
linoleico (21,00£2,00%) y acido linolénico (60,00+£3,00%).

El aceite de pescado fue adquirido en Omega Sur S.A. (Mar del Plata, Argentina). La
composicién de 4acidos grasos (provista por el fabricante) fue la siguiente: &cido
docosahexaenoico (>21%), acido eicosapentanoico (>7%), total ®-3 (>34%), total ®-6 (>3%),

total acidos grasos polinsaturados (>37%).

El extracto de astaxantina (AstaZine®) fue provisto por Lipomize S.R.L (Santa Fe,

Argentina). El a-tocoferol fue adquirido en Laboratorios Vitafor S.R.L (Santa Fe, Argentina). El
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estandar de astaxantina DRE-CA10307000 utilizado para la curva de calibrado fue adquirido en
Dr. Ehrenstorfer GmbH (Ausburgo, Alemania). El dcido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS), Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2 carboxilico), éster metilico
de 4acido linolénico, éster metilico de 4cido eicosapentaenoico, éster metilico de 4cido
docoxahexaenoico, hidroxitolueno butilado (BHT), 4cido tiobarbitirico (TBA) y 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (TMP) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, Estados
Unidos). El tiocianato de amonio (NH4SCN) y acido tricloroacético (TCA) fueron adquiridos en
Cicarelli Laboratorios S.A. (Santa Fe, Argentina). El cloruro de bario dihidrato (BaCl,2H,0),
sulfato ferroso heptahidratado (FeSO47H,0) y tricloruro de hierro hexahidratado (FeCl36H>O)

fueron adquiridos en Biopack (Buenos Aires, Argentina).

1.3.2. Formulacion de oleorresina

Para la obtencién de la oleorresina se pesé la cantidad necesaria de extracto de AX y se
disolvi6 en los aceites de chia y de pescado. La concentracién final de AX en la oleorresina fue

de 400 pg/g de aceite.

1.3.3. Evaluacion de la estabilidad de aceites sin encapsular

Se evaluaron dos aceites fuentes de ®-3, aceite de chia y aceite de pescado, adicionados
ambos con AX. En el caso del aceite de chia, se partié de un aceite comercial prensado en frio,
sin antioxidantes exogenos agregados. Se analizé el efecto de la adicion de a-tocoferol (a-TF)
como antioxidante exégeno con el objetivo de proteger a la molécula de AX y los dcidos grasos
-3 y evitar la oxidacién de los mismos (Martinez-Delgado et al., 2014). Se evalud aceite de chia
adicionado con 400 ug AX/g aceite (CO+AX) y aceite de chia adicionado con 400 pg AX/g aceite
y 100 pg de a-TF/g aceite (CO+AX/TF). A su vez, aceite de chia adicionado solo con 100 ug de
a-TF/g aceite (CO+TF) y aceite de chia sin adicion de antioxidantes (CO), fueron evaluados como
control (Tabla 2). La cantidad de AX agregada se seleccioné teniendo en cuenta los valores de
ingesta diaria recomendada para dicho pigmento (Ranga Rao et al., 2014). La cantidad de o-TF
adicionada se selecciond en base a los valores reportados por bibliografia, de manera de trabajar
dentro del rango de concentraciones en la cual el a-TF presenta actividad antioxidante (AAO) y

no ejerce efecto prooxidante (Kul & Ackman, 2001; Jung & Mil, 1990).

En el caso del aceite de pescado, se evalud un aceite adicionado con 400 pg AX/g de aceite
(FO+AX) y como control aceite de pescado sin AX adicionada (FO) (Tabla 2). Cabe aclarar que
el aceite de pescado adquirido contenia butilhidroxianisol (BHA), gamma-tocoferol (y-TF) y a-
TF como antioxidantes exdgenos (100 ng de BHA/g aceite y 500 pg de mezcla de a-TF y y-TF/g

de aceite).
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Las muestras fueron almacenadas a distintas temperaturas (25°C, 45°C y 65°C) durante
diferentes periodos de tiempo (segin la temperatura de trabajo). Para cada muestra, se determiné
en forma inicial el contenido de ®-3 y AX, la AAO y la presencia de productos primarios y
secundarios de oxidacion lipidica. Por otra parte, se evalu6 la evolucion del contenido ®-3 y AX

y la estabilidad oxidativa de los aceites durante su almacenamiento.

Tabla 2. Composicién de los aceites evaluados.

Muestra AX TF
(ng/g aceite) (ng/g aceite)
CO - -
CO+AX 400 -
CO+TF - 100
CO+AX/TF 400 100
FO - -
FO+AX 400 -

1.3.4. Determinacion de la actividad antioxidante

La AAO se determiné a partir de la técnica ABTS (Re et al., 1999). Dicha técnica se basa
en la reduccioén del radical catiénico 2,2'-azino-bis (ABTS™) tras su reaccién con compuestos con
AAOQO, lo cual genera un cambio en la coloracién de la muestra que puede ser determinado
espectrofotométricamente. En la Figura 6, se muestra el cambio en la coloracion del radical

ABTS™ a medida que se agrega a la muestra AX en concentraciones crecientes.

Figura 6. Cambio en la coloracién del radical ABTS™ con el incremento de la concentracién de AX.

En primer lugar, se prepar6é una solucion madre de ABTS 7 mM en buffer fosfato salino
(PBS) 5 mM (pH 7.,4). Para la generacién del radical ABTS™ se tomé un volumen de la solucién

madre y se agregd un volumen de solucién de persulfato de potasio (K»S,0s) 61,25 mM preparada
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en buffer PBS 5 mM (pH 7,4), de manera de lograr una concentracién final de K»S,Os de 2,45
mM. La mezcla se incubd en oscuridad durante 12-16 h para la generacion del radical. Tras dicho
periodo, se prepar6 una solucidn de trabajo para lo cual la solucion del radical ABTS™ se diluy6

en metanol de manera de obtener una absorbancia de aproximadamente 0,75 a 734 nm.

Para determinar la AAO de las muestras, se pesaron aproximadamente 0,15 g de cada aceite
los cuales se diluyeron en 1 mL de acetato de etilo. Un pequefio volumen de la solucién obtenida
para cada aceite se agregd a 1425 uL de la solucién de trabajo de ABTS™. Las muestras se
agitaron en vortex y se dejaron reaccionar durante 7 min en oscuridad. Luego de la reaccidn, se
determiné la absorbancia de las muestras a 734 nm. Se realizé a su vez un blanco de reactivo
siguiendo el mismo procedimiento, pero sin el agregado de muestra. Las determinaciones se
realizaron por cuadruplicado y los resultados se reportaron como la media + desvio estdndar. La
AAO se expres6 como actividad antioxidante equivalente al Trolox (TEAC), que representa los
micromoles de Trolox que poseen la misma AAO que un gramo de aceite. Para ello se realiz6 en
forma previa una curva de calibrado con Trolox y el valor de TEAC se calcul6 mediante las

ecuaciones 1y 2:

Apr — A
% x 100 (1)
BR

% Inhibicion =

donde Agr es la absorbancia del blanco de reactivo y Ay es la absorbancia de la muestra.

% Inhibicién + o
TEAC = - (2)

donde o y n son la ordenada al origen y la pendiente de la curva de calibrado de Trolox,

respectivamente.

1.3.5. Almacenamiento de los aceites

Para evaluar la estabilidad de los aceites, los mismos se almacenaron a 25°C (durante 35 y
30 dias para CO y FO, respectivamente), 45°C (durante 16 dias) y 65°C (durante 4 dias). En todos
los casos, las muestras se mantuvieron dentro de una camara con una solucion saturada de NaBr
de manera de asegurar una humedad del 57,8%, 51,95% y 49,49% a 25°C, 45°C y 65°C,

respectivamente. Para evaluar la estabilidad de los compuestos bioactivos, se determiné el
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contenido de AX y ®-3 en los aceites a diferentes intervalos de tiempo. Para evaluar la estabilidad
oxidativa de los aceites se determinaron productos primarios y secundarios de la oxidacion

lipidica durante el almacenamiento de los aceites.

1.3.6. Determinacion del contenido de ®-3 mediante cromatografia gaseosa

En primer lugar, se prepararon los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAMEs) mediante
transesterificacion en frio con una solucién metandlica de hidréxido potdsico (KOH), siguiendo
la metodologia ISO (2002) con algunas modificaciones. Para ello, se pesaron 0,02 g de aceite y
se les agregaron 3 mL de hexano. Las muestras se agitaron con vortex para disolver el aceite y a
continuacién se agregaron 0,5 mL de una solucién metandlica de KOH 2M. Las muestras se
agitaron nuevamente con vortex durante 30 s y luego se centrifugaron a 1120 g durante 3 min.

Finalmente, se tomo una alicuota del sobrenadante para la determinacion de los dcidos grasos.

Los FAME:s obtenidos fueron analizados utilizando un cromatégrafo de gases CLARUS 600
(Perkin-Elmer, Massachusetts, Estados Unidos) equipado con un detector FID y una columna
DB-5MS (50 m x 0,25 mm x 0,25 pum) de Agilent (Santa Clara, Estados Unidos). Se utiliz6 un
volumen de inyeccién de 1 pL a una relacion de split 20:1. El gas transportador utilizado fue N,
con un flujo de 1,5 mL/min. La temperatura inicial del horno fue de 100°C y se mantuvo durante
2 min. Luego se incrementd a 280°C (a 10°C/min) y se mantuvo a esta temperatura durante 5
min. Las temperaturas del inyector y detector fueron establecidas en 280°C y 300°C,
respectivamente. Las determinaciones se realizaron por duplicado y los resultados se reportaron
como la media + desvio estdndar. La identificacion de los acidos grasos (ALA, EPA y DHA) fue
realizada mediante la comparacién con el tiempo de retencién de los estdndares de los ésteres

metilicos y cuantificados a partir de curvas de calibrado realizadas con dichos estdndares.

1.3.7. Determinacion del contenido de AX

La concentraciéon de AX se determiné mediante espectrofotometria derivativa de primer
orden (Liu et al., 2011). El extracto obtenido a partir de la microalga Haematococcus pluvialis
contiene ademds de AX, otros pigmentos como B-caroteno y clorofila. Por ello, cuando se
determina el contenido de AX mediante espectrofotometria es necesario tener en cuenta la
superposicion de los espectros de absorcién que se genera debido a la coexistencia de estos
pigmentos. Cuando se utiliza la espectrofotometria derivativa de primer orden, la absorbancia se

correlaciona con la concentracion de AX mediante la ecuacién 3:

dA/dA~c 3)
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donde A es la absorbancia, 4 es la longitud de onda y ¢ es la concentracién de AX.

Se analiza la dA/dA en la region de los 432 nm, dado que en la misma la interferencia del -
caroteno y la clorofila es minima. Para poder cuantificar el contenido de AX, se realizd
previamente una curva de calibrado con un estdndar de AX en el cual se graficé el valor de dA/dA

a 432 nm en funcién de la concentracién de AX.

Para determinar el contenido de AX en las muestras, se pesaron aproximadamente 0,15 g de
cada aceite, los cuales se diluyeron posteriormente en 1 mL de acetato de etilo. A continuacién,
se tom6 un volumen de la solucién obtenida y se agregd un volumen equivalente de etanol.
Finalmente, se realizé un barrido espectrofotométrico de las muestras obtenidas en un rango de
400-700 nm y se calcul6 el valor de la pendiente a 432 nm. Las determinaciones se realizaron por
cuadruplicado y los resultados se reportaron como la media + desvio estdndar. La concentracion
de AX en las muestras se calcul6 mediante la curva de calibrado realizada previamente con un

estandar de AX y se expres6 como pg de AX por g de aceite.
1.3.8. Determinacion de productos de la oxidacién lipidica
1.3.8.1. Determinacion de productos primarios de oxidacion lipidica

La oxidacién lipidica genera una formacion continua de hidroperéxidos. Estos compuestos
son los productos primarios de dicha oxidacién y por lo tanto el indice de peréxido (IP) es un
indicador de las etapas iniciales de degradaciéon de los aceites. Uno de los métodos mds
reconocidos para determinar hidroperéxidos en aceites es el método colorimétrico, basado en la
formacién de complejos con el ion férrico. Dicho método se basa en la oxidacién del ion ferroso
(Fe*?) a férrico (Fe™), el cual tiene la habilidad de formar un complejo con el NHsSCN, que puede
ser determinado espectrofotométricamente a una longitud de onda de 510 nm. Este método es
simple, reproducible y sensible, y ha sido utilizado para medir la oxidacién lipidica en productos
lacteos, grasas, aceites y liposomas (Shahidi & Zhong, 2005). Mediante curvas de calibrado
realizadas con el ion Fe*?, es posible determinar la cantidad de hierro que ha sido oxidado como
consecuencia de los per6xidos presentes en el aceite y por lo tanto, la cantidad de perdxidos en el

mismo.

Los productos primarios de oxidacién lipidica se cuantificaron a partir del IP, siguiendo el
protocolo de Shanta & Decker (1994) con algunas modificaciones. Para ello, inicialmente se
pesaron aproximadamente 0,15 g de cada aceite, los cuales se diluyeron en 1 mL de acetato de
etilo. Un pequefio volumen de la solucién obtenida para cada aceite se agregé a 2,8 mL de una
mezcla de metanol/butanol (2:1). Las muestras se agitaron en vortex durante unos segundos. Se

afladieron 15 pl. de NH4SCN y 15 pL de FeCly, las muestran se agitaron en vortex unos segundos
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y se dejaron reaccionar durante 5 min en oscuridad. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 510
nm contra la mezcla de metanol/butanol. Ademas, se realizé un blanco de reactivo siguiendo el
mismo procedimiento, pero sin el agregado de la muestra de aceite, y un blanco de muestra para
los aceites con AX, para los cuales se agreg6 la solucién de aceite en acetato de etilo en la mezcla
metanol/butanol (2:1). Las determinaciones se realizaron por cuadruplicado y los resultados se
reportaron como la media + desvio estdndar. Para determinar el valor de IP, se realiz6 previamente
una curva de calibrado de absorbancia en funcién de la masa de Fe**. El valor de IP se expres6

como mEq de peréxido por Kg de aceite y se calculé mediante la ecuacion 4:

Ay — (Agr+A4pn)/n “4)

IP= 5588 xmx 2

donde Ay es la absorbancia de la muestra, Agg es la absorbancia del blanco de reactivo, Agy €s la
absorbancia del blanco de muestra, n es la pendiente de la curva de calibrado, m es la masa en
gramos de aceite utilizado, 55,84 es el peso atdmico del hierro (g/mol), y 2 es un factor necesario

para expresar el resultado como peréxidos.
1.3.8.2. Determinacion de productos secundarios de oxidacion lipidica

Durante la oxidacioén lipidica, la degradacion de los dcidos grasos poliinsaturados da lugar a
la formacién compuestos primarios de oxidacién, los cuales se descomponen generando
compuestos de oxidacién secundarios, como el malondialdehido (MDA). El MDA reacciona con
el TBA formando un compuesto coloreado, el cual puede ser determinado
espectrofotométricamente y presenta un mdximo de absorcion en el rango de longitudes de onda

de 530-535 nm (Shahidi & Zhong, 2005).

Los productos secundarios de la oxidacién lipidica se determinaron a partir del indice de
sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS) siguiendo el protocolo de McDonald &
Hultin (1987), con algunas modificaciones. Para ello, inicialmente se pesaron aproximadamente
0,15 g de cada aceite los cuales se diluyeron en 1 mL de acetato de etilo. Un pequefio volumen
de la solucién obtenida para cada aceite se agregd a 2 mL de soluciéon TBA (15% p/v TCA,
0,375% p/v TBA en 0,25M HCI + 3 mL de BHT). Las muestras se llevaron a un bafio en ebullicién
durante 15 min y tras el periodo de reaccién se enfriaron a temperatura ambiente en un bafio de
hielo. Se centrifugaron a 2786 xg durante 15 min a temperatura ambiente y finalmente se
determiné la absorbancia de las muestras a 532 nm. Se realizé a su vez un blanco de reactivo
siguiendo el mismo procedimiento, pero sin agregado de muestra. Las determinaciones se

realizaron por cuadruplicado y los resultados se reportaron como la media + desvio estandar. Para
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determinar el valor de MDA se realiz6 previamente una curva de calibrado utilizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (TMP) como reactivo estandar. Los resultados se expresaron como mmol de

MDA por Kg aceite y se calcularon mediante las ecuaciones 5 y 6:

Ay
" nXpo )
I/Kg aceite = ———— ©)
mmol/ gacele—meDxlO6

donde Ay es la absorbancia de la muestra, n es la pendiente de la curva de calibrado, po es el paso
optico de la celda (cm), m es la masa de aceite utilizada (mg), FD es el factor de dilucién utilizado

y 10° resulta necesario para expresar los resultados como mmol/Kg.
1.3.9. Analisis estadistico de los datos

Se aplicé un Anélisis de Varianza (ANOVA) para la comparacién de los datos obtenidos,
utilizando un nivel de confianza del 95%. Se aplicaron Pruebas de Rangos Miltiples para
identificar diferencias estadisticamente significativas, mediante el uso del Test de Fischer (LSD)
con un nivel de confianza del 95%. Los andlisis se realizaron mediante el uso del programa

Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville, MD, Estados Unidos).
1.4. RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1. Aceite de chia

1.4.1.1. Actividad antioxidante

En la Figura 7, se muestran los valores de TEAC correspondiente a cada aceite analizado
(un mayor valor de TEAC corresponde a una mayor AAO). El valor de TEAC para el aceite de
chia sin antioxidantes exdgenos agregados (CO) fue de 1,26+0,06 pmol Trolox/g aceite. Dicho
valor se debe posiblemente a la presencia de compuestos antioxidantes presentes naturalmente en
aceites de origen vegetal prensados en frio (Dgbrowski et al., 2018; Grajzer et al., 2020). Valores
similares de TEAC (1,00+0,07 y 1,58+0,17), determinados mediante otras técnicas de AAO,
fueron reportados para aceite de lino, otro aceite vegetal con alto contenido de ALA (Prescha et

al., 2014; Tuberoso et al., 2007). La incorporacion de o-TF y de AX increment6 de manera
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significativa la AAO del aceite de chia (p<0,05), siendo los valores de TEAC en CO+TF y
CO+AX de 1,53+0,10 y 2,03+0,13 pumol Trolox/g aceite, respectivamente. El aceite de chia
adicionado con ambos antioxidantes (TF y AX) mostré el mayor valor de TEAC (2,29+0,11 pmol
Trolox/g aceite), indicando una mayor AAO de dicho aceite, siendo el efecto de la adicién de AX

y TF aditivo.
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Figura 7. Valores iniciales de TEAC para los diferentes aceites de chia. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

1.4.1.2. Contenido de ®-3 durante el almacenamiento

En la Figura 8, se muestra un cromatograma representativo de los acidos grasos presentes
en el aceite de chia. El contenido inicial de ALA en el aceite de chia fue del 54,19+4,08%. Valores
similares de ALA en aceite de chia prensado en frio fueron reportados por otros autores (Julio et

al., 2016; Bodoira et al., 2017).

49



Capitulo 1

80 |moToommmmmsooooooooes :
1| ALA !
] 1
] 1
] 1
40 ! :
] 1
] 1
] 1
120 S
2
% 9 |
: \\\ ///
£ 72y e
< i
8 48 ,': l'. ALA
= [
S o | ¥
= L
D 0 ! 1 1 ‘\l" 1 1
0 5 10 15 20 25

Tiempo (min)

Figura 8. Cromatograma representativo de los 4cidos grasos presentes en el aceite de chia a tiempo
inicial.

Por otra parte, se analiz6 la evolucién del contenido de ALA durante el almacenamiento de
los aceites a 25°C, 45°C y 65°C (Figura 9). En el caso de los aceites almacenados a 25°C (Figura
9A), no se observd una variacion significativa del contenido de ALA durante el almacenamiento
para ninguna de las muestras evaluadas (p>0,05). A 45°C (Figura 9B), se pudo observar una
disminucién significativa en el contenido de ALA luego de 2 dias de almacenamiento, no
obstante, luego de dicha disminucién el contenido de ALA se mantuvo constante durante el resto
del periodo evaluado. En los aceites almacenados a 65°C (Figura 9C), si bien el analisis ANOVA
mostrd un efecto significativo del tipo de aceite y tiempo de almacenamiento (p<0,05), del andlisis

de los perfiles correspondientes se observa que no se produjeron importantes variaciones en el
contenido de AL A durante el almacenamiento para ninguno de los aceites evaluados. En el Anexo

(Tablas A1-A3), se muestran los valores promedios y sus desviaciones estandares

correspondientes al contenido de ALA en las distintas muestras evaluadas.
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Figura 9. Contenido de ALA durante el almacenamiento de los aceites de chia a 25°C (A), 45°C (B) y
65°C (C). CO (-#-); CO+TF (-m-); CO+AX (- A-); CO+AX/TF (-+-).
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1.4.1.3. Contenido de AX durante el almacenamiento

En la Figura 10, se muestra el contenido de AX durante el almacenamiento de los aceites a
25°C, 45°C y 65°C. El contenido de AX en el aceite de chia adicionado con AX (CO+AX) no
varié durante los primeros 10 dias del almacenamiento a 25°C (p>0,05). Luego de este periodo,
la tasa de degradacion de AX se incrementd y al final del almacenamiento (35 dias) fue del 26%
respecto del contenido inicial (Figura 10A). La temperatura de almacenamiento afecté la
estabilidad de AX en los aceites y su degradacién fue mayor a 45°C y 65°C. La degradacion de
AX en CO+AX luego de 4 dias de almacenamiento a 65°C fue del 77%, mientras que luego de
16 dias de almacenamiento a 45°C se degradé totalmente (Figuras 10B y 10C).

En relacién al efecto del agregado de o-TF, el comportamiento de CO+AX/TF fue similar a
CO+AX durante los primeros 10 dias de almacenamiento a 25°C, donde el contenido de AX se
mantuvo constante (p>0,05). Tras este periodo, el contenido de AX comenzd a disminuir,
observandose una tasa de degradacién del 46% a los 35 dias de almacenamiento (Figura 10A).
Como se puede observar, el contenido de AX al final del almacenamiento fue significativamente
menor en el aceite adicionado con o-TF (p<0,05). Si bien la incorporacion de o-TF en
nanodispersiones de AX y en sistemas nanoestructurados basados en lipidos ha demostrado
incrementar la estabilidad de AX (Anarjan et al., 2013; Tamyjidi et al., 2014), las diferencias en la
composicién de la matriz de estudio podrian explicar lo observado en el presente trabajo.
Finalmente, durante el almacenamiento a 45°C y 65°C (Figuras 10B y 10C), no se observaron
diferencias significativas en la degradacion de AX entre CO+AX y CO+AX/TF (p>0,05). En el
Anexo (Tablas A4-A6), se muestran los valores promedios y sus desviaciones estindares

correspondientes al contenido de AX en las distintas muestras evaluadas.
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1.4.1.4. Oxidacién lipidica

Durante las primeras fases de la oxidacion lipidica, la misma procede lentamente hasta cierto
periodo de tiempo en el cual se produce un cambio repentino en la velocidad del proceso, lo cual
se conoce como tiempo o periodo de induccién. En la Figura 11, se muestran los valores de IP
para los distintos aceites almacenados a 25°C, 45°C y 65°C. En los aceites almacenados a 25°C
(Figura 11A) se pudo observar un periodo de induccién, cuya extension varid para los distintos
aceites. En el aceite de chia puro (CO), se observé un periodo de induccién de 14 dias, luego del
cual el contenido de perdxidos se incrementé levemente. En el caso de los aceites con
antioxidantes adicionados (CO+TF; CO+AX y CO+AX/TF) el periodo de induccién fue menor y
el contenido de perdxidos se incrementd en forma significativa respecto del contenido inicial a
partir de los 2 dias de almacenamiento (p<0,05). La adicion de AX y o-TF, tanto en forma
individual como conjunta, gener6 un efecto prooxidante sobre el aceite de chia almacenado a
25°C (p<0,05). No obstante, dicho efecto prooxidante fue significativamente menor para CO+AX
en comparaciéon con CO+TF y CO+TF/AX. Los aceites almacenados a 45°C y 65°C (Figuras
11B y 11C) no mostraron un periodo de induccién, observandose un incremento significativo en
el valor de IP (p<0,05) en todas las muestras desde el inicio del almacenamiento. El aceite
adicionado con AX (CO+AX) solo mostré un efecto prooxidante a 45°C a partir de los 14 dias de
almacenamiento, mientras que a 65°C el valor de IP no vario en forma significativa respecto del
control (CO) (p>0,05). Los aceites adicionados con o-TF (CO+TF y CO+AX/TF), mostraron un
efecto prooxidante durante de todo el periodo de almacenamiento (tanto a 45°C como a 65°C).
Sin embargo, la diferencia en el valor de IP respecto del control (CO) fue menor que la observada
a 25°C. La reduccién del efecto prooxidante a altas temperaturas puede ser explicada por una
menor solubilidad del oxigeno en el aceite bajo estas condiciones, lo cual disminuye la tasa de

formacién de peréxidos (Kamal-Eldin & Appelgvist, 1996).

La degradacion de los compuestos primarios de oxidacién da lugar a compuestos de
oxidacién secundarios, como el malondialdehido (MDA), los cuales generan olor rancio y alteran
organolépticamente al aceite. La formacién de MDA en los distintos aceites siguié una tendencia
similar a la formacion de perdxidos (Figura 12). La adicion de a-TF gener6 una mayor
produccién de MDA (tanto en CO+TF como CO+AX/TF) en los aceites almacenados a 25°C y
45°C, mientras que a 65°C la formacién de MDA no vari6 en forma significativa en los distintos
aceites evaluados (p>0,05). En el Anexo (Tablas A7-A9), se muestran los valores promedios y
sus desviaciones estandares correspondientes al contenido de IP y MDA en las distintas muestras

evaluadas.

La adicién de compuestos antioxidantes a matrices alimentarias lipidicas puede retrasar el

inicio de la oxidacién o disminuir la velocidad de las reacciones implicadas en dicho proceso
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(Wanasundara & Shahidi, 2005), y por lo tanto evitar el deterioro en la calidad de los aceites.
Mediante el uso de la técnica de ABTS es posible evaluar la habilidad de moléculas antioxidantes
de donar un electrén al radical ABTS™y como consecuencia estabilizar dicho radical (Huang et
al., 2005). El aceite de chia adicionado con o-TF y AX (CO+AX/TF) mostré la mayor actividad
antirradicalaria y como consecuencia la mayor AAQO. Sin embargo, la adicién de ambos
antioxidantes en forma conjunta generd la mayor oxidacion lipidica durante el almacenamiento
de los aceites. Aunque el aceite de chia adicionado solo con AX mostré un menor valor de TEAC
que aquel adicionado con AX y a-TF, la formacién de compuestos de oxidacion lipidica en el

mismo fue menor.

Los ensayos de actividad antirradicalaria son ttiles para determinar la actividad antioxidante
de compuestos aislados. Sin embargo, esta metodologia puede no ser suficiente para predecir el
comportamiento antioxidante en matrices alimentarias complejas (Alamed et al., 2009). Por esta
razén es importante evaluar la capacidad de las moléculas antioxidantes de retrasar o inhibir la

oxidacién en matrices alimentarias durante su almacenamiento.

Algunos compuestos reconocidos como potentes antioxidantes han demostrado ejercer
efectos prooxidantes bajo determinadas condiciones. El o-TF ha demostrado a altas
concentraciones una inversioén en su AAQO, pasando de presentar una AAO a ejercer un efecto
prooxidante. Kul & Ackman (2001) evaluaron el efecto de la adicion de o-TF en aceite de pescado
y observaron una inversion de la actividad antioxidante a concentraciones mayores a 100 pg/g de
aceite. Por su parte, Zuta et al. (2007) evaluaron la adicion de o-TF en aceite de caballa y
observaron que concentraciones elevadas de este antioxidante (250 y 500 ug/g de aceite) fueron
menos efectivas para controlar la oxidacién del aceite. Por el contrario, Mohanan et al. (2018)
reportaron un efecto prooxidante de o-TF adicionado a aceite de lino en un rango de
concentraciones de 50-400 pg/g de aceite. En el presente trabajo, el a-TF actué como prooxidante
incluso a bajas concentraciones (100 pug/g de aceite). Es posible que la composicion de la matriz
del aceite de chia y la presencia de componentes menores hayan sido factores importantes que

influyeron en la AAO observada.
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Figura 12. Evolucion de los valores de MDA durante el almacenamiento de los aceites de chia a 25°C
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1.4.2. Aceite de pescado
1.4.2.1. Actividad antioxidante

En la Figura 13, se muestra el valor de TEAC correspondiente a cada aceite. El aceite de
pescado (FO) presenté un valor de TEAC de 2,96+0,07 umol Trolox/g aceite. Dicho valor se
incrementd de manera significativa (p<0,05) con el agregado de AX, siendo de 3,32+0,01 umol
Trolox/g aceite para la muestra FO+AX. El valor de TEAC del aceite de pescado fue mayor que
el determinado para el aceite de chia, posiblemente debido a la presencia de antioxidantes
exdgenos (BHA y TF) en el aceite comercial de pescado. No obstante, el incremento de AX

generd un incremento menor de la AAO en FO respecto a CO.

4,0

32 F

08

TEAC (umol Trolox/g aceite)

0,0

FO+AX

Figura 13. Valores iniciales de TEAC para los diferentes aceites de pescado. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

1.4.2.2. Contenido de ®-3 durante el almacenamiento

En la Figura 14, se muestra un cromatograma representativo del contenido de acidos grasos
en el aceite de pescado. Los valores iniciales de EPA y DHA en el aceite de pescado fueron de
4,5% y 14,4%, respectivamente. Dichos valores se encuentran en concordancia con lo reportado

en la literatura para este tipo de matrices (Saini & Keum, 2018).
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Figura 14. Cromatograma representativo de los dcidos grasos presentes en el aceite de pescado a tiempo
inicial.

En las Figuras 15 y 16, se muestra el contenido de EPA y DHA durante el almacenamiento

de los distintos aceites. Durante el almacenamiento a temperatura ambiente (25°C) y a 65°C no
se observé una disminucién en el contenido de ninguno de los dos 4cidos grasos. Por el contrario,
a 45°C, se observé una disminucion significativa (p<0,05) de ambos 4cidos grasos a partir de 9

dias de almacenamiento. Dicho comportamiento se observo tanto en FO como en FO+AX. En el

Anexo (Tablas A10-A12), se muestran los valores promedios y sus desviaciones estdndares

correspondientes al contenido de EPA y DHA en las distintas muestras evaluadas.
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1.4.2.3. Contenido de AX durante el almacenamiento

Para todas las temperaturas evaluadas se observé una disminucion en el contenido de AX
durante el almacenamiento del aceite, siendo dicha disminucién mayor a medida que se
incremento la temperatura (Figura 17). Al final del almacenamiento del aceite de pescado a 25°C
(30 dias), la degradacion de AX fue de un 54% (Figura 17A), mientras que luego de 16 dias a
45°C y 4 dias a 65°C, la degradacion de AX fue del 83% y 63%, respectivamente (Figuras 17B
y 17C). Es posible observar que la degradacién de AX a 25°C fue mayor en el aceite de pescado
respecto al aceite de chia (en un periodo de tiempo similar, la degradacion de AX en CO+AX fue
del 26% frente a un 54% observado en FO+AX). La efectividad de los antioxidantes se encuentra
influenciada por diferentes factores tales como la temperatura, la presencia de prooxidantes y la
presencia de otros antioxidantes (Mishra et al., 2021). En funcién de ello, es posible pensar que
la presencia de antioxidantes ex6genos (BHA y TF) que ya formaban parte del aceite, puede haber
generado efecto prooxidante a 25°C, al estar estos en conjunto con la AX. Por otro lado, las
diferencias en la composicién de 4cidos grasos del aceite pueden influir en la estabilidad de AX.
En este sentido, Honda et al. (2021) observaron que la degradacién de AX incorporada en aceites
vari6 significativamente de acuerdo al tipo de aceite, observando una menor estabilidad de AX
en aceites de pescado respecto a aceites de origen vegetal (como soja y maiz). En el Anexo
(Tablas A13-A15), se muestran los valores promedios y sus desviaciones estandares

correspondientes al contenido de AX en las distintas muestras evaluadas.

1.4.2.4. Oxidacion lipidica

En la Figura 18, se muestran los valores de IP para los distintos aceites almacenados a 25°C,
45°C y 65°C. Inicialmente, el aceite de pescado presenté un valor de IP menor a 5 mEq
peréxido/Kg de aceite y se observé un incremento significativo de dicho valor durante el
almacenamiento de los aceites para todas las temperaturas evaluadas. En los aceites almacenados
a 25°C y 45°C (Figuras 18A y 18B), se observaron valores de IP significativamente mayores
(p<0,05) para el aceite adicionado con AX (FO+AX). No obstante, a 65°C (Figura 18C) no se

observo una diferencia significativa en el valor de IP de ambos aceites (p>0,05).

La formaciéon de MDA en los distintos aceites siguié una tendencia similar a la formacién
de per6xidos (Figura 19). La formacion de dichos productos secundarios de la oxidacién lipidica
fue mayor en FO+AX (p<0,05). En el caso de los aceites almacenados a 65°C, a pesar de que el
ANOVA mostré un efecto significativo del tipo de aceite sobre el valor de MDA (p<0,05), del
analisis de los perfiles obtenidos se puede observar que, al igual que el valor de IP, el valor de

MDA result6 similar para ambos aceites en la mayor parte de los tiempos evaluados.
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Figura 18. Evolucidn de los valores de IP durante el almacenamiento de los aceites de pescado a 25°C
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El uso de varias moléculas con AAO en forma simultdnea puede generar un efecto sinérgico.
Sin embargo, este efecto sinérgico depende de un adecuado balance entre todos los componentes,
pudiendo el incremento en la concentracién de uno de ellos alterar el balance, reduciendo la
capacidad antioxidante de los mismos (Young & Lowe, 2001). En este sentido, al igual que se
observé en el aceite de chia, a pesar de la mayor actividad antioxidante presente en el aceite de
pescado adicionado con AX, la estabilidad oxidativa del aceite no fue favorecida por la adicién
de este compuesto. En el Anexo (Tablas A16-A18), se muestran los valores promedios y sus
desviaciones estdndares correspondientes al contenido de IP y MDA en las distintas muestras

evaluadas.
1.5. CONCLUSIONES

A pesar de la mayor AAO del aceite de chia adicionado con a-TF y AX determinada
mediante la técnica ABTS, dicho aceite present6 la mayor formacién de productos de oxidacién
lipidica. La molécula de o-TF gener6 un efecto prooxidante, incrementando la formaciéon de
productos de oxidacidn. A su vez, la estabilidad de la molécula de AX durante el almacenamiento
del aceite no resulté favorecida por el agregado de a-TF. El mismo fenémeno se observé para el
aceite de pescado, donde la adicién de AX incrementd la AAO, pero la formacién de productos
de oxidacién lipidica durante el almacenamiento a 25°C y 45°C fue mayor. No obstante, la
presencia de antioxidantes exdgenos en el aceite de pescado no permite una adecuada evaluacién
del efecto de la molécula de AX sobre la estabilidad de dicho aceite. A partir de esta
caracterizacion, se seleccion6 al aceite de chia adicionado con AX como matriz para continuar
con el proceso de encapsulacién, dado que dicha matriz mostré la mejor estabilidad de AX y

oxidativa, respecto de las otras matrices con AX evaluadas.
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CAPITULO 2 - OBTENCION DE PARTICULAS MEDIANTE GELIFICACION
IONICA PARA LA ENCAPSULACION DE ACEITE DE CHIA Y ASTAXANTINA

2.1. INTRODUCCION

La gelificacion iénica mediante el uso de ALG como material de pared es uno de los métodos
mas utilizados para la encapsulacion de compuestos bioactivos. Entre las principales ventajas del
uso de este material, se encuentran su biocompatibilidad, biodegradabilidad, ausencia de
toxicidad y de inmunogenicidad, caracteristicas que cobran importancia cuando se formulan
particulas para ser aplicadas en alimentos (Bennacef et al., 2021). Ademads, las condiciones de
obtencion de geles de ALG resultan ventajosas para la encapsulacion de compuestos bioactivos,
debido a que el procedimiento se puede realizar a bajas temperaturas y a pH no extremos. Sin
embargo, la matriz formada en los geles de ALG es porosa, permeable y degradable (Ramdhan et
al., 2020), lo cual puede afectar la estabilidad y la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos

incorporados en los mismos.

La formacién de geles compuestos mediante la adicién de otros biopolimeros como
polisacéridos o proteinas puede mejorar las propiedades de las particulas obtenidas, proteger a los
compuestos bioactivos incorporados y mejorar sus caracteristicas de liberaciéon (Bennacef et al.,
2021). Dentro de los biopolimeros utilizados para la obtencién de geles compuestos se pueden
mencionar al quitosano, gelatina, pectina, carragenina, caseina, proteinas de lactosuero, proteinas
de soja y almidéon (Ramdhan et al., 2020). De acuerdo a las caracteristicas del biopolimero
adicionado y a las condiciones de obtencién, se pueden obtener diferentes tipos de geles
compuestos, denominados complejos, mixtos y rellenos. En los geles complejos, los biopolimeros
utilizados presentan cargas opuestas e interaccionan entre si formando un gel. Dentro de estas
categorias se encuentran los geles recubiertos, en los cuales un segundo polimero es utilizado
como material de cubierta del gel de ALG primario. En los geles mixtos, tanto el ALG como el
biopolimero adicionado forman el gel, pero sin interaccionar entre si (o interaccionando solo de
manera fisica). Por tltimo, en los geles rellenos, se adiciona al ALG un polimero que no posee la

capacidad de gelificar (Ramdhan et al., 2020).

En la bibliografia se pueden encontrar algunos trabajos que utilizan satisfactoriamente geles
compuestos para encapsular compuestos bioactivos, los cuales han demostrado ventajas frente al
uso de geles formados solamente por ALG. Por ejemplo, geles compuestos de ALG, «-
carragenina y quitosano mostraron una mejor proteccion del aceite de jengibre en comparacién
con aquellos fabricados solo con ALG (Atencio et al., 2020). En esta misma linea, Peniche et al.
(2004) reportaron que los geles de ALG recubiertos con quitosano permitian reducir la
permeabilidad de las particulas obtenidas y, como consecuencia, reducir la pérdida del aceite

encapsulado.
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Las proteinas del lactosuero pueden formar geles mediante la interaccion con iones Ca*? a
través de un mecanismo similar a la gelificacién i6nica del ALG (Wichchukit et al., 2013).
Diferentes trabajos han demostrado que las proteinas de lactosuero pueden utilizarse de manera
satisfactoria para la encapsulacién de compuestos bioactivos (Beaulieu et al., 2002; Hébrard et
al., 2013), utilizindose WPI como fuente proteica. Asi, el uso de WPC como fuente de proteinas
para la formacién de WPA y la posterior obtencién de geles se encuentra menos reportado. El
empleo de esta fuente proteica presenta la ventaja de tener un menor costo asociado, lo cual, como
se menciond en la introduccién general, es una de las caracteristicas que se persigue en la

encapsulacidon de compuestos bioactivos destinados al desarrollo de alimentos.

En este capitulo se evalu6 el uso de WPA, obtenido a partir de WPC, en combinacién con
ALG para la formacién de geles compuestos, con el objetivo de encapsular mezclas de aceite de
chia y AX. Se analizé el efecto del WPA sobre las caracteristicas de las particulas y sobre la

estabilidad de los compuestos bioactivos encapsulados.
2.2. OBJETIVOS DEL CAPITULO

v Encapsular aceite de chia y AX en geles de ALG y geles compuestos de ALG y WPA.
v Evaluar las principales caracteristicas de las particulas de ALG y ALG-WPA.

v Evaluar la estabilidad de los compuestos bioactivos encapsulados durante el almacenamiento

de las particulas.
2.3. MATERIALES Y METODOS
2.3.1. Materiales

El alginato de sodio de baja viscosidad fue adquirido en Kelko (Atlanta, Estados Unidos).
El concentrado de proteina de lactosuero (LACPRODAN 80) fue adquirido en Arla Foods
Ingredientes S.A. (Cérdoba, Argentina). El aceite de chia prensado en frio fue adquirido en Sturla
S.R.L. (Burzaco, Argentina). La astaxantina natural (AstaZine®) fue provista por Lipomize

S.R.L. (Santa Fe, Argentina).

Butilhidroxitolueno (BHT), 4cido tiobarbitdrico (TBA) y 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP)
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, Estados Unidos). Tiocianato de
amonio (NH4SCN), acido tricloroacético (TCA), polisorbato 80 y cloruro de calcio dihidratado
(CaCl,2H,0) fueron adquiridos en Cicarelli Laboratorios S.A. (Santa Fe, Argentina). Cloruro de
bario dihidratado (BaCl,2H»0), sulfato ferroso heptahidratado (FeSO47H>0) y cloruro férrico
hexahidratado (FeCl;6H,0) fueron adquiridos en Biopack (Buenos Aires, Argentina).
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2.3.2. Etapas experimentales desarrolladas para la obtencion de particulas

Para la obtencién de las particulas se desarrollaron las etapas que se muestran en la Figura

20 y se describen a continuacion.

En la primera etapa, se evaluaron diferentes proporciones de los materiales de pared (ALG
y WPA) para la obtencién de particulas mediante la metodologia de gelificacidn idnica externa,
las cuales se detallan en la Tabla 3. Estas particulas se obtuvieron sin el agregado de oleorresina.
El contenido de proteina incorporada en las particulas se determind mediante la técnica de

Bradford (seccién 2.3.5).

En la segunda etapa, se obtuvieron particulas mediante la metodologia de gelificacién iénica
externa a partir de las condiciones seleccionadas en la etapa anterior y se evalud la cantidad de
oleorresina que era posible incorporar en cada formulacion. Para esto se evaluaron 3 relaciones
material de pared:oleorresina (p/p) (Tabla 4). Para seleccionar las particulas més adecuadas para
continuar en la siguiente etapa, se determind la eficiencia de encapsulacién (EE) (seccién 2.3.7)

de AX.

En la tercera etapa, se prepararon particulas a partir de las proporciones de materiales de
pared y concentracion de oleorresina definidas las etapas anteriores. Las particulas obtenidas se
caracterizaron mediante diferentes parametros (secciones 2.3.8 a 2.3.12) y se evalud la estabilidad

de los compuestos bioactivos encapsulados durante el almacenamiento (seccion 2.3.13).

ETAPA 1
Evaluacién de diferentes proporciones de los materiales de
pared (ALG y WPA) para la obtencidn de particulas
mediante gelificacién idnica.

ETAPA 2
Evaluacioén de la cantidad de oleorresina que es posible
incorporar en las particulas.

ETAPA 3
Seleccion de las particulas mds adecuadas para la
encapsulacién de los compuestos bioactivos.

- Caracterizacion de las particulas seleccionadas.

- Evaluacion de la estabilidad de los compuestos bioactivos
incorporados en las particulas durante su almacenamiento.

Figura 20. Esquema de las etapas experimentales desarrolladas para la obtencion de particulas.

70



Capitulo 2

Tabla 3. Porcentajes de los materiales de pared (WPA y ALG) expresados como g de material en 100 g

totales.
Material de pared
Formulacién (% p/p)
WPA ALG

25WPAT75ALG 25 75
S50WPASOALG 50 50
75WPA25ALG 75 25

100WPA 100 -

100ALG - 100

Tabla 4. Formulaciones evaluadas con diferente contenido de oleorresina.

Relacion masica del material
de pared:oleorresina
4:1
100ALG 2,6:1
2:1
4:1
25WPAT75ALG 2,6:1
2:1
4:1
S50WPASOALG 2,6:1
2:1

Formulacion

2.3.3. Preparacion de las soluciones
2.3.3.1. Solucién de ALG

Se prepardé una soluciéon de ALG al 2% p/p, para lo cual se pesaron 2 g de ALG y se
dispersaron en la cantidad necesaria de agua ultrapura. La solucién se mantuvo bajo agitacién

constante a 45°C hasta una completa disolucién del material.
2.3.3.2. Soluciéon de WPC

Se prepard una solucién de WPC al 8% p/p, para lo cual se pesaron 10,75 g de WPC y se
dispersaron en la cantidad necesaria de agua ultrapura (el contenido de proteina en el WPC es de
74,4+0,9% p/p). Para favorecer la disolucién del WPC, la solucién se mantuvo bajo agitacién a
temperatura ambiente (25°C) hasta una completa disolucién del material. La solucién obtenida se

almacend en heladera hasta el dia siguiente cuando se realiz6 el tratamiento térmico.
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2.3.3.3. Tratamiento térmico de la solucion de WPC para la obtencion de agregados

proteicos WPA

El objetivo del tratamiento térmico de la solucién de WPC es inducir la desnaturalizacién y
despliegue de las proteinas, y la posterior formacion de agregados proteicos que puedan
interaccionar con el Ca*’. La desnaturalizacién y agregacién de las proteinas depende de
diferentes factores como la temperatura, el tiempo de calentamiento, el pH, la fuerza iénica y la
concentracién de proteina en la solucién (Niizawa et al., 2021; Ryan et al., 2013). Considerando
que la principal proteina presente en el WPC es la P-lactoglobulina, el modelo de
desnaturalizacién y agregacion de la misma puede ser utilizado para explicar el comportamiento
de las soluciones de WPC sometidas a tratamiento térmico. Cuando la solucidn es calentada, la
estructura proteica se modifica, aumentando su movilidad y exponiendo grupos hidrofébicos y
grupos tioles. A partir de estos ultimos se producen interacciones inter e intramoleculares,
formando dimeros y trimeros no nativos y otros agregados de bajo peso molecular. Los
oligébmeros formados pueden reaccionar entre si mediante interacciones covalentes y no
covalentes, formando agregados solubles, los cuales pueden continuar interaccionando entre sf,
formando agregados de mayor tamaiio, geles o precipitados (Nicolai et al., 2011; Ryan et al.,
2013). En funcién de las condiciones del tratamiento, se formardn agregados de diferentes

caracteristicas y propiedades funcionales (Ryan et al., 2013).

Las condiciones del tratamiento térmico utilizadas en el presente estudio (pH de la solucién
de WPC, temperatura y duracién del tratamiento) fueron seleccionadas a partir de trabajos previos
realizados por el grupo de investigacién (Meza et al., 2020). Dichas condiciones permiten obtener
agregados de mayor tamafio con probabilidad de interactuar con iones Ca*’. El tratamiento

térmico se realizé de la siguiente manera:

1) La soluciéon de WPC obtenida el dia anterior se retir de la heladera y se dejé atemperar

durante 2 h.
2) El pH de la solucién se ajustd a 7 con una solucién de NaOH 1M.

3) 3 mL de la solucién se colocaron en tubos de vidrio (10 mm de didmetro y 1 mm de pared),

los cuales se taparon y se llevaron a un bafio termostatico a 80°C durante 30 min.

4) Las muestras se enfriaron en un bafio de hielo para detener el tratamiento térmico y luego se

almacenaron en heladera hasta el dia siguiente.
2.3.3.4. Solucién receptora de CaCl,

Se preparé una solucion de CaCl, 250 mM. Para ello se pesaron 18,38 g de CaCl,2H,O y se

dispersaron en agua ultrapura.

72



Capitulo 2

2.3.3.5. Preparacion de la oleorresina

Para la obtencién de la oleorresina, se disolvié la AX en aceite de chia a partir del
procedimiento descripto en la secciéon 1.3.2. La cantidad de extracto pesada inicialmente se

calcul6 para obtener una concentracion de AX en la oleorresina de 400 pg/g aceite.
2.3.4. Preparacion de las particulas mediante gelificacion ionica

En primer lugar, se pesé la cantidad necesaria de solucion de WPA o ALG de acuerdo a las
proporciones de cada formulacién descriptas anteriormente (Tablas 3 y 4). A continuacidn, se
agreg6 polisorbato 80 (2% p/p) como surfactante y azida sédica (0,02% v/p) como conservante.
Para las particulas realizadas en la segunda y tercera etapa (Figura 20), se adicion6 ademads la
cantidad correspondiente de oleorresina de acuerdo a la formulacién. La emulsién se obtuvo
utilizando un homogeneizador Ultra-Turrax T25 (IKA, Staufen, Alemania) a 13000 rpm durante

5 min.

Las particulas se prepararon mediante la metodologia de gelificacién iénica externa. La
mezcla obtenida en la seccién anterior se goteé mediante una aguja 22G utilizando una bomba
peristdltica con un caudal de 0,4 mL/min, sobre una solucién receptora de CaCl, 250 mM, bajo
agitacién constante a 100 rpm. A la solucién receptora se le agregé polisorbato 80 (1% p/p) para
reducir su tensién superficial y, en consecuencia, prevenir la deformacion de las particulas al
ingresar a la solucién (Lee et al., 2013; Wichchukit et al., 2013). La distancia entre la aguja y la
superficie del bafio de gelificacién fue de 7 cm. Una vez finalizado el goteo, las particulas se
mantuvieron en la solucién de CaCl, con agitacién durante 330 min para favorecer la interaccién
entre los materiales de pared y el Ca*>. Finalmente, las particulas se separaron de la solucién
mediante filtracién (malla metédlica de 250 um de apertura), se lavaron con agua destilada y se
secaron en estufa a 25°C durante 2 h para retirar el exceso de agua. Las particulas y la solucién

receptora de CaCl, fueron conservadas en heladera para su posterior andlisis.
2.3.5. Determinacion del contenido de proteina incorporada en las particulas

Para estimar la cantidad de proteina que se incorporé en las particulas, se determiné el
contenido de proteina presente en el bafio de CaCl, (el cual corresponde a la proteina no
incorporada). El total de proteina incorporada en las particulas formadas se calculé por diferencia

respecto al total de proteina inicial en la formulacién.

Para la determinacién de proteina en el bafio de CaCl, se utilizé la técnica colorimétrica de
Bradford (Bradford, 1976). Dicha técnica se basa en la unién entre el colorante Comassie Blue

G250 a las proteinas (unién que se produce principalmente a través de la forma aniénica azul del
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colorante), por lo que la cantidad de proteina es estimada mediante la determinacién del complejo

proteina-colorante a una longitud de onda de 595 nm.

Previamente, se obtuvo una curva de calibrado utilizando la solucién de WPA como proteina
estandar. Por otro lado, se obtuvo una curva de calibrado con un estandar de albumina sérica
bovina, la cual permite corroborar que la determinacion por la técnica de Bradford fue adecuada.

En ambos casos, las muestras se analizaron por duplicado.
2.3.6. Extraccion de oleorresina desde las particulas

Para extraer la oleorresina desde las particulas se pesé la cantidad necesaria de particulas y
se agregaron 3 mL de acetato de etilo. A continuacién, se realizé la ruptura mecanica de las
particulas utilizando un homogeneizador Ultra-Turrax T25 (IKA, Staufen, Alemania) a 11000
rpm durante 2 min. La solucién obtenida se centrifugd a 1120 xg durante 5 min utilizando una
centrifuga CAPPRondo Clinical Centrifuge CRC-658 (CAPP, Nordhausen, Alemania). Un total
de 1 mL del sobrenadante se lo transfirié a un tubo eppendorf para su posterior andlisis. La

extraccion de oleorresina desde cada muestra se realizé por duplicado.
2.3.7. Determinacion de la EE

Para estimar la EE se determin6 el contenido de AX y ®-3 en las particulas a partir del
extracto obtenido en la seccién anterior. Para ello, un volumen del extracto de oleorresina en
acetato de etilo se mezclé con un volumen equivalente de etanol. El contenido de AX en las
muestras se determind mediante espectrofotometria de acuerdo con la metodologia descripta en
la seccion 1.3.7 y el contenido de ®-3 se determiné mediante cromatografia gaseosa de acuerdo

con la metodologia descripta la seccion 1.3.6.

La EE se determind en funcién del contenido de compuesto bioactivo incorporado

inicialmente a la oleorresina, mediante la ecuacién 7:

CBparticulas

EE (%) = x 100 (7N

C oleorresina

donde CBpariculas €8 €l contenido de compuesto bioactivo medido en la oleorresina extraida de las
particulas y CBoeorresina €5 €l contenido de compuesto bioactivo incorporado inicialmente en la

oleorresina.
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2.3.8. Tamaiio y forma

El tamafio y la forma de las particulas se determinaron mediante el andlisis de imagenes,
para lo cual una imagen de 30 particulas fue analizada utilizando el software ImageJ (National
Institute of Health, Maryland, Estados Unidos) (Lee et al., 2023). Se calculé el diametro promedio
de cada tipo de particulas, mientras que la forma de las particulas fue descripta mediante el

parametro de circularidad (ecuacién 8).

area
Circularidad = 4T X —/—— (8)
perimetro

2.3.9. Humedad

La humedad de las particulas se determiné gravimétricamente. Se pesaron 0,5 g de particulas
y se las sec6 a 80°C hasta peso constante, determindndose la humedad mediante la diferencia de

peso antes y luego del secado. Las determinaciones se realizaron por duplicado.
2.3.10. Contenido de calcio

El contenido de calcio de las particulas se determind para evaluar si existian diferencias en
el calcio incorporado en los geles formados solo por alginato respecto a los geles formados por
alginato y WPA. La determinaciéon del calcio en las particulas se realizé utilizando un
espectrofotometro de absorcion atémica de llama (Perkin Elmer AAnalyst 20, Massachusetts,
Estados Unidos) a una longitud de onda de 422,67 nm. Se realizé un blanco de muestra
considerando el contenido de calcio presente en el WPA. Las determinaciones se realizaron por

duplicado.
2.3.11. Microscopia confocal de barrido laser

La microscopia confocal de barrido 1dser (CLSM) es una técnica con gran potencial en el
area de alimentos, la cual permite visualizar diferentes componentes de micro y nanocdpsulas a
través de la tincién y fluorescencia (Sharif, 2020). Las caracteristicas internas de las particulas
fueron analizadas utilizando un microscopio confocal de barrido laser invertido Leica TCS SPS8
(Leica, Wetzlar, Alemania) con un lente objetivo de 63x. Las muestras se tifieron antes de la
formacidn de las particulas. Para la fase lipidica se utilizé una solucién de Rojo de Nilo (1 mg/mL
en dimetilsufoxido). Se afiadieron 5 puL de solucién por mL de aceite. Por otro lado, para la fase

proteica se emple6 una solucién de Rodamina B (0,2 mg/mL en agua). Se afiadieron 480 pL de
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solucién por mL de solucidon de WPA. El Rojo de Nilo fue excitado a 488 nm y detectado a 501-

655 nm, mientras que la Rodamina B fue excitada a 514 nm y detectada a 501-655 nm.

2.3.12. Parametros texturales

La textura es un atributo sensorial estrechamente vinculado con la aceptabilidad de un
alimento y se considera un atributo complejo en el cual participan diferentes sentidos como la
vision, la audicién y el tacto. El andlisis de perfil de textura (TPA) es un test desarrollado con el
objetivo de simular la masticacién y brindar medidas objetivas, ya que los pardimetros medidos
con este método se pueden relacionar con la textura de un alimento. El test consiste en dos
compresiones sucesivas de la muestra en estudio que permiten registrar una curva de fuerza en
funcién de tiempo. A partir de dicha curva, es posible medir 5 pardmetros y calcular otros 2 en

funcién de los anteriores (Ramdhan et al., 2021).

Los pardmetros texturales de las particulas fueron evaluados mediante un ensayo de doble
compresion utilizando un texturémetro TA.XT Plus (Stable Micro Systems, Surrey, Reino
Unido). Para ello, se utilizaron una celda de carga de 5 Kg y una probeta cilindrica de 75 mm de
didmetro, operando con una fuerza de disparo de 5 g, una velocidad de 0,1 mm/s, un porcentaje
de deformacién del 75% y un tiempo entre las 2 compresiones de 5 s. Se ubicaron 168 particulas
en el centro del plato formando una monocapa. Los pardmetros analizados fueron: dureza,

elasticidad, cohesividad, gomosidad y resiliencia. Cada muestra fue analizada en quintuplicado.
2.3.13. Estabilidad durante el almacenamiento

Las particulas fueron almacenadas a 25°C bajo una humedad relativa del 57,8% durante un
periodo 30 dias. Para evaluar la estabilidad de los compuestos bioactivos encapsulados, se
determind el contenido de AX y la formacién de productos de oxidacién lipidica, 2 veces a la
semana. Por otra parte, se almacend oleorresina sin encapsular bajo las mismas condiciones
(compuesto control). El ensayo de almacenamiento se realiz6 por duplicado. El contenido de AX

y los productos de oxidacién lipidica se determinaron a partir de muestras independientes.

2.3.14. Contenido de AX

Se determiné el contenido de AX en las particulas durante el almacenamiento mediante la
metodologia descripta en la seccidn 1.3.7. El contenido de AX se expres6 como el porcentaje AX

remanente en las particulas respecto del contenido inicial en las mismas.
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2.3.15. Productos primarios de oxidacién lipidica (IP)

El contenido de productos primarios de la oxidacidn lipidica en el aceite encapsulado se
determino a partir del extracto obtenido previamente, utilizando la metodologia de IP de Shantha

& Decker (1994) descripta en la seccion 1.3.8.1.
2.3.16. Productos secundarios de oxidacion lipidica (TBARS)

El contenido de productos secundarios de oxidacién lipidica en el aceite encapsulado se
determiné a partir del extracto obtenido previamente, utilizando la metodologia de TBARS de

McDonald & Hultin (1987) descripta en la seccién 1.3.8.2.
2.3.17. Analisis estadistico

Se aplicé un Andlisis de Varianza (ANOV A) para la comparacién de los datos obtenidos,
utilizando un nivel de confianza del 95%. Se aplicaron Pruebas de Rangos Miiltiples para
identificar diferencias estadisticamente significativas, mediante el uso del Test de Fischer (LSD)
con un nivel de confianza del 95%. Los andlisis se realizaron mediante el uso del programa

Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville, MD, Estados Unidos).
2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1. Evaluacion de diferentes proporciones entre ALG y WPA para la obtenciéon de

particulas mediante gelificacion iénica

En la Figura 21, se puede observar el aspecto de las particulas obtenidas con cada
formulacién. En la correspondiente a 100WPA no fue posible obtener particulas, observiandose
que la solucién goteada se dispersé en la solucién receptora de CaCls al entrar en contacto con la
misma. Por su parte, con la formulacién 7SWPA25ALG, si bien se observé la formacién de
particulas, las mismas no presentaron forma esférica y se desarmaron luego del proceso de
filtrado. Finalmente, en el caso de las muestras 25WPA75ALG, SOWPASOALG y 100ALG, se

pudieron obtener particulas que mantuvieron su estructura luego del proceso de filtrado.
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7SWPA25ALG  SOWPASOALG 25WPA75ALG 100ALG

7 < P

(Ve

Figura 21. Aspecto de las particulas obtenidas con las distintas formulaciones sin oleorresina.

2.4.2. Proteina incorporada en las particulas

Enla Tabla S, se muestra el porcentaje de proteina retenida en las particulas. La formulacién
100WPA presentd un contenido elevado de proteina en la solucién receptora de CaCly, lo cual se
debe a la ausencia de formacién de particulas que se observé al utilizar solamente WPA como
material de pared. En el caso de la formulacion 7SWPA25ALG, aproximadamente un 54% de la
proteina se incorpord a las particulas. Para las formulaciones SOWPAS0ALG y 25WPA75ALG,

aproximadamente un 76 al 80% de la proteina se incorpor6 en las particulas.

Tabla 5. Valores promedios y desviaciones estindares correspondientes al porcentaje de proteina retenida
en las particulas.

.l Proteina retenida
Formulacion

(%)
25WPATSALG 80,03+0,75¢
50WPAS0ALG 75,94+0,80°
75WPA25ALG 53,52+8,75°

100WPA 13,77+1,39*
Tipo de particula *

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. La ultima fila muestra los resultados
del ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).

2.4.3. Evaluacion de la cantidad de oleorresina incorporada en las particulas

Las particulas 100ALG, 25WPA75ALG y S0WPAS0ALG fueron seleccionadas para
evaluar la cantidad de oleorresina que podian incorporar. En la Tabla 6, se muestran los valores

de EE de AX determinados para cada particula.

La EE de AX no fue afectada por la cantidad de oleorresina incorporada en las particulas
(p>0,05), pudiendo entonces incorporarse una mayor cantidad de oleorresina sin afectar la EE del

proceso.
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A pesar de que en las particulas formuladas con SOWPAS0ALG se observaron valores altos
de EE, las mismas resultaron fragiles y dificiles de manipular, por lo cual no se continué con las
mismas para las siguientes experiencias. Asi, para las siguientes etapas se continud el estudio con

las particulas 100ALG y 25WPA75ALG con una relacién material de pared:oleorresina de 2:1.

Tabla 6. Valores promedios y desviaciones estandares correspondiente a la EE de las formulaciones

evaluadas.
Relacion masica del
Formulacion material de
. (%)
pared:oleorresina

4:1 91,77+4,14
100ALG 2,6:1 88,55+3,16
2:1 87,64+0,23
4:1 80,95+4,55
25WPATSALG 2,6:1 73,38+0,49
2:1 85,4046,26
4:1 84,91+£9,88
50WPAS0ALG 2,6:1 89,66+1,68
2:1 79,50+7,50

Relacion material de pared:oleorresina NS

La tltima fila muestra los resultados del ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05).

2.4.4. Caracterizacion de las particulas
2.4.4.1. Aspecto, tamaiio y morfologia

En la Figura 22, se muestra el aspecto de las particulas obtenidas mediante gelificacién
i6nica. En la Tabla 7, se muestran los valores de tamafo y circularidad de cada tipo de particula.
Las particulas formuladas solo con ALG (100ALG) tuvieron un menor tamafio que aquellas con
WPA (25WPA75ALG) (p<0,05). No obstante, es necesario aclarar que la diferencia observada
fue muy pequeiia. Resultados similares fueron reportados por Wichchukit et al. (2013), quienes
observaron que las particulas formadas solo con ALG presentaban menores tamaiios que aquellas
formadas con mezclas de WPA (50%) y ALG (50%). Los autores consideraron que esta diferencia
se debe a las diferencias de viscosidades de las suspensiones goteadas durante el proceso de

obtencién de las particulas mediante gelificacion idnica.

La adicion de WPA no afect6 la forma de las particulas (p>0,05). Los valores de circularidad
de ambos tipos de particulas fueron cercanos a 1, lo cual indica que las particulas presentan una
morfologia circular (un valor de circularidad de 1 indica un circulo perfecto). Valores de
circularidad similares fueron reportados por Sampaio et al. (2019) para particulas de licopeno

obtenidas mediante gelificacion i6nica.
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La obtencién de particulas monodispersas y esféricas es deseable debido a que la esfericidad
de las particulas impacta tanto en la estabilidad mecdnica como quimica de las mismas. Ademas,
las particulas con tamafio y formas bien definidas permiten obtener perfiles de liberacion
controladas de los bioactivos encapsulados, lo cual resulta importante durante los procesos de

liberacion gastrointestinal (Lee et al., 2013).
2.4.4.2. Contenido de humedad

La formacién de la red de hidrogel durante el proceso de entrecruzamiento reduce el espacio
ocupado por el material polimérico y causa una pérdida de agua (Lee et al., 2013). El contenido
de humedad de las particulas luego del proceso de gelificacion fue de aproximadamente 42-45%,

no siendo significativa la diferencia entre ambos tipos de particulas (p>0,05) (Tabla 7).

Figura 22. Aspecto de las particulas obtenidas mediante gelificacion i6nica externa. 100ALG (A);
25WPA75ALG (B).

2.4.4.3. Contenido de calcio

En la Tabla 7, se muestra el contenido de calcio en cada tipo de particula. El calcio

incorporado en las particulas fue similar para ambas muestras (p>0,05).
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Tabla 7. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes a las diferentes caracteristicas
evaluadas en las particulas.

Particula Tamano Circularidad Humedad Calclo
(mm) (% pl/p) (g/Kg de particula)
100ALG 2,08+0,04* 0,74+0,07 42,70+0,89 3,97+0,20
25WPA7T5ALG 2,19+0,07° 0,76+0,10 45,72+1,13 3,82+0,25
Tipo de particula * NS NS NS

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas. La tltima fila
muestra los resultados del ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto significativo (p<0,05).

2.4.4.4. Morfologia interna

En la Figura 23, se muestran las imdgenes de la estructura interna de las particulas obtenidas
a partir del anédlisis de CLSM. En ambas particulas evaluadas, se puede observar una distribucién
homogénea de las gotas de aceite (gotas esféricas densamente empaquetadas). En este sentido,
surfactantes como el polisorbato 80 cumplen un rol crucial en la formulacién de particulas cuando
se utilizan procesos de emulsién/gelificacion y extrusién para la obtencién de las mismas (Uyen
et al., 2020). Por otra parte, en las imdgenes se puede observar una clara distribucién de las
proteinas alrededor de las gotas de aceite en las particulas 25SWPA75ALG (Figura 23C). Tal
como se discutird mds adelante, la presencia de proteinas en la cercania de las gotas de aceite

puede ejercer un rol importante en la estabilidad de los compuestos bioactivos encapsulados.

Figura 23. Imagenes de microscopia confocal de las particulas 100ALG y 25WPA75ALG. 100ALG (A)
(fase lipidica tefiida); 25WPA75ALG (B) (fase lipidica tefiida); 2SWPA75ALG (C) (fase proteica tefiida).

2.4.4.5. Parametros texturales

En la Tabla 8, se muestran los pardmetros obtenidos mediante el ensayo TPA para cada

tipo de particula. El reemplazo de parte del ALG por WPA afecté de manera significativa (p<0,05)
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algunos de los pardmetros de textura (dureza, gomosidad y resiliencia). En las Figuras 24 y 25

se muestran los perfiles de TPA obtenidos para las muestras.

El estudio de los parametros texturales de las particulas es de gran importancia, debido a que
los mismos pueden influir sobre la estabilidad de los compuestos bioactivos encapsulados, en las
caracteristicas de liberacion de los mismos y finalmente, en su percepcion sensorial cuando se
adicionan en productos alimenticios (Lupo et al., 2015; Aguayo-Mendoza et al., 2020; Sandoval-

Castilla, 2010).

Tabla 8. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes a los pardmetros texturales de las
particulas obtenidos a partir de los ensayos de TPA.

Particula Dl:;sza Elasticidad Cohesividad Gom((;ldad Resiliencia

100ALG 372,94+6,84*  0,76+0,03 0,74+0,01 277,18+4.86" 0,38+0,00°

25WPA75ALG  287,96+7,85*  0,74+0,05 0,74+0,01 212,41£5,91* 0,37+0,012
Tipo de particula * NS NS * *

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas. La dltima fila
muestra los resultados del ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto significativo (p<0,05).
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Figura 24. Perfiles de TPA correspondientes a las particulas 100ALG.
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Figura 25. Perfiles de TPA correspondientes a las particulas 25SWPA75ALG.

La dureza es un parametro relacionado con la fuerza del gel (Feng et al., 2018). En el
presente estudio, la dureza en las particulas 100ALG fue significativamente mayor que en
aquellas formuladas con el agregado de proteina (25WPA75ALG). Resultados similares fueron
reportados por Ramdhan et al (2021), quienes observaron una disminucién en la dureza de las
particulas cuando parte del ALG fue remplazado por concentrados de proteinas de leche (sin tratar
y tratados a 80°C durante 30 min). De acuerdo a los autores, una menor interaccion entre los iones
calcio y las proteinas, en comparacién con la interaccidn entre el calcio y el ALG, podria ser la

causa de esta menor dureza.

La gomosidad es un parametro utilizado para describir la energia necesaria para desintegrar
alimentos semisélidos y se encuentra relacionada con los pardmetros dureza y cohesividad
(Szczesniak, 1963). En este sentido, y en concordancia con lo observado para el pardmetro dureza,

la gomosidad en las particulas 100ALG fue mayor que en las particulas 25SWPA75ALG (p<0,05).

La resiliencia de un material hace referencia a la recuperacién inmediata y es indicativa de
la respuesta elastica inmediata y de la naturaleza cohesiva del material (Feng et al., 2018). La
resiliencia en las particulas 100ALG fue mayor que en las particulas 25SWPA75ALG (p<0,05),

aunque la diferencia observada fue muy baja.

La elasticidad de un material esta relacionada con el tiempo requerido para recuperarse de
la deformacién luego de que se retira la carga, mientras que la cohesividad esta relacionada con
la intensidad mecénica de los enlaces internos dentro de la estructura del alimento (Funami &
Nakauma, 2022). No se observaron diferencias significativas entre ambas particulas para ninguno
de los dos pardmetros (p>0,05). La elasticidad se encuentra correlacionada con el grado de

relajacion de la muestra y puede tomar valores entre O y 1. Asi, valores altos de elasticidad
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(cercanos a 1) se relacionan con una textura de tipo gomosa, mientras que valores de elasticidad
bajos (cercanos a 0) se relacionan con una estructura fragil (Lupo et al., 2015). Tanto las particulas
100ALG como 25WPA75ALG presentaron valores de elasticidad cercanos a 1, indicando

caracteristicas correspondientes a textura de tipo gomosa.
2.4.4.6. Eficiencia de encapsulacion

La EE de AX y -3 en las particulas formuladas solo con ALG fue de 86,65+1,15% y 86,00+
1,85%, respectivamente (Tabla 9). El reemplazo de parte del ALG por WPA como material de
pared no afect6 de manera significativa a la EE de ninguno de los dos compuestos bioactivos
(p>0,05). Las particulas 25WPA75ALG mostraron un valor de EE de AX y ®-3 de 85,79+5,10%
y 76,96+2,97%, respectivamente. Estos valores demuestran que la gelificacion idnica es un buen

método para encapsular la oleorresina.

Los valores elevados de EE son particularmente deseados cuando se encapsulan ingredientes
de alto valor agregado para el desarrollo de alimentos funcionales, evitando la pérdida de dichos
ingredientes durante el proceso de formacion de las particulas. Valores similares de EE fueron
reportados por otros autores para la encapsulacidon de bioactivos lipofilicos. Us-Medina et al.
(2017) reportaron valores de EE en un rango de 71-89% para aceite de chia encapsulado en una
matriz formada por ALG y mucilago de Salvia hispdnica, mientras que Benavides et al. (2016)
reportaron valores de EE del 85% para aceite esencial de tomillo encapsulado en una matriz de

ALG.

Tabla 9. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes a la EE de AX y -3 de las

particulas.
Particula EE AX EE o-3
(%) (%)
100ALG 86,65+1,15 86,00+1,85
25WPAT5ALG 85,79+5,10 76,96+2,97
Tipo de particula NS NS

La ultima fila muestra los resultados del ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05).

2.4.5. Estabilidad de los compuestos encapsulados durante el almacenamiento
2.4.5.1. Estabilidad de AX

En la Figura 26, se muestra el contenido de AX en las particulas y en la oleorresina sin
encapsular durante el almacenamiento de las muestras a 25°C. La estabilidad de AX en las
particulas fue afectada de manera significativa por el material de pared utilizado (p<0,05), siendo

la degradacion de AX significativamente mayor en las particulas formuladas utilizando solo ALG
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como material de pared (p<0,05) respecto a la oleorresina sin encapsular y a las particulas
25WPA75ALG. Este comportamiento demuestra que el reemplazo de parte del ALG por WPA
afecté de manera positiva a la estabilidad de AX. Por otra parte, se puede observar que, durante
la mayor parte del periodo almacenamiento, el contenido de AX en las particulas 2SWPA75ALG
fue similar al contenido en la oleorresina sin encapsular (p>0,05). Sin embargo, hacia el final del
periodo de almacenamiento se observé una mejor preservacién de la AX en las particulas
25WPAT75ALG. Finalmente, a los 30 dias las particulas 2SWPA75ALG preservaron un 75% de
la AX incorporada inicialmente, mientras que las particulas 100ALG preservaron solo un 44% de

la AX incorporada.

Resultados similares fueron reportados por da Silva Carvalho et al. (2019). Los autores
observaron una mejor preservacion de antocianinas encapsuladas en particulas de ALG
recubiertas con WPC, en comparacién con aquellas formuladas utilizando solo ALG. Por otra
parte, Jin et al. (2023) evaluaron el efecto de la adicién de proteina de soja en geles de ALG y
observaron una mayor preservacion del B-caroteno encapsulado en los geles que contenian

proteina.
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Figura 26. Estabilidad de AX durante el almacenamiento de las muestras a 25°C. 100ALG (- A-);
25WPA75ALG (-m-); oleorresina sin encapsular (-e-).

La formaci6n de una emulsién aceite/agua incrementa el drea de superficie de la fase lipidica,
lo cual puede afectar su estabilidad oxidativa y, como consecuencia, la estabilidad de los
compuestos bioactivos dispersados en el aceite (Cercaci et al., 2007). Algunos autores reportaron
que la red de biopolimero que se forma durante la gelificacién iénica puede reducir la difusién

del oxigeno, de compuestos pro-oxidantes y de radicales libres a la fase lipidica y mejorar la
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estabilidad de los compuestos bioactivos (Jin et al., 2023; Liu et al., 2018). En cambio, en el
presente trabajo, la formacidn de la red polimérica en las particulas de ALG no promovié la
estabilidad de AX, posiblemente debido a la porosidad de este tipo de particulas. Un
comportamiento similar fue reportado por Rahiminezhad et al. (2020), quienes observaron una
mayor oxidacién en aceite de lino encapsulado en particulas de ALG respecto al aceite sin
encapsular. Por otro lado, una mayor preservacion de AX en las particulas 2SWPA75ALG puede
ser atribuida a la presencia de proteinas en la fase continua, como se puede observar en las
imdgenes de microscopia laser confocal (Figura 23C). Las propiedades antioxidantes de las
proteinas del lactosuero (Mohammandian et al., 2019; Ries et al., 2010) podrian contribuir a

reducir la oxidacién de AX y su degradacion.
2.4.5.2. Estabilidad oxidativa

En las Figuras 27 y 28, se muestran los valores de IP y MDA para las particulas y la
oleorresina sin encapsular almacenadas a 25°C, siendo los valores iniciales en ambos casos
similares en la oleorresina y en las particulas (p>0,05). Esto demuestra que los procesos de
emulsificacién y encapsulacion mediante gelificacién idnica no indujeron la formacién de
productos de oxidacidn lipidica. En el Anexo (Tabla A19), se muestran los valores promedios y
sus desviaciones estdndares correspondientes al contenido de AX en las distintas muestras

evaluadas.
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Figura 27. Evolucion de los valores de IP durante el almacenamiento de las muestras a 25°C.
100ALG (- A-); 25WPA75ALG (-m-); oleorresina sin encapsular (-e-).
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Figura 28. Evolucion de los valores de MDA durante el almacenamiento de las muestras a 25°C.
100ALG (- A-); 25WPA75ALG (-m-); oleorresina sin encapsular (-e-).

Durante el almacenamiento, la formacién de perdxidos fue mayor en las particulas 100ALG
que en las particulas 25WPA75ALG y en la oleorresina sin encapsular. Este resultado puede
deberse a la menor drea superficial en la oleorresina en comparacién con las particulas. La
generacion de gotas de aceite durante el proceso de emulsion genera una mayor exposicion frente
al oxigeno, lo cual puede inducir a una mayor oxidacion del aceite. Por otro lado, la alta porosidad
de las particulas formuladas solo con ALG como material de pared, puede generar una mayor

difusién del oxigeno y, como consecuencia, mayor formacién de peréxidos y de MDA.

Una menor estabilidad oxidativa en aceites encapsulados en comparacién con aceites sin
encapsular fue reportada por otros autores. Tello et al. (2015), reportaron mayores valores de IP
en particulas formuladas con ALG y pectina que en aceite libre luego de 28 dias de
almacenamiento a 45°C. De manera similar, Polavarapu et al. (2011) reportaron una menor
estabilidad oxidativa en particulas formuladas mediante secado en spray con pectina de remolacha
azucarera que en aceite de pescado sin encapsular. Por otra parte, Di Giorgio et al. (2019)
reportaron valores mayores de I[P y MDA en aceite de pescado encapsulado mediante secado por
aspersion utilizando proteina de soja respecto al aceite de pescado sin encapsular. La adicién de
WPA como material de pared favorecié la estabilidad oxidativa de la oleorresina, siendo los
valores de IP significativamente menores en las particulas formuladas con WPA respecto a
aquellas formuladas solo con ALG (100ALG) (p<0,05). Por otro lado, los valores de IP en las
particulas 2SWPA75ALG fueron similares a los de la oleorresina, sin embargo, hacia el final del

almacenamiento se observaron menores valores de IP en las particulas 25WPA75ALG (p<0,05).
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La formacién de MDA sigui6 una tendencia similar a la formacién de perdéxidos (Figura
28), con mayores valores de MDA en las particulas 100ALG respecto a las particulas
25WPAT75ALG y a la oleorresina sin encapsular, desde el segundo dia de almacenamiento. Por
otra parte, la formacién de MDA hacia el final del almacenamiento fue significativamente mayor
en la oleorresina sin encapsular respecto a las particulas 2WPA75ALG (p<0,05). En el Anexo
(Tabla A20), se muestran los valores promedios y sus desviaciones estandares correspondientes

al contenido de IP y MDA en las distintas muestras evaluadas.

Los resultados obtenidos parecen indicar que, tal como se describié en la discusion de la
estabilidad de AX, la estructura creada por las proteinas alrededor de las gotas de aceite puede
proteger a la oleorresina, disminuyendo la difusién de oxigeno, de compuestos pro-oxidantes y

de radicales libres, favoreciendo de esta forma la estabilidad tanto de AX como del aceite de chia.
2.5. CONCLUSIONES

A partir de la técnica de gelificacidn idnica externa se pudieron obtener particulas utilizando
ALG y mezclas de ALG y WPA como materiales de pared, no siendo posible el uso solamente
de WPA para tal fin en las condiciones ensayadas. En el caso de las particulas con una mayor
proporcién de WPA respecto al ALG, si bien fue posible su formacion, las mismas perdieron
parcialmente su forma tras el filtrado. Por otro lado, las formulaciones SOWPASOALG y
25WPA7T5ALG permitieron obtener particulas con un porcentaje de incorporacién de WPA
adecuado y se logré incorporar un elevado contenido de oleorresina en las particulas sin afectar
la EE de AX y o-3. No obstante, las particulas SOWPAS0ALG resultaron fragiles y dificiles de

manipular, por lo cual se decidié no continuar con las mismas en las siguientes etapas.

La formulacién que utiliza 25% de WPA y 75% de ALG permiti6 la formacién de geles
compuestos con caracteristicas adecuadas, permitiendo la encapsulacién de mezclas de aceite de
chia y AX. El tamafio de las particulas y algunos pardmetros texturales (dureza, gomosidad y
resiliencia) fueron afectados por la incorporacion de WPA como material de pared. Por su parte,
la EE no fue afectada por la adicién de WPA y se obtuvieron valores elevados de este pardmetro
tanto para 100ALG como para 25WPA75ALG. Finalmente, la incorporacién de WPA en las
particulas provocd una mejor preservacion de la AX y una mayor estabilidad oxidativa en
comparacioén con las particulas formuladas solo con ALG durante todo el periodo estudiado.
Asimismo, hacia el final del almacenamiento, tanto la estabilidad de AX como la estabilidad
oxidativa del aceite de chia fue levemente mayor en las particulas 2SWPA75ALG respecto a la

observada en la oleorresina sin encapsular.
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CAPITULO 3 - LIBERACION DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS
ENCAPSULADOS BAJO CONDICIONES SIMULADAS DE DIGESTION IN VITRO

3.1. INTRODUCCION

Durante el paso por el TGI, los compuestos bioactivos se exponen a diferentes condiciones
que pueden afectar su estabilidad (Nieva-Echevarria et al., 2020; Cheng et al., 2021). Los sistemas
de encapsulacién deben proteger a los compuestos bioactivos de estas condiciones, pero permitir
su liberacioén en el sitio deseado del TGI para promover su bioaccesibilidad y biodisponibilidad.
Las caracteristicas de liberacion de los sistemas de encapsulacion se encuentran influenciadas por
diferentes factores, los cuales estdn relacionados tanto con las propiedades de los compuestos
bioactivos encapsulados, como con los materiales de pared utilizados y las propiedades fisicas del
sistema, como el tamafio, la forma y las caracteristicas morfoldgicas (Malekjani & Jafari, 2021).
Ademads de sus ventajas tales como biocompatibilidad y biodegradabilidad, la sensibilidad del
ALG al pH, lo convierte en un excelente material cuando el objetivo es liberar a los compuestos
bioactivos en el intestino (Li et al., 2021). En el caso de las proteinas, su comportamiento durante
los procesos digestivos depende de diferentes factores, como su estado conformacional (p. €j.,
nativa o modificada), su interaccién con la interface, pudiendo variar asimismo cuando se
encuentran formando geles (Mat et al., 2020; Singh et al., 2014). Cuando se combinan distintos
biopolimeros en el desarrollo de sistemas de encapsulacién, el comportamiento de los mismos
durante el paso por el TGI dependera de las caracteristicas del nuevo sistema formado. El estudio
del comportamiento de estos sistemas mixtos durante los procesos de digestion gastrointestinal
es de gran relevancia para una adecuada formulacién de alimentos funcionales o suplementos

nutricionales.

La digestién es un proceso complejo mediante el cual los alimentos son transformados en
nutrientes que pueden ser absorbidos por el organismo. El proceso de digestion de los alimentos
comienza en la boca, con la masticacién y produccion de saliva. En el caso de los alimentos
s6lidos, el procesamiento en la boca produce la reduccién en el tamafio de las particulas y la
formaciéon de un bolo alimenticio, mientras que los liquidos solo requieren un minimo
procesamiento. El bolo alimenticio obtenido es transportado al estémago, donde se mezcla con
los fluidos gastricos, los cuales contienen acidos, sales y enzimas digestivas (pepsina y lipasa),
por lo que en este compartimiento comienza la digestién de algunos nutrientes. El pH de este
compartimiento varia entre 1 y 5, con un tiempo de residencia de los alimentos en el mismo que
va de 15 minutos a 3 horas. La mayor parte de la digestiéon de los alimentos se produce en el
intestino, principalmente en el duodeno. Las enzimas pancreéticas (conformadas por proteasas,
amilasas y lipasas) y otras enzimas digestivas actian en conjunto sobre el bolo alimenticio dando

lugar a la digestion de los nutrientes. Asimismo, el intestino es el principal sitio de absorcion de
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los nutrientes, especialmente en la region del yeyuno y el ileon. El digerido que no es hidrolizado
y absorbido en el intestino delgado, es transportado al colon a través de la vélvula ileocecal, lugar
donde ocurren los procesos de fermentacion y el metabolismo de ciertos compuestos bioactivos,

como los fendlicos (Li et al., 2020; Mackie et al., 2020).

El comportamiento de las matrices alimentarias durante su paso por el TGI puede ser
evaluado mediante métodos in vivo o in vitro. Los métodos in vivo contintian siendo el “estandar
de oro” para estudios vinculados a la dieta. Los mismos proveen informacion directa acerca de la
biodisponibilidad de los compuestos bioactivos y permiten analizar otros pardmetros como la
saciedad y el efecto sobre la microbiota intestinal. Como contraparte, la interpretacion de sus
resultados puede dificultarse debido a la gran variedad de respuestas entre individuos (Bornhorst
et al., 2016; Xavier & Mariutti, 2021). Asimismo, dichos métodos presentan un costo elevado,
son complejos y conllevan implicancias éticas debido a que involucran estudios con animales o
humanos (Lucas-Gonzdlez et al., 2018). Por otro lado, los métodos de digestion in vitro estaticos
son una metodologia ttil para simular las condiciones de digestion gastrointestinal humana y han
demostrado ser adecuados para predecir la digestiéon in vivo (Brodkorb et al., 2019). Mediante
estos métodos no es posible predecir la biodisponibilidad de los compuestos, pero si permiten
predecir su bioaccesibilidad, la cual es un prerrequisito para la biodisponibilidad de los mismos
(Mackie et al., 2020). Las condiciones utilizadas (concentracién de enzimas, pH, tiempos de
duracién de cada fase de la digestién y composicién de los fluidos digestivos) tienen una gran
influencia sobre los procesos de digestién evaluados (como el perfil de liberacién de compuestos
bioactivos desde matrices o la digestibilidad de los compuestos bioactivos), por lo que las
variaciones en las metodologias utilizadas impiden una adecuada comparacién de los resultados
y la formulacién de conclusiones generales (Minekus et al., 2014). A raiz de ello, Minekus et al.
(2014) propusieron una metodologia de digestion in vitro estandarizada, la cual fue actualizada
posteriormente por Brodkorb et al. (2019), permitiendo un consenso acerca de las condiciones

utilizadas para simular los procesos de digestion in vitro.

En el presente capitulo, se evalué el comportamiento de los sistemas de digestion formados
por ALG y ALG-WPA sobre las caracteristicas de liberacién de los compuestos bioactivos
encapsulados cuando los mismos se someten a condiciones de digestion gastrointestinales
simuladas, a través de la metodologia estandarizada de digestion in vitro INFOGEST (Brodkorb

et al., 2019).
3.2. OBJETIVOS DEL CAPITULO

v' Evaluar el perfil de liberacion de AX y -3 desde las particulas 100ALG y 25WPA75ALG.
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v Evaluar el grado de lip6lisis del aceite de chia incorporado en particulas 100ALG y

25WPAT5ALG.

v' Determinar la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos liberados desde las particulas.

3.3. MATERIALES Y METODOS
3.3.1. Materiales

El aceite de chia prensado en frio fue adquirido en Sturla S.R.L. (Burzaco, Argentina). La
astaxantina natural (AstaZine®) fue provista por Lipomize S.R.L. (Santa Fe, Argentina). El
alginato de sodio de baja viscosidad fue adquirido en Kelko (Atlanta, Estados Unidos). El
concentrado de proteina de lactosuero (LACPRODAN 80) fue adquirido en Arla Foods
Ingredients S.A. (Cérdoba, Argentina).

Polisorbato 80, cloruro de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) y 4cido ticloroacético (TCA)
fueron adquiridos en Cicarelli Laboratorios S.A. (Santa Fe, Argentina). La pepsina fue adquirida
en Riedel-de Haén AG (Seelze, Alemania). La hemoglobina fue adquirida en Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, Estados Unidos). La pancreatina de péancreas porcino, lipasa de
péncreas porcino, bilis bovina, Orlistat, pepstatina A, Pefabloc, p-toluenosulfénico-L-arginina
metil ester (TAME) y tributirina, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Corp (St. Louis, MO,
Estados Unidos).

3.3.2. Preparacion de particulas

Las particulas se obtuvieron mediante gelificacion i6nica externa utilizando la metodologia
descripta en la seccion 2.3.4. Se evaluaron los dos tipos de particulas descriptos anteriormente:

100ALG y 25WPA75ALG.
3.3.3. Determinacion de las actividades enzimaticas

Se determind la actividad de las distintas enzimas involucradas en las etapas gastrica e
intestinal, con el objetivo de calcular la cantidad necesaria de enzima a agregar durante los

ensayos de digestion. Para ello se utiliz6 1a metodologia propuesta por Brodkorb et al. (2019).

Para la etapa estomacal se determind la actividad enzimdtica de la pepsina, mientras que
para la etapa intestinal se utilizé pancreatina, la cual es un extracto que contiene una mezcla de
las diferentes enzimas involucradas en la digestion intestinal. La cantidad de pancreatina a utilizar
en los ensayos se basa en la actividad de la tripsina, por lo cual se determind la actividad
enzimdtica de esta ultima. Por otro lado, si bien la pancreatina contiene lipasa pancredtica en su

composicidn, la cantidad de pancreatina que se agrega (en funcién de la actividad de la tripsina)
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puede no cubrir la actividad enzimdtica de lipasa necesaria, especialmente cuando la
concentracién de aceite es alta o el objetivo del ensayo de digestion es la evaluacion de la
digestion de lipidos o compuestos liposolubles. Por ello, se determiné también la actividad de la

lipasa en la pancreatina y la actividad de la lipasa pancreética porcina.
3.3.3.1. Actividad enzimatica de la pepsina

La actividad enzimdtica de la pepsina se determiné mediante espectrofotometria. La
metodologia se basa en la reaccién de la hemoglobina (Hb) con la enzima, ya que la Hb no
digerida es precipitada con 4cido tricloroacético (TCA) y los péptidos que contienen tirosina

soluble en TCA son determinados espectrofotométricamente a 280 nm.

En primer lugar, se prepard una solucion 2% p/v de hemoglobina a pH 2. Por otro lado, se
preparé una solucién de 1 mg/mL de pepsina en buffer (10 mM Tris Buffer, 150 mM NaCl a pH
6,5), y previo al ensayo se prepararon 3 diluciones (0,25, 0,50 y 0,75 mg/mL) en HCI 10 mM. Se
agregaron 400 pL de la solucién de hemoglobina a un tubo eppendorf y las muestras se incubaron
en un bafio de agua a 37°C por 4 min para su termostatizacién. Luego, se agregaron 80 uL de la
solucion de pepsina para cada concentracion y las muestras se incubaron durante 10 min a 37°C.
Para detener la reaccién se agregaron 800 uL. de TCA 5% p/v a cada muestra. A continuacidn, las
muestras se centrifugaron a 16000 xg por 10 min para precipitar la hemoglobina remanente.
Finalmente, se determiné la absorbancia de la fase soluble clara a 280 nm. Para los blancos se
siguié el mismo procedimiento, pero incorporando la pepsina luego de la adicién de TCA para

frenar la reaccion. La actividad enzimatica de calculé mediante la ecuacién 9:

mg At xX x 0,001

donde Ay corresponde a la absorbancia de la muestra y Agg la del blanco a 280 nm, At es la
duracién de la reaccion (10 min), X es la masa de pepsina (ug) en 1 mL de la solucién de trabajo,

1000 es el factor de dilucién y 0,001 corresponde a la absorbancia a 280 nm por unidad de pepsina.

3.3.3.2. Actividad enzimatica de la tripsina

La actividad enzimatica de la tripsina se determiné mediante espectrofotometria. La reaccién
de basa en la reaccién del p-toluenosulfénico-L-arginina metil ester (TAME) con la tripsina, que
da lugar a la formacién de p-toluenosulfénico-L, arginina y metanol. En primer lugar, se

agregaron 1300 uL de la solucién de ensayo (46 mM Tris/HCI buffer conteniendo 11,5 mM CaCl»
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a pH 8,1 a 25°C), 150 pL del sustrato (TAME 10 mM) y 50 puL de la solucién de enzima (a 3
concentraciones distintas) a un tubo eppendorf. A continuacion, se registr6 la absorbancia de las
muestras a 247 nm de manera continua durante 10 min y se determind la pendiente de la porcién
lineal de la curva. Para el blanco se siguié el mismo procedimiento, reemplazando la enzima por

HCI1 1 mM. La actividad enzimatica se calcul6 mediante la ecuacion 10:

U  [Ady — AAgg] X 1000 X 1,5 (10)
mg 540 X X

donde AAy corresponde a la pendiente de la region lineal inicial de la curva (absorbancia/min)
para la muestra con enzima y AAgg para el blanco sin enzima, 540 es el coeficiente de extincidn
molar del TAME a 247 nm (L mol™ cm™), 1,5 es el volumen de la mezcla de reaccién (mL), X es

la cantidad de tripsina en la mezcla de reaccién final (mg).
3.3.3.3. Actividad enzimatica de la lipasa pancreatica

El ensayo de actividad enzimética de la lipasa pancredtica (tanto aislada como presente en
el extracto de pancreatina), se realiz6 mediante titulacion con tributirina como sustrato. Los dcidos

grasos libres liberados se titularon a pH constante con NaOH durante 15 min.

En primer lugar, se preparé una solucién de trabajo compuesta por NaCl (9000 mg/L),
taurocolato de sodio (2000 mg/L), CaCl, (200 mg/L) y Tris-(hidroximetil)-aminometano (36

mg/L), y una solucién de pancreatina de 1 mg/L.

Para la reaccién de titulacidn, se colocaron en un vaso de precipitado 14,5 mL de la solucién
de ensayo y 0,5 mL de tributirina. En primer lugar, se realizé un blanco sin agregado de enzima,
manteniendo el pH constante en 8 mediante el agregado de NaOH 0,01 M. A continuacién, se
agregaron 50 6 100 pL de la solucién de pancreatina y se mantuvo el pH en 8 durante
aproximadamente 15 min, registrdndose la cantidad de NaOH utilizada. Cada concentracién de

enzima se evalud por triplicado. La actividad enzimatica se determiné mediante la ecuacién 11:

U _ R(NaOH) x 1000 an
mg V X [E]
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donde R(NaOH) corresponde a los umoles/min de reaccion de NaOH agregados, V es el volumen
de la solucién de enzima agregada (uL), [E] es la concentracién de la solucién de enzima

(mg/mL).

3.3.4. Preparacion de fluidos de digestion gastrointestinal

Los fluidos de digestion gastrica (SGF) y de digestion intestinal (SIF) se prepararon de
acuerdo al protocolo de Brodkorb et al. (2019). Las soluciones se prepararon a una concentracion
2X de manera de obtener la concentracion final luego de las diluciones correspondientes. En la

Tabla 10 se muestra la composicién de cada fluido.

Tabla 10. Composicién de SGF y SIF.

Concentracion final (mM)

Compuesto SGF 1X SIF 1X

(pH 3) (pH 7)
KCl 6,9 6,8
KH,PO4 0,9 0,8
NaHCO; 25,0 85,0
NaCl 472 384
MgCL(H20)s 0,12 0,33

(NH4)2(COs) 0,5 -

HCI 15,6 8,4
CaCl>(Hz0): 0,15 0,6

3.3.5. Protocolo de digestion in vitro

Se utiliz6 un modelo de digestion in vitro estdtico para evaluar el comportamiento de las
particulas durante el proceso de digestién gastrointestinal. Las fases gdstrica e intestinal del
proceso digestivo fueron simuladas de acuerdo al protocolo propuesto por Brodkorb et al. (2019).
La fase oral de la digestién no fue considerada en el presente estudio debido a las caracteristicas
de las particulas evaluadas y a la baja probabilidad de que sufran cambios durante la misma

(Velderrain-Rodriguez et al., 2023).

Fase géstrica: se pesaron 0,35 g de particulas (con un contenido de 0,2 g de oleorresina) o
0,2 g de oleorresina y se mezclaron con 1,5 mL. de SGF a pH 3, calentado previamente a 37°C.
Se adicionaron 0,5 mL de solucién de pepsina de manera de alcanzar una actividad enzimatica de
2000 U/mL en la mezcla final. Las muestras se incubaron a 37°C durante 2 h con agitacion

rotacional.

Fase intestinal: el pH del quimo obtenido en la etapa anterior se ajusté a 7 y se adicioné 1

mL de SIF a pH 7, calentado previamente a 37°C. Luego, se agregaron 0,5 mL de solucién de
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sales biliares de manera de alcanzar una concentracion de 10 mM en la mezcla final. A
continuacion, se agregaron 0,4 mL de solucién de pancreatina de manera de alcanzar una
actividad enzimatica de tripsina de 100 U/mL en la mezcla final y 0,1 mL de solucién de lipasa
de manera de alcanzar una actividad enzimadtica de lipasa de 2000 U/mL en la mezcla final. Las
muestras se incubaron a 37°C durante 2 h con agitacion rotacional. La cantidad de enzima a
agregar en cada caso de calculé teniendo en cuenta la correspondiente actividad enzimética

determinada previamente (seccién 3.3.3).

Para finalizar las reacciones, las muestras se enfriaron y se adicioné pepstatina A
(concentracién final 1 pM) al finalizar la fase géstrica, y dcido 4-bromofenilbordnico para inhibir
la actividad de la lipasa (concentracién final 5 mM) y Pefabloc para inhibir la actividad de la

tripsina (concentracion final 5 mM) al finalizar la fase intestinal.
3.3.6. Liberacion de AX y ®-3 desde las particulas

Para evaluar el perfil de liberacion de AX y ®-3 desde las particulas, se tomaron muestras a
los 15, 30, 60 y 120 min de digestién gastrica y 15, 30, 60 y 120 min de digestion intestinal y se

determing el contenido de AX y ®-3 liberado al medio. Las muestras se analizaron por duplicado.

Para determinar el contenido de los compuestos bioactivos liberados al medio se agregaron
2 mL de acetato de etilo a cada tubo y el contenido se mezclé por inversion 3 veces. A
continuacién, las muestras se centrifugaron a 570 xg durante 5 min de manera de extraer los

compuestos bioactivos en la fase orgédnica.

Para determinar el contenido de AX se mezclaron 700 uL del sobrenadante con 700 uL de
etanol. A continuacién, las muestras se analizaron por espectrofotometria de acuerdo a la

metodologia descripta en la seccién 1.3.7.

Para determinar el contenido de -3, se mezclaron 150 uL del sobrenadante con 2850 uL de
hexano. Se obtuvieron los FAMEs correspondientes y se determinaron mediante cromatografia

gaseosa de acuerdo a la metodologia descripta en la seccion 1.3.6.

3.3.7. Cinética de liberacion de AX y »-3

La liberacién de bioactivos alimentarios puede ser evaluada mediante diferentes modelos
matemadticos, incluyendo modelos empiricos, semiempiricos y mecanisticos. Aunque los modelos
empiricos no suelen elucidar los mecanismos fisicoquimicos y bioldgicos involucrados en el
proceso de liberacién, permiten comparar el perfil de liberacion de diferentes materiales mediante
el uso de pardmetros como la constante de liberacién (Malekjani & Jafari, 2021). En el caso de
los modelos semiempiricos, los mismos describen mejor las condiciones reales y pueden permitir

indicar el mecanismo subyacente del proceso (Siepmann & Siepmann, 2008).
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La cinética de liberacién intestinal fue evaluada mediante los siguientes modelos

empiricos/semiempiricos:

Modelo de Korsmeyer-Peppas
Me (12)
M

donde M—t es la fraccidn de bioactivo liberada al tiempo 7 (s), k (s™) es la constante de liberacién

(o]

y n es el exponente de liberacion.

- Modelo de primer orden:

M
M—t =1—exp(-k0) (13)

(o]

donde M—t es la fraccion de bioactivo liberada al tiempo 7 (s) y k (s™!) es la constante de liberacion.

o0

- Modelo de Higuchi:

— =kt (14)

donde M—t es la fraccién de bioactivo liberada al tiempo 7 (s) y k (s*3) es la constante de liberacion.

[oe]

Modelo de Hopferberg:
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Mt—1 [1
=

foe]

kt ]"

15
Code (15)

donde % es la fraccién de bioactivo liberada al tiempo 7 (s), k es la constante de liberacion (ug

(=]

mm? s7! para la liberacion de AX y mg mm™ s! para la liberacién de ®-3), Coes el contenido
inicial de bioactivo en la matriz (ug mm para la liberacién de AX y mg mm para la liberacién
de ®-3), aoes el radio inicial la particula (mm) y 7 es un valor relacionado con la geometria del

sistema y equivalente a 3 para particulas esféricas.
3.3.8. Bioaccesibilidad

La bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos lipofilicos corresponde a la fraccién que
se libera de la matriz y es solubilizada en las micelas formadas durante la digestién intestinal.
Estos compuestos son los que estardn disponibles para ser absorbidos posteriormente. En el caso
de las sustancias altamente lipofilicas, la bioaccesibilidad puede ser utilizada como indicador de
la biodisponibilidad (Tan et al., 2022) Se determind la bioaccesibilidad de AX y ®-3 en la
oleorresina sin encapsular y en las particulas. El andlisis de cada muestra se realizé por duplicado.
Para determinar la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos, el quimo obtenido al final de
la etapa intestinal se centrifugd a 3606 xg durante 40 min a 4°C. Se tom6 1 mL de la fase clara
acuosa correspondiente a la micela y se mezclé con 1 mL de acetato de etilo. Las muestras se
centrifugaron a 3870 xg durante 10 min para extraer los compuestos bioactivos en la fase

organica.

Para determinar la bioaccesibilidad de AX se tomaron 500 uL de la fase orgénica y se
mezclaron con 500 puL de etanol. Finalmente se determind el contenido de AX en las muestras
mediante espectrofotometria, de acuerdo a la metodologia descripta en la seccién 1.3.7. Para
determinar el contenido de ®-3, se tomaron 150 puL del sobrenadante y se agregaron a 2850 uL
de hexano. El contenido de ®-3 se determiné mediante cromatografia gaseosa utilizando el

protocolo descripto en la seccién 1.3.6.

La bioaccesibilidad se calculé como la relacion entre el contenido de compuesto bioactivo
en la micela respecto al contenido de compuesto bioactivo liberado al final de la digestion

gastrointestinal (Jain et al., 2020), mediante la ecuacién 16:

micela

C
Bioaccesibilidad = ———— %X 100 (16)
digerido
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donde Ciiceio representa la concentracion de compuesto bioactivo en la micela 'y Caigerido representa

la concentracion de compuesto bioactivo liberado a medio al final de la digestién gastrointestinal.

3.3.9. Digestion lipidica

La digestion lipidica de las muestras se analizé utilizando el método del pH-stato. Los fluidos
SGF y SIF se prepararon de acuerdo a lo especificado en Brodkorb et al. (2019), excepto por el
NaHCO;3, que se reemplazé por NaCl manteniendo la misma concentracién molar para evitar un
incremento del pH durante la reaccién en viales abiertos (Mat et al., 2016). Las soluciones de
enzimas y sales biliares se prepararon de acuerdo a lo especificado en el protocolo de Brodkorb

et al. (2019).

Se analiz6 la digestiéon lipidica de las particulas 100ALG y 25WPA75ALG y de la
oleorresina sin encapsular. Primero, se simuld la fase géstrica de la digestién, para lo cual las
muestras se mezclaron con SGF a pH 3 y con la solucién de pepsina, y se incubaron a 37°C
durante 2 h bajo agitacién. Al finalizar las 2 h de digestidn gastrica, el pH se ajusté a 7 mediante
el agregado de NaOH y se agregé la cantidad necesaria de SIF a pH 7. Luego, se agregaron las
soluciones de enzimas y de sales biliares correspondientes a la etapa intestinal. A continuacidn,
el pH se reajust6 a 7 y se inicid la titulaciéon con NaOH (se agregé NaOH a medida que el pH
disminuy6 por debajo de 7 y se registré la cantidad de NaOH agregada en funcién del tiempo

durante 2 h).

Se realiz6 un blanco sin muestras, el cual se sustrajo a cada curva de titulacién. Ademés, se
realizé un blanco de proteina el cual se rest6 a las muestras 25WPA75ALG. Este ultimo blanco
se realizd debido a que la metodologia de pH-stato es sensible tanto a la lipdlisis como a la
protedlisis intestinal, por lo que la presencia de proteinas en las muestras puede influir en los
resultados al evaluar la lipdlisis (Mat et al., 2020). El blanco de proteina se realizé siguiendo el
protocolo propuesto por Mat et al. (2020). Para ello se utilizé Orlistat como inhibidor de la
hidrélisis lipidica, de manera de evaluar el descenso del pH causado solo por la hidrdlisis proteica.
Se reemplazaron 150 pL de SIF por 150 uL de una solucién de Orlistat en dimetilsulféxido
(DMSO), de manera de alcanzar una concentracién final de Orlistat de 40 pug/mL. En estas
muestras no se adiciond lipasa pancredtica con el objetivo de no promover la hidrélisis lipidica.

Todas las muestras se analizaron por duplicado.

El porcentaje de dcidos grasos libres (FFA) liberados durante la digestion lipidica se calculé

mediante la ecuacién 17:
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VNaOH X CNaOH X Mlipidos
2x VVlipidos

FFA(%) = X 100 (17)

donde Vyuon es el volumen de NaOH agregado (L), Cnaon €s la concentracion de NaOH utilizada
(0,25 M) Mpiaos s €l peso molecular del aceite (830,15 g/mol), y Wipiaos €s la masa de aceite (g)

utilizada en el ensayo.

3.3.10. Analisis estadistico

Se aplic6 un Andlisis de Varianza (ANOVA) para la comparacién de los datos obtenidos,
utilizando un nivel de confianza del 95%. Se aplicaron Pruebas de Rangos Miltiples para
identificar diferencias estadisticamente significativas, mediante el uso del Test de Fischer (LSD)
con un nivel de confianza del 95%. Los andlisis se realizaron mediante el uso del programa

Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville, MD, Estados Unidos).
3.4. RESULTADOS Y DISCUSION
3.4.1. Actividades enzimaticas

En la Tabla 11, se muestran las actividades correspondientes a cada enzima utilizada en los

ensayos de digestion in vitro.

Tabla 11. Actividades de las enzimas utilizadas para los ensayos de digestion in vitro.

Actividad enzimatica

Enzima (U/mg)
Pepsina 199,74£14,76
Lipasa pancreatica (aislada) 61,42+4,97
Lipasa en pancreatina 78,34+4,12
Tripsina en pancreatina 4,37+0,52

3.4.2. Liberacion de AX y ®-3 desde las particulas

En primer lugar, se evalud la liberacion de los compuestos bioactivos desde las particulas
100ALG y 25WPA75ALG cuando las mismas se expusieron a condiciones de digestion géstrica
e intestinal. En las Figuras 29 y 30, se muestra el porcentaje AX y »-3 liberados durante la
digestion gastrica. Tanto las particulas 100ALG como 25WPA75ALG protegieron a los
compuestos bioactivos durante la fase de digestion gastrica, siendo el porcentaje de liberacion de
AXy ®-3 desde ambas particulas menor al 10%. Considerando que el sitio de absorcion de la AX

y los 4cidos grasos ®-3 es el intestino, la retencién de ambos compuestos durante la fase gastrica
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es deseable para protegerlos de las condiciones estomacales. Bajo condiciones de pH acido, el
ALG se contrae, lo cual permite explicar la proteccion de los compuestos bioactivos durante la
digestiéon géstrica (Azad et al., 2020; Li et al., 2021). La adicién de WPA no afect6 a estas
caracteristicas de liberacion y se observo la misma tendencia en las particulas 2SWPA75ALG. La
resistencia de la B-lactoglobulina y la a-lactoalbimina (las 2 principales proteinas del lactosuero)
a la digestion por la pepsina puede haber contribuido a la proteccion de los compuestos bioactivos

durante la digestion gastrica (Alavi et al., 2018).
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Figura 29. Liberacion de AX durante las fases de digestion gastrica e intestinal. 100ALG (- A-);
25WPAT5ALG (-m-).
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Figura 30. Liberacion de -3 durante las fases de digestion géstrica e intestinal. 100ALG (- A -);
25WPAT5ALG (-m-).
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Por otro lado, se observaron altos porcentajes de liberacién de los compuestos bioactivos
encapsulados durante la digestion intestinal, no observandose diferencias en el porcentaje liberado
por ambos tipos de particulas al final de la fase intestinal (Figuras 29 y 30). Las particulas
100ALG liberaron al medio 83,46+£1,07% y 56,10+3,20% de AX y »-3, respectivamente,
mientras que las particulas 25WPA75ALG liberaron al medio 90,04+2.85 y 63,01+2,43% de AX
y ®-3, respectivamente. El hinchamiento del ALG bajo condiciones de pH neutro es el principal
responsable de la liberacion los compuestos bioactivos durante la digestion intestinal (Azad et al.,
2020; Liet al., 2021). Por otra parte, la mayor sensibilidad de las proteinas del suero a la accién
de la pancreatina en relacién a la pepsina también contribuye a los altos porcentajes de liberacion
de los compuestos encapsulados en el fluido SIF (Ozel et al., 2020). La liberacién de los
compuestos bioactivos encapsulados durante la fase intestinal es necesaria para su posterior
absorcién. De esta forma, con ambos tipos de particulas se logrd la liberacién en un sitio

especifico (intestino), tanto para la molécula de AX como para los 4cidos grasos ®-3.

El perfil de liberacién de los compuestos bioactivos desde las matrices que los contienen
puede presentar distintos patrones. La liberacion tipo burst se caracteriza por la liberacién rapida
de la mayor parte del compuesto en un periodo corto de tiempo (Boostani & Jafari, 2021). Este
tipo de patrén es poco deseado tanto desde el punto de vista farmacoldgico como econémico. La
liberacién repentina de concentraciones altas de vitaminas y nutracéuticos puede provocar una
concentracion relativamente alta de estos compuestos en el torrente sanguineo, lo que podria tener
efectos potencialmente daiiinos para algunos individuos (Tan & McClements, 2021). En
contraposicion, los perfiles de liberacién sostenida resultan mds efectivos (Sarkar & Mackie,
2020), evitando los efectos no deseados mencionados anteriormente. En el presente estudio, se
observé una liberacién sostenida de ambos compuestos bioactivos desde 100ALG y
25WPAT75ALG durante la fase de digestién intestinal. Dicho patrén de liberacién puede estar
vinculado al tamafio de las particulas, dado que la liberacion tipo burst suele estar asociada a

sistemas de liberacién con una gran relacion superficie/volumen (Brazel & Huang, 2004).
3.4.3. Cinética de liberacion

Se aplicaron diferentes modelos empiricos/semiempiricos para analizar el perfil de
liberacion de AX y -3 desde las particulas durante la fase intestinal. En las Tablas 12 y 13, se
muestran los pardmetros asociados a cada modelo. De acuerdo al valor del coeficiente de
determinacion (R?), tanto para la liberacién de AX como de ®-3, todos los modelos presentaron

un ajuste aceptable, a excepcién del modelo de Higuchi.

De acuerdo al modelo de Korsmeyer-Peppas, el valor de n es indicativo del mecanismo de
liberacion (Malekjani & Jafari, 2021). En las particulas 100ALG, el valor de n fue de 1,11y 1,12

para la liberacion de AX y de -3, respectivamente; mientras que para las particulas
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25WPAT75ALG, el valor de n fue de 0,77 y 0,71 para la liberacion de AX y de -3,
respectivamente. Valores de n mayores a 0,43 para esferas indican un mecanismo de liberacion
no-Fickiano. Este tipo de trasporte se presenta normalmente en polimeros vitreos cuando la
temperatura del medio es menor que la temperatura de transicion vitrea del polimero (Malekjani
& Jafari, 2021). En este caso, el hinchamiento y la erosién de la matriz son los principales

mecanismos implicados en la liberacién de compuestos (Orond et al., 2021).

Tabla 12. Pardmetros asociados a cada modelo para la liberacion de AX.

Modelo Parametro 100ALG 25WPAT5ALG
Korsmeyer-Peppas Kk [s™] 3,80 x 10 9,18 x 10
%—kt” n[-] 1,11 0,77
My, R? 0,9911 0,9334
Primer orden k [s'] 1,41 x 10* 2,23 x 10*
M —kt
= 1- exp (kD R? 0,9679 0,9611
Higuchi k [s99] 6,76 x 1073 8,91 x 1073
M
M—t = kvt R 0,8656 0,8993
Hopfenberg Kk [ug mm™ 5] 1,38 x 107 2,02 x 107
M, kt 1? ,
e g [1 _ ] R 0,9796 0,9591
M, Coag
Tabla 13. Parametros asociados a cada modelo para la liberacion de o-3.
Modelo Parametro 100ALG 25WPAT75ALG
Korsmeyer-Peppas k [s™] 2,20 x 10 1,07 x 1073
M n[-] 1,12 0,71
M, R? 0,9937 0,9421
Primer orden k [s'] 7,82 x 107 1,25 x 10*
M, —kt
= 1= exp (kO R 0,9819 0,9536
Higuchi k [s9] 4,30 x 10 6,15 x 103
M
M—t = kvt R2 0,8647 0,9199
Hopfenberg k [mg mm?s] 1,05 x 107 1,44 x 107
M kt 1°
=1 [1 - ] R? 0,9868 0,9405
M, Coaq

El coeficiente de liberacion (k) permite evaluar la velocidad de liberacion de los compuestos
bioactivos para las distintas particulas evaluadas. Para todos los modelos analizados, los valores
de k fueron mayores para las particulas 2SWPA75ALG, indicando una mayor velocidad de
liberacion de AX y -3 desde este tipo de particulas. La alta susceptibilidad de las proteinas del

lactosuero a la hidrdlisis por las proteasas intestinales puede haber causado una velocidad mas
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rdpida de erosion de esta matriz y, como consecuencia, una mayor velocidad de liberacién de los

compuestos bioactivos encapsulados (Ozel et al., 2020).
3.4.4. Bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos

La bioaccesibilidad de AX en la oleorresina fue del 3,56+2,56%. Para el caso de las
particulas, se obtuvieron valores de bioaccesibilidad del 2,79+1,40% y 4,36+0,33% para 100ALG
y 25WPA75ALG, respectivamente. Por otro lado, el valor de bioaccesibilidad de ®-3 en la
oleorresina fue 5,00+2,61%, mientras que para las particulas 100ALG y 25WPA75ALG la
bioaccesibilidad de -3 fue del 5,09+2,36% y 9,69+0,49%, respectivamente. Se puede notar que

el porcentaje de bioaccesibilidad fue bajo en todas las muestras estudiadas.

La bioaccesibilidad de compuestos lipofilicos depende de multiples factores tales como el
tipo y la cantidad de lipidos presentes, el tamafo de la gota de aceite, la composicién de la
interface y la presencia de aditivos alimenticios (Tan et al., 2022). Valores de bioaccesibilidad en
un rango entre 3,7% y 54,3% fueron reportados en la bibliografia para AX incorporada en
emulsiones con diferentes tamafios de gota, distintos tipos de aceites y/o diferentes tipos de
emulsificantes (Boonlao et al., 2020; Yang et al., 2021). Asimismo, la bioaccesibilidad de ®-3
también ha mostrado variaciones en funcién de la matriz estudiada, reportdndose valores en un
rango entre 7,9% y 23,6%, en micro y nano-particulas de aceite de chia generadas con ALG
(Alvarez et al., 2022) y del 12,8% para aceite de linaza incorporado en nanoparticulas (da Silva

Stefani et al., 2019).

La disminucién en el tamafio de las gotas de aceite que se produce durante el proceso de
emulsificacién genera una mayor superficie expuesta que favorece la accién de la lipasa (Tan et
al., 2022). Sin embargo, la estructura de gel que se crea durante la formacién de las particulas
puede dificultar la difusién de la lipasa a la interface (Corstens et al., 2017). Teniendo en cuenta
que la bioaccesibilidad de los carotenoides dispersados en aceites se encuentra relacionada a la
digestion del aceite (Verkempinck et al., 2018), la bioaccesibilidad de la AX se puede ver afectada

por la digestion del aceite de chia.
3.4.5. Digestion lipidica

La mayor parte de la digestion de los lipidos se produce en el intestino por accién de la lipasa
pancredtica. Dicha enzima hidroliza los enlaces ésteres de las posiciones sn-1 y sn-3 de los
triglicéridos (TAG), generando 2 acidos grasos libres (FFA) y 2-monoacilglicerol (2-MAG). La
capacidad de la lipasa de entrar en contacto con los sustratos es uno de los principales factores
que afecta la tasa de digestion de los lipidos. Por otra parte, el tipo de acido graso y su posicién
en el TAG tienen efecto en la hidrélisis por parte de la lipasa. El porcentaje de FFA liberados

durante la digestion intestinal de la oleorresina sin encapsular fue del 14,48+3,94% (Figura 31).
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La velocidad de liberacién de FFA desde los acidos grasos de cadena larga es menor que desde
los dcidos grasos de cadena corta (Ye et al., 2019). Ademas, los acidos grasos ®-3 exhiben una
mayor resistencia a la hidrélisis por la lipasa en comparacién con otros dcidos grasos con cadenas
de similar longitud y por tal razén, poseen una menor velocidad de digestion lipidica (Yoshikiyo
et al., 2023). Como consecuencia, el alto contenido de -3 en el aceite de chia da lugar a una

menor digestibilidad en comparacién con otros aceites (Ye et al., 2018; Pascoviche et al., 2019).

La lipdlisis se incrementd levemente con la encapsulacién de la oleorresina en particulas
100ALG y 25WPA75ALG (p<0,05), no siendo significativa la diferencia entre ambos tipos de
particulas (p>0,05) (Figura 31). Este comportamiento puede ser explicado teniendo en cuenta
que la emulsificacion del aceite incrementa el drea de interface y promueve la hidrélisis lipidica.
Sin embargo, la estructura tipo gel formada durante la gelificacién idnica puede dificultar la
difusion de la lipasa hasta la interface, lo cual es un paso esencial para la digestién de lipidos.
Resultados similares fueron reportados por Jin et al. (2023), quienes evaluaron la lip6lisis del
aceite de girasol encapsulado en microgeles de ALG y de ALG combinado con proteina de soja.
Aunque en dicho trabajo la adicién de proteina de soja generd un incremento en la lip6lisis del
aceite, los valores de FFA liberados fueron menores al 10% luego de 10 h de digestién intestinal
en ambos tipos de particulas evaluadas, como consecuencia de la red de gel formada en las

particulas de hidrogel rellenas.

FFA liberados (%)
S

(91

50 75 100 125
Tiempo (min)

(wn)

Figura 31. Liberacion de FFA durante la fase de digestion intestinal. I00ALG (- A-);
25WPA75ALG (-m-); Oleorresina (--).
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3.5. CONCLUSIONES

La encapsulacion de la oleorresina de aceite de chia y AX en particulas de ALG y WPA-
ALG permitié la proteccion de los compuestos bioactivos durante la fase de digestion géstrica y
su posterior liberacion en la fase intestinal. La cantidad de compuestos bioactivos liberados al
final de la fase intestinal fue similar para ambos tipos de particulas, aunque la velocidad de
liberacion fue mayor en las particulas 2SWPA75ALG. La bioaccesibilidad de los compuestos
bioactivos encapsulados fue baja, siendo dichos valores similares a los observados en la
oleorresina sin encapsular. En cuanto a la digestion lipidica, la misma se incrementé levemente
al encapsular la oleorresina. El tipo de material de pared utilizado no tuvo un efecto en el grado
de lipdlisis alcanzado ni en la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos. En este sentido, la
adicién de WPA a las particulas de ALG demostré mejorar la estabilidad de los compuestos
bioactivos encapsulados, conservando las ventajas que presentan las particulas de ALG durante

la digestion gastrointestinal.
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CAPITULO 4 — ANALISIS SENSORIAL DE UNA MATRIZ ALIMENTARIA
CONTENIENDO LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS ENCAPSULADOS

4.1. INTRODUCCION

La fortificacion directa de alimentos con compuestos bioactivos lipofilicos presenta desafios
vinculados con la estabilidad oxidativa de los mismos, su baja solubilidad en matrices acuosas y
las alteraciones organolépticas desfavorables que pueden darse como consecuencia de los aromas
y sabores caracteristicos de muchos de estos compuestos. A raiz de ello, la adicién de compuestos
bioactivos encapsulados puede ser una estrategia ttil para la fortificacién de alimentos, dado que
las particulas actian como una barrera que impide su contacto directo con la matriz alimentaria

(Gumus et al., 2021).

La aceptacion de nuevos alimentos funcionales se encuentra influenciada por diferentes
factores, siendo las caracteristicas socio-demograficas de los consumidores (como la edad,
género, nivel educativo y localizacién geogréfica) y caracteristicas psicoldgicas (como las
motivaciones, creencias y neofobias), algunos de los mds importantes. Ademds, cuando los
consumidores tienen conocimientos acerca de nutricién y se les brinda informacién relacionada
con los beneficios sobre la salud del producto, suele haber una valoracion positiva sobre los
nuevos alimentos. El precio del producto también tiene relevancia, aunque los efectos observados
en este caso han sido contradictorios. Finalmente, uno de los principales factores que influye en
la aceptabilidad de los alimentos funcionales se relaciona con las caracteristicas de la matriz
alimentaria a la cual se incorporan los compuestos bioactivos. En este sentido, algunos estudios
han demostrado que los alimentos funcionales formados a partir de matrices consideradas

saludables son mds aceptados por los consumidores (Baker et al., 2022).

En relacién a la matriz alimentaria, la misma debe ser compatible con las caracteristicas de
las particulas que se le adicionen y, por otro lado, el alimento debe ser ampliamente aceptado por
la poblacién. La leche y sus derivados estdn dentro de los alimentos mas consumidos en diferentes
paises, lo que los convierte en una buena opcidn para la vehiculizacién de compuestos bioactivos
(Adinepour et al., 2022), siendo los productos lacteos fermentados un grupo especial a ser
considerado, dado que, ademads, proveen diversos beneficios para la salud (Gruskiene et al., 2021).
El yogur, uno de los lacteos fermentados mas consumido en algunas regiones, es una excelente
fuente de proteinas y contiene gran cantidad de micronutrientes como vitaminas, calcio, zinc,
potasio y magnesio, como asi también bacterias lacticas y sus metabolitos, que le otorgan un
elevado valor nutritivo (Gahruie et al., 2015; Gruskiene et al., 2021). Ademas, el pH acido del
yogur lo convierte en una matriz apropiada para la adicién de particulas formuladas a partir de
ALG, dado que favorece la estabilidad de las mismas. Por otra parte, la temperatura de

almacenamiento de los yogures resulta favorable para la estabilidad de los compuestos bioactivos.
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Asi, algunos estudios previos mostraron resultados satisfactorios al incorporar compuestos

bioactivos en yogures (Goyal et al., 2016; Balabanova et al., 2020).

Uno de los principales desafios en la incorporacién de particulas en matrices alimentarias es
la alteracion organoléptica que se puede generar, principalmente vinculada al aroma, sabor y a la
apariencia del producto final. Estas alteraciones pueden afectar la aceptabilidad del alimento por
parte de los consumidores. En este sentido, el andlisis sensorial es una herramienta de gran
relevancia cuando se modifica un alimento o se desarrolla uno nuevo. El andlisis sensorial puede
ser definido como “la rama de la ciencia utilizada para obtener, medir, analizar ¢ interpretar las
reacciones a determinadas caracteristicas de los alimentos y materiales, tal y como son percibidas
por los sentidos de la vista, gusto, olfato, tacto y oido” (Stone et al., 2004). Existen diferentes
metodologias que se pueden aplicar para la evaluacion sensorial de un producto; las mismas se
pueden agrupar en tres categorias principales: pruebas discriminativas, pruebas descriptivas y

pruebas afectivas (Stone et al., 2004).

Las pruebas discriminativas permiten detectar si existen diferencias significativas entre dos
muestras y la magnitud de dichas diferencias. Para este tipo de pruebas, se requiere que los
panelistas tengan cierto grado de entrenamiento. Por otro lado, las pruebas descriptivas consisten
en una descripcién sensorial completa del producto y también requieren de la participacién de
panelistas entrenados. Para este tipo de andlisis, se necesita encontrar descriptores que
proporcionen la mixima informacién sobre las propiedades sensoriales del producto evaluado.
Finalmente, las pruebas afectivas evalian la preferencia o eleccién de un producto y son llevadas
a cabo por panelistas no entrenados, es decir que se recurre a los potenciales consumidores (Ruiz-
Capillas et al., 2021). Tradicionalmente, la caracterizacién sensorial de los alimentos es llevada a
cabo mediante pruebas descriptivas, las cuales proveen informacién detallada, confiable y
reproducible. Sin embargo, dichas pruebas demandan de gran cantidad de tiempo y, como se ha

mencionado, requieren de panelistas entrenados (Cadena et al., 2014).

Recientemente, nuevas metodologias de andlisis sensorial han cobrado relevancia, las cuales
tienen como ventaja su rapidez y simplicidad. Dentro de estas técnicas se pueden mencionar:
Flash Profiling, Napping y Check-All-That-Apply (Ruiz-Capillas et al., 2021). La técnica Check-
All-That-Apply (CATA) o Marque Todo Lo Que Aplica, es una técnica que permite obtener
informacion acerca de la percepcién de un producto por parte de los consumidores. Cuando se
realiza un andlisis sensorial a partir de esta metodologia, se les presenta a los consumidores una
serie de muestras y un listado de términos para que marquen aquellos que consideran apropiados
para describir cada muestra. En general, estos términos estdn vinculados con las caracteristicas
sensoriales del producto, pero pueden utilizarse ademds algunos términos hedénicos relacionados

con caracteristicas no sensoriales, como ocasiones de consumo o emociones. Esta metodologia
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resulta intuitiva para los consumidores, requiere menos esfuerzo cognitivo que otras metodologias

sensoriales y da lugar a una evaluacién mds espontdnea (Ares & Jaeger, 2015).

En este capitulo, se evalu6 el efecto del agregado de particulas 100ALG y 25WPA75ALG
(conteniendo aceite de chia y AX) en un alimento modelo sobre sus caracteristicas sensoriales.
Se selecciond al yogur como matriz para el agregado de las particulas. Se realizé un analisis
sensorial del producto a fin de evaluar la aceptabilidad por parte de los potenciales consumidores,

y para analizar, de manera integral, el efecto del agregado de las particulas a la matriz alimentaria.
4.2. OBJETIVOS DEL CAPITULO

v' Evaluar la aceptabilidad sensorial por parte de consumidores de una matriz alimentaria

adicionada con aceite de chia y AX encapsulados en particulas 100ALG y 25WPA75ALG.

v' Analizar el efecto del agregado de las particulas 100ALG y 25WPA75ALG en las

caracteristicas sensoriales del alimento modelo.
4.3. MATERIALES Y METODOS
4.3.1. Materiales

El yogur batido sabor frutilla fue adquirido en Milkaut S.A. (Santa Fe, Argentina). El
alginato de sodio de baja viscosidad fue adquirido en Kelko (Atlanta, Estados Unidos). El
concentrado de proteina de lactosuero (LACPRODAN 80) fue adquirido en Arla Foods
Ingredientes S.A. (Cérdoba, Argentina). El aceite de chia prensado en frio fue adquirido en Sturla
S.R.L. (Burzaco, Argentina). La astaxantina natural (AstaZine®) fue provista por Lipomize
S.R.L. (Santa Fe, Argentina). Polisorbato 80 y cloruro de calcio dihidratado (CaCl,2H,O) fueron

adquiridos en Cicarelli Laboratorios S.A. (Santa Fe, Argentina).
4.3.2. Preparacion de las particulas

Las particulas se obtuvieron mediante gelificacién iénica a partir de la metodologia descripta
en la seccidn 2.3.4. Se evaluaron los dos tipos particulas caracterizadas anteriormente: 100ALG

y 25WPAT75ALG.
4.3.3. Preparacion de los yogures

Para el andlisis sensorial, se utiliz6 un yogur comercial batido sabor frutilla, al cual se le
agregaron las particulas mediante mezclado manual. Se evaluaron 3 tipos de muestras: yogur

adicionado con particulas 100ALG con oleorresina encapsulada (Y-100ALG), yogur adicionado
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con particulas 2SWPA75ALG con oleorresina encapsulada (Y-25WPA75ALG), y como control,

un yogur adicionado con particulas 100ALG sin compuestos bioactivos encapsulados (Y-C).

La cantidad de particulas adicionadas al yogur fue determinada en funcién de la dosis diaria
recomendada para ambos compuestos (AX y ®-3), y es por ello que se agregaron 1,83 g de
particulas por porcién de yogur (120 g). En cuanto a la dosis recomendada de AX, la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) considera una ingesta diaria aceptable (IDA) de AX
natural de 0,034 mg/Kg de peso corporal por dia, lo cual equivale a 2 mg/dia para un adulto con
un peso de 60 Kg. Por otra parte, dentro de los suplementos comerciales encontrados en el
mercado se encuentran dosis entre 1 y 12 mg (Brendler & Williamson, 2019). Respecto a la dosis
diaria recomendada de ®-3, el Cédigo Alimentario Argentino (CAA, 2021) considera como
“alimentos fuentes de acidos grasos ®-3” a aquellos con un contenido de 300 mg de ®-3 por
porcion, y como “alimentos con alto contenido de acidos grasos m-3” a aquellos que contienen al
menos 600 mg de -3 por porcién. Por otra parte, segtin la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) (FAO & FINUT, 2012), la recomendacién de
consumo de ®-3 es del 0,5-2% de la energia consumida por dia, siendo la recomendacion de dcido
linolénico (ALA) mayor al 0,5% de la energia (ingesta promedio de 2000 kcal por dia), lo cual
equivale a 1,11 g de ALA. Considerando la cantidad de oleorresina incorporada en las particulas
y la EE de cada compuesto bioactivo, con 1,83 g de particulas se aportan 555 mg de ALA y 0,4
mg de AX. De esta forma, se cubre el 50% de la recomendacién diaria de ALA de acuerdo con la
FAO (y se obtiene un alimento fuente de dcidos grasos -3 de acuerdo con el CAA), mientras
que se cubre el 20% de la recomendacién diaria de AX (considerando una dosis recomendada de

2 mg/dia).

4.3.4. Estabilidad de AX y -3 en yogur

Se evalud la estabilidad de los compuestos bioactivos encapsulados en las particulas
100ALG y 25WPA75ALG incorporadas en el yogur. Los yogures se almacenaron a temperatura
de refrigeracion (4°C) durante 28 dias y se determind el contenido de AX y ®-3 en las particulas,
tanto al inicio como al final del almacenamiento de los yogures. Para la determinacién del
contenido de compuestos bioactivos, las particulas se separaron del yogur mediante filtracién y
se realizé la extraccion de la oleorresina siguiendo la metodologia descripta en la seccién 2.3.6.
El contenido de AX se determind mediante espectrofotometria, de acuerdo a la metodologia
descripta en la secciéon 1.3.7; mientras que el contenido de ®-3 se determiné mediante
cromatografia gaseosa, de acuerdo a la metodologia descripta en la seccién 1.3.6. Se aplic6 un
ANOVA para la comparacién de los datos obtenidos, utilizando un nivel de confianza del 95%.
Los andlisis se realizaron mediante el uso del programa Statgraphics (Statgraphics Inc., Rockville,

MD, Estados Unidos).
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4.3.5. Analisis microbiolégico

Se realizaron los recuentos de coliformes totales, coliformes fecales, hongos y levaduras en
las muestras de yogures adicionados con particulas. Las condiciones utilizadas y las diluciones
sembradas se indican en la Tabla 14. Para cada muestra, se realizaron dos diluciones 1:10
sucesivas, en agua de peptona 0,1% (p/v) estéril. Las determinaciones se llevaron a cabo por

duplicado.

Tabla 14. Condiciones utilizadas para las determinaciones microbioldgicas. TC: muestra sin diluir. En
todos los casos se sembrd 1 mL por placa, en profundidad.

Condiciones de incubacion y

medio de cultivo utilizado Diluciones sembradas

Tipo de microorganismo

. Agar bilis Rojo Violeta 1 1n2
Coliformes totales 30°C, 24 h, aerobiosis TC, 107, 10

. Agar bilis Rojo Violeta 1 1n2
Coliformes fecales 45°C. 24 h, aerobiosis TC, 107, 10

Hongos y levaduras Agar Cloranfenicol Glucosa TC, 10", 10°

25°C, 5-7 dias, aerobiosis

4.3.6. Caracterizacion sensorial basada en consumidores

El analisis sensorial se llevo a cabo con un total de 101 consumidores, los cuales formaban
parte de la base de datos del Departamento de Anélisis Sensorial de la Universidad Nacional del
Litoral (Santa Fe, Argentina). Los consumidores presentaron una frecuencia de consumo de yogur
de al menos dos veces por semana, disponibilidad e interés por participar. La edad de los
participantes estuvo comprendida entre 18 y 65 afios y la poblacién estuvo conformada por un
62% de mujeres y un 38% de hombres. La muestra comprendia composiciones de hogares y
niveles de ingresos variables. Los consumidores no recibieron ninguna informacién adicional

sobre las muestras antes de la degustacion y dieron su consentimiento informado por escrito.

Las pruebas se realizaron en un laboratorio sensorial en cabinas individuales (ISO8589,
2007). Se controld la luz artificial, la temperatura (22°C) y la circulacién del aire. Los
participantes contaron con agua mineral en todo momento para enjuagar su boca a fin de
neutralizar los sabores residuales entre la ingesta de las diferentes muestras. Las muestras se
entregaron a los consumidores en un vaso plastico transparente, cada una con 30 g de los
diferentes tipos de yogures a 8°C. Cada muestra de yogur (Y-C, Y-100ALG y Y-25WPA75ALG)
se codificé con nimeros aleatorios de 3 digitos (Figura 32). El orden en que los consumidores
probaron los productos fue aleatorio, de manera de lograr un correcto equilibrio en las

presentaciones y minimizar cualquier sesgo sensorial.
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Figura 32. Presentacion de las muestras a los consumidores dentro de las cabinas de andlisis sensorial.

La prueba de chi-cuadrado indicé que las diferencias en las distribuciones de frecuencia de
consumo de yogur (al menos dos veces por semana y mds de dos veces por semana), por género
(femenino y masculino) y edad (entre 18-40 afios y 40-65 afios), no resultaron significativas. Los

analisis fueron realizados utilizando el programa XLSTAT 2014 (Addinsoft, Paris, Francia).

Finalmente, se destaca que el presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacién de la Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, Argentina, mediante las acciones
correspondientes al proyecto “Metodologias sensoriales basadas en consumidores para desarrollar
y caracterizar productos alimenticios a partir de sus percepciones y motivos de consumo”,

aprobado segtin Resolucién 379/23]19012020 del Honorable Consejo Superior.
4.3.7. Aceptabilidad global

Se solicitd a los consumidores que probaran las muestras y calificaran su aceptabilidad
mediante una escala hedénica horizontal de 9 puntos; donde 9 = me gusta muchisimo; 8 = me
gusta mucho; 7 = me gusta moderadamente; 6 = me gusta poco; 5 = ni me gusta ni me disgusta;
4 = me disgusta poco; 3 = me disgusta; 2 = me disgusta mucho; y 1 = me disgusta
extremadamente. Los anclajes verbales de la escala se seleccionaron de manera que la distancia
psicoldgica entre puntos sucesivos de la escala sea siempre la misma (Wichchukit & O Mahony,
2015). Se aplic6 un ANOVA para la comparacién de las muestras, utilizando un nivel de
confianza del 95%. Cuando las diferencias fueron significativas (p<0,05), las medias se

compararon mediante la prueba de Tukey.
4.3.8. Preguntas CATA

Se pidi6 a los consumidores que completaran una pregunta de tipo CATA con 29 términos
relacionados con las caracteristicas sensoriales de los yogures: dulce, dcido, amargo, sabor

extrafio, sabor agradable, sabor desagradable, sabor a polvo, aceitoso, suave, dspero, espeso,
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fluido, cremoso, homogéneo, heterogéneo, grumoso, gelatinoso, particulas agradables, particulas
desagradables, facil de ingerir, dificil de ingerir, para colacion, para postre, saludable, agradable,
desagradable, novedoso, tradicional y llamativo. Los términos fueron seleccionados en base a
datos publicados (Tarrega et al., 2016; Farah et al., 2017; Ares et al., 2014), considerando los
descriptores seleccionados por los evaluadores capacitados y estudios preliminares. Se solicité a
los participantes que marcaran todos los términos que consideraran apropiados para describir cada
tipo de yogur. En el Anexo (Figura A1), se muestra un modelo de la planilla presentada a los

consumidores.

La frecuencia de uso de cada uno de los términos de la pregunta CATA se determiné
contando el nimero de consumidores que usaron ese término para describir cada muestra. Se
realiz6 la prueba Q de Cochran para identificar diferencias significativas entre muestras para cada
uno de los términos, utilizando el programa XLSTAT 2014 (Addinsoft, Paris, Francia).
Asimismo, se realiz6 un Andlisis de Coordenadas Principales (PcoA) y un Anidlisis de
Correspondencias (AC) sobre la matriz que contiene la frecuencia de uso de cada término para

cada muestra.
4.3.9. Analisis de penalizacion

Para vincular la informacién de la pregunta CATA con la de aceptabilidad, se realiz6 un
Andlisis de Penalizacion (AP). El AP se llevé a cabo calculando para cada producto evaluado, la
aceptabilidad promedio entre todos los consumidores que marcaron el término en la pregunta
CATA vy todos los que no lo hicieron (Meyners & Castura, 2014). La diferencia entre estos dos
valores puede considerarse como una estimacion de cudnto cambia la aceptabilidad del producto
cuando el término estd presente o no. Solo se incluyeron en el AP aquellos términos CATA que
fueron seleccionados por al menos el 20% de los consumidores para describir una de las muestras

(Plaehn, 2012; Ares et al., 2014).
4.4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.4.1. Estabilidad de AX y ®-3 en el yogur

En la Tabla 15, se muestra el contenido de AX y de ®-3 al tiempo inicial (0 dia) y final (28
dias) del almacenamiento de los yogures. Como se puede observar, en ambos casos practicamente
no hubo cambios (p>0,05), siendo similar el contenido de compuestos bioactivos luego de 28 dias
tanto para 100ALG como para 25WPA75ALG (p>0,05). Estos resultados muestran que la
encapsulacién de los compuestos bioactivos fue eficaz para protegerlos, siendo el yogur una

matriz adecuada para su incorporacién. Bajo condiciones de pH &cido, el ALG se contrae,

114



Capitulo 4

contribuyendo a la estabilidad de los compuestos encapsulados en dicha matriz. Por otra parte, la

temperatura de almacenamiento del yogur también puede haber contribuido de manera positiva.

Tabla 15. Contenido de AX y ®-3 al comienzo y final del almacenamiento de las muestras.

Muestra Tiempo AX -3
u (dias) (ng/g particula) (g/g particula)

0 134,52+6,09 0,31+£0,02

100ALG 28 127,5041,50 0,3240,03

0 131,68+1,25 0,27+0,00

2SWPATSALG 28 134,40+4,78 0,32+0,07
Tiempo NS NS
Tipo de particula NS NS

Las dltimas filas muestran los resultados del ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05).

4.4.2. Analisis microbiolégico

Todas las muestras presentaron recuentos <1 UFC/mL de bacterias coliformes totales,
bacterias coliformes fecales, y de hongos y levaduras, con la excepcién de uno de los duplicados
de la muestra control (Y-C) que tuvo un recuento de 1 UFC/mL de hongos y levaduras. Estos
resultados sirvieron para demostrar que el producto era seguro para su consumo, habilitando la

realizacion del analisis sensorial.

4.4.3. Aceptabilidad global

Se encontraron diferencias significativas en las puntuaciones generales de aceptabilidad de
los diferentes tipos de yogures (p<0,05), siendo los mismos de 6,93+1,18, 5,95+1,81 y 6,51£1,65
para las muestras Y-C, Y-100ALG y Y-25WPA75ALG, respectivamente. Las muestras Y-C e Y-
25WPAT5ALG fueron las mas aceptadas por parte de los consumidores, no siendo significativa
la diferencia detectada entre ambas (p>0,05). Por su parte, la muestra Y-100ALG fue la menos
aceptada (p<0,05). Considerando un valor de 6 como el limite de aceptabilidad cuando se utiliza
una escala hedénica de 9 puntos (Giménez et al., 2015; Gaze et al., 2015), las muestras con mejor
aceptabilidad fueron la muestra de yogur control y la muestra de yogur Y-25WPA75ALG. No
obstante, el valor de aceptabilidad de la muestra Y-100ALG se encontré muy cercano a 6
(5,95+1,81). Los valores de aceptabilidad obtenidos en el presente trabajo estdn en concordancia
con los reportados en la bibliografifa para alimentos con el agregado de compuestos bioactivos
encapsulados. De Campo et al. (2019) evaluaron el efecto de la incorporacién de nanoparticulas
con zeaxantina a yogures, obteniendo valores de aceptabilidad global cercanos a 5
(correspondiente a la categoria ni me gusta ni me disgusta). De acuerdo con los autores, dichos
valores son satisfactorios considerando la adicién de ingredientes nuevos a una matriz alimentaria.

Por su parte, Taksima et al. (2015) evaluaron el efecto del agregado de particulas con AX a
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yogures, obteniendo valores de aceptabilidad global de 6,22+1,13. Finalmente, Comunian et al.
(2017) evaluaron el efecto del agregado de aceite de semillas de Echium plantagineum a yogures,

reportando valores de aceptabilidad global de 6,47+1,46.
4.4.4. Analisis de penalizacion

De acuerdo al analisis de penalizacion, los términos que tuvieron impacto positivo en todas
las muestras fueron: dulce, sabor agradable, suave, cremoso, presencia de particulas agradables,
agradable, y fécil de ingerir (Figuras 33, 34 y 35). El término llamativo influy6 positivamente en
las muestras Y-100ALG y Y-25WPA75ALG. El color de las particulas debido a la presencia de
oleorresina en las mismas pudo haber afectado la apariencia de ambos yogures, generando un
impacto positivo en la percepcion de los consumidores. Por otra parte, el término que tuvo mayor
impacto negativo para todas las muestras fue particulas desagradables. Se puede observar que la
presencia de particulas fue percibida como agradable por una parte de los consumidores, mientras
que otros asociaron a las mismas como desagradables. Algunos consumidores tienen una mayor
aceptacion hacia productos novedosos o no tradicionales, mientras que otros pueden mostrar una
mayor resistencia a aceptar nuevos alimentos. La adicién de ingredientes nuevos o poco usuales
mediante tecnologias alimentarias poco conocidas puede provocar cierto escepticismo, mds alld
de que se trate incluso de la oferta de nuevos alimentos funcionales. En este sentido, algunos
estudios sugieren que los consumidores demuestran una actitud neofébica hacia los alimentos
funcionales, especialmente cuando no conocen los ingredientes saludables que se les han

adicionado y los beneficios que pueden aportar los mismos (Baker et al., 2022).

Por otra parte, la presencia de oleorresina en las particulas (Y-100ALG e Y-25WPA75ALG)
provocé que algunos consumidores perciban un sabor extrafio, teniendo este término un impacto
negativo en el andlisis de penalizacién de las muestras. Dicho sabor podria estar relacionado con
la presencia de AX, la cual puede impartir un sabor amargo en ciertas ocasiones (Taksima et al.,
2015). A pesar de ello, la muestra Y-25WPA75ALG tuvo una mayor aceptabilidad, lo cual podria
indicar que la presencia de WPA en las particulas contribuyd a compensar este término negativo

mediante otras caracteristicas que mejoraron la aceptabilidad global del yogur.
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Agradable

Dulce

Sabor agradable
Particulas agradables
Facil de ingerir

Para colacion
Saludable

Cremoso
Suave

Heterogéneo

Acido
Grumoso
Particulas desagradables

-2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0

Figura 33. Andlisis de penalizacion aplicado sobre la muestra de yogur Y-C

Sabor agradable
Agradable

Suave

Particulas agradables
Dulce

Cremoso

Facil de ingerir
Llamativo
Acido

Sabor extrafio

Particulas desagradables

-2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0

Figura 34. Andlisis de penalizacién aplicado sobre la muestra de yogur Y-100ALG.
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Agradable : I

Sabor agradable I
Cremoso

Facil de ingerir
Particulas agradables

Suave
Para colacion —]
Dulce —
Espeso e
Llamativo —
Heterogéneo =
Particulas desagradables
Sabor extrafo I:;

-2,0 -1,0 0,0 1,0 2,0 3,0

Figura 35. Andlisis de penalizacién aplicado sobre la muestra de yogur Y-25WPA75ALG.

4.4.5. Preguntas CATA

Se encontraron diferencias significativas entre muestras en la frecuencia con que los
consumidores utilizaron 9 de los 29 términos incluidos en la pregunta CATA (Tabla 16). Este
resultado sugiere que mediante la pregunta CATA se pudieron detectar diferencias en la
percepcion de los consumidores sobre las caracteristicas de los yogures evaluados. Los términos
en los que las diferencias entre muestras resultaron significativas fueron: llamativo, desagradable,
sabor a polvo, sabor agradable y tradicional (p<0,05); dspero, amargo y sabor desagradable

(p<0,01) y sabor extrafio (p<0,001) (Tabla 16).

En cuanto a la frecuencia de mencién de los términos CATA (Tabla 16), puede observarse
que el término llamativo fue significativamente menor para la muestra Y-C respecto a la muestra
Y-100ALG (p<0,05). Tal como se mencion6 anteriormente, esto puede deberse al color aportado
por la oleorresina en la muestra Y-100ALG. Entre las muestras Y-100ALG e Y-25WPA75ALG
no se observaron diferencias estadisticamente significativas para este término. Otro término a
destacar es el sabor agradable, para el cual la muestra Y-C present6 un mayor valor que la muestra
Y-100ALG, mientras que no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre Y-C
e Y-25WPA75ALG para dicho término. En cuanto al sabor amargo, el mismo fue mayor en las
muestras Y-100ALG e Y-25WPA75ALG, lo cual indica que la presencia de oleorresina podria
estar aportando sabor amargo a las muestras. Por otra parte, la muestra Y-C fue percibida como
la més tradicional, aunque solo se observaron diferencias estadisticamente significativas respecto
a la muestra Y-25WPA75ALG. Esto puede indicar que el aporte de color generado por la

oleorresina da lugar a un producto mas llamativo y, por lo tanto, menos tradicional.
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Tabla 16. Fraccién de consumidores que seleccionaron cada uno de los términos de la pregunta CATA
para describir las muestras de yogures.

Término p-valores Y-C Y-100ALG Y-25WPAT5ALG
Dulce™ 0,0774 0,465* 0,327* 0,416
Acido™ 0,7283 0,208* 0,218* 0,178

Amargo** 0,0036 0? 0,079° 0,089°
Sabor extrafno*** 0,0000 0,040° 0,406° 0,317°
Sabor agradable* 0,0312 0,525° 0,366 0,406%

Sabor desagradable®* 0,0029 0? 0,099° 0,059%
Sabor a polvo* 0,0346 0,010 0,040 0,079°
Aceitoso™ 0,0498 0? 0,050? 0,040%
Suave™ 0,5165 0,416 0,347* 0,386%

Aspero** 0,0092 0,010* 0,099° 0,059

Espeso™ 0,0162 0,139 0,119* 0,228°
Fluido™ 0,6412 0,178* 0,198* 0,158*

Cremoso™ 0,2880 0,683 0,5942 0,634*
Homogéneo™ 0,0759 0,188 0,109* 0,139*
Heterogéneo™ 0,5134 0,228* 0,188 0,228*
Grumoso™ 0,1409 0,238* 0,188* 0,158
Gelatinoso™ 0,1546 0,079* 0,059* 0,119
Particulas agradables™ 0,6065 0,396 0,347% 0,386*
Particulas desagradables™ 0,2270 0,267* 0,327° 0,257¢
Facil de ingerir™ 0,8071 0,416* 0,386* 0,386*
Dificil de ingerir™ 0,0755 0,079* 0,030* 0,020
Para colacién™ 0,0423 0,238 0,149* 0,267°
Para postre™ 0,1629 0,188? 0,109* 0,158?
Saludable™ 0,2748 0,238 0,178 0,188
Agradable™ 0,2511 0,396* 0,297¢ 0,337
Desagradable* 0,0342 0 0,059° 0,030
Novedoso™ 0,2913 0,129* 0,168* 0,198*
Tradicional* 0,0131 0,188° 0,099 0,069*
Llamativo* 0,0408 0,139* 0,257° 0,218®

Letras distintas en una misma fila indican diferencias estadisticamente significativas de acuerdo al test Q
de Cochran.

*#* Indican diferencias significativas para un valor de p<0,001.
** Indican diferencias significativas para un valor de p<0,01.
* Indican diferencias significativas para un valor de p<0,05.

" No presentan diferencias significativas (p>0,05).

El andlisis del grafico de PcoA (Figura 36), muestra que la aceptabilidad global (liking) se
puede relacionar con los términos suave, agradable, con presencia de particulas agradables,
novedoso, tradicional y fécil de ingerir. Estos términos se encuentran préximos al liking y en el
mismo cuadrante (inferior derecho), siendo los resultados consistentes con lo observado en el
andlisis de penalizacién. Se puede destacar que la presencia de particulas agradables y la facilidad

para ingerir el yogur estuvieron asociadas al /iking, lo cual resulta positivo considerando que el
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agregado de particulas se podria percibir como algo nuevo y dar lugar a un yogur distinto al que

estan habituados los consumidores.

Finalmente, se realizé un AC (Figura 37)

, a partir del cual se puede obtener un mapa

sensorial de las muestras y los términos, permitiendo visualizar las similitudes y diferencias entre

las muestras, como asi también las principales caracteristicas sensoriales de cada una (Ares &

Jaeger, 2015). El AC mostré que los consumidores percibieron al yogur Y-C como fécil de ingerir,

cremoso, saludable, con sabor agradable, grumoso y tradicional (Figura 37, cuadrante superior

derecho). El yogur Y-100ALG fue percibido como llamativo, con presencia de particulas

desagradables y fluido (Figura 37, cuadrante

superior izquierdo). Finamente, el yogur Y-

25WPC75ALG fue percibido como novedoso y espeso (Figura 37, cuadrante inferior izquierdo).

Gelatinogo
[ ]
Gr.umosc ngmativo
Particulas H. )
desagradables 0,5 + eterogeneo
Aceitoso Sabor.a p9glvo Dl
® Sabor extrafio Cremoso @ °°
Acido®@  Espesd ® Saludable
s ® @ Para colacmn. o Sabor agradable |
E -1,5 Amargo® A. o Novegoso o S.uave Pagtl’culas agradables 1 5
spero o Agradable
= Dificil de ingerir M &
Fluid Para Postre
i °
Sabor desagradable ® Tradicional
® Ficil de ingerir
[
Desagradable Hgmogéneo
=t
F1 (83%)

Figura 36. Representacion de los términos y del /iking de los consumidores en la primera y segunda
dimensién del PcoA realizado sobre la tabla de contingencias que contiene la frecuencia de mencién de

los términos de la

pregunta CATA.
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Figura 37. Anadlisis realizado sobre la tabla de contingencias que contiene la frecuencia de mencion de
los términos de la pregunta CATA. Los nimeros indican: 1) Fécil de ingerir, 2) Saludable, 3) Sabor
agradable, 4) Agradable, 5) Dulce, 6) Suave, 7) Heterogéneo, 8) Particulas agradables, 9) Cremoso.

4.5. CONCLUSIONES

Las particulas 100ALG y 25WPA75ALG, formuladas en etapas anteriores, fueron agregadas
a yogur como matriz alimentaria modelo, evaludndose la estabilidad de los compuestos bioactivos
encapsulados en dicha matriz y las caracteristicas sensoriales del producto obtenido. El contenido
de compuestos bioactivos no se vio alterado durante el almacenamiento de los yogures, indicando
que es una matriz adecuada para el agregado de las particulas en estudio. Por otro lado, la adicién
de particulas a yogures dio como resultado un producto con una buena aceptacién sensorial por
parte de los consumidores, siendo mayor para el yogur Y-25WPA75ALG. Los yogures Y-
100ALG e Y-25WPA75ALG fueron considerados llamativos, mientras que gran parte de los
consumidores percibié como agradable la presencia de particulas. A pesar de la buena
aceptabilidad de ambos yogures, parte de los consumidores percibié un sabor extrafio, por lo cual
a futuro y para mejorar este aspecto, se podria agregar alglin saborizante natural durante la

formulacién de las particulas.

En términos generales, se obtuvo un producto satisfactorio desde el punto de vista sensorial,
siendo el yogur una buena matriz para el aporte de aceite de chia y AX y, en consecuencia, para
el aprovechamiento de sus efectos beneficiosos. Tal como se observé en etapas anteriores, la

presencia de WPA en la matriz de las particulas impacté de forma positiva. Los resultados
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indicaron que particulas formuladas a partir de la combinaciéon de ALG y WPA pueden ser una

opcion interesante para la fortificacion de alimentos con compuestos bioactivos lipofilicos.
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CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo de Tesis permiti6 la generacién de conocimiento de relevancia para el
desarrollo de alimentos funcionales adicionados con AX y acidos grasos ®-3, a través del uso de

la encapsulacién como tecnologia de vehiculizacién de los compuestos bioactivos.

En primer lugar, se evalu6 la estabilidad de aceites de chia y de pescado (ricos en ®-3)
combinados con AX. Las matrices se estudiaron en funcion de su actividad antioxidante,
estabilidad de los compuestos bioactivos y estabilidad oxidativa. La mezcla formada por aceite
de chia y AX resulté la mas apropiada en funciéon de dichos pardmetros, por lo cual fue
seleccionada para las posteriores etapas de encapsulacién e incorporacién en una matriz

alimentaria.

Se evaluaron diferentes materiales de pared para la obtencién de particulas compatibles con
la formulacién de alimentos, utilizando la metodologia de gelificacion i6nica externa. Se evalud
la formacién de particulas utilizando ALG y WPA, y diferentes combinaciones de estos
materiales. La obtencion de particulas utilizando solamente WPA no fue posible; mientras que
mediante el uso de ALG solo (1I00ALG) y la combinacién de un 25% de WPA y un 75% de ALG,

se pudieron obtener particulas con caracteristicas adecuadas.

Las particulas formuladas solo con ALG y combinando un 25% de WPA y un 75% de ALG
fueron caracterizadas, evaluando la capacidad de las mismas para mantener la estabilidad de los
compuestos bioactivos encapsulados. Con ambos tipos de particulas se obtuvieron valores
elevados de eficiencia de encapsulacion, tanto para la AX como para los dcidos grasos ®-3.
Algunas caracteristicas como el tamafio y la textura (dureza, gomosidad y resiliencia) de las
particulas fueron afectadas por la adicién de WPA. Por otro lado, el uso de este material influy6
positivamente sobre la estabilidad de los compuestos bioactivos encapsulados en relacién a los

sistemas formados solo por ALG.

Ademds, se evalué el comportamiento de las particulas durante los procesos de digestion
gastrointestinal mediante la aplicacién de un modelo de digestidon in vitro. Se observd una
adecuada retencién de los compuestos bioactivos encapsulados durante la fase de digestion
gastrica, lo cual es favorable para evitar su degradacién. Por el contrario, se observd la liberacion
de los mismos durante la fase de digestion intestinal, lo que podria favorecer su posterior
absorcién. El contenido de compuestos bioactivos liberados fue elevado y similar para ambas
particulas, siendo la velocidad de dicha liberaciéon mayor para las particulas que contenian WPA.
Ambos tipos de particulas mostraron un perfil de liberacion sostenido, permitiendo una liberacion
controlada de los compuestos bioactivos. Se evalué la lipdlisis del aceite de chia, observandose
un leve incremento tras la encapsulacién del aceite, sin efecto del material de pared usado para

formular las particulas. Asimismo, se evalud la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos, la
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cual no fue afectada por el tipo de material de pared utilizado en los sistemas de encapsulacion,

observandose valores similares a los de la oleorresina sin encapsular.

Finalmente se seleccion6 al yogur como matriz alimentaria modelo para la fortificacion con
AX y 4cidos grasos ®-3 encapsulados en particulas 100ALG y 25WPA75ALG. A partir de la
aplicacién de un andlisis sensorial con 101 potenciales consumidores, se pudo obtener
informacién acerca de la aceptabilidad del producto y de las caracteristicas que los consumidores
asociaban al mismo. Se obtuvo un producto con buena aceptabilidad, siendo mayor para el yogur

adicionado con particulas formuladas con ALG y WPA.

La adicion de WPA en los geles de ALG (25WPA75ALG) influy6 positivamente sobre el
comportamiento integral de las particulas, mejorando la estabilidad de los compuestos
encapsulados y contribuyendo a la aceptabilidad de alimento adicionado con este tipo de
particulas. Los resultados del presente trabajo de Tesis mostraron que la encapsulacién de
compuestos lipofilicos en particulas formuladas a partir de la combinacién de ALG y WPA,
podria ser una buena alternativa para su incorporacién en matrices alimentarias, contribuyendo al

desarrollo de nuevos alimentos funcionales.
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Anexo

Tabla A1. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de ALA en CO,

CO+TF, CO+AX y CO+AX/TF almacenados a 25°C.

Tiempo Aceite ALA
(dias) (g/100g aceite)

CO 60,3+1,3

0 CO+TF 57,5%1,9
CO+AX 57,2+10,6

CO+AX/TF 53,3+3,9

CO 57,5%1,9

) CO+TF 67,0+3,8
CO+AX 59,8+1,0

CO+AX/TF 51,9+6,7

CO 59,1448

7 CO+TF 55,3+5,4
CO+AX 53,4+3,0

CO+AX/TF 57,1+0,1

CO 60,2+12.3

9 CO+TF 58,3+0,8
CO+AX 57,6+2.4

CO+AX/TF 61,3+3,3
CO 71,3+12,0

14 CO+TF 55,123
CO+AX 67,8+15,9

CO+AX/TF 58,9+1,5

CO 66,2+6,0

16 CO+TF 56,6%3,2
CO+AX 61,0+8,3

CO+AX/TF 64,6+0,9

CO 56,9+4,6

)1 CO+TF 55,9+0,7
CO+AX 61,2+0,2

CO+AX/TF 65,0%1,2

CO 56,3+0,9

23 CO+TF 54,6+8,9
CO+AX 60,9+0,7

CO+AX/TF 61,6£3,0

CO 61,6%1,0

30 CO+TF 57,4+3,2
CO+AX 48,6+2.6

CO+AX/TF 67,6£3,9
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Anexo

Tabla Al. (cont.). Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes al contenido de ALA
en CO, CO+TF, CO+AX y CO+AX/TF almacenados a 25°C.

Tiempo Aceite ALA
(dias) (g/100g aceite)
CcO 53,7+0,2
CO+TF 53,4+5.6
35 CO+AX 48,3492
CO+AX/TF 62,3%5,2
Tiempo NS
Aceite NS
Interaccion NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05).
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Anexo

Tabla A2. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de ALA en CO,
CO+TF, CO+AX y CO+AX/TF almacenados a 45°C.

Tiempo Aceite ALA
(dias) (g/100g aceite)
CO 50,242,5
0 CO+TF 50,6+1,8
CO+AX 49,6%3,2
CO+AX/TF 47,6+1,5
CO 54,442 4
’ CO+TF 49,4+0,2
CO+AX 50,8+2,3
CO+AX/TF 47,2409
CO 43,5+0,1
7 CO+TF 44 .3+1,1
CO+AX 43,4+0,2
CO+AX/TF 41,1+1,8
CO 36,9+0,1
9 CO+TF 39,9+2.4
CO+AX 41,0+1,5
CO+AX/TF 38,8+0,9
CO 38,5+3,2
14 CO+TF 41,0+1,1
CO+AX 39,8+7,3
CO+AX/TF 38,2+0,4
CO 38,245,1
16 CO+TF 41,445,5
CO+AX 41,2434
CO+AX/TF 40,5+8,4
Tiempo *
Aceite NS
Interaccion NS

Las dltimas filas muestran los resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto
significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A3. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de ALA en CO,
CO+TF, CO+AX y CO+AX/TF almacenados a 65°C.

Tiempo Aceite ALA
(dias) (g/100g aceite)
CO 60,5+3,1
0 CO+TF 55,6+0,5
CO+AX 54,9+1,1
CO+AX/TF 54,0+1,5
CO 58,5+1,7
| CO+TF 62,6+1,7
CO+AX 54,9425
CO+AX/TF 52,6%1,2
CO 60,8+1,2
) CO+TF 59,2+3,6
CO+AX 54,0+1,4
CO+AX/TF 57,8%5,1
(6[0) 59,7+1,7
3 CO+TF 58,4+4,6
CO+AX 55,9+7,4
CO+AX/TF 57,620,9
CO 56,5+4,6
4 CO+TF 54,5+1,0
CO+AX 49,2+6,5
CO+AX/TF 48,4+4.8
Tiempo *
Aceite *
Interaccion NS

Las dltimas filas muestran los resultados de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05); NS: Efecto no
significativo.
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Anexo

Tabla A4. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de AX en CO+AX
y CO+AX/TF almacenados a 25°C.

Tiempo . AX
(diasp) Aceite (ug/g aceite)
CO+AX 3944131
0 CO+AX/TF 404+168"
) CO+AX 401+19¢h
CO+AX/TF 3864221
7 CO+AX 409+10"
CO+AX/TF 394417
9 CO+AX 387+14feh
CO+AX/TF 387191
14 CO+AX 400+14"
CO+AX/TF 373+18°f
16 CO+AX 385+271
CO+AX/TF 359+28¢°
21 CO+AX 332+18¢
CO+AX/TF 283+9°
3 CO+AX 375+14°
CO+AX/TF 330+10¢
30 CO+AX 291+7¢
CO+AX/TF 251+16°
35 CO+AX 291+12¢
CO+AX/TF 219+5°
Tiempo *
Aceite *
Interaccion *

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. Las dltimas filas muestran los
resultados de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla AS. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de AX en CO+AX
y CO+AX/TF almacenados a 45°C.

Tiempo . AX
(diasp) Aceite (ug/g aceite)
CO+AX 382+1°
0 CO+AX/TF 402+17¢
) CO+AX 328+5¢
CO+AX/TF 313444
7 CO+AX 181£10°
CO+AX/TF 180+13¢
9 CO+AX 107+13°
CO+AX/TF 112+6°
14 CO+AX 23+1°
CO+AX/TF 21+12
16 CO+AX ND
CO+AX/TF ND
Tiempo *
Aceite NS
Interaccion *

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. Las ultimas filas muestran los
resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A6. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de AX en CO+AX

y CO+AX/TF almacenados a 65°C.

Tiempo . AX
(diasp) Aceite (ug/g aceite)
0 CO+AX 37115
CO+AX/TF 37247
1 CO+AX 310+6
CO+AX/TF 308+2
) CO+AX 225417
CO+AX/TF 215+12
3 CO+AX 148+6
CO+AX/TF 161+8
CO+AX 84+11
4
CO+AX/TF 90+6
Tiempo *
Aceite NS
Interaccion NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto

significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A7. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes a IP y MDA en CO, CO+TF,

CO+AX y CO+AX/TF almacenados a 25°C.

Tiempo . H: . MDA
(dias) Aceite (mEq per.ox1d0/Kg (mm(.)l/Kg
aceite) aceite)
CO 10,0£0,4* 0,104+0,002%
0 CO+TF 9,9+0,6* 0,157+0,004b¢
CO+AX 10,0+0,6* 0,068+0,007*
CO+AX/TF 10,4+0,7° 0,113+0,0228%¢
CO 10,6+0,5* 0,145+0,043b¢d
) CO+TF 11,2+1,6° 0,328+0,147M
CO+AX 11,5+1,0° 0,153+0,024b<
CO+AX/TF 10,0£2,7° 0,183+0,0034
CO 12,443,02bcd 0,162+0,019<
9 CO+TF 20,8+0,8¢" 0,289+0,021"i
CO+AX 15,8+1,5%f 0,186+0,0224¢
CO+AX/TF 18,8+0,7" 0,232+0,026°
CO 12,341,238 0,188+0,0314¢
14 CO+TF 24,541,911k 0,354+0,029xm
CO+AX 16,4+0,9¢ 0,253+0,0207h
CO+AX/TF 25,2413k 0,394+0,017™
CO 15, 540,1¢def 0,221+0,012¢f
16 CO+TF 34,5+1, 1‘?‘ 0,376J_r0,028‘m'
CO+AX 22,6+0,4hik 0,269+0,0071%"
CO+AX/TF 32,6+3,3! 0,453+0,019"
CO 11,7+1,8%® 0,280+0,018¢h
)1 CO+TF 37,4+£2,3™ 0,602i0,083f
CO+AX 16,1+2,6% 0,304+0,013Mik
CO+AX/TF 33,3+2,3! 0,651+0,031°F
CO 15,040,804 0,288+0,019¢2h
3 CO+TF 43,94+0,7" 0,722+0,0884
CO+AX 25,7+2,1% 0,3560,009+m
CO+AX/TF 47,3£0,8" 0,683+0,02074
CO 22,142,680 0,288+0,007¢2h
30 CO+TF 69,9+7,3° 0,800+0,065"
CO+AX 33,5+1,1! 0,384+0,011™
CO+AX/TF 71,9+3,5° 0,934+0,053¢
CO 21,741,480 0,32140,0341K
35 CO+TF 92,0+7,24 0,987+0,020¢
CO+AX 34,6+1,7™ 0,462+0,053"
CO+AX/TF 74,8+4,5P 1,115+0,087"
Tiempo * *
Aceite * *
Interaccion * *

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas. Las dltimas

filas muestran los resultados de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A8. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes a IP y MDA en CO, CO+TF,
CO+AX y CO+AX/TF almacenados a 45°C.

Tiempo . H: . MDA
(dias) Aceite (mEq per.ox1d0/Kg (mmo.l/
aceite) Kg aceite)
CO 8,0+1,52 0,084+0,019*
0 CO+TF 7,9+0,4* 0,094+0,006*
CO+AX 9,0+1,22 0,096+0,002°
CO+AX/TF 8,1+1,02 0,108+0,007*
CO 16,6+2,4° 0,227+0,031°
) CO+TF 27,4+3,1¢ 0,416+0,023°¢
CO+AX 21,3+1,7% 0,266+0,007°
CO+AX/TF 26,4+0,9¢ 0,421+0,051¢
CO 40,9+0,9¢ 0,508+0,018%"
7 CO+TF 48,0+4,2" 0,585+0,040"
CO+AX 45,843 4feh 0,482+0,025¢4
CO+AX/TF 56,0+6,5! 0,723+0,0082"
CO 39,6£1,9¢ 0,569+0,107¢
9 CO+TF 46,457 0,744+0,013¢hi
CO+AX 42,242 4°te 0,549+0,033¢f
CO+AX/TF 49,5+6,3" 0,781+0,052¢8h
CO 62,5+8,1 0,646+0,079¢
" CO+TF 77,134 0,875i0,08@k
CO+AX 68,4+5,9% 0,851+0,010
CO+AX/TF 82,9+1,6™ 0,950+0,119!
CO 69,243,5% 0,663+0,025¢
16 CO+TF 88,7+£2,8" 0,916i0,032’1"1
CO+AX 80,8+3,7'™ 0,817+0,0601k
CO+AX/TF 92,1+4,7" 0,804+0,03 1"k
Tiempo * *
Aceite * *
Interaccién * *

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas. Las dltimas
filas muestran los resultados de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A9. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes a I[P y MDA para CO, CO+TF,
CO+AX y CO+AX/TF almacenados a 65°C.

Tiempo . 1P L. MDA
(dias) Aceite (mEq per?x1d0/ (mm(.)l/Kg
Kg aceite) aceite)

CO 10,1£1,2? 0,085+0,005*

0 CO+TF 9,8+1,5% 0,101+0,006*
CO+AX 9,6+2,1* 0,112+0,003*

CO+AX/TF 9,0+1,22 0,126+0,005*

CO 20,0+1,3° 0,338+0,048"

1 CO+TF 25,940,5¢ 0,439+0,083<
CO+AX 23,642,0% 0,409+0,042%¢

CO+AX/TF 39,4+2,5% 0,458+0,097<

CO 28,343,0% 0,443+0,069<

) CO+TF 37,1+4,6 0,496+0,065%
CO+AX 30,6£1,1¢ 0,508+0,016%

CO+AX/TF 38,8+3,41¢ 0,555+0,002¢

CO 39,1+4,31 0,586+0,106"

3 CO+TF 40,62,1' 0,500+0,0734¢
CO+AX 40,3+3,0" 0,541+0,027¢

CO+AX/TF 45,442 20 0,505+0,0514¢
CO 42,5+5,9¢h 0,475+0,067¢

4 CO+TF 52,7+6,41 0,559+0,008¢
CO+AX 40,7+4,4' 0,515+0,0974f
CO+AX/TF 53,2432 0,507+0,0334f
Tiempo * *
Aceite * NS
Interaccion * *

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas. Las dltimas
filas muestran los resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto significativo
(p<0,05).

156



Anexo

Tabla A10. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de EPA y DHA
en FO y FO+AX almacenados a 25°C.

Tiempo Aceite EPA DHA
(dias) (g/100g aceite) (g/100g aceite)
0 FO 4,83+0,21 15,06+0,25
FO+AX 4,75+0,23 15,00+0,65
16 FO 3,86+0,61 13,29+2.09
FO+AX 3,10+0,04 10,61+0,02
30 FO 4,55+0,11 13,93+0,56
FO+AX 4,65+0,14 14,16+0,76
Tiempo * *
Aceite NS NS
Interaccion NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto
significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A11. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de EPA y DHA
en FO y FO+AX almacenados a 45°C.

Tiempo Aceite EPA DHA
(dias) (g/100g aceite) (g/100g aceite)
0 FO 4,83+0,21 15,06+0,25
FO+AX 4,75+0,23 15,00+0,65
FO 4,34+0,53 13,98+1,68
? FO+AX 4,72+0,36 15,21+1,10
16 FO 2,48+0,01 8,65+0,00
FO+AX 2,32+0,05 7,86+0,51
Tiempo * *
Aceite NS NS
Interaccion NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto
significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A12. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de EPA y DHA

en FO y FO+AX almacenados a 65°C.

Tiempo Aceite EPA DHA
(dias) (g/100g aceite) (g/100g aceite)

0 FO 4,17+0,09 13,73+0,34
FO+AX 3,87+0,29 12,76+0,90
) FO 5,2240,21 16,00+0,68
FO+AX 4,47+0,48 14,05+1,80
4 FO 5,17+£0,19 16,19+0,52
FO+AX 4,90+0,94 14,78+1,75

Tiempo * NS

Aceite NS NS

Interaccion NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto

significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A13. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes al contenido de AX en

FO+AX almacenado a 25°C.
Tiempo AX
(dias) (ng/g aceite)
0 362+19°
2 391+18f
7 368+10°
9 357+9¢
14 315+144¢
16 298+12¢
21 263+8°
23 253+12¢
28 191+10°
30 168+£17°

Tiempo *

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. La udltima fila muestra los resultados
de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A14. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes al contenido de AX en
FO+AX almacenado a 45°C.

Tiempo AX
(dias) (ng/g aceite)
0 362+19f
2 338+10°
7 24661
9 202+18¢
14 110£10°
16 61+6*°
Tiempo *

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. La ultima fila muestra los resultados

de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A15. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes al contenido de AX en

FO+AX almacenado a 65°C.
Tiempo AX
(dias) (ng/g aceite)
0 371£13°¢
1 308+10¢
2 237+23°¢
3 185+5°
4 136 £12¢

Tiempo *

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas. La dltima fila muestra los resultados
de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).
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almacenados a 25°C.

Anexo

Tabla A16. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes a [P y MDA en FO y FO+AX

Tiempo . P L. MDA
(dias) Aceite (mEq per?x1d0/ (mmo.l/
Kg aceite) Kg aceite)
FO 4,7+0,4 0,125+0,016*
0 FO+AX 4,1+0,8" 0,145+0,035*
) FO 5,8+0,5* 0,218+0,007%
FO+AX 12,741,2%¢ 0,352,032
7 FO 11,1£1,5%® 0,433+0,059¢
FO+AX 23,1%1,5% 0,774+0,029°
9 FO 17,5+1,8% 0,536+0,021¢
FO+AX 32,143,4% 0,921+0,0401
14 FO 38,043,3f 0,81310,131ff
FO+AX 60,7+5,38 1,368+0,072'
16 FO 46,0+1,5 0,997+0,01 9%
FO+AX 70,6+7,2¢" 1,486+0,171Y
)1 FO 77,7112,3{i 1,18810,054#1
FO+AX 87,1£8,1Y 1,552+0,133
3 FO 76,518,8‘fi 1,218+0,103"
FO+AX 89,8+5,9 1,72440,130%
)8 FO 93,4+1,2 1,721+0,151%
FO+AX 111,6+8,8% 2,670+0,131"
30 FO 76,313,3“1‘ 1,535+0,152)
FO+AX 110,4+26,5 2,621%0,161"
Tiempo * *
Aceite * *
Interacciéon * *

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas. Las dltimas
filas muestran los resultados de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A17. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes a [P y MDA en FO y FO+AX
almacenados a 45°C.

Tiempo . 1P L. MDA
(dias) Aceite (mEq per?x1d0/ (mmo.l/
Kg aceite) Kg aceite)
FO 4,7+0,4 0,125+0,016
0 FO+AX 4,1+0,8° 0,145+0,035
) FO 18,7+1,6° 0,742+0,034
FO+AX 21,9+1,3° 0,766+0,071
7 FO 53,344,0¢ 1,258+0,043
FO+AX 60,8+5,34 1,504+0,088
9 FO 60,4+4,69 1,451+0,093
FO+AX 61,1214 1,629+0,065
14 FO 74,443 ,6° 1,003+0,167
FO+AX 72,945,0° 1,295+0,181
16 FO 75,113,06‘ 1,082+0,205
FO+AX 94,7+12,9f 1,264+0,237
Tiempo * *
Aceite * *
Interaccion * NS

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas. Las tdltimas
filas muestran los resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto significativo
(p<0,05).
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Anexo

Tabla A18. Valores promedios y desviaciones estdndares correspondientes a [P y MDA en FO y FO+AX
almacenados a 65°C.

Tiempo . 1P L. MDA
(dias) Aceite (mEq per?x1d0/ (mmo.l/
Kg aceite) Kg aceite)
0 FO 4,9+0,1 0,257+0,103
FO+AX 5,4+0,3 0,275+0,035
1 FO 24,9+0,8 0,639+0,064
FO+AX 23,3+0,6 0,813+0,093
5 FO 34,634 0,811+0,132
FO+AX 34,6+2,6 1,035+0,149
3 FO 41,043,2 0,872+0,075
FO+AX 39,8+1,8 0,950+0,037
4 FO 40,1£2,5 0,874+0,160
FO+AX 37,3+5,8 0,903+0,179
Tiempo * *
Aceite NS *
Interaccion NS NS

Las ultimas filas muestran los resultados de ANOVA. NS: Efecto no significativo (p>0,05); *: Efecto
significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A19. Valores promedios y desviaciones estandares correspondientes al contenido de AX en las
particulas y oleorresina almacenadas a 25°C.

Tiempo AX .
(dias) Muestra (% respe.ctf) fﬂ contenido
inicial)
100ALG 100+0,00"
0 25WPA75ALG 100+0,00"
Oleorresina 100+0,00"
100ALG 90,73+0,961
2 25WPA75ALG 99,07+4,264
Oleorresina 100,55+1,80"
100ALG 87,51+2,65M
7 25WPA75ALG 95,23+1,69i1
Oleorresina 79,1948,504%te
100ALG 86,19+5,628
? 25WPA75ALG 95,09+10,33!
Oleorresina 84,95+2,04 ¢hi
100ALG 74,56+0,75%4
14 25WPA75ALG 01,91+5,691k
Oleorresina 89,51+6,84i
100ALG 42,33+0,13*
16 25WPA75ALG 81,43+3,9]¢fh
Oleorresina 80,30+0,72¢°fen
100ALG 50,53+0,08"
21 25WPA75ALG 75,61+1,89%
Oleorresina 74,05+2,97¢4
100ALG 44,98+2 92
23 25WPA75ALG 77,97+4,08%"
Oleorresina 77,32+3,894t
100ALG 43,17+1,23%
28 25WPA75ALG 74,11+1,42%%
Oleorresina 71,94+4,99%
100ALG 43,70+2,70%
30 25WPA75ALG 75,84+5,00%
Oleorresina 66,60+3,21¢
Tiempo *
Muestra *
Interaccion *

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas. Las tltimas filas muestran los
resultados de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).
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Anexo

Tabla A20. Valores promedios y desviaciones estadndares correspondientes al contenido de IP y MDA en
las particulas y oleorresina almacenadas a 25°C.

IP

Tiempo L . MDA
(diasl; Muestra (mEq :l)ce:i(;);dO/Kg (mmol/Kg aceite)
100ALG 10,38+0,612¢ 0,16+0,03®
0 25WPA75ALG 7,12+0,06* 0,09+0,03
Oleorresina 8,14+1,24% 0,10+0,01*
100ALG 35,25+5,46M 0,41£0,05¢"ehi
2 25WPA75ALG 15,38+1,14b<d 0,18+0,012b¢
Oleorresina 11,2043,433¢ 0,17+0,03%
100ALG 45,38+4,841 0,79+0,00!
7 25WPA75ALG 20,3942,29%f 0,33+0,06°!e
Oleorresina 15,80+0,83¢ 0,22+40,022bcd
100ALG 53,30+1,36™ 0,82+0,01!
? 25WPA75ALG 22,5542,57%t 0,39+0,06¢"¢hi
Oleorresina 17,79+1,01% 0,3140,07bcde
100ALG 62,69+0,65" 0,84+0,01!
14 25WPA75ALG 25,1540,79° 0,38+0,05¢'¢h
Oleorresina 27,03+2,95' 0,38+0,03¢'ehi
100ALG 93,46+1,21° 1,36+0,24"
16 25WPA75ALG 36,11+11,98" 0,46+0,14"ehi
Oleorresina 32,34+1,42% 0,47+0,038"
100ALG 81,94+1,23° 0,84+0,21!
21 25WPA75ALG 37,49+3,88Mi 0,38+0,03¢'e
Oleorresina 38,85+2,07"ik 0,51£0,02hik
100ALG 88,09+0,60°P 0,81+0,01'
23 25WPA75ALG 36,93+6,51M 0,32+0,03¢def
Oleorresina 41,60+0,421k 0,55+0,06%
100ALG 107,89+6,894 1,07+0,01"
28 25WPA75ALG 41,18+0,591k 0,33+0,01%fe
Oleorresina 52,47+0,77™ 0,63+0,00¢
100ALG 108,28+7,134 1,36+0,08"
30 25WPA75ALG 44,6944 83k 0,540,081k
Oleorresina 52,87+0,35™ 0,86+0,05'
Tiempo * *
Muestra * *
Interaccion * *

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas. Las tdltimas filas muestran los
resultados de ANOVA. *: Efecto significativo (p<0,05).
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Estimado participante,

Lo invitamos a participar en un estudio sobre percepcion de YOGURES. Si esta de acuerdo, por favor complete los siguientes

datos:

GINBMD:.......oeieniancsean] EOOEE

F|m|! .

Par favor pruebe la muestra 022 e INDIQUE CUANTO LE GUSTA:

mEgmyEg=ishEg=l=

Me disgusta Me disgusta Me disgusta Me disgusta Me resulta Megusta  Megusta Me gusta Me gusta
muchisime mucho poco indiferente  Poco mucha  muchisimo

INDIQUE LAS SENSACIONES QUE SE LE VIENEN A LA MENTE:

D N ) N N ) S

CREMOSO  FLUIDO  PARTICULAS GRUMOSO DULCE  GELATINOSO SALUDABLE FACILDE NOVEDOSO PARA POSTRE
AGRADABLES CDI.AGON INGERIR
El LLAMATIVO ASPERQ  SABORA ACIDO DESAGRADABLE DIFICIL DE SABOR ACEITOSO SABOR
PoLvo INGERIR  EXTRARIO AGRADABLE

0 o - -

AMARGO papricuias  ESPESO HETEROGENEO SUAVE TRADICIONAL SABOR
DESAGRADABLES UEARAGANE

AS:CC-FIQ
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Finalmente, pruebe |a muestra 774 e INDIQUE CUANTO LE GUSTA:

N Ny A Y N O )

Ma disgusta Me disgusts Me disgusts Me disgusta Ma resulta Megusta Megusta Magusta  Ma gusta
muchisime  mucho poco  indiferente  Poco mucha  muchisima

Por favor INDIQUE LAS SENSACIONES QUE SE LE VIENEN A LA MENTE:

I ) T - o -

CREMOSO  FLUIDO  PARTICULAS GRUMOSO DULCE GELATINOSO PARA  SALUDABLE FACILDE NOVEDOSO PARA POSTRE

Seguidamente, pruebe la muestra 401 e INDIQUE CUANTO LE GUSTA:

N N Iy N A A I

Me disgusta Me disgusta Me disgusta Me disgusta Me resulta Megusta Megusta Mo gusta Me gusta
muchisima  mucha poco  indiferents  poco mucho  muchisimo

Por favor INDIQUE LAS SENSACIONES QUE SE LE VIENEN A LA MENTE:

N N N ) N N N N I N I N N Iy

CREMOSO  FLUIDO  PARTICULAS GRUMOSO DULCE GELATINOSO  PARA  SALUDABLE FACILDE NOVEDOSO PARA POSTRE

AGRADABLES COLATION INGERIR
LLAMATIVO SABOR A ACIDO DESAGRADABLE DIFICILDE  SABOR  ACEITOSO  SABOR
POLVO INGERIR  EXTRANO AGRADABLE

EIDE][:IDE]I:I

AMARGO pagricuias ESPESO HETEROGENEO SUAVE TRADICIONAL SABOR
DESAGRADABLES R

AGRADABLES COLACION INGERIR
LLAMATIVO E AspgRo  SABORA  ACIDO DESAGRADABLE DIFiCIL DE mon ACEITOSO  SABOR
POVO INGERIR  EXT AGRADABLE

N I N N I I

AMARGO papricyias ESPESO HETEROGENEO SUAVE TRADICIOMAL SABOR
DESAGRADABLES Biamaatn

jIMUCHAS GRACIAS POR PARTICIPAR!!

Figura Al. Planilla presentada a los consumidores para la realizacién del andlisis sensorial.
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