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RESUMEN

El término "hidrocoloides" se refiere a un grupo de polisacdridos y proteinas
gue son ampliamente utilizados en distintos sectores industriales. El principal
interés en el uso de estos se fundamenta en varias caracteristicas que presentan
como en la capacidad de modificar las propiedades reoldgicas de los sistemas
acuosos, estabilizar interfases (aire-agua o aceite-agua) y reducir la tension
interfacial entre ambas. Una aplicacion importante de los hidrocoloides es la
capacidad emulsionante asociada a la microencapsulacion de aromas y sabores. La
goma Ardbiga (GA) se encuentra entre los agentes microencapsulantes mas usados
y conocidos, junto con los almidones modificados o hidrolizados. La GA lidera
actualmente el mercado mundial de este tipo de gomas. Sin embargo, su escasez
periddica, inseguridad en el suministro y altos costos, impulsan la bdsqueda de
otras fuentes botdnicas de goma capaces de remplazarla.

La goma Brea (GB) es un exudado de la especie arbdérea Cercidium praecox.
Esta compuesta principalmente por polisacaridos con un porcentaje importante de
proteinas, siendo muy similar a la GA en composicidn y propiedades funcionales.

En este contexto, el objetivo de la presente tesis doctoral fue estudiar desde
el punto de vista bdsico y aplicado las caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas y
funcionales de la GB, asi como también el efecto de distintos tratamientos sobre
sus propiedades emulsionantes y encapsulantes.

En primer lugar, se determind la composicién centesimal de la GB. Se observo

que el componente mayoritario son los polisacaridos (82,60% p/p) y que el



contenido de proteina es relativamente alto (7,52% p/p) comparado con el de la
GA. Por otro lado, se estudio la distribuciéon de masas molares de los componentes
de la GB por medio de fraccionamientos cromatograficos y electroforéticos. Se
determinaron tres fracciones principales: un polisacarido de 2,79 x 10° que fue
mayoritario, un complejo de proteina-polisacarido de aproximadamente 1,92 x 10°
y una ultima fraccién compuesta por proteinas de 6 a 66 kDa.

En segundo lugar, se evaluaron las propiedades reolégicas de la GB en
solucién acuosa. El comportamiento se pudo modelar con una ecuacién que
representd un comportamiento pseudopldstico a bajas velocidades de deformacidn
y un comportamiento de fluido Newtoniano a mayores velocidades de
deformacion.

Se evalud también la capacidad emulsionante de la GB analizando el efecto de
la concentracion de goma y la naturaleza de la fase dispersa. Se observé que
utilizando soluciones de GB mas concentradas (10 y 20% p/p) en la preparacion de
las emulsiones, se obtenian gotas de menor tamano y se aumentaba la estabilidad
de la emulsidon. Por otra parte, se evaluaron dos fases dispersas, aceite de maiz y
limoneno. Se observé que GB produce emulsiones de menor tamafio de gota y
mayor estabilidad con aceite de maiz que con limoneno como fase dispersa.

La propiedad encapsulante de la GB, se evalud produciendo microcdpsulas de
aceite de maiz y de limoneno por el método de secado por aspersién de las
emulsiones. A mayores concentraciones de GB, las microcapsulas resultaron mas
eficientes en la encapsulacién de aceite de maiz y en la retencién y proteccién del
limoneno.

Finalmente, se evaluaron métodos fisicos para la modificacion de la goma GB

en vista de mejorar sus propiedades emulsionantes y encapsulantes. El tratamiento



de ultrasonido disminuyo la masa molar de los componentes de la GB resultando
en una disminucién de su capacidad emulsionante. Sin embargo, el tratamiento
térmico resulté en un aumento de las masas molares de la GB, y de los complejos
proteinas-polisacaridos que tienen gran actividad en las interfaces aceite-agua, y de
esta forma se logré mejorar notablemente las propiedades de emulsionantes y

encapsulantes de la GB, alcanzando, y superando en algunos casos, a la GA.



ABSTRACT

The term "hydrocolloids" refers to a group of polysaccharides and proteins
widely used in several industries. The main interest in use hydrocolloids is based on
several features such as the ability to modify the rheological properties of aqueous
systems, to stabilize interfaces (air-water or oil-water) and to reduce the interfacial
tension between them. An important application of hydrocolloids associated with
the emulsifying capacity is the microencapsulation of flavors. The gum Arabic (GA)
is one of the most used microencapsulating agents, along with modified or
hydrolyzed starchs, and it is currently leading the world market of this type of
gums. However, periodic shortages, insecurity of supply and high costs of GA leads
to search other botanical sources of gum able to replace it.

Brea gum (GB) is an exudate from Cercidium praecox tree. It is composed
mainly of polysaccharides with an important percentage of protein, and is very
similar to GA in composition and functional properties.

In this context, the aim of this thesis was to study, from the basic and applied
point of view, the physicochemical, rheological and functional characteristics of GB,
as well as the effect of different treatments on its emulsifying and encapsulating
properties.

First, the percentage composition of the GB was determined and it was
observed that the major component are polysaccharides (82.60% w/w) and the
protein content is relatively high (7.52% w/w) compared to GA. Furthermore, the
molar mass distribution of GB components was studied by chromatographic and

electrophoretic fractionations. Three main fractions were determined, a



polysaccharide of 2.79 x 10°, a polysaccharide-protein complex of approximately
1.92 x 10° and a final protein fraction comprising proteins from 6 to 66 kDa.

Secondly, GB rheological properties were evaluated. The rheological behavior
of the GB aqueous solutions was adjusted with an equation representing shear
thinning at low strain rates and Newtonian fluid behavior at higher strain rates.

Emulsifying capacity of GB was also evaluated by analyzing the effect of gum
concentration and nature of the dispersed phase. It was observed that using GB
more concentrated solutions to prepare the emulsion (10 to 20% w/w), smaller
droplets were obtained and the stability of the emulsion was increased. Moreover,
two dispersed phases were used, corn oil and limonene. It was shown that GB
produced emulsions with smaller droplets and relatively greater stability with corn
oil as dispersed phase than using limonene.

GB encapsulation efficiency was evaluated by producing microcapsules of
corn oil and limonene by spray drying the emulsions. At higher GB concentrations,
the corn oil microcapsules were more efficient and the retention and protection of
limonene was higher.

Finally, physical methods to modify GB were evaluated to improve the
emulsifying and encapsulating properties. Ultrasound treatment decreases the
molar mass of GB components resulting in a decrease of their emulsifying capacity.
However, the heat treatment resulted in an increase of GB molar mass and the
protein-polysaccharides complex, with high activity in the oil-water interfaces, and
thus this treatment improved considerably the emulsifying and encapsulating

properties of GB, reaching and sometimes exceeding, the GA properties.
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1.1. Aspectos generales

Los hidrocoloides son un grupo de sustancias macromoleculares (polisacaridos y
proteinas) de origen vegetal, animal o microbiano, las cuales presentan gran interaccién con
el agua. Sus moléculas poseen elevadas proporciones de grupos hidrofilicos (neutros y/o
cargados), lo que determina que al disolverse en agua se formen soluciones viscosas,
pseudogeles o geles (Saha y Bhattacharya, 2010). Algunos hidrocoloides son nombrados
como goma, que se define como: una sustancia resinosa con un alto peso molecular,
estructuralmente muy compleja, con caracteristicas de elasticidad y adherencia. Esta uUltima
denominacién proviene de los primeros adhesivos que eran de origen natural.

Los hidrocoloides actualmente son ampliamente usados en una variedad de sectores
industriales, desempefiando varias funciones, por ejemplo: espesantes y gelificantes de
soluciones acuosas, estabilizantes de espumas, emulsiones y dispersiones, inhibidores de la
formaciéon de hielo y cristalizacién del azlcar, liberacidn controlada de sabores, etc.
(Williams y Philips, 2000). Actualmente se utilizan hidrocoloides de diversos origenes:

e Botdnico: aqui se incluyen diversas fuentes como arboles (celulosa), exudados de
arboles (goma Arabiga y Tragacanto), plantas (pectinas, almidén), semillas (goma Guar) y
tubérculos.

e De algas rojas (Agar, Carragenatos) y de algas marrones (Alginato).

e Microbiolégico (goma Xantica, goma Gelana).

e Animal (Gelatina, proteinas de suero lacteo).

En las ultimas décadas, ha aumentado la demanda de hidrocoloides en la industria

alimenticia impulsada por los cambios en el estilo de vida moderno, el conocimiento de la
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relacion entre dieta y salud, las nuevas tecnologias de procesamiento que han llevado a un
rapido incremento en el consumo de comidas de rdpida preparacion, alimentos novedosos y
estandarizados, y el desarrollo de productos ricos en fibras y bajos en grasa. El principal
interés en el uso de hidrocoloides en la industria de alimentos se debe a su capacidad para
modificar las propiedades reoldgicas de los solventes (agua), generar y estabilizar
estructuras, modificar texturas, etc. (Bertuzzi y col., 2006; Yaseen y col., 2005). Por otra
parte, también existe el creciente interés en los consumidores por productos con bajos
niveles de aditivos sintéticos. Esto ha generado la busqueda de nuevas fuentes de
hidrocoloides naturales, biocompatibles y biodegradables, econdmicamente rentables y que
cumplan con las caracteristicas funcionales requeridas en diversas aplicaciones. En este
contexto, la goma Brea aparece como un prometedor hidrocoloide para ser utilizado como

aditivo alimentario.

1.2. Generalidades de la goma Brea y la goma Arabiga

La goma Ardbiga (GA), es una exudacion obtenida de los troncos y ramas de arboles de
5 o0 mads afios de edad de la especie arbdérea Acacia senegal, aunque también se extrae de la
Acacia seyal (FAO, 1999; Williams y Philips, 2000). La GA extraida de A. senegal también es
nombrada como goma Hashab 6 goma Kordofan, mientras que a la GA de A. seyal se la
conoce como goma Talha. La goma Hashab es un sélido cuya coloracion va del blanco palido
al naranja-marrén pdlido, que se quiebra con una fractura vitrea, mientras que la goma
Talha es mas oscura y mas disgregable (Williams y Philips, 2000; Yebeyen y col., 2009).

La goma Brea (GB), es un exudado que se obtiene de la especie arbdrea Parkinsonia
praecox (Bertuzzi y col.,, 2006; Calzon y col.,, 2007), denominada recientemente como

Cercidium praecox (arbol) y Cercidium australe (arbusto) (The International Plant Names



Introduccion

Index). La composicién y propiedades funcionales de la GB se ha visto que favorecen su uso
como aditivo alimentario, presentando en dicho aspecto, similitudes con la GA pero en
contraste con ésta la GB ha sido muy poco estudiada.

La GB recién segregada es de color amarillo dorado palido, de consistencia semi-
liquida y de sabor débilmente azucarado. A medida que se va solidificando en contacto con
el aire, toma diversas coloraciones hasta llegar a un amarillo rojizo en el punto de mayor
consistencia (Figura 1) (Alesso y col., 2003a). La goma exudada de la corteza del arbol se
presenta bajo la forma de pequefias gotas o lagrimas con impurezas como polvo, astillas,

etc. (Figura 2) (Bertuzzi y col., 2006).

Figura 1. Incisiones practicadas con sacabocados en la corteza de brea (izquierda) y con

machete (derecha).

Figura 2. Exudado solidificado en forma de lagrima. Lado externo (izquierda) y en contacto

con la corteza (derecha).



Introduccion

Un conocimiento mas detallado de la GB, con respecto a condiciones de acopio,
caracteristicas de calidad, propiedades funcionales y aplicaciones, aumentaria la
rentabilidad de este recurso, y principalmente, permitiria reemplazar insumos importados
como la GA tanto como aditivo de la industria alimenticia como en otras industrias

(farmacéutica, de impresidn, etc.) (Bertuzzi y col., 2006; Calzon y col., 2007; Kleiman, 2010).

1.3. Composicion quimica y estructura molecular de la goma arabiga

La composicion quimica de la GA y su calidad varia ligeramente con el origen botdnico,
las condiciones agrondémicas, el clima, la manipulacién post-cosecha, etc. (Verdeken y col.,
2003; Yebeyen y col., 2009; Williams y Philips, 2000).

La GA tanto de A. senegal como de A. seyal estd formada por una mezcla muy
compleja de polisacaridos, sales de Calcio, Potasio y Magnesio, y pequefias cantidades de
proteinas (alrededor de un 2%) (ldris y col.,, 1998; Li y col., 2009; Renard y col., 2006;
Williams y Philips, 2000). Los polisacaridos de la GA tienen como componentes principales
D-galactosa, L-arabinosa, L-ramnosa y d4cido D-glucurénico y poseen un tamafo
relativamente pequefio, con un peso molecular del orden de los 250 kDa (Calvo, 2011;
Gracia, s.f.; Williams y Philips, 2000). El reconocimiento de diferencias en las especies,
variedades y ambientes es importante para producir GA para usos especificos. Segun
Williams y Philips (2000) y Calvo (2011) tanto las variedades de goma Hashab (A. Senegal)
como goma Talha (A. seyal) estan compuestas de los mismos residuos de azlcar pero esta
ultima tiene menor contenido de ramnosa y acido glucurdnico; y mas alto contenido en
arabinosa y acido 4-O-metil glucurénico que la goma de A. senegal. La goma de A. seyal

contiene una menor proporcién de nitrégeno y la rotacion especifica es muy diferente. La
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determinacion de estos parametros puede proveer un medio rapido de diferenciacion entre
las 2 especies, ademas de los métodos inmunoldgicos. La masa molecular promedio de la
goma de A. seyal es mayor que la de A. senegal. Ambas especies no necesariamente son
intercambiables tecnolégicamente (Williams y Philips, 2000).

La fraccidn proteica de la GA, esta constituida fundamentalmente por glicoproteinas
con pesos moleculares superiores a los 2.000 kDa. Los restos glucidicos de las glicoproteinas
son arabinogalactanos (Calvo, 2011). La composicion de aminoacidos de las proteinas de
ambas gomas son similares, con hidroxiprolina y serina en mayor proporcién (Calvo, 2011;
Williams y Philips, 2000) como se muestra en la Tabla 1.

Pueden diferenciarse tres principales constituyentes de la goma Ardabiga: los llamados
Arabinogalactanos (AG), Arabinogalactanos-Proteina (AGP) y Glicoproteinas (GP) (Idris y col.,
1998; Li y col., 2009; Renard y col., 2006). El principal componente de los tres es AG, el cual
representa alrededor de un 90% en peso del total de la goma (Li y col., 2009; Williams y
Philips, 2000). Las moléculas de esta fraccidon presentan una conformacién de elipsoide
delgado aplanado (Li y col., 2009). El componente AGP representa el 10% en peso del total
de la goma, contiene 12% de proteina y se ha propuesto una estructura tipo retofo en flor
(Figura 3), en la que los bloques de carbohidratos estdn unidos a una cadena polipeptidica
comun (Al-Assaf y col., 2005a; Li y col., 2009; Williams y Philips, 2000). La fraccién AGP es la
responsable de las propiedades emulsionantes y de adhesién de la goma Ardbiga (Al-Assaf y
col., 20053, b; Ikeda y col., 2005; Li y col., 2009). El caracter hidrofilico de los polisacaridos y
el hidrofébico de los aminodacidos contribuyen a la actividad interfacial de la goma. Las
fracciones AG y AGP tienen peso molecular medio de 286.000 y 1.860.000 g/mol,
respectivamente (Renard y col., 2006; Williams y Philips, 2000). Idris y col. (1998) y Al-Assaf

y col. (20054, b), informaron pesos moleculares del mismo orden para AG y AGP. Por ultimo,
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la fraccién GP representa cerca del 1 o 2% del total de la goma y puede desempefiar cierto
rol en las propiedades de emulsificacidn y estabilizacién (Al-Assaf y col., 2005a; lkeda y col.,

2005).

Tabla 1. Composicidn tipica y de aminodcidos (residuos/1000 residuos) de goma A. senegal

y A. seyal (Williams y Philips, 2000).

Acacia senegal Acacia seyal
% galactosa 44 38
% arabinosa 27 46
% ramnosa 13 4
% écido glucurénico 14,5 6,5
Acido 4-O-metil glucurénico 1,5 5.5
% nitrégeno 0,36 0,15
Rotacion especifica/grados -30 +51
Masa molecular promedio (Mw) 380.000 850.000
Hyp 256 240
Asp 91 65
Thr 72 62
Ser 144 170
Glu 36 38
Pro 64 73
Gly 53 51
Ala 28 38
Cys 3
Val 35 42
Met 2
Ile 11 16
Leu 70 85
Tyr 13 13
Phe 30 24
His 52 51
Lys 27 18
Arg 15 11
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Figura 3. Estructura de la fraccién AGP.

La mayoria de los estudios estructurales han sido dirigidos a la goma de A. senegal
(Williams y Philips, 2000). En el analisis de carbohidratos de la GA de A. senegal se encontré
una estructura altamente ramificada (Figura 4) que consiste en una cadena central de
unidades de D-galactosa unida por enlace B 1-3, la cual se enlaza lateralmente mediante la
posicidn 6 con cadenas de galactosa 1-6 terminadas en residuos de acido glucurdnico o 4-o-
metil glucurdnico (Gracia s.f.; Idris y col., 1998; Williams y Philips, 2000). La ramnosa vy el
acido glucurdnico se posicionan en la periferia molecular preferentemente en los extremos

de las ramificaciones (Williams y Philips, 2000).
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Figura 4. Estructura del componente carbohidrato de la goma de A. senegal. A = Arabinosilo.
Circulos rellenos = galactosa unida por enlace B 1-3; circulos abiertos = galactosa unida por
la posicién 6 (galactosa o acido glucurdnico enlazado o grupos terminales); R1 = ramnosa-

acido glucurdnico; R2 = galactosa-3-arabinosa; R3 = arabinosa-3arabinosa-3arabinosa.

En lo que respecta al numero de cargas de las fracciones de la GA, segin Renard y col.
(2006), el 100% de las cargas en la fraccién AG proviene de polisacdridos como el acido
glucurdnico, mientras que las cargas provenientes de polisacdridos son del 91,3% y 37,9%
para AGP y GP, respectivamente. Los restantes 8,7% y 62,1% de las cargas en estas
fracciones provienen a las cadenas polipeptidicas.

La informacion cientifica de base sobre la GB es muy escasa. Esta compuesta en un
75% de azucares hidrolizables, no presenta almiddn, dextrinas, ni taninos (Coirini y Zapata,
2010). De acuerdo a Cerezo y col. (1969) y De Pinto y col. (1993) que estudiaron la fraccion
de los carbohidratos, la definen principalmente como un polisacarido acido formado por L-
arabinosa, D-xilosa, acido D-glucurénico y acido 4-O-metil D-glucurdnico. Estos residuos se
presentan asociados a un pequeino porcentaje de proteinas (aproximadamente 8%), lo que
puede indicar la presencia de complejos polisacarido — proteinas semejantes a los AGP de la

GA (Bertuzzi y col., 2006; Majewska-Sawka y col., 2000), que son determinantes en la
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funcionalidad de las gomas, principalmente en las propiedades emulsionantes y en sus
aplicaciones. Estas macromoléculas estan relacionadas directamente con los procesos de
desarrollo y crecimiento de los vegetales y se las encuentra en la mayoria de los tejidos de
las plantas superiores.

Segun Cerezo y col. (1969), las principales caracteristicas estructurales de la GB parece
ser una columna vertebral de D-xilano (polisacarido de D-xilosa unido mediante enlaces B-
(1-4) y posiblemente contenga algunos enlaces (1-2)), la cual esta fuertemente sustituida en
la posicidn 2 por cadenas ramificadas cortas que contienen residuos de D-xilosa, L-arabinosa
y Acido D-glucurdnico, en la que ambos residuos pueden ser terminales. Aproximadamente

una tercera parte del acido urdnico esta presente como el 4-metil éter.

1.4. Valor nutricional de las gomas

Muchos hidrocoloides como la goma Guar, la GA, la goma Xantica, las pectinas, etc.,
han mostrado reducir el nivel de colesterol sanguineo. Otros hidrocoloides, como la inulina
y la GA, han mostrado tener un efecto prebidtico. Estos hidrocoloides son resistentes a las
enzimas del sistema digestivo, por lo que no son metabolizados. En cambio, son
fermentados en el intestino para producir acidos grasos de cadena corta y estimular el
crecimiento especifico de bacterias intestinales benéficas, principalmente, bifidobacterias y
reducir el crecimiento de microorganismos patdgenos tales como clostridios (Williams y
Philips, 2000).

La GA presenta solamente 1,5 kcal/g como valor calérico y actia como fibra soluble.
Esta caracteristica, la hace un ingrediente fisioldgicamente beneficioso que contribuye a una

alimentacion equilibrada (Bénech, 2010).
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1.5. Caracteristicas de la especie arbdrea Cercidium praecox

La especie forestal Cercidium praecox pertenece a la familia de las leguminosas, al
igual que la especie A. senegal y la A. seyal de donde se obtiene la GA (von Miiller y col.,
2006b; Williams y Philips, 2000).

El arbol de brea, también llamada chafar brea o palo verde (Coirini y Zapata, 2010)
posee una distribucidon geografica natural que se extiende en regiones cdlidas, aridas y
semidridas, del centro, oeste y noroeste de Argentina incluyendo las provincias de Chaco,
Santiago del Estero, Salta, Catamarca, La Rioja, Cérdoba, San Luis y San Juan. Forma parte de
las grandes unidades de vegetacion del Parque Chaquefio y fuera de Argentina se extiende
por paises vecinos como Bolivia, Sur de Peru, Paraguay, Venezuela, Sur de los Estados
Unidos y México (Alesso y col., 2003b).

Esta especie crece muy bien en suelos pobres y desertificados, por lo que se puede
encontrar también bajo la forma de rodales puros (breales) en ambientes degradados por
ser una especie pionera que coloniza rapidamente dichos ambientes carentes de cobertura
vegetal, como los tipicos peladares, que son zonas en avanzado estado de degradacién
como consecuencia no sélo de la tala desmedida, sino también de cargas ganaderas
excesivas (Alesso y col., 2003b; von Miiller, 2006b). Estos peladares pueden volver a ser
revegetados con la plantacién de breas, lo que le da gran importancia ecolégica a la especie
en cuanto a la proteccion de los suelos, aporte de una cantidad importante de materia
organica y nitrégeno a los mismos y demas beneficios ambientales que brindan los bosques
(Calzon y col., 2007; Coirini y Zapata, 2010; Kleiman, 2010). Ademas de posibilitar la
revegetacién, la plantaciéon de arboles de brea aportara la posibilidad de produccion de

goma de brea en un tiempo entre 10 y 20 afios luego de su plantacion (Calzon y col., 2007).
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La especie Parkinsonia (Figura 5) tiene porte arbustivo o arbéreo, espinoso, de3a9m
de altura (Alesso y col., 2003; Calzon y col., 2007). El arbol tiene un tronco de 10 a 30 cm de
diametro, corto, tortuoso, de corteza lisa, con actividad fotosintética y color verde claro lo
gue lo hace facilmente reconocible. Las ramas también son tortuosas y de color verde. No es
un arbol longevo, llega a la adultez rdpidamente (3 a 5 afios) y vive unos 20 a 30 afios
(Calzon y col., 2007).

Sus hojas (Figura 6) son pequefias, compuestas, tempranamente caducaceas y brotan
después de iniciada la floracién la cual se da en forma muy abundante en los meses de
septiembre y octubre. Sus flores son racimos amarillos (Figura 6) suavemente perfumadas y
tienen valor melifero, ya que producen abundante polen y néctar siendo muy visitada por

los diversos insectos productores de miel en el chaco saltefio (Calzon y col., 2007).

Figura 5. Ejemplar del arbol Brea

El fruto (Figura 6) es una vaina o chaucha membranosa, eliptica, castafia, muy

aplanada, que se abre a la madurez. Antes de madurar presenta una coloracién rojiza y

11
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contiene 1-6 semillas elipticas, aplastadas, color castafio verdoso. En el Chaco saltefio, la
fructificacidén se produce entre octubre y noviembre, pudiendo mantenerse los frutos en la
planta hasta por un afo.

La subespecie praecox, (Coirini y Zapata, 2010) posee mayor exigencia térmica e
hidrica, se la encuentra en areas con precipitaciones desde 300 mm hasta 850 mm anuales.
Soporta temperaturas extremas, con maximas de 48°C y minimas de -10°C. Se encuentra
principalmente en areas planas y en planicies suavemente onduladas con pendientes entre
2-3%, con suelos arenosos. La subespecie glaucum posee mayor capacidad de adaptacion a
climas aridos y mas frios. Se la encuentra en areas con precipitaciones desde 100 mm hasta
300 mm anuales. Soporta altas temperaturas con maximas de 45°C a minimas de -15°C. Se
encuentra en laderas muy secas y soleadas y en piedemontes, observandose el mayor

desarrollo en areas de escurrimiento.

Figura 6. Hojas (izquierda), flores (centro) y fructificacién (derecha) de brea.
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1.5.1. Secrecidn del exudado y extraccion

Estos arboles, tanto la brea como las Acacias, segregan la goma de su tronco y ramas
mediante un proceso inducido llamado gomosis que se manifiesta bajo condiciones de
estrés, como una reaccidn a la evaporacién exagerada de la savia, una infeccién bacteriana
o fungica, una picadura de insecto o una herida o lesion mecanica (Calvo, 2011, Calzon y
col., 2007; Coirini y Zapata, 2010; Garlo el al., s.f.; Williams y Philips, 2000). Por medio de
esta segregacion, se cicatrizan las lesiones y grietas que se producen en la corteza (Alesso y
col., 2003; Calvo, 2011).

La gomosis es el resultado de la secrecién de las células parenquimaticas asociadas a
los vasos. Debido a las presiones hidricas internas, se vierte en la superficie del 6rgano a
nivel de las heridas y alli se acumula. Es decir, que la goma producida puede considerarse
como un producto de tipo cicatrizante ya que una vez exudada, tiende a solidificarse
superficialmente en contacto con el aire formando una capa protectora (Garlo el al., s.f;
Losano y col., 2000).

Posiblemente, los precursores de dicha sustancia gomosa provengan del almiddn,
acumulado en el parénquima xilematico no asociado a los vasos, ya que este esta presente
en los lefios sanos y desaparece en los lefios heridos. La produccién de goma posiblemente
constituya un mecanismo adaptativo de plantas que colonizan hdbitats degradados, como
defensa contra la perdida de agua (Losano y col., 2000).

La extraccién para el aprovechamiento de la GB se basa en la realizacién de incisiones
y en la cosecha de la goma antes que cicatrice la herida. De esta manera se obtiene

periddicamente la goma vegetal (Alesso y col., 2003a).
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Las lesiones se pueden practicar con sacabocado, hacha o machete, realizandose
incisiones o cortes en forma de “V” y heridas horizontales (Figura 7), en un numero de entre
6 y 10 cortes por arbol (Calzon y col., 2007); este procedimiento se denomina “marcado”.
Las heridas en la brea deben ser superficiales, de 1 a 2 cm de profundidad. Luego se limpia
el drea alrededor de la misma para que el exudado sea de mejor calidad. Alesso y col.,
(2003) encontraron que la produccién estd directamente relacionada con la superficie de las
heridas (practicadas con sacabocados), alcanzandose la maxima produccion con heridas de
30 a 50 cm? de superficie. Por otro lado, Calzon y col., (2007) observaron una disminucién
considerable de los volimenes de recoleccién durante los temporales de viento sur,
caracterizado por producir descenso de la temperatura local.

La goma comienza a fluir en un lapso de 1 a 3 dias después de realizada la incisidn, y a
partir de los 12 o 15 dias disminuye la secrecidn, pero no cesa durante dos meses (Alesso y
col., 2003a). El exudado en forma de lagrimas es de color mds claro o mas oscuro segun el
tiempo que permanezca expuesto y se va solidificando con los dias. La disminucion de la
produccién de GB a partir de los 15 dias y los riesgos de lavado, aconsejan recoger las
cosechas entre 15 y 30 dias, aunque mas proximo a los 15 dias en los meses lluviosos.
Periodos mas largos de permanencia en el arbol permitirian un prolongado contacto con el
aire lo que produce oxidaciones en la goma provocando el aumento del color amarillo, y la
acumulacién de polvo, restos de hojas e insectos que al adherirse a la goma y ensuciarla
disminuirian su calidad y por lo tanto, su valor comercial (Alesso y col., 2003a; Calzon y col.,
2007). Por lo tanto, es aconsejable realzar la cosecha en forma periddica, ademas se suma el
hecho de la posible cicatrizacion de la corteza y por lo tanto, la salida del ciclo de produccién
antes de lo esperado con el consecuente cese del exudado (Calzon y col., 2007; Coirini y

Zapata, 2010).
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Figura 7. Marcado del tronco de brea.

La cosecha se hace con cuchillo o con el mismo machete con el que se hace el
marcado. Debe hacerse con cuidado para que cuando se retira el exudado no se arrastre la
corteza. El arbol produce goma durante todo el afio aunque con diferencias importantes
segun la época, lo que esta relacionado con la actividad vegetativa del arbol. Se ha
encontrado las menores cosechas en los meses de invierno (junio a septiembre) (Alesso y
col., 2003b). Sin embargo, de acuerdo a Losano y col. (2000), Coirini y Zapata (2010), la
secrecién esta activa desde septiembre a marzo, con un maximo en diciembre cuando el
estado hidrico mejora con las precipitaciones. Estas oscilan entre los 500 y 750 mm anuales
en la provincia de Salta distribuyendose en general entre setiembre y marzo, ocurriendo el
80% de las mismas entre los meses de diciembre y febrero (Calzon y col., 2007). A los fines
practicos y por las mayores cosechas, la recoleccion se realiza en los meses de septiembre a
diciembre y de marzo a mayo cuando el clima es cdlido y seco, ya que en verano las lluvias
disuelven la goma hidrosoluble y cae al suelo disminuyendo el rendimiento (Calzon y col.,

2007). De acuerdo a Coirini y Zapata (2010), un arbol adulto puede secretar entre 100 y 300
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gramos de goma al afo, siendo la produccidon de brea muy variable entre los rodales, las
condiciones del sitio y los individuos arbdreos. Las mayores producciones se obtienen de
individuos de tamafos intermedios siendo escasa a nula la produccién en darboles muy

pequefios o los de mayor diametro o edad.

g

Figura 8. Cosecha de GB realizada por la comunidad Wichi

Segun Calzon y col., 2007, la floracion de la brea no se vio afectada por los cortes para
produccién de goma, a excepcién de los arboles viejos o con problemas sanitarios que se
secaron luego del periodo de recoleccién.

A diferencia de la GB, el exudado de GA aparece en cantidad suficiente tras efectuar
las heridas para ser recogida entre 3 y 6 semanas después, formando excrecencias
redondeadas (Figura 9) que pueden alcanzar un diametro de hasta 10 cm, y que se

endurecen al contacto con el aire (Calvo, 2011).
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Figura 9. Goma Arabiga en una rama de A. (arriba) y tras ser recogida (abajo).

La GA se recoge y se clasifica por color y pureza, valordndose mas la goma de colores
mas claros (Calvo, 2011). La brea produce menor cantidad de exudado que las Acacias de
donde se obtiene la GA, las cuales llegan a producir entre 1 y 5 kg de GA/ afio durante la

estacioén seca de octubre a junio (Calvo, 2011).

1.5.2. Purificacion del exudado

En el caso de la GA el procesamiento de purificacién del exudado puede incluir
molienda mecanica que rompe los nddulos de exudado en varios tamanos especificos. La
molienda se hace en molinos de martillos, ya que es mas conveniente que el de discos que

tiene la desventaja de recalentar la goma produciendo un aumento de color por oxidacién,
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lo que disminuye su valor comercial. La disolucion de la goma ya molida se realiza en cubas
metdlicas con agua, calentando la soluciéon por una corriente de vapor vivo o bafio Maria
utilizando pailas de doble fondo o bien a fuego directo. Las soluciones se agitan para evitar
recalentamientos locales. La temperatura es mantenida en un minimo para asegurar que la
goma no se desnaturalice ya que esto puede tener un efecto negativo sobre sus
propiedades funcionales. Después se separa el material insoluble por decantacion o
filtracion, se pasteuriza la solucidn y se seca por aspersion o rodillos. El secado por aspersion
involucra la pulverizacién de la solucidn en una camara con aire caliente. El agua se evapora
rapidamente y el polvo seco, tipicamente de 50-100 micrones, es separado del aire usando
un ciclén. Durante el secado en rodillo la solucion es pasada por entre rodillos calentados
con vapor y el agua se evapora rapidamente por flujo de aire. El espesor del film de goma
producido es controlado por ajuste del espacio entre los rodillos. El film es raspado del
rodillo usando una cuchilla produciendo particulas como escamas de varios cientos de
micrones en tamafo. El secado por aspersion y por rodillos tiene la ventaja sobre la goma
cruda o la triturada en que son virtualmente libres de contaminacién microbiolégica y se
disuelven mas rdpidamente (Williams y Philips, 2000). La GB se puede purificar en forma

similar a la GA.

1.6. Aspectos bromatoldgicos y regulatorios

La GB se encuentra registrada recientemente en el Cddigo Alimentario Argentino
como aditivo (Resolucion Conjunta SPRel N° 222/2013 y SAGyP N° 331/2013).
Diversos estudios justifican y avalan su potencialidad productiva (Alesso y col., 20033;

Bertuzzi y col., 2006; Vilela y Ravetta, 2005) y ausencia de toxicidad (von Miiller y col.,
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2006a), por lo que tiene buenas posibilidades de conseguir un lugar en el mercado de las
gomas.

En lo que respecta a la toxicidad, se realizaron analisis bioquimicos e histopatoldgicos
tanto a corto como a largo plazo (toxicidad crdnica), segun lo exigido por la CONAL para su
incorporacion al Cédigo Alimentario Argentino, como aditivo alimentario. von Miiller y col.
(2006a) encontraron mediante un estudio que responde a la metodologia FAO/OMS, que la
incorporacion de GB en concentraciones de hasta el 5% en la dieta de ratones BALB/c de
ambos sexos, no provocé efectos tdxicos cronicos adversos en los mismos. Es decir, los
ratones no mostraron alteraciones en el comportamiento ni en su aspecto fisico general.
Sélo en los tratamientos con GB al 5% y GA al 5% se observé una mayor cantidad de heces
en las jaulas, esto como consecuencia de un exceso en el aporte de fibra en la dieta de los
animales. Asimismo, los perfiles enzimdticos y hematoldgicos del plasma y los exdmenes
histopatoldgicos, tanto macro como microscépicos, no revelaron efectos téxicos.

Por otro lado, en un estudio inédito realizado por Rosés y Lopez (1993) citado en von
Miiller y col. (2006a), se encontré que la GB carecia de efectos téxicos agudos via ingestion
oral en ratas Wistar. También debe considerarse el hecho de que la GB ha sido utilizada por
pobladores rurales de la regidon chaquefia como caramelo de monte por su sabor
ligeramente dulce, no registrdndose antecedentes de toxicidad por su consumo (Coirini y
Zapata, 2010; von Miller y col., 2006a). Ademas la GB ha sido aprovechada
tradicionalmente por las comunidades campesinas de las zonas mas aridas como medicina
para afecciones bronquiales. Por lo tanto, la GB es un producto apto para el consumo
humano y fue incorporada al Cddigo Alimentario Argentino para ser utilizada como aditivo

en la industria alimentaria.
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Respecto a la GA, en el Sistema Internacional de Numeracién de aditivos es designada
como INS N° 414 o E 414 (la numeracion INS y la E son intercambiables) en la lista europea
de aditivos permitidos (Bénech, 2010; Williams y Philips, 2000). Las gomas extraidas de
Acacia senegal y Acacia seyal se definen como un producto 100% vegetal y natural, sin
OGM (Organismos Genéticamente Modificados), sin valor IDA (ingesta diaria admitida), es
decir sin limitacién cuantitativa de ingestién y también goza del estatuto GRAS de la FDA
(Food and Drugs Administration-USA) es decir “Generally Recognized As Safe”
(Generalmente Reconocido Como Seguro) (Bénech, 2010; Calvo, 2011; Lépez-Franco, 2006;

Williams y Philips, 2000).

1.7. Aspectos comerciales y econémicos

La GB ofrece cuatro alternativas para su comercializaciéon segun el grado de
purificacién (Rique, 1977; Orueta, 1992):

eEn forma natural: como proviene del monte o del acopio. Es la forma en que
habitualmente la comercializan los campesinos e indigenas de las zonas del monte
Chaquefio.

eSeleccionada: desechando las partes mas oscuras y las que tiene adherencias de
corteza, con posterior molienda por medio de molino de martillos y zarandeo. El producto
molido presenta una granulometria de 1 a 5 mm y estaria dispuesto para la venta a
productores de témperas y acuarelas, empresas que utilizan bafios electroliticos, industrias
que fabrican elementos ceramicos y artisticos, y para otros usos varios en droguerias
industriales como elemento espesante, astringente, etc.

¢En solucién goma-agua: (20% goma-80% agua), para la industria gréfica.

20



Introduccion

eEn forma de polvo purificado: para su utilizacién en la industria alimenticia y

farmacéutica.

Esta ultima es la Unica forma aceptada para consumo humano y es la mas importante
de todas sus alternativas de comercializacion, puesto que alcanza su mayor valor comercial
(Alesso y col., 2003a).

Por otra parte, el arbol de brea tiene un escaso valor econédmico para la actividad de
extraccion maderera debido a su baja durabilidad a la intemperie o en contacto con el suelo
y a su baja calidad, utilizandose como combustible alternativo de bajo valor como lefia y
carbén (Coirini y Zapata, 2010).

Tanto la GA como la GB son productos forestales no madereros (PFNM) definidos
como aquellos bienes de origen bioldgico que no son madera, y que derivan de los bosques,
de otras tierras boscosas y de los arboles fuera del bosque (FAO, 2002). Los PFNM pueden
ser de origen vegetal o animal. Los exudados son parte de esta categoria, e incluyen
sustancias tales como: gomas (hidrosoluble), resinas (no hidrosolubles) y latex (lechoso o
jugo claro) extraidos de plantas. El beneficio mas destacable de estos productos es su
posibilidad de ser extraidos, preservando la integridad de los recursos naturales de donde se
obtienen (Kleiman, 2010).

En lo que respecta a la GA, tanto la A. senegal como la A. seyal son especies arbéreas
gue crecen ampliamente en una regidn conocida como "el cinturdn de la GA", que bordea
por el sur el desierto del Sahara en Africa oriental y occidental, al norte del bosque
ecuatorial conectando Senegal, en el Oeste con Somalia, en el este (Lépez-Franco, 2006;
Pitron, 2011; Williams y Philips, 2000). Esta situacién le otorga a esta zona el control de los

precios y la produccion mundial de GA (Lépez-Franco, 2006). La mayor parte de la GA se
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extrae de Sudan, llegando a valores de hasta el 70% de la produccién mundial (Calvo, 2011),
aunque también se produce en otros paises africanos. La produccion tiene un alto impacto
en las economias regionales de las subregiones, llegando a una dependencia de la misma
casi absoluta (von Miiller y col., 2006a). Este es un ejemplo de la importancia que puede
llegar a tener las gomas vegetales en las economias regionales de zonas aridas. El lado
negativo de tal dependencia es que los cambios en las pautas de mercado pueden llegar a
amenazar estas economias.

Actualmente, la produccion de GA en Sudan parece estar en declive. Los paises de
Chad y Nigeria producen cantidades menores, aunque su produccidon estd creciendo,
mientras Senegal, Mali, Mauritania y Niger producen cantidades casi insignificantes en
proporcién a los mayores productores (Calvo, 2011; Williams y Philips, 2000).

La goma Hashab es indudablemente el producto mas valorado, pero también la goma
Talha ha encontrado recientemente otros usos lo que ha hecho aumentar su valor. No es
posible identificar precisamente el balance exacto entre estos dos productos en el mercado
ya que es continuamente cambiante. Europa es el principal importador seguido de Estados
Unidos y Japén.

En Argentina, los PFNM no han alcanzado un desarrollo productivo importante,
dificultando su incorporacién en las economias regionales (von Miiller, 2006b). Respecto a
la GB, al requerir de mucha mano de obra, especialmente en su recoleccién, constituye una
alternativa productiva importante para las comunidades indigenas del Chaco. Por su precio,
la GB tiene para estas comunidades una relacidon costo-beneficio que no puede ser igualada
por ningun otro recurso natural, dando ademas mayor sustentabilidad al sistema productivo
(von Miller, 2006b). De alli el enorme impacto social y econémico que podria tener la

produccién y comercializacion de GB para las comunidades rurales Wichi y criollas del chaco
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saltefio semidrido. Hoy son una de las poblaciones con mayor nivel de pobreza vy
necesidades bdsicas insatisfechas del pais (Calzon y col., 2007). Por ello existe un programa
de promocién de esta goma, como PFNM para el desarrollo sostenible de dichas
comunidades. El proyecto puesto en marcha desde marzo de 2007 es financiado por el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacion y estd a cargo de la Fundacién de
Altos Estudios (Fundaltes) de la Universidad Nacional de Salta (Kleiman, 2010;
www.gomabrea.com.ar; www.ruralprimicias.com.ar). El proyecto tiene el propodsito de
determinar el potencial del recurso que existe en la provincia y asistir a tres comunidades
wichis, cercanas al rio Pilcomayo, para que comiencen a acopiar y comercializar esta
sustancia (Rabe, 2007). La cosecha de GB es una actividad muy aceptada por las
comunidades indigenas, no reviste ningun tipo de complejidad y puede ser realizada por
cualquier miembro de la familia, permitiendo, ademads, el ingreso de dinero para la
cobertura de sus necesidades en un momento del afio en que la oferta de recursos
naturales del ambiente es baja (Alesso y col., 2003a; Calzon y col., 2007).

Por otra parte, como se ha citado, la GA lidera actualmente el mercado mundial de
este tipo de goma y fue llamada “el petréleo que no maneja Estados Unidos” por la
magnitud econdmica del mercado. Sin embargo, existen problemas asociados a su escasez
periddica, a la inseguridad en su suministro manifestada en los ultimos 20-30 afios y a los
precios variables como ocurrid, por ejemplo, en 1985, donde una sequia en Sudan hizo que
el precio de la GA se multiplicara por 6 (Calvo, 2011). Estos problemas impulsan la busqueda
de otras fuentes botanicas de goma capaces de remplazarla y que ofrezcan mayor seguridad
en el suministro y los precios. Asi, por ejemplo, se han llevado a cabo estudios sobre goma
mezquite en Méjico (Lopez-Franco, 2006; Vernon-Carter y col., 2000). Cabe mencionar que

la seleccion de hidrocoloides en la industria es determinada por las caracteristicas
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funcionales requeridas pero inevitablemente influenciada por el precio y la seguridad de su
suministro (Williams y Philips, 2000).

El gran crecimiento de la industria agroalimentaria que registra nuestro pais y los altos
costos de importacion de estas gomas, hace prever una sostenida y creciente demanda de
GB por la necesidad de incorporar productos mas econdmicos con aplicaciones definidas
respecto a calidad, funcién y disponibilidad (von Miller y col.,, 2006a). De aqui que al
profundizar los conocimientos sobre sus caracteristicas y propiedades fisicoquimicas y
funcionales aumenten las posibilidades de su aplicacién en distintas industrias como la
alimenticia, farmacéutica, textil, cosmética, vitivinicola, etc. Actualmente la extraccion de la
GB puede ser una alternativa econédmica competitiva por los precios internacionales
(www.gomabrea.com.ar). La GA tiene un precio (FOB) entre USS 4 y 11 mientras la GB entre
USS 1y 3 por Kg.

La GB durante algun tiempo se comercializé como sustituto de la GA con distinto éxito,
segun fluctuaba el precio internacional de la misma. Como consecuencia de la critica
situacion mundial de materias primas durante la década de los 70, varias firmas locales se
interesaron en comercializar GB en el mercado interno (Alesso y col., 2003a). Cabe
mencionar que en los "70 el precio de la GA se incrementd de alrededor de USS 1.500 a USS
5.000 por tonelada llegando luego incluso hasta USS 8.000 (Williams y Philips, 2000).

Segun datos del INDEC (1996) la importacion de GA en Argentina se incremento
durante la década del ‘90 de 100 Ton a 250 Ton anuales. Cabe destacar que durante el afo
2002 se importaron 355 Ton, mientras que en el afio 2005 se importaron 516,5 Ton de GA
por un monto de 2.972.308 USS, segun los datos de la Administracién Nacional de Aduanas
(Bertuzzi y col., 2006). Este incremento en la importaciéon de GA y los altos costos, conllevan

a la necesidad de incorporar productos que se obtengan de especies nativas y que cumplan
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con los mismos requisitos de calidad y mercado, para ser utilizados en la industria
agroalimentaria nacional. Todo esto evidencia una gran posibilidad de mercado para la GB,
lo que permitiria a nuestro pais un ahorro importante en importaciones, y para ello deben
identificarse los canales de comercializacidn y realizarse estudios de mercado para favorecer

el desarrollo productivo asociado a esta goma.

1.8. Aspectos tecnoldégicos

1.8.1. Solubilidad

Los hidrocoloides, en general, se comercializan como polvos y para su utilizacién se los
dispersa en agua para su hidratacion. La solubilizacién puede acelerarse por efecto de la
agitacion y/o el calentamiento (Figura 10), obteniéndose finalmente una solucién con
moléculas hidratadas individuales (espesantes) o enlazadas (gelificantes) de acuerdo a la
naturaleza del hidrocoloide.

Segun Bertuzzi y col. (2006), la GB tiene una alta solubilidad en agua, superior al 40%
p/v, que aumenta con el incremento de la temperatura. Esta solucidon aparece como
homogénea, viscosa y de cardcter acido (pH = 4). Este comportamiento es similar al de la
GA, la cual es facilmente soluble en agua dando una solucién entre amarilla muy palida y
naranja-marrén, de pH 4cido, alrededor de 4,5 (Calvo, 2011; Williams y Philips, 2000;
Yebeyen y col., 2009). La rdpida solubilidad en agua de la GA en forma de polvo permite

reducir los tiempos de produccién y el consumo de energia (Bénech, 2010).
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Figura 10. Esquema de la dispersidn, solubilizacion y textura de hidrocoloides.

Bertuzzi y col. (2006) encontraron que la solucion acuosa de GB al 1% p/p es soluble en
yodo, acido sulfurico concentrado, acido clorhidrico, acido tdnico (10%), hidréxido de sodio
e hidréxido de potasio (10%) y leche descremada. Por otro lado, resultd insoluble en
reactivos como acido acético, glicerol, aceites, alcohol etilico 96° y en la mayor parte de los
solventes organicos. Al igual que la GA, resulté insoluble en presencia de sales metalicas

trivalentes, como por ejemplo soluciones de cloruro férrico (5%) (Yebeyen y col., 2009).

1.8.2. Propiedades reoldgicas asociadas a los hidrocoloides

Cuando se aplica un esfuerzo de corte (c) a un material, se deformara en cizalla. En el
caso de un liquido, el material empieza a fluir a una determinada velocidad de deformacion
y=dy/dt donde vy es la deformacién en cizalla y t es el tiempo. Si el liquido es Newtoniano, la
razon entre el esfuerzo de corte (o) y la velocidad de deformacién (y) es constante y se

denomina viscosidad (1) (Rosenthal, 2001). Para los liquidos no newtonianos (por ejemplo
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soluciones de gomas, etc.), la relacién entre ¢ y y no es lineal. En este caso se obtiene una
viscosidad que depende de la velocidad de deformacién denominada viscosidad aparente
(Map) (Rosenthal, 2001). Si la ms, disminuye con y se habla de comportamiento
pseudoplastico. Es decir que los liquidos pseudoplasticos son menos espesos cuando se
someten a altas ¥ que cuando se cizallan lentamente. Dicho comportamiento se puede

modelar en un intervalo limitado de y mediante la ley de la Potencia (Rosenthal, 2001):

s (n=1)

0=k.7”y T ap =k7/

En estas expresiones k es el indice de consistencia y n indice de comportamiento al
flujo. Si n < 1 el comportamiento es pseudoplastico. Tanto k como n no tienen bases fisicas,
son el ajuste de un resultado experimental a una expresién matematica, k tiene unidades de
Pa.s.

Los hidrocoloides son ampliamente usados para espesar sistemas alimenticios y un
gran entendimiento de su comportamiento reolégico ha sido obtenido en los ultimos 30
anos y particularmente, a través del desarrollo de redmetros de alta sensibilidad capaces de
medir muy bajas velocidades de deformacion (Saha y col., 2010; Williams y Philips, 2000).

De acuerdo a Saha y Bhattacharya (2010), para que un hidrocoloide sea espesante
debe predominar la interaccién con el agua sobre la interaccidn de las propias moléculas. Es
decir que una vez solubilizado, sus moléculas estdan rodeadas por una importante capa
acuosa de solvatacién. Ello limita la movilidad normal del agua y determina que la viscosidad
de la solucidn (resistencia al flujo de este sistema de macromoléculas solvatadas) alcance

valores importantes.
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El aumento de la viscosidad se debe entonces, al volumen hidrodindmico ocupado por
las cadenas del polisacarido en la solucién y a la interaccién entre las cadenas de polimero
presentes (Bertuzziy col., 2006).

La viscosidad de soluciones de polimeros muestra un marcado incremento a una
concentracion critica de polimero, comunmente referida como C*, correspondiente a la
transicién de la llamada “regién diluida”, donde las moléculas de polimero estan libres para
moverse independientemente en solucién sin interpenetracion, a la “region semi-diluida”
donde la agregacidon molecular da lugar a un aumento del solapamiento entre los polimeros
y ocurre la interpenetracién (Williams y Philips, 2000).

Las soluciones de polisacaridos normalmente exhiben un comportamiento
Newtoniano a concentraciones por debajo de C*, por lo que su viscosidad es independiente
de la velocidad de deformacién. Sin embargo, por encima de C* usualmente se observa un
comportamiento No-Newtoniano. La Figura 11 muestra un tipico perfil de viscosidad-
velocidad de deformacién para una solucidn de polimero por encima de C*. En la misma, se
distinguen 3 regiones: (a) Una meseta Newtoniana a baja velocidad, (b) una region de
dilucién por cizallamiento (comportamiento pseudoplastico), y (c) una region Newtoniana a
alta velocidad.

A baja velocidad de deformacién la disrupcion de la estructura es menor que la
velocidad de reordenamiento y aqui la viscosidad es independiente de la velocidad. Por
encima de la velocidad critica, el desordenamiento predomina y la viscosidad cae a un valor
minimo constante a velocidad infinita. La viscosidad de soluciones de polimeros es
influenciada significativamente por la masa molecular del polimero. La dependencia de la

viscosidad con la velocidad aumenta con el incremento de la masa molecular y la velocidad
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a la cual ocurre la dilucion por cizallamiento cambia a valores mas bajos (Williams y Philips,

2000).

Log viscosity

(b)

Log shear rate
Figura 11. Perfil viscosidad-velocidad de deformacion para una solucién de polimero por

encima de C*.

El tamafo hidrodindmico de las moléculas de polimero en solucidon es
significativamente influenciado por la estructura molecular. Las moléculas rigidas y lineales
(goma xantica, ciclometilcelulosa (CMC), etc.) tienen un mayor tamafio hidrodinamico que
aquellos polimeros altamente ramificados y de estructura compacta (GA, etc.) de la misma
masa molecular y producen un aumento mucho mas alto de viscosidad al establecer
interacciones intermoleculares mas rapidamente que los ramificados (lkeda y col., 2005;
Williams y Philips, 2000).

Mientras la mayor parte de las gomas forman soluciones altamente viscosas a bajas
concentraciones, la GB, al igual que la GA, resultan excepcionales por su alta solubilidad y
por no impartir gran viscosidad a bajas concentraciones (Bertuzzi y col., 2006). La estructura
altamente compactada y ramificada de la GA (A. senegal) y de la GB dan lugar a un aumento

de moléculas compactas con un relativamente pequeiio volumen hidrodindmico, y como
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consecuencia, presentan baja viscosidad en solucién (Figura 12), obteniéndose viscosidades
importantes recién a altas concentraciones (Bertuzzi y col., 2006; Calvo, 2011; Verbeken y
col., 2003; Williams y Philips, 2000). Una soluciéon de 30% p/p de GA tiene una menor
viscosidad que las soluciones al 1% de Goma xdantica y al 1% de CMC a baja velocidad de
deformacion (Williams y Philips, 2000).

El hecho de que las gomas presenten baja viscosidad a altas concentraciones no
siempre es una caracteristica desfavorable. Las gomas no solamente son agregadas para dar
viscosidad, sino también como vehiculo de sabores o como emulsionantes (Yaseen y col.,
2005).

Esta capacidad de formar soluciones altamente concentradas con baja viscosidad es
responsable de las excelentes propiedades estabilizantes y emulsionantes de estas gomas
cuando se incorporan a preparaciones con grandes cantidades de materiales insolubles

(Bertuzzi y col., 2006).
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Figura 12. Grafica de viscosidad en funcion de la concentracidon de GA.
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Los polimeros cargados tienen una mayor viscosidad que aquellos no iénicos de similar
masa molecular debido al hecho de que su cadena molecular esta expandida por repulsién
de cargas intramoleculares. El agregado de electrolitos, que ocultan las cargas o la
disminucion de pH que reduce el grado de disociacién de grupos carboxilos cargados,
normalmente llevan a la compactacion de las cadenas y a un significativo descenso de la
viscosidad. La CMC y la goma Xdntica muestran un comportamiento atipico con un aumento
de la viscosidad con el agregado de electrolitos (Williams y Philips, 2000).

El cambio de pH de las soluciones ocasiona modificaciones en los enlaces puente
hidréogenos establecidos entre cadenas de polisacaridos y con las moléculas de agua,
resultando en una variacién en el comportamiento reoldgico del hidrocoloide (Bertuzzi y
col., 2006).

En lo que respecta a la GB, Bertuzzi y col. (2012), determinaron que la viscosidad de
sus soluciones aumenta con la concentracién y disminuyen con la temperatura. A medida
gue aumentan la concentracidn de GB en sus soluciones presentan un efecto mas marcado
de la temperatura sobre la viscosidad de la soluciéon. Ademas una solucién al 1,5% p/p de GB
presentd valores de viscosidad superiores a los de soluciones al 4% p/p de goma Karaya y
4% p/p de goma tragacanto en un rango de temperatura que va de 25 a 50°C.

La GB también forma soluciones de mayor viscosidad que las de GA a igual
concentracion (Defain-Tesoriero y col., 2004). Una parte de GB en seis de agua, da un
mucilago mas consistente que el de la GA en las mismas proporciones lo que permite
utilizarse en combinacidon con otras gomas como espesantes y ligantes en concentraciones

menores respecto a la GA (Bertuzzi y col., 2006).
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1.8.3. Capacidad emulsionante

Una emulsion es un sistema coloidal que consiste en una mezcla intima de liquidos
inmiscibles entre si, donde una fase esta subdividida en pequefias gotas (fase discontinua o
dispersa) y éstas a su vez estan suspendidas en el seno de otra fase (fase continua o
dispersante). En alimentos se utilizan principalmente dos clases de emulsiones: aceite en
agua (O/W) y agua en aceite (W/0O). De acuerdo al Cddigo Alimentario Argentino (2011), los
agentes emulsionantes o emulsificantes “son sustancias que hacen posible la formacién o
mantenimiento de una mezcla uniforme de dos o mas fases inmiscibles en el alimento”. Es
decir, favorecen la formacidn de una emulsién o su estabilidad en el tiempo.

Las moléculas de las sustancias emulsionantes poseen caracteristicas ambivalentes,
con una parte hidrofilica formada mayoritariamente por grupos afines al agua y otra parte
lipofilica (hidrofébica) constituida por cadenas o grupos hidrocarbonados solubles en la fase
grasa. Una de las propiedades fundamentales de estas moléculas es la tendencia que tienen
a concentrarse y orientarse en la interfase, disponiendo los grupos lipofilicos hacia la fase
grasa y la porcion hidrofilica en interacciéon con el agua.

Para generar una emulsién debe entregarse energia en forma de trabajo para lograr
un importante grado de subdivisiéon de la fase dispersa. En consecuencia, son sistemas
metaestables con tendencia a pasar a menores niveles de energia. Progresivamente se
verifica la disminucién de la superficie de interfase a través de procesos como la agregacién
de gotas (floculacién) y la coalescencia (uniéon de las mismas en particulas de mayor
tamafo), hasta concluir en la separacion visible de las fases o en la ruptura de la emulsién.

Los aditivos que estabilizan y favorecen la formacion de las emulsiones, reducen la

tension superficial en la interfase y, en consecuencia, el trabajo necesario para lograr la
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emulsificacién. Ademas, estas moléculas forman una capa triple (grasa- emulsificante-agua)
en la interfase, que actla como una barrera estérica o eléctrica impidiendo el acercamiento
de las particulas dispersas a la vez que interaccionan con proteinas y carbohidratos
presentes en la fase continua, variando la textura y propiedades reoldgicas (viscosidad,
consistencia) de esta fase.

En el caso de los hidrocoloides, aquellos que contienen proteinas (por ejemplo GA, GB,
goma mezquite) son buenos estabilizadores, ya que tienen suficientes grupos hidrofébicos
para actuar como puntos de anclaje o unién y pueden formar peliculas viscoeldsticas en las
interfases (Huang y col., 2001).

Las propiedades emulsionantes de la GA, como ya se ha citado, estan asociadas al
complejo Arabinogalactanos-proteinas (AGP) formado por el polisacérido (regién hidrofilica)
y las proteinas (regidn hidrofébica). Durante la formacién de la emulsién aceite en agua, los
residuos de aminodacidos hidrofébicos de la porcidn proteica de la GA se adsorben y anclan
la molécula a la superficie de la gota de aceite, mientras que los bloques hidrofilicos de
carbohidratos sobresalen hacia la fase acuosa (Figura 13) inhibiendo la floculacion y la
coalescencia de gotas de aceite adyacentes, a través de repulsiones electrostaticas vy
estéricas, lo que confiere excelente estabilidad a la emulsién (Calvo, 2011; Bertuzzi y col.,
2006; lkeda y col., 2005; Williams y Philips, 2000).

Una vez formada la emulsién con GA puede permanecer estable por largos periodos

de tiempo, sin evidencia de que se produzca coalescencia.
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Figura 13. Esquematizacion de la estabilizacién de gotas de aceite por moléculas de GA.

El contenido relativamente bajo de proteinas de la GA implica que sélo una parte de la
goma estd involucrada en el proceso de emulsificacién, por lo que la concentracion
requerida para producir una emulsidén es mucho mds alta que la proteina pura (Bertuzzi y
col., 2006; Williams y Philips, 2000). Por otro lado, la alta concentraciéon de goma en la fase
continua puede mejorar la estabilidad por el incremento en la viscosidad del medio

dispersante.

1.9. Aplicaciones de las gomas

El principal interés en el uso de estos polisacaridos se fundamenta en varias
caracteristicas que presentan como la capacidad de modificar las propiedades reoldgicas de
los sistemas acuosos, estabilizar interfases (aire-agua o aceite-agua) y reducir la tension
interfacial entre ambas fases. Estas caracteristicas hacen que la GA sea utilizada como
agente emulsionante y estabilizante, agente de batido, modificador de textura en productos

dietéticos, microencapsulacion de aceites y aromas, etc. (Calvo, 2011).
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Por su parte, la GB posee caracteristicas funcionales que la convierten en un excelente
hidrocoloide para su uso como espesante y estabilizante de emulsiones y espumas (Bertuzzi
y col., 2006).

La GA ha sido utilizada desde hace al menos 4.500 afios por los antiguos egipcios, en el
valle del Nilo, en distintas aplicaciones, como la preparacién de vendas para momificacién o
la fabricacién de cosméticos, tintas y pinturas jeroglificas. Fue objeto de comercio durante
toda la historia, desde los tiempos biblicos hasta la actualidad (Calvo, 2011; Williams vy
Philips, 2000).

La principal aplicacion de la GA en alimentos se desarrolla en la industria de la
confiteria, donde se emplea mas de la mitad de la GA producida en el mundo (Pasquel,
2001). En este contexto, es utilizada en una variedad de productos incluyendo gomas,
pastillas, grajeados, malvaviscos y caramelos. En esta aplicacidon la GA da brillo a los
productos, retarda o previene la cristalizacion del aztcar, promueve la emulsificacion, y en
tabletas o esferas cubiertas con azucar forma una cubierta protectora inicial antes de
agregar el jarabe (Armada, 2010; Williams y Philips, 2000). En caramelos, la GA permite
emulsificar la grasa presente, mientras que en malvaviscos la GA es utilizada como
estabilizante de la espuma, funcidn que también desempena en la fabricacién de la cerveza
y refrescos (Armada, 2010; Calvo 2011; Pasquel, 2001; Williams y Philips, 2000). La GA
también es usada para formar un glasé en nueces recubiertas y productos similares. Otro
uso es la produccion de gomas o patillas (Williams y Philips, 2000).

Debido a la escasez de GA y a las fluctuaciones de los precios, se usa GA en mucha
menor concentracién en combinacién con otros hidrocoloides, como almiddn,
maltodextrina, gelatina, pectina y agar. En estas formulaciones puede producirse una

separacion de fases debido a la incompatibilidad entre los hidrocoloides. La extensién de la
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separacion de fases dependera de la velocidad de formacion del gel inducido por los otros
hidrocoloides presentes, y determinard, consecuentemente, la textura final obtenida.

Un 30% del total de la GA en el mundo se emplea en la industria de bebidas no
alcohdlicas como estabilizante y emulsionante (Pasquel, 2001), en la producciéon de
concentrados de citricos para bebidas, concentrados aromdticos de aceites esenciales para
bebidas cola (debido a su estabilidad en condiciones acidas), en bebidas dulces con cierto
contenido de alcohol, bebidas funcionales para deportistas, bebidas lacteas y bebidas
dietéticas (Bénech, 2010; Calvo, 2011; Williams y Philips, 2000). Los resultados logrados con
la GA en la produccion de bebidas turbias son excelentes, alli donde las emulsiones
aromaticas generan la turbidez deseada en el producto acabado. Esta propiedad se debe al
indice de refraccidn de la fase aceitosa durante la emulsificacidn, especialmente cuando se
trata de aceites esenciales citricos (Bénech, 2010). La goma es capaz de inhibir la floculacion
y coalescencia de las gotas de aceite por varios meses y ademds la emulsidon permanece
estable por mas de un ano cuando se diluye alrededor de 500 veces con agua carbonatada
edulcorada previo al envasado (Williams y Philips, 2000).

En el caso de bebidas lacteas aromatizadas, la GA estabiliza las particulas aromaticas
en la leche, impidiendo su precipitacion, favoreciendo una estructura homogénea y una
textura agradable al paladar (Bénech, 2010).

Por otro lado, respecto a la industria vitivinicola Nacional, cabe mencionar que el
Instituto Nacional de Vitivinicultura, en el afio 2004, resolvié autorizar como practica
enoldgica licita, el uso de GA en vinos como coloide protector estabilizante, en una cantidad
maxima permitida de 300 mg/L (Resolucién N° C.26). En enologia la GA cumple las
siguientes funciones (AEB IBERICA S. A., 2011):

e Prevenir el enturbiamiento.
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e Reforzar el efecto del dcido metatartarico.

e Romper la aspereza tanica en vinos estructurados.

e Suavizar los vinos y prolongar el gusto.

e Evidenciar la intensidad y complejidad aromatica.

e Impedir la aglomeracién de particulas inestables evitando precipitaciones en

la botella.

En lo que respecta a la aplicacidon de la GB en alimentos, Armada (2010) ha formulado
diferentes productos alimenticios, los cuales exhibieron buenos resultados y caracteristicas
particulares:

e Glacé (cobertura de torta, alfajores) con 5y 5,5% de GB. Caracteristicas:
suave, adhesivo, brillante, de secado rapido y no se agrieta.

e Jugo dietético concentrado de kiwi con 25% de GB. Caracteristicas: sabor
dulce, agradable, buen cuerpo y buena estabilidad.

e Pan tipo lactal con 3,3 y 2,2% de GB. Caracteristicas: buena formacion de
miga, confiere humedad a la miga y estabilidad al almacenamiento de 7 dias (la
estabilidad de la misma férmula sin adicién de goma fue de 5 dias).

e Mermelada de zanahoria con 6% de GB. Caracteristicas: coloracién mas
oscura que la referencia sin goma, sabor agradable, semejante al zapallo y reduce el
tiempo de coccidn. Sélidos solubles 68%.

e Mermelada de zanahoria dietética con 12% de GB Caracteristicas: color y
sabor agradable. Sélidos solubles 40% (en concordancia a productos dietéticos).

e Postre de vainilla dietético con 4,5% de GB. Caracteristicas: prolonga la

estabilidad al almacenamiento retardando la sinéresis.
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A todas las formulaciones se les realizd una evaluacién de aceptabilidad con un panel
piloto de 30 jueces no entrenados y utilizando una escala heddnica de 9 puntos. Se obtuvo
una aceptabilidad mayor al 70% en todas las formulaciones.

La GB también ha encontrado aplicacién en la formacién de peliculas protectoras. Las
peliculas son utilizadas para retardar la maduracion de frutas y vegetales mediante el
control del intercambio gaseoso (Armada, 2010; Calvo 2011). Las peliculas de GB
plastificadas con glicerol poseen muy buenas propiedades mecanicas y de barrera a gases
pero estas se ven muy afectadas por el contenido de humedad de la pelicula, lo que se
soluciona con el agregado de aceite vegetal. Se obtienen asi membranas homogéneas vy
translicidas con menor permeabilidad al vapor de agua y solubilidad en agua y mayor
hidrofobicidad superficial respecto a aquellas producidas sin aceite (Spotti y col., 2016).

Otras las aplicaciones de la GA y potenciales de la GB en la industria alimentaria son
(Armada, 2010; Calvo, 2011):

e En panificacion, para dar suavidad a la corteza y miga en el pan, retardando
Su envejecimiento.

e En productos lacteos congelados (helados, nieves, postres, etc.), para
producir una textura fina, inhibiendo la formacién y crecimiento de los cristales de
hielo, el helado no se funde rapidamente y se puede usar en combinaciéon con
carragenatos.

e Enreposteria, para favorecer el hinchamiento del merengue.

Otras industrias no alimenticias donde tiene aplicacién la GA y podria tener la GB son
(Armada, 2010; Motlagh y col., 2006):

e  Farmacéutica y cosmética (cremas vy lociones).
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e Textil, en el estampado de tejidos.

e Minera, como espumante en proceso de separacion de metales.

e Metalurgica, en el recubrimiento de piezas por electrolisis (niquelado,
cobreados y cadmiadas) donde evita formacion de agregados, y en la construccion
de moldes formulados con GB, yeso y cuarzo para fundicion de metales, por
resistencia mecanica, y como inhibidor de corrosién de metales.

e Pinturera, en la elaboracidn de pinturas artisticas (temperas y acuarelas).

e  Gréafica para la proteccion de planchas offset.

1.9.1. Microencapsulacion

La encapsulacién y/o microencapsulacion es una tecnologia que permite envolver
fisicamente en una matriz protectora denominada “material de pared”, a aquellos
ingredientes considerados sensibles, como una manera de protegerlos o cubrirlos, de
diversas reacciones adversas, pérdidas volatiles, deterioro nutricional (Hogan y col., 2001),
de la humedad, calor, o condiciones extremas, y asi desarrollar o mejorar su estabilidad y
mantener la viabilidad del producto (Gibbs y col., 1999). La técnica posee un alto potencial
para generar nuevos productos y procesos (Sanguansri y Agustin, 2006). En las aplicaciones
para alimentos, son tipicamente empleados para resolver problemas de formulacién que
puedan surgir de la estabilidad quimica o fisica limitada del ingrediente activo, una
incompatibilidad entre el ingrediente activo y la matriz, control de liberacién del compuesto,
o biodisponibilidad de un nutriente (Ubbink y Kriiger, 2006). Los procesos de encapsulacién
fueron desarrollados entre los afios 1930 y 1940 por la National Cash Register para la

aplicacion comercial de un tinte a partir de gelatina como agente encapsulante (Yafiez et al.,
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2002). Luego de estos inicios se han desarrollado diferentes aplicaciones en diversos
campos.

Desde el punto de vista tecnoldgico, la encapsulacién es definida como el proceso de
recubrimiento de productos, bajo la forma de moléculas, particulas sdélidas o glébulos
liguidos, con materiales de distinta naturaleza, para dar lugar a particulas de tamafio
micrométrico. El producto resultante de este proceso tecnolégico recibe la denominacién de
“microparticulas”, “microcapsulas”, “microesferas”, sistemas que se diferencian en su
morfologia y estructura interna, todos ellos presentan como caracteristica comun el tamafio
de particula, el cual es siempre inferior a 1 mm. Cuando las particulas poseen un tamafio
inferior a 1 um, el producto resultante del proceso de microencapsulacidon recibe la
denominacién de “nanoesferas”, “nanoparticulas” o “nanocapsulas”.

Los materiales a atrapar, abarcan sabores, olores, nutrientes esenciales,
microorganismos, fragancias, drogas farmacoldgicas, agentes de diagndstico médico, etc.

Diversos métodos han sido propuestos para la produccién de microcdpsulas. En
general estos métodos pueden ser divididos en tres grupos (Yafiez, 2002):

e Meétodos fisicos: secado por aspersién, extrusién, recubrimiento en lecho fluido,
evaporacion por solventes, suspension en aire y disco rotatorio.

e Meétodos fisicoquimicos: coacervacién simple o compleja y atrapamiento en
liposomas.

e Meétodos quimicos: polimerizacion interfacial e inclusion molecular.

Entre los citados, el secado por aspersion de una emulsidn, solucién o suspension, es
el mds utilizado para producir microcapsulas, donde el componente activo quedara
recubierto por el material de pared generdndose polvos con buena calidad, baja actividad

de agua, facil manejo y almacenamiento (Bae y Lee, 2008; Fuchs, 2006; Partanen, 2008).
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Cuando se trata de emulsiones, el material pared actia como un estabilizador de la
emulsion, y la emulsién secada por aspersion es capaz de dispersarse de nuevo en agua
(Carneiro y col., 2013). Las particulas secadas por aspersion tienen tipicamente un tamafio
de 10 a 200 micrones y la retencién del material volatil, es normalmente mayor al 80%,
dependiendo de variables operativas como: la temperatura de entrada y salida, la
concentracion de los componentes de la emulsidn, la viscosidad, etc.

Otro método para encapsular es la coacervacién compleja (Schmitt y col., 2010;
Turgeon y col., 2007), y presenta la caracteristica de que las particulas se forman durante el
proceso de coacervacion en lugar de producirse en el proceso de secado. La coacervacién se
define como la separacién de dos fases liquidas en determinadas condiciones de pH y fuerza
idnica, una de las fases contiene el/los polimero/s y se llama fase de coacervado, y la otra
gue no los contiene se llama solucién de equilibrio. Para esta metodologia, en general, se
utiliza como cubierta la combinaciéon de una proteina, como la gelatina, y un polisacdrido,
como la GA. La GA ha sido ampliamente estudiada y utilizada como material de pared
(Bertolini y col., 2001; Liu y col., 2010), sola o en combinacién con maltodextrina para
reducir costos.

Actualmente, en la industria alimentaria se utiliza una gran variedad de materiales de
pared, siendo los principales la GA, la maltodextrina, los almidones modificados, la celulosa
modificada, la gelatina, la ciclodextrina, la lecitina, las proteinas del suero lacteo y la grasa
hidrogenada.

Dependiendo de las propiedades fisicoquimicas del centro activo, del material de
pared y de la técnica utilizada para la microencapsulacién, se pueden obtener diferentes
tipos de macroparticulas (Figura 14): esferas simples rodeadas por una membrana de

espesor uniforme, particulas conteniendo un nucleo de estructura irregular, multiples
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particulas embebidas en una matriz continua formada por el material de pared, varias
particulas encerradas en el nucleo de una misma capsula y macroparticulas con multiples

membranas interfaciales.

X
a2

Miiltiples nucleos

Matriz

Figura 14. Estructuras tipicas de microcdpsulas.

Un compuesto utilizado en muchos trabajos para evaluar la eficiencia de
encapsulacion estabilidad a la oxidacién ha sido el imoneno. Este compuesto es un terpeno,
gue se extrae del aceite de las cdscaras de los citricos y que da el olor caracteristico a los
mismos. El limoneno presenta cierta inestabilidad oxidativa degradandose en varios

compuestos (Figura 15).
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Figura 15. Productos de oxidacion del limoneno (I); 1,2 epoxi-limoneno (l1); 8,9 epoxi-

limoneno (lll), 1,2-8,9 diepoxi-limoneno (IV); Carveol (V) y Carvona (VI) (Penay col., 2012).

Con el objetivo de evaluar la posibilidad de reemplazar a la GA por la GB en técnicas de
microencapsulacion de aromas, Defain-Tesoriero y col. (2004) estudiaron
comparativamente a la GB y la GA en el proceso de microencapsulacién por coacervacion
compleja empleando como proteina a la gelatina. Observaron que las microparticulas
obtenidas con GB-gelatina eran de mayor tamafio y tendian a aglomerarse al compararlas
con las microparticulas obtenidas con GA-gelatina. Sin embargo al disminuir la
concentracion de las soluciones de GB, se obtuvieron, microparticulas semejantes a aquellas
obtenidas con GA, de un tamano de aproximadamente 10 um. A partir de estos estudios, se

vio la posibilidad de sustituir a la GA con la GB en distintos procesos de microencapsulacién.
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1.10. Modificacion de gomas

En general, las gomas naturales son preferibles a los materiales sintéticos comparables
debido a su ausencia de toxicidad, bajo costo y disponibilidad. Sin embargo, hay ciertos
problemas asociados con el uso de gomas naturales. Estos incluyen las tasas de hidratacion,
la solubilidad dependiente del pH, alta viscosidad, la caida de la viscosidad en el
almacenamiento, y la posibilidad de contaminacién microbiana. La modificaciéon de las
gomas no solo minimiza estos inconvenientes sino que también cambia su respuesta ante el
calor o el frio, mejora su textura y/o el rendimiento de sus propiedades funcionales
pudiendo adaptarlas a usos especificos en un alimentos u otros productos. Se han utilizado
diversas estrategias para la modificacidn, incluyendo métodos quimicos, fisicos o
enzimaticos, sin contar los métodos biotecnoldgicos.

Una modificacion quimica utilizada es la carboximetilacion que aumenta la
hidrofilicidad y solubilidad en agua de las gomas y clarifica las soluciones de las mismas.
Ejemplos de esta modificacidn son la goma guar derivatizada con acido monocloroacético
para producir goma guar carboximetilada (CMGG) (Thimma y Tammishetti, 2001) y la goma
de cashew carboximetilada (Silva y col.,, 2004). Otra modificacién conocida es la
modificacion de almidones mediante la introduccion de grupos monofuncionales
(hidroxipropilo, octenilsuccinico, acetilo, etc.) que actiuan como agentes de bloqueo
tridimensional para mejorar las propiedades gelificantes (Lépez y col., 2004).

Entre los métodos para modificaciones fisicas se encuentran el tratamiento térmico, el
uso de ultrasonido, la homogeneizacién a alta presién, entre otros.

La goma ardbiga ha sido modificada mediante tratamiento térmico obteniéndose

mejoras notables en su capacidad emulsionante (Al-Assaf y col., 2007). El producto formado
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por este proceso, denominado Acacia (sen) SUPER GUM™, tiene una estructura en la que el
componente de alto peso molecular de la goma arabiga, el AGP, se encuentra en mayor
proporcién, y en consecuencia esta goma modificada posee mejores propiedades
emulsionantes segun lo demostrado por Al-Assaf y col. (2003a), Al-Assaf y col. (2007) y
Hayashi (2002).

La tecnologia de ultrasonido (US) de alta intensidad ha cobrado importancia en las
ultimas décadas como método para la modificacion de polimeros, ya que no sélo
representa una rapida, eficiente y fiable alternativa para mejorar las propiedades, sino que
también tiene potencial para desarrollar nuevos productos con una funcionalidad unica. El
efecto del US se relaciona con la cavitacién, calentamiento, agitacién dinamica, tensiones de
cizallamiento y turbulencia (Arzeni y col., 2012). La aplicacién de ultrasonidos de alta
intensidad es cada vez mas estudiada para modificar biopolimeros y la mayoria de los
trabajos se centran en la capacidad de ultrasonido para despolimerizar polisacdridos tales
como dextranos, goma xantica, A-carragenina, quitosano y almiddn, lo que repercute en la
masa molar relativa, el peso molecular, la despolimerizacién, y por lo tanto, en sus
propiedades funcionales (lida y col., 2008; Kardos y Luche, 2001; Li y Feke, 2015; Lorimer y
col., 1995). Kardos y Luche (2001) encontraron que el ultrasonido ofrece un potencial
importante para la conversién de hidratos de carbono poliméricos a moléculas de menor
peso con utilidades especificas.

La modificacién de polimeros mediante homogenizacion de alta presion ha sido
aplicada principalmente a proteinas para mejorar sus propiedades emulsionantes. Se ha
visto que la aplicacion de esta técnica produjo desnaturalizacion y despolimerizacion en

proteinas de soja lo que aumento su capacidad emulsionantes (Molina y col., 2004). En otro
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estudio, la homogenizacion causoé la agregacidon de las proteinas de lupino lo que también

mejord sus propiedades emulsionantes (Chapleau y Lamballerie-Anton, 2003).

46



2. OBIJETIVOS



Objetivos

2.1. Objetivo general

El objetivo general de la presente tesis fue estudiar desde un punto de vista bdsico y
aplicado las caracteristicas fisicoquimicas, reolégicas y funcionales de goma Brea (GB), asi
como también el efecto de distintos tratamientos sobre sus propiedades emulsionantes y

microencapsulantes.

2.2. Objetivos Especificos

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de GB en relacidn a sus fracciones

(hidratos de carbono y proteinas).

e Evaluar las propiedades reolégicas en solucién acuosa de GB.

e Analizar las propiedades microencapsulantes de GB aplicando métodos basados en
emulsion.

e Evaluar la aplicacién de diferentes tratamientos: térmicos y por ultrasonido, para

mejorar las propiedades emulsionantes y microencapsulantes.
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Materiales y Métodos

3.1. Materiales

El exudado de GB se obtuvo de arboles de la zona cercana a la ciudad de Salta y fue
donada por el Proyecto Promocidn de la Brea como Producto forestal no maderero para el
desarrollo sostenible de las comunidades Wichi y Criollas del Chaco Saltefio.

La GA fue provista por Colloides Naturels International (Rouen, France). Todos los

demas reactivos utilizados en esta tesis fueron grado analitico y calidad HPLC.

3.2. Métodos

3.2.1. Purificacion de la Goma Brea

La goma Brea cruda fue purificada siguiendo los siguientes pasos generales: disolucién
en agua, filtracién, liofilizacién y trituracién.

Se prepard una solucion al 15 % m/m del exudado de GB pesando la cantidad
correspondiente y agregando luego agua ultra-pura, Mili-Q, se favorecié su disolucién
mediante el empleo de un agitador magnético. La disolucién se completd tras 24 hs. Luego
se efectud la separacion del material grueso filtrando a través de un tamiz y posteriormente
se filtré6 mediante vacio a través de un filtro de fibra de vidrio de 47 mm de didmetro y 0,45
um de tamafio de poro. Las muestras de GB purificadas se secaron por liofilizacidn (Flexy-dry

TM, SP Scientific, Stone Ridge, EU) y se molieron hasta conseguir un polvo fino.

3.2.2. Composicion centesimal

La composicion centesimal fue determinada mediante técnicas estandarizadas para

alimentos (AOAC, 1995), por triplicado tanto para la GB como para la GA, a fin de poder

compararlas. Se determiné humedad, materia grasa, proteinas, cenizas y carbohidratos (por
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diferencia de los anteriores). Para la determinacién de proteinas se utilizo un factor de 6,6

(Al-Assaf y col., 2005b).

3.2.3. Determinacidn del contenido de compuestos fendlicos totales

La concentracion de compuestos fendlicos totales fue medida de acuerdo con el
método descrito por Castel y col. (2014). A 100 ul de las soluciones de GB cruda (18,13 %),
GB clarificada (12,9 %) y GA (16,48 %) se le agregaron 2 ml de una solucién acuosa de
carbonato de sodio 2%. Después de dos minutos, se agregaron 100 pul de reactivo de Folin-
Ciocalteu disuelto en agua (1:1), se agitd vigorosamente en Vortex y se dejé en reposo por
30 minutos a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia a 750 nm contra el blanco de
reaccion en un espectrofotdmetro Lambda 20, Perkin Elmer. La curva de calibracion fue

realizada con acido gélico disuelto en agua en concentraciones de 0,002 - 0,12 g/ml.

3.2.4. Determinacion de la actividad antioxidante in vitro

La actividad antioxidante de GB, GB tratada térmicamente y GA fue medida contra el
radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), segun lo descrito por Thaipong y col. (2006).
Se preparé una solucion stock de DPPH (24 mg de DPPH/100mL de metanol) que se
almacend a -20 2C hasta su uso. A partir de esa solucion se prepard una solucion de trabajo
mezclando 8,6 ml de solucién stock con 50 ml de metanol. Las soluciones de goma (10%
p/p) (150 pl) reaccionaron con 2,9 ml de la solucién de trabajo de DPPH por 24 horas en
oscuridad. La absorbancia a 515 nm fue medida en espectrofotémetro Lambda 20, Perkin
Elmer. Los andlisis fueron realizados por triplicado. Se realizé una curva padrén con Trolox

((R)-(+)-6-hidroxy-2,5,7,8-tetramethylcroman-2-carboxylic acid, 98 %) disuelto en metanol
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en concentraciones de 25 a 1558 pM. La actividad antioxidante se expresd en mg

equivalente de Trolox (ET)/ g de muestra.

3.2.5. Fraccionamiento de la Goma brea

Las técnicas analiticas de esta seccidon fueron realizadas en el Departamento de
Ciencias de Alimentos de la Universidad de Tennessee, Estados Unidos, bajo la supervision

del Dr. Federico Harte.

3.2.5.1. Fraccionamiento mediante Cromatografia de Interaccion Hidrofébica (FPLC-HIC)

La cromatografia de interaccion hidrofébica fue usada para separar la GB en varias
fracciones. Se usé un sistema FPLC AKTA (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) equipado
con una columna HiTrap phenyl HP (1ml) y una computadora con el programa UNICORN
(versién 3.2) para controlar la unidad de separacién. La columna fue pre-equilibrada con
buffer de unién (50 mM fosfato de sodio/ 1,0 M sulfato de amonio, pH 7, filtrado a través de
una membrana de 0,45 um). Se inyectaron 50 ml de una solucion de GB al 0.001 g/ml en
buffer de unién. La fraccién de GB que no fue retenida por la columna fue recolectada
como Fraccidn 1. La fraccidon adsorbida en la columna fue eluida con un gradiente de elucién
comenzando con 100% de buffer de unién incrementando gradualmente el buffer de
elucién (50 mM fosfato de sodio, pH 7, filtrado a través de una membrana de 0,45 um) de
0% a 100%. El perfil de elucion fue monitoreado con un detector UV a 280 nm y se
recolectaron fracciones de 2 ml las cuales fueron almacenadas a 4°C hasta su posterior

analisis.
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3.2.5.2. Cromatografia de filtracion en gel (GPC)

La distribucién de masas moleculares (MM) de cada fraccion separada por FPLC-HIC
fue analizada por GPC en un médulo Waters 2596 con un set de dos columnas Ultrahydrogel
500 y 2000 (Waters, Milford, Massachusetts, Estados Unidos). Se utilizé una solucién de
0,05 M NaNOs a 25 °C como eluyente y se mantuvo un flujo de 1 ml/min. El perfil de eluciéon
fue monitoreado con dos detectores simultaneamente: un detector UV-visible a 280 nm
para detectar proteinas y un detector de indice de refraccion (IR) para detectar
polisacaridos. Una alicuota de 100 pl de una solucion de GB de 25 mg/ml fue inyectada en la
columna.

Las MM de los picos de IR fueron estimadas a partir de una curva de calibracion
preparada con estandares de pululano Shodex (Showa Denko, Munich, Alemania): P-5
(MM=6,0 kDa), P-10 (MM=10,0 kDa), P-20 (MM=21,7 kDa), P-50 (MM=48,8 kDa), P-100
(MM=113,0 kDa), P-200 (MM=210,0 kDa), P-400 (MM= 366,0 kDa) y P-800 (MM=805,0 kDa).

La ecuacion lineal resultante de la curva de calibracién fue:

Log MM =-0,1838 t + 8,7167 (r*=0,9969)  Ecuacién (1)

donde: t es el tiempo de elucién en minutos y MM es la masa molecular aparente en kDa.

3.2.5.3. Fraccionamiento mediante Cromatografia de Exclusién Molecular (FPLC-SEC)

La cromatografia de exclusidon molecular fue llevada a cabo en condiciones nativas y

desnaturalizantes usando un equipo FPLC AKTA (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia)
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equipado con una columna Superdex 200 PG (GE Healthcare), un detector UV-visible
operando a 280 nm y un Jloop de muestra de 2 ml. Para realizar la experiencia en
condiciones nativas, la GB fue disuelta al 10% (p/p) en buffer de elucién (0,15 M NaNOs,
filtrado a través de una membrana de 0,22 um) y aplicada a la columna. La muestra fue
eluida isocraticamente con el buffer de eluciéon con un flujo de 0,3 ml/min. Para la
experiencia en condiciones desnaturalizantes, la GB fue disuelta al 10% (p/p) en buffer
desnaturalizante (0,15 M NaNOs3, 10 mM ditiotreitol (DTT), filtrado a través de una
membrana de 0,22 um). La muestra fue aplicada en la columna y eluida con un flujo de 0,3

ml/min.

3.2.5.4. Determinacion del contenido de proteinas en las fracciones

El contenido total de nitrégeno de cada fraccion separada por FPLC-HIC fue
determinado por el método de combustién Dumas (ISO 14891/IDF185) usando un
analizador TruMacR N (Leco, St. Joseph, Michigan, Estados Unidos). El contenido de
proteinas se calculd utilizando un factor de conversién de 6,6 y se informd el promedio de

triplicados.

3.2.6. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Las electroforesis se realizaron utilizando geles prefabricados de 12% TRIS-HCI de 10
pocillos (Biorad, Hercules, California, Estados Unidos). Las muestras fueron disueltas en
buffer de siembra (0,5 M Tris-HCL, pH 6,8, glicerol, 10% (p/v) SDS, B-mercaptoetanol, 0,5%
(p/v) azul de bromofenol en agua) (FisherScientific, Fair Lawn, New Jersey, Estados Unidos) y

calentadas a 95 °C por 5 min. Se sembraron 35 pL de muestra en cada pocillo y se realizé la

54



Materiales y Métodos

corrida a voltaje constante de 200 volts por 50 min con buffer de corrida (25 mM Tris- base,
192 mM glicina, 1% (p/v) SDS, pH 8,3). Los geles fueron revelados con el colorante Coomasie
blue o con el kit de colorante de plata Bio-Rad (Bio- Rad, code 161-0449, Steinheim,
Germany) de acuerdo a la concentracién de proteinas.

La masa molecular (MM) de las proteinas fue estimado usando los siguientes
estandares: miosina (200,0 kDa); B-galactosidasa (116,25 kDa); fosforilasa b (97,4 kDa);
albumina sérica bovina (66,2 kDa); ovoalbumina (45,0 kDa); anhidrasa carbdnica(31,0 kDa);
inhibidor de tripsina (21,5 kDa); lisozima (14,4 kDa) y aprotinina (6,5 kDa) (Bio- Rad,

Steinheim, Alemania).

3.2.7. Caracterizacion reolégica de las soluciones de Goma brea

Se realizaron test rotacionales con un equipo HAAKE RS80- Rheo stress (Haake Mess -
Technik Gmbh, Alemania), con una geometria de cono (4°) y plato de 40 mm de diametro,
dejando 1 mm de separacién entre cono y plato. Se registraron los valores de viscosidad
aparente variando la velocidad de deformacién (y) de 0,1 a 100 s Las determinaciones se
realizaron por triplicado. Se estudid la influencia de distintos factores:

Efecto de la concentracion de goma: Se midié la viscosidad aparente a 20 + 0,2°C de
soluciones de GB y GA en concentraciones de 2, 5, 10 y 15% (p/p) en agua ultra pura Milli-Q.

Efecto de la temperatura: Se midio la viscosidad aparente de una soluciéon de GB al
10% (p/p) y pH 7 a temperaturas de 20, 40 y 60°C.

Efecto del Cloruro de Sodio: Para evaluar el comportamiento en presencia de cationes
monovalentes, se prepararon soluciones de las gomas al 10% (p/p) con40 y 100 mM de NaCl

y se determind la viscosidad aparente de las mismas a 20 + 0,2°C.
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Efecto del pH: Se midid la viscosidad y el pH a 20+ 0,2°C de las soluciones de las gomas
al10% (p/p) en presencia de 0,05 y 0,15 ppm de glucono-&-lactona (GDL).

Efecto del tratamiento térmico: Para evaluar la estabilidad del hidrocoloide después
de un calentamiento se prepard una solucién de GB al 10 % y se calentd por 30 min a 90°C,
luego se determind la viscosidad aparente a 20 + 0,2°C.

Evaluacién de la tixotropia: Se determind la viscosidad aparente a 20 + 0,2°C de
soluciones de GB a pH 4,4 (pH de la GB disuelta) y a pH ajustado a 7,0 con rampa de
deformacién ascendente (0,1 a 100 s™) y descendente (100 a 0,1 s2).

Los datos obtenidos fueron ajustados a la ecuacién de Sisko (1985), por regresién no

lineal utilizando el software OriginPro 8.

3.2.8. Determinacion de la capacidad emulsionante de la Goma brea

3.2.8.1. Preparacion de las emulsiones

La GB fue disuelta en concentracion de 5%, 10% y 20% p/p en agua ultrapura Milli-Q
con 0,01% p/p de azida sédica para evitar el desarrollo microbiano. Las soluciones fueron
agitadas a temperatura ambiente hasta la completa disolucién de la goma y dejadas en
reposo 24 horas para garantizar la completa hidratacién de las molecular poliméricas.
Posteriormente, las soluciones se conservaron a 4°C hasta su utilizacion. El mismo
procedimiento fue llevado a cabo para preparar las soluciones de GA al 20% p/p.

Las emulsiones fueron preparadas mediante un método de dos pasos:

(a) Inicialmente, se obtuvieron pre-emulsiones mezclando 10% p/p de aceite de maiz

(calidad alimenticia) comercial (Mazola®) o (R)-(+)-Limoneno con 97% de pureza (Sigma
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Aldrich, St. Loius, Estados Unidos), segun el caso, con 90% p/p de solucion acuosa de goma
utilizando un homogeneizador Omni mixer (lvan Sorvall, Inc., Norwalk, Connecticut, Estados
Unidos) por 5 min a 5000 rpm.

(b) Las pre-emulsiones fueron sonicadas utilizando un procesador ultrasénico de 20
Khz (Sonics and Materials VCX-750, Newton, Connecticut, Estados Unidos) a 75% de
amplitud por 2 min con control de temperatura maxima de 30 °C. Se empled una sonda de
aleacion de titanio de 13 mm de diametro. Las emulsiones fueron sonicadas en un bafio de
hielo para evitar su calentamiento.

Este método de emulsificacién fue optimizado por ensayos previos y también fue
utilizado para preparar las emulsiones con GB tratadas térmicamente utilizando soluciones

de gomas al 10% p/p.

3.2.8.2. Determinacion del tamaiio de gota

La distribucién de tamafio de gota fue determinada mediante retrodispersion de luz
dinamica utilizando un equipo Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Ltd.,
Worcestershire, Reino Unido) a 25 °C. Las medidas fueron llevadas a cabo luego de la
dilucién apropiada de las emulsiones con agua ultrapura Milli-Q. El didmetro promedio de
las gotas de las emulsiones (Z-average) y el indice de polidispersidad (Pdl) fueron

automaticamente calculados por el equipo como el promedio de diez medidas por muestra.

3.2.8.3. Medicion del potencial Zeta
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El potencial zeta (C) de las emulsiones fue determinado utilizando un equipo Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Ltd., Worcestershire, Reino Unido). Las emulsiones fueron
diluidas apropiadamente con agua ultrapura Milli-Q, y luego fueron inyectadas en la cubeta
para mediciéon de movilidad electroforética. El equipo calculé automaticamente el potencial-
{ midiendo la direccién y la velocidad del movimiento de las gotas en un campo eléctrico
aplicado. La medida fue llevada a cabo cinco veces por muestra para obtener un potencial-{

promedio y una desviacion estandar.

3.2.8.4. Microscopia optica

La microestructura de las emulsiones fue visualizada mediante un microscopio éptico
convencional (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) equipado con una cdmara
fotogrdfica. Una gota de la emulsidon recién preparada se colocd entre un porta y un
cubreobjetos y se observé con un aumento de 40x. Durante la observacidn, se seleccionaron

varios campos y se tomaron fotografias de los mas representativos.

3.2.8.3. Estabilidad de las emulsiones

La estabilidad de las emulsiones se evalud con un analizador vertical de dispersiones
coloidales Turbiscan MA 2000 (Formulaction, Tolouse, Francia), que permite evaluar la
desestabilizacion global de emulsiones, suspensiones y espumas sin dilucion, con tamanos
de particula entre 0,05 a 5000 um. El principio de funcionamiento de este equipo es el
siguiente: una fuente de luz la cual se compone de un diodo electro luminiscente en el

infrarrojo cercano (Asr = 850 nm) incide sobre el tubo de vidrio que contiene la muestra y
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dos sensores Opticos sincronizados reciben respectivamente la luz transmitida a través de la
muestra (180° de la luz incidente, sensor de Transmisién), y la luz retrodispersada por la
muestra (45° de la radiacién incidente, detector de backscattering (BS) o retrodispersion)
como se muestra en la Figura 16. Este equipo trabaja en modo de escaneo: la cabeza de
lectura Optica escanea a lo largo del tubo (el cual contiene la muestra) en una longitud
maxima de 80 mm, adquiriendo los datos de transmision y retrodispersién cada 40 um. Los
resultados obtenidos son presentados mediante un software como curvas correspondientes
al flujo de luz transmitida (T %) y retrodispersada (BS %) en porcentaje relativo a un
estdndar de calibracion (suspensiéon de esferas monodispersas y aceite de silicona) como
una funcién de la altura del tubo en mm. La adquisicion de datos puede repetirse a lo largo
del tiempo de una forma programada y los resultados son expresados en funcidon del
tiempo. El analisis de los perfiles de T % y BS % obtenidos permite determinar la cinética
para un dado mecanismo de desestabilizacion (cremado o coalescencia) si se elige

adecuadamente la zona del tubo (Pany col., 2002).

Transmission

Lighe detector

s0uUCe

Backscallering
detector

Figura 16. Principio de funcionamiento del Turbiscan

Fuente: Formulaction S.A. (2014).
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Las emulsiones pueden sufrir tres fendmenos principales de inestabilidad que
transcurren simultdaneamente: Cremado, donde las particulas se concentran en la superficie;
Floculacién, donde las particulas se adhieren sin fusionarse y Coalescencia, donde las
particulas se funden y forman particulas mds grandes.

Evolucion de la retrodispercion o backscattering (BS), permite obtener el BS en
funcidn de la longitud del tubo en cada escaneo realizado a distintos tiempos, dichos datos
proporcionan una medida de variacién del tamafio de particula que se corresponde con la
floculacion y/o coalescencia durante el almacenamiento de las emulsiones. El software
también permite visualizar esto como Delta de BS segun sea conveniente.

Espesor del pico de cremado: con este analisis se puede obtener la evolucidon del pico
de cremado en la parte inferior del tubo, registrandose en el equipo perfiles en transmision
o en backscattering dependiendo de si se trata de una muestra translicida u opaca,
respectivamente.

Debido a que las emulsiones eran opacas se estudié la desestabilizacién analizando el
perfil del Delta de backscattering (A%BS) donde se observa un aumento del espesor del pico
de cremado en funcién del tiempo, como resultado de la acumulacién de particulas en la
parte superior de la emulsién. De la grafica del espesor del pico en funcién del tiempo se
estimé una medida de la velocidad inicial de cremado (vi) mediante el célculo de la
pendiente de la curva a los primeros tiempos por una regresion lineal. Por otro lado, se
tomoé el tiempo en que se desestabiliza el 5 % de la emulsién como el Tiempo de retardo en
minutos.

Para todos los ensayos 7 mL de muestra fueron transferidos a los tubos de vidrio del
equipo, y se registraron medidas de Retrodispersién de luz y de Transmitancia en funcién

del tiempo, durante un periodo de 7 dias. Para visualizar mejor los cambios producidos en
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los sistemas evaluados, fue conveniente trabajar en modo de referencia (A%BS o A%T),
donde los valores de la primera curva (curva de referencia a t=0) se sustraen de las
subsiguientes. De esta manera pueden analizarse mejor las variaciones producidas en
relacidn al estado inicial. Los perfiles obtenidos para cada sistema se analizaron empleando

el software del equipo y de alli se obtuvo el indice de cremado (IC), expresado como:

indice de cremado = (HS/HT)*100 Ecuacidn (3)

donde Hs: altura de la fase suero, Hy: altura total de la emulsién (Gu y col., 2007), como un
pardmetro de la desestabilizacion global de las emulsiones luego de 7 dias de

almacenamiento a temperatura ambiente.

3.2.9. Determinacidn de las propiedades reoldgicas de las emulsiones

Se realizaron test rotacionales con un equipo HAAKE RS80- Rheo stress (Haake Mess -
Technik Gmbh, Alemania), con una geometria de cono (4°) y plato de 40 mm de didmetro,
dejando 1 mm de separacién entre cono y plato. Se registraron los valores de viscosidad
aparente variando la velocidad de deformacién (y) de 0,1 a 100 s Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

3.2.10. Obtencion de microcapsulas por secado por aspersion

Las emulsiones fueron secadas en un secador por aspersion escala laboratorio (Spray
Dryer, ADL311 Yamato, Japdn). Las condiciones de trabajo fueron seleccionadas mediante

ensayos previos para un adecuado secado del material y funcionamiento del equipo:
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temperatura de entrada del aire de secado de 150 + 1 °C, temperatura de salida de 80 + 1

°C, presion del atomizador 0,1 MPa y flujo de alimentacién del producto de 2,7 g/min.

3.2.10.1. Morfologia de las microcapsulas por Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La morfologia y la microestructura de las microcapsulas obtenidas fueron observadas
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM: Scanning Electronic Microscopy)
utilizando un microscopio JEOL modelo JSM-35C (Tokio, Japdn). Para esto, los polvos fueron
colocados en los tacos portamuestras utilizando cinta con doble cara adhesiva y luego
fueron cubiertos con una delgada pelicula de oro para asegurar la conductividad superficial.

Se realizaron observaciones con objetivos de 1000x, 3000x y 10000x. Se obtuvo un
rango aproximado de tamafio de particula midiendo los didmetros de las particulas con el
programa Imagel 1.48v. Se capturaron varias micrografias de cada muestra para lograr una

medida representativa de la muestra.

3.2.10.2. Morfologia de las microcapsulas por Microscopia Confocal

Las microcapsulas fueron observadas mediante microscopia confocal para observar su
microestructura interna utilizando un microscopio confocal Leica SP8 Compact.

Para esto, los polvos fueron colocados entre un cubre y un portaobjeto y luego fueron
cubierto con aceite de inmersion.

Se realizaron observaciones utilizando diferentes laseres de 488 nm, 514 nm, 552 nmy
638 nm. Y se utilizaron dos detectores, detector 1: con deteccion entre 498 y 542 nm, y

detector 2: con deteccion entre 562 y 632 nm. Para lograr las imagenes se restaron de las
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imagenes obtenidas con laser de 552 nm y detector 2, donde fluoresce la GB y el limoneno,
las imagenes obtenidas con laser 488 nm detector 1, donde fluoresce sélo la GB. Para esto
se utilizo el software de procesamiento de imagenes Imagel) 1.48V. Se capturaron varias

micrografias de cada muestra para lograr una medida representativa de la muestra.

3.2.10.3. Determinacidn del contenido de humedad y la actividad de agua.

La actividad de agua de los polvos obtenidos se determind en un equipo Aqualab
Systems (Washington, Estados Unidos) a temperatura ambiente (25 * 0,1 °C). Para
determinar el contenido de humedad se colocé 2 g de polvo en una estufa de vacio a 70 °C
durante 24 h. El porcentaje de humedad se calculé por diferencia de pesada (Jafari y col.,

2008a).

3.2.10.4. Analisis de color

El analisis de color de las muestras se realizé con un colorimetro triestimulo Minolta
Modelo 508d que aplica el sistema CIELAB, definido en coordenadas rectangulares (L*, a*,
b*). Se utilizé un iluminante D65 (luz solar atardecer) y un dngulo de observador de 109. Las
muestras fueron sometidas a compresién durante 5 s con un peso de 1 kg antes del andlisis.
Los parametros: L* (luminosidad de la muestra) varia entre 0 (negro) y 100 (blanco), a*
indica la contribucion de rojo (+) y verde (-) y el parametro b* muestra la contribucién del

amarillo (+) y azul (-) (Figura 17).
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L 100 = Blanco

Verde Amarillo
2o b+

Azu

L0 = Negro

Figura 17. Coordenadas rectangulares L*, a* y b*CIE Lab 1979 (imagen extraida y adaptada

de internet: http://sobrecolores.blogspot.com.ar).

3.2.10.5. Determinacion de aceite libre

El aceite libre de las microcapsulas fue determinado de acuerdo al método de
Klinkesorn y col. (2006) con algunas modificaciones. La extraccion del aceite libre se llevo a
cabo a partir 2,5 g de polvo con 15 mL de éter de petrdleo. La mezcla fue agitada
manualmente durante 2 min y se dejé reposar por 5 min a temperatura ambiente. Luego, se
filtré a través de un papel de filtro Munktel O0R y se recuperd en un balén de destilacidn. El
hexano se evapord en un evaporador rotatorio a 70°C y el extracto libre de solvente se secd
en estufa a 105°C, hasta pesada constante. El contenido de aceite libre se calculd por

gravimetria.
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3.2.10.6. Determinacion de aceite total

El contenido de aceite total fue determinado de acuerdo al método de Klinkesorn y
col. (2006) con modificaciones. La emulsién se reconstituyd mezclando 4 mL de agua
ultrapura Milli-Q con 0,5 g de polvo, agitando hasta la completa disolucién. Luego, se
agregaron 25 mL de una mezcla hexano/isopropanol (3:1) y se agitd durante 10 min en
vortex. Posteriormente, la mezcla se centrifugd a 12000 g durante 15 minutos. La fase
organica se filtré a través de un papel de filtro Munktel O0OR y se recuperd en un balén de
destilacidn. Se evaporo el solvente en un evaporador rotatorio a 70°Cy el residuo se seco en
estufa a 105°C, hasta pesada constante. El contenido de aceite total se calculd por

gravimetria.

3.2.10.7. Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion (EE) fue calculada a partir de la relacidon entre la

cantidad de aceite encapsulado y el aceite total presente en los polvos:

[Aceite Total ( )—Aceite libre (L) 1x100

g
100g polvo 100g polvo

Aceite total (m )

EE (%)=

3.2.10.8. Estabilidad de las microcapsulas

La estabilidad de las microcapsulas de limoneno frente a la degradacién oxidativa se

analizé por un periodo de 100 dias de acuerdo a Beristain y col., (2002). Las microcdpsulas
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se almacenaron en envases adecuados, sellados herméticamente, que contenian soluciones
saturadas de LiCl, MgCl,, Mg(NOs),,y NaCl (Método isopestico). Estos envases se colocaron
en estufa a 50 °C lograndose en su interior actividades de agua (aw) de 0,112, 0,304, 0,488 y
0,749 respectivamente (Ascheri y Bastos, 2015).

Semanalmente, se retird un set de muestras y fueron analizadas inmediatamente o
almacenadas en envases herméticos a -18 2C hasta el momento del analisis.

La degradacion del compuesto D-limoneno se evalué midiendo su concentracién. Para
esto, 0,15 g de polvo se dispersaron en 0,85 g de agua ultrapura Milli-Q en un vial con tapa
rosca, luego se agregaron 4 mL de una solucién de 1 mg/mL de ciclohexanol (estandar
interno) en acetona y se agité la mezcla en vortex por 30 seg. Luego, una alicuota del
sobrenadante, previamente filtrado con membrana de nylon (0,2 um), fue inyectada en un
cromatodgrafo de gases acoplado a con un espectrometro de masas (GC-MS) (Cromatdgrafo
gaseoso Perkin-Elmer Clarus 600). El sistema GC-MS consistié en un espectrometro de masa
de captura idnica, equipado con una fuente de ionizacién de impacto electrénico (El),
controlado con un detector espectrométrico de masa. Una columna capilar 0,25 mm;
25 1 m espesor de pelicula fue usada con gas helio a una velocidad de flujo de 1,0 mL/min.
La columna en el horno fue inicialmente colocada a una temperatura inicial de 35 °C por 3
min, calentada a 80 °C a una tasa de 6 °C/min, incrementandose a 280 °C, a una tasa de 20
°C/min y siendo mantenida a 280 °C por 2 min. El tiempo total de analisis fue de 22,5 min. El
espectrometro de masa fue operado en un rango de 40 a 200 a una tasa de scan de 1,00
s/scan. La cuantificacion fue realizada por un total de iones (TIC). La deteccién se llevd a
cabo por captura electrdnica a 70 eV y la cuantificacidn se realizé tomando en consideracién
la corriente gastada por el nimero total de iones referidos a una curva de calibracién de D-
limoneno (Aldrich 183164), a una concentraciéon en un rango de 0,2 - 4 ug/mL en una
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solucion de 1 mg/mL de ciclohexanol en acetona. El coeficiente de correlacién fue 0,9986, y
el tiempo de retencion, fue alrededor de 8,9 y 11,7 min para el estandar interno y limoneno,

respectivamente.

3.2.11. Modificaciones de la goma brea

3.2.11.1. Modificacion de la goma brea por tratamiento de ultrasonido

Para la modificacién de GB por ultrasonido se prepararon soluciones al 10% p/p de GB
las que fueron sonicadas utilizando un procesador ultrasénico de 20 Khz (Sonics and
Materials VCX-750, Newton, Connecticut, Estados Unidos) a diferentes amplitudes: 50%,
75% y 100% vy por diferentes tiempos 2, 15, 30 y 60 min. Se empled una sonda de aleacidn

de titanio de 13 mm de didmetro.

3.2.11.2. Modificacién de la goma brea por tratamiento térmico

La modificacién de la goma brea por tratamiento térmico se llevd a cabo en base a lo
descripto por Al-Assaf y col., (2007) con modificaciones. Muestras de 10 g de goma brea
fueron colocadas en recipientes de vidrio dentro de una estufa a 110 °C y se retiraron a

diferentes tiempos: 24, 48, 72 y 96 horas.

3.2.11.3. Cromatografia de filtracion en gel (GPC)
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Las distribuciones de masas moleculares (MM) de las GB modificadas fueron
analizadas por GPC en un mdédulo Waters 2596 con un set de dos columnas Ultrahydrogel
500 y 2000 (Waters, Milford, Massachusetts, Estados Unidos). Se utilizd6 una solucién de
0,05 M NaNOs a 25 °C como eluyente y se mantuvo un flujo de 0,5 ml/min. El perfil de
elucion fue monitoreado con dos detectores simultaneamente: un detector UV-visible a 280
nm y un detector de indice de refraccién (IR). Se inyectaron alicuotas (100 uL) de 25 mg/ml

de las GB modificadas.

3.2.11.4. Determinacidn de reactivo de Schiff y compuestos tempranos de la reaccién de

Maillard

La reaccién de Maillard estd asociada con el desarrollo de compuestos intermediarios,
antes de la generacién de pigmentos. Segin Chawla y col. (2009), estos productos
tempranos de la reaccidon de Maillard absorben a 284 nm. Segun Zhu y col. (2008) y Wang y
Ismail (2012), a 304 nm absorben las bases de Schiff. Por lo tanto, se tomaron medidas

puntuales a estas dos longitudes de onda (284 y 304 nm).

3.2.11.5. Intensidad del pardeamiento (Determinaciéon de compuestos tardios de la

reaccion de Maillard).

Los compuestos tardios de la reaccion de Maillard son aquellos se forman en las

etapas avanzadas y son los que producen pardeamiento (Ajandouz y col.,, 2001; Chawla y
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col., 2009; Lertittikul y col., 2007). La intensidad de los mismos se determind mediante
medidas puntuales de absorbancia a 420 nm (Jiménez-Castafio y col., 2005; Miralles y col.,
2007). Esta medida se relaciona directamente con el progreso que tuvo la reaccion de

Maillard en las muestras estudiadas.

3.2.12. Analisis estadistico

Todas las determinaciones fueron realizadas al menos por duplicado. Los andlisis
estadisticos fueron realizados con el software Statgraphics Centurion XV. Las diferencias
significativas fueron determinadas mediante el analisis de la varianza (ANOVA), utilizando
un nivel de confianza de 0,05 (p < 0,05) para determinar la significancia. Para la comparacion

de medias se utilizd el test de LSD.
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I.1. Composicion quimica de la goma Brea

La composicidn quimica porcentual de la GB y la GA se presentan en la Tabla I.1. Se
observd que el componente mayoritario en ambas muestras fueron los polisacaridos (82,60%
p/p en GBy 84,60% p/p en GA). El contenido de proteina de la GA estuvo en el rango de valores
reportados por otros autores para la goma de Acacia senegal (Idris y col., 1998; Karamalla y
col., 1998; Williams y Phillips, 2000; Renard y col. 2006; Yebeyen y col., 2009). Sin embargo, el
contenido de proteina de la GB (7,52% de proteina, 1,14% de N) determinado en este estudio
difiere de los valores reportados por otros autores. Bertuzzi y col. (2012) y Slavutsky y col.
(2014) reportaron contenidos proteicos menores para GB recolectada en Tartagal en la
provincia de Salta, Argentina (5,9% de proteina, 0,95% de N). De Pinto y col. (1993) también
encontraron valores de N menores a los de este trabajo en exudados recolectados de
diferentes arboles de Cercidium praecox de la zona del Golfo de Venezuela (0,5 a 0,9% de N). La
GB recolectada en Puebla, México, presentd un contenido de proteina mayor al determinado
en este estudio (10,6% de proteina) (Anderson y col., 1990). Las diferencias encontradas en la
composicién quimica de GB eran de esperarse ya que los exudados de plantas varian segin la
zona geografica de origen, la edad de los darboles, las condiciones climaticas y el suelo

(Verbeken y col. 2003).
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Tabla I.1. Composicién quimica de la goma Brea y la goma Arabiga (% b.h.).

Goma Brea Goma Arabiga

Proteina @ 7,52 (£ 0,09) 2,44 (0,27)
Ceniza 4,23 (+0,09) 3,00(+0,11)
Grasa 0,11 (x0,01) 0,11 (x0,03)

Compuestos fendlicos 1,25 (x0,04) 0,20 (x0,04)

Humedad 4,83 (+0,13) 9,65(+0,10)
Polisacéridos ® 82,06 84,60
@'Nx 6,6

®' peterminado por diferencia de los restantes componentes.
Los datos se expresan como promedio + desviacién estandar (n=3).

Por otra parte, el contenido de proteinas en GB fue tres veces mayor al de GA. Esta
diferencia podria tener un efecto sobre las propiedades interfaciales de la GB comparadas con
las de GA. Vernon-Carter y col. (1996) reportaron que la goma Mesquite con un contenido de
nitrégeno de 0,49% produjo emulsiones mas estables que las producidas con GA con menor
contenido de nitrégeno (0,35%). Estos autores sugirieron que el mayor contenido de proteina
de la goma mesquite fue la causa por las que ésta presentd mejores propiedades
emulsionantes.

El porcentaje de cenizas de la GB determinado en este trabajo (4,23%) estd en el rango de
valores reportados en estudios previos (Anderson y col. 1990; Bertuzzi y col. 2012; De Pinto y
col. 1993; Slavutsky y col. 2014), pero fue mayor al determinado en este trabajo para la GA
(3,00%).

El porcentaje de grasa resultd bajo en ambas gomas (0,11%) mientras que el contenido de
compuestos fendlicos de la GB (1,25%) fue considerablemente mayor que el de la GA (0,20%).
Por un lado, los compuestos fenélicos pueden ser un indicador de la actividad antioxidante del
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hidrocoloide, aunque esto va a depender del tipo y concentracién de los compuestos fendlicos
gue estén presentes (Ismail y col., 2004; Nsimba y col., 2008; Ozsoy y col., 2009). Por lo tanto, la
GB podria llegar a ser considerada como una fuente de compuestos fendlicos. El consumo de
alimentos ricos en compuestos fendlicos ha atraido la atenciéon de los consumidores por su
capacidad antioxidante beneficiosa para la salud por retardar el envejecimiento y prevenir el
cancer y enfermedades cardiovasculares. Por otro lado, los compuestos fendlicos pueden
ligarse a las proteinas por varios mecanismos resultando en polimeros altamente coloreados. La
interaccion proteina-fenol, ademas tiene efectos en la desnaturalizacion térmica, solubilidad y
digestibilidad de las proteinas (Rubino y col., 1996; Bejosano y Corke, 1998; Gonzales-Pérez y

col., 2002).

1.2. Fraccionamiento mediante Cromatografia de Interaccién Hidrofébica (FPLC-HIC)

La GB fue separada en diferentes fracciones en funciéon de la hidrofobicidad con el
objetivo de separar y caracterizar, por un lado, las proteinas y polisacaridos asociados a éstas, y
por otro, las fracciones de polisacaridos de la GB. El perfil de elucion monitoreado con un
detector UV a 280 nm se muestra en la Figura I.1. Al inicio, se observd un extenso pico de
relativa alta absorbancia en UV (Fraccién 1), indicativo de un gran contenido de proteina en
esta fraccién que pasa a través de la columna sin ser retenida. Los componentes de esta
fraccidn no se unieron a la columna posiblemente por falta de residuos hidrofébicos.

Los componentes de la GB que fueron retenidos en la columna se eluyeron mediante un

gradiente de concentracién de sal (sulfato de amonio) y fueron detectados como un pico ancho

74



Resultados y Discusion

de menor absorbancia relativa a la Fracciéon |. Estos componentes se recolectaron en 12
fracciones (Fracciones Il a Xlll) que fueron analizadas posteriormente para determinar la

distribucién de masas molares (MM).
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Figura I.1. Perfil de FPLC — HIC de goma Brea (linea continua azul) y concentracion de

sulfato de amonio (linea discontinua roja).

Cuando la GA fue fraccionada similarmente por cromatografia de interaccién hidrofdbica
se obtuvieron tres fracciones: una fraccion de arabinogalactanos (AG) deficiente en proteinas
qgue representod el 88,4% de la masa total; una fraccidon de arabinogalactanos-proteina (AGP)
gue contenia el 50% del total de proteinas y que representé el 10,4% de la masa total, y una
fraccién de glicoproteinas (GP) con el 25% del total de proteinas que representaba el 1,24% de
la masa total (Randall y col., 1988, 1989). Estudios posteriores, en los que se fraccioné la GA
por medio de cromatografia de intercambio idnico, mostraron que estas fracciones contenian
componentes de diferentes pesos moleculares que eran responsables de la polidispersidad de

la GA (Osmany col., 1995).
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Segun los resultados obtenidos en este trabajo, el fraccionamiento por FPLC-HIC no fue
suficiente para separar las diferentes componentes de la GB o para elucidar la distribucién

molecular de la GB por lo que se recurrid a otras técnicas de fraccionamiento posteriores.

I.3. Cromatografia de Filtracion por Gel (GPC) de las fracciones obtenidas por HIC

Las fracciones obtenidas por FPLC-HIC fueron analizadas por GPC y el eluente fue
monitoreado con detectores de indice de refraccién (IR) y UV a 280 nm para determinar la
distribucién de MM de los polisacaridos y proteinas, respectivamente.

Los cromatogramas de dos fracciones tipicas se muestran en la Figura |.2. La Figura 1.2 A
muestra los perfiles de elucién de la Fraccion |, que son los componentes que pasaron a través
de la columna de HIC sin ser retenidos. En el perfil de IR se observaron claramente dos
poblaciones de polisacaridos. El primer pico de IR (pico 1) fue detectado a un volumen de
elucién aproximado de 17,5 mL con una MM equivalente de pululano de 1,92 x 10° vy
representd un pequeiio porcentaje del total de polisacaridos de la Fraccion | (16% determinado
por relacion de aéreas de los picos, suponiendo que todos los polisacaridos tiene el mismo
incremento de indice de refraccidn especifico, dn/dc). Al mismo volumen de elucién que el pico
1 se observé también un pico de UV. Esto podria indicar una asociacidn entre los polisacaridos y
las proteinas coeluidas, representando un complejo proteina-polisacarido similar a la fraccién

Arabinogalactanos- proteina (AGP) de la GA.
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Figura 1.2. Perfiles de GPC de las fracciones obtenidas mediante FPLC - HIC (A) fraccion |y

(B) fraccion V monitoreadas por detector UV (linea continua roja) e indice de refraccion (linea

discontinua azul).
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El segundo pico de IR (pico 2) que fue detectado a un volumen de elucién de 22,5 mL
correspondié a una MM de 2,79 x 10° (equivalente de pululano) y representé
aproximadamente el 84% del total de polisacaridos de la Fraccion | (segun la relacion de aéreas
de los picos). A diferencia del pico 1, no se observd ningun pico de UV eluyendo al mismo
volumen, lo que sugiere que el pico 2 contiene Unicamente polisacaridos, siendo similar a la
fraccion de Arabinogalactanos (AG) de la GA.

Las MM del pico 1, relacionado con la fraccién de AGP, y el pico 2, relacionado a la
fraccién de AG, fueron menores a las MM reportadas para las fracciones de AGP y AG de la GA
(Al-Assaf y col. 2005; Connolly y col. 1988; Picton y col. 2000; Randall y col. 1989). Por ejemplo,
Randall y col. (1989) reportaron MM de 3,8 x 10> para la fraccion de AG, 1,46 x 10° para la
fraccion de AGP y 2,5 x 10° para GP.

Por otro lado, en el perfil UV de la Fraccion | se observo otro pico ancho y poco definido
que representa componentes proteicos en un amplio rango de pesos moleculares y que se
relacionaria a la fraccidn de Glicoproteinas (GP) de la GA.

La Figura I.2B muestra los cromatogramas UV y IR de la fraccidon V como un perfil tipico de
las fracciones eluidas al disminuir la concentracién de sal en el buffer de elucién de la HIC. Se
observa un pico de intensidad relativamente alta en el perfil de UV a bajo volumen de elucién
(0,2 mL) que indica la presencia de especies proteicas de alta MM. También se observd otro
pico de UV a los 5 mL de elucién correspondiente a especies proteicas de menor tamano
relativo. Sin embargo, no se observd ningun pico en el perfil Rl de esta fraccién, lo que indicaria
que la fraccién V consiste sdlo en especies proteicas. Las demds fracciones presentaron perfiles

similares al de la fraccion V con la diferencia de que se observa una disminucién gradual de la
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intensidad del primer pico de UV de la fraccion Il a la fraccion XIIl. Esto es consistente con las
concentraciones de proteina determinadas para cada fraccién (Tabla 1.2). Se observa que la
Fraccion Il es relativamente rica en proteinas (0,197%) y que el contenido proteico disminuye
progresivamente en las siguientes fracciones eluidas. Por otra parte, la absorbancia
relativamente baja observada en el perfil de UV de FPLC-HIC de la fraccién | no concuerda con
la concentracién de proteina determinada (0,168%), esto puede deberse a diferencias en los
coeficientes de extincidon molar de las diferentes especies proteicas como han informado otros
autores (Randall y col., 1988). Entonces, se puede decir que las fracciones Il a la Xlll consisten
en especies proteicas con una distribucion de MM bimodal y no contienen polisacaridos (o
estarian en concentraciones no detectables). Estas proteinas se diferenciarian en su
hidrofobicidad superficial ya que eluyen gradualmente con el gradiente de concentracién de

sal.

Tabla I.2. Contenido proteico de las fracciones obtenidas por FPLC - HIC.

Fracciones de FPLC-HIC Volumen (mL) Contenido de proteina (% p/p)

1 50 0,168
2 2 0,197
3 2 0,180
4 2 0,166
5 2 0,145
6 2 0,125
7 2 0,104
8 2 0,082
9 2 0,060
10 2 0,038
11 2 0,017
12 2 0,002
13 2 0,000
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Resumiendo, el andlisis de las fracciones obtenidas con HIC identificé una fraccion que
consiste en proteinas y polisacaridos (fraccién 1) y otra fraccién o grupo de fracciones que

consisten sélo en componentes proteicos (fracciones de Il a XIIl).

l. 4. Fraccionamiento mediante Cromatografia liquida rapida de proteinas de exclusion
molecular (FPLC-SEC)

Con el fin de analizar la posible interaccién de las especies proteicas por medio de
puentes disulfuro se obtuvieron perfiles SEC de la GB bajo condiciones nativas y condiciones
reductoras. En el perfil SEC en condiciones nativas (Figura I.3, linea continua) se observaron tres
picos. Los dos primeros picos eluyeron en el volumen muerto de la columna, sugiriendo que
estos contienen proteinas de alta MM. En contraste con estos picos, el tercer pico observado
resulté amplio y de mayor intensidad UV, sugiriendo la presencia de proteinas en un amplio
rango de MM. En presencia del agente reductor (DTT) (Figura 1.3, linea de puntos), el primer
pico observado en condiciones nativas desaparece indicando la ruptura de agregados proteicos
de alta MM unidos por puentes disulfuro. A diferencia de éste, el segundo pico observado en
condiciones nativas permanece bajo condiciones reductoras, lo que indicaria que este pico
consiste en un mondmero proteico de alta MM. Finalmente, el tercer pico observado en
condiciones nativas también desaparece y en su lugar eluyen cuatro picos. Estos picos podrian
ser proteinas resultantes de la desagregacién evidenciando la existencia de agregados proteicos

formados por puentes disulfuro.
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Figure 1.3. Perfiles de FPLC - SEC de goma Brea (linea continua roja) y goma Brea en

presencia de agente reductor (linea punteada azul).

I.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

El analisis electroforético de la GB nativa y de las fracciones aisladas en SEC bajo
condiciones reductoras (picos 1 a 5, Figura 1.3) se muestra en la Figura |.4. En la electroforesis
de la GB (Figura 1.3, linea GB) se detectaron dos bandas proteicas de mayor abundancia relativa
a los 36,9 kDa y 6,5 kDa. También se observaron otras bandas menos abundantes

correspondientes a MM de 43 kDa, 31 kDa, 25 kDa, 14 kDa y 9 kDa.
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Figura 1.4. SDS-PAGE de (A) goma Brea y (B) fracciones de FPLC - SEC: linea 2 -pico 1; linea
3 —pico 2; linea 4 — pico 3; linea 5 — pico 4 y linea 6 — pico 5. PM: estdndares de peso

molecular.

En comparacién, el pico 1 (volumen de eluciéon de 44 a 46 mL) aislado en SEC bajo
condiciones reductoras consistié en dos proteinas de aproximadamente 60 y 66 kDa (Figura 1.4,
linea 1), las cuales se observaron poco abundantes en el perfil electroforético de la GB. El pico 2
(volumen de elucién de 90 a 92 mL, Figura 1.4, linea 2) incluyé una banda intensa de 36,9 kDa
observada previamente en el perfil de GB y otra banda intensa de 31 kDa que aparecia con
menor intensidad en la muestra de GB. El perfil electroforético del pico 3 (volumen de elucién
de 98 a 100 mL) mostré una banda intensa de 14 kDa y varias bandas proteicas de menor MM,

incluyendo la banda de 6,5 kDa observada en el perfil de GB. En los picos 4 (volumen de elucién
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de 114 a 116 mL) y 5 (volumen de elucién de 124 a 126 mL) no se observaron bandas proteicas
(Figura 1.4, lineas 4 y 5) ya sea porque las proteinas en estas fracciones no estaban en el rango
de resolucion del gel o porque estaban presentes en concentraciones muy bajas. La deteccién
de estos diferentes componentes proteicos ayuda a explicar la polidispersidad de la GB.

El procedimiento de multiples pasos desarrollado en este trabajo es la primera
caracterizacién quimica de los componentes moleculares de la GB y muestra su compleja
estructura macromolecular. Los resultados mostraron que GB de Cercidium praecox es un
sistema heterogéneo y polidisperso que consiste en polisacdridos, proteinas en un amplio

rango de MM y complejos proteina-polisacdrido.

1.6. Propiedades reoldgicas de la GB

El andlisis reolégico de las soluciones de GB resulta imprescindible a la hora de
caracterizar sus propiedades como aditivo alimentario, a la vez que permite relacionar el
comportamiento reoldgico del sistema con su microestructura. Los pardmetros reolégicos de
soluciones de goma son utiles en el control de calidad, la correlacién con la evaluacion
sensorial, las aplicaciones de manejo de materiales, y para caracterizar las macromoléculas.

En este sentido, se analizd la viscosidad de las soluciones de GB variando diferentes
factores a fin de poder predecir el comportamiento reolégico en base a la composicién del

sistema y a las condiciones a las que es expuesto.
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1.6.1. Efecto de la concentracion

En primer lugar, se analizd el efecto de la concentracion de GB en la viscosidad de la
soluciéon en comparacién con la GA. Con tal fin, se efectuaron mediciones de la viscosidad
aparente (77q5) en funcion de la velocidad de deformacion (y) de soluciones de GB y GA con
concentraciones de 2, 5, 10 y 15% (p/p) (Figuras 1.5 y 1.6, respectivamente). Se observé que al
aumentar la concentracion de GB y GA aumenta la 74, de las soluciones y el efecto es mas
marcado para la GB que para la GA. Asi mismo, se observé que, a igual concentracién, las
soluciones de GB presentaron mayores valores de 774, que las soluciones de GA (Figura 1.7). Este
comportamiento también fue encontrado por Defain Tesoriero y col. (2004) y Bertuzzi y col.
(2006).

GB2% p/p
GB5% p/p

GB10% p/p
GB15% p/p

Viscosidad aparente (Pa.s)

10 100 1000
Velocidad de deformaci@n (1/s)

Figura I.5. Efecto de la concentracion de GB sobre la viscosidad aparente de sus

soluciones y ajuste al modelo propuesto por Sisko (1958) (linea roja).
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Figura I.6. Efecto de la concentracion de GA sobre la viscosidad aparente de sus

soluciones y ajuste al modelo propuesto por Sisko (1958) (linea roja).
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Figura I.7. Comparacion de la viscosidad aparente de las soluciones de GA y de GB y ajuste

al modelo propuesto por Sisko (1958) (linea roja).
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Por otro lado, se observa que tanto las soluciones de GB como las de GA presentan un
comportamiento pseudoplastico (dependencia de 7, con y) a bajas velocidades de
deformacion y tienden a comportarse como un fluido Newtoniano (independencia de 7., con ¥)
a mayores velocidades de deformacién. Las soluciones de GB a bajas concentraciones (2 y 5%
p/p) muestran un comportamiento pseudoplastico en un rango amplio de y. Mientras que para
mayores concentraciones (10 y 15% p/p), el comportamiento pseudoplastico se mantiene sélo
en la zona inicial y a medida que aumenta y el comportamiento tiende a ser Newtoniano. A
diferencia de éstas, las soluciones de GA presentan comportamiento pseudopldstico mas
pronunciado en las diferentes concentraciones estudiadas. Este comportamiento también fue
observado para GA por diferentes autores (Mothé y Rao, 1999; Sanchez y col. 2002; Li y col.,
2009). Li y col. (2009), proponen que el comportamiento pseudoplastico de GA puede ser
atribuido a la presencia de un equilibrio de asociacién de moléculas de GA (Figura 1.8). Las
moléculas de carbohidratos de la GA son altamente ramificadas y con gran impedimento
estérico, por lo que pueden ser consideradas como moléculas granuladas. Una vez disuelta la
GA, las moléculas forman agregados. Cuando se aplica un cizallamiento los agregados formados
por asociaciéon pueden ser disociados en entidades mas pequeiias y la solucién tiende a
comportarse como Newtoniana. Cuando cesa el cizallamiento, el equilibrio de asociaciéon
cambia en direccidon opuesta para formar agregados débiles. Si se permite suficiente reposo
estos agregados pueden volver a auto-compactarse por efecto de drenado. Por lo tanto, el
proceso de cizallamiento partiendo de bajas a altas y es un proceso consecutivo de disociacion
de agregados vy asi la viscosidad disminuye sincrénicamente con la disociacién. A altas y, se

alcanza un equilibrio de asociacién y se observa un comportamiento Newtoniano (Li y col.,
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2009). Con el incremento del grado de ramificacion y la concentracién de goma, aumenta el
grado de asociacién de las moléculas y el rango de y de comportamiento Newtoniano se vuelve
mas amplio y el comportamiento pseudopldstico desaparece gradualmente (Li y col., 2009). Por
lo tanto, se podria decir que los polisacaridos de la GB tienen un mayor grado de ramificacion
que los de la GA, ya que sus soluciones presentan un comportamiento Newtoniano mas

acentuado a igual concentracion.
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Figura 1.8. Estado de las moléculas de GA con y sin cizallamiento.

Cuando las curvas de flujo muestran regiones que se ajustan a la Ley de la Potencia
(comportamiento pseudoplastico) y regiones de comportamiento Newtoniano, puede usarse el

modelo de Sisko (Sisko, 1958) para describir los datos:

Nap = kgy s 4 n, Ecuacion (2)
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Donde, Myp €S la viscosidad aparente (Pa s), 7 es la velocidad de deformacién (s™), n,es

la viscosidad a deformacion infinita (Pa s), ks es el indice de consistencia, y ng es el indice de
comportamiento al flujo (Mothé y Rao, 1999).

El modelo de Sisko (Ecuacidn 2) describe bien los datos de Map VS- y de las soluciones de

GB y GA como se observa en la Figura .5 y 1.6, respectivamente. En la Tabla 1.3 se presentan los
parametros kg, ng, 17y R? obtenidos por regresién no lineal de los datos con la ecuacién de
Sisko para valores de y entre 5y 100 s™. Para las soluciones de GB se observa que los valores de
ks y . aumentan con la concentracion, indicando que aumenta la viscosidad de las soluciones
al incrementar la concentracién de goma. Los valores de n; < 1 reflejan el comportamiento
pseudoplastico. Por otro lado, en las soluciones de GA no se observa una tendencia clara de los
valores de k; con respecto a la concentracion, mientras que los valores 7 aumentan con la
concentracion y los valores de n; < 1 como se observé para GB. En general, los valores de kg y
n,, de las soluciones de GB fueron mayores que los de GA, reflejando una mayor viscosidad de
las soluciones de GB. El comportamiento pseudoplastico se considera una propiedad
importante en el procesamiento de polimeros, ya que acelera el flujo de material y reduce la
generacién de calor y el consumo de energia durante el proceso. A peso molecular constante, la
cantidad de energia necesaria para procesar un polimero estd directamente relacionada con el
grado de pseudoplasticidad que se relaciona con la distribucion del peso molecular: los
polimeros con wuna distribucion de pesos moleculares amplia tienden a presentar
comportamiento pseudoplastico a y mas bajas que aquellos con una distribucidn estrecha. Por
esto se podria decir que GB tendria una distribucién de pesos moleculares mas estrecha que la
GA.
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Tabla 1.3. Efecto de la concentracion de goma en el indice de consistencia (ky), el indice de

comportamiento al flujo ( 1) y en la viscosidad a deformacion infinita (7_) de las soluciones a

25+0,1°C.
Goma % p/p ks (Pas) ng Mo (Pas) R?

GB 2 1,21+0,07° 0,16 £0,02°  0,0024 +0,0008" 0,998
5 2,21 +0,36° 0,02+0,05°  0,0126 +0,0013° 0,992

10 2,45 +0,14° 0,09+0,02°  0,0356+0,0013° 0,992

15 2,78 +0,19° 0,07+0,02°  0,1512+0,0016° 0,996

GA 2 1,20 +0,12° 0,07 +0,04° 0,0011 + 0,0010° 0,991
5 1,62 +0,04° 0,01 +0,01° 0,0038 +0,0006" 0,999

10 1,29 +0,25° 0,07 +0,06° 0,0097 £0,0012° 0,988

15 0,84 +0,11' 0,19 +0,04° 0,0220 +£0,0010° 0,996

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa (p < 0,05), test LSD.

l. 6.2. Efecto de la temperatura

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la viscosidad de las soluciones de GB se
realizaron determinaciones de 774, en las mismas condiciones de 1.6.1 de soluciones al 10% p/p
de GB a temperaturas de 20°C, 40°C y 60°C. En la Figura 1.9 se muestran las curvas
correspondientes donde se observa una disminucion de la 74, con el aumento de la
temperatura. La mayoria de los materiales disminuyen su viscosidad con la temperatura y en

general la dependencia es exponencial. Respecto a los polimeros, la dependencia con la
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temperatura que estos presentan es funcién de la estructura y del tipo de polimero. El estudio
de este factor es de gran importancia y tiene interés practico durante el procesado de cualquier

polimero.

GB10% p/p 20 °C
e GB10% p/p 40 °C

p A GB10% p/p 60 °C
e
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Figura 1.9. Efecto de |la temperatura sobre la viscosidad aparente de una solucién de GB al

10% p/p y ajuste al modelo propuesto por Sisko (1958) (linea roja).

Los parametros del modelo de Sisko (Ecuacidn 2) obtenidos por regresién no lineal de los
datos se muestran en la Tabla 1.4. Se observa que k; y 7., disminuyen con el aumento de la
temperatura y n; no cambia. Este comportamiento indica que a mayores temperaturas las

soluciones son menos viscosas.
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Tabla 1.4. Efecto de la temperatura en los parametros del modelo de Sisko: indice de
consistencia (ks), indice de comportamiento al flujo ( ng) y viscosidad a deformacién infinita

(77,) para soluciones de GB.

Muestra k, (Pas) n M (Pas)
GB 10% pH 7 20 °C 2,63 + 0,15° 0,12 + 0,02° 0,0293 + 0,0009°
GB 10% pH 7 40 °C 2,06 + 0,12° 0,17 + 0,02° 0,0166 + 0,0009"
GB 10% pH 7 60 °C 1,94 + 0,01° 0,13 + 0,02° 0,0091 + 0,0006°

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3).
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p < 0,05), test LSD.

1.6.3. Efecto de iones mono y divalentes

El efecto de diferentes iones sobre la viscosidad aparente de las soluciones de GB se
estudié determinando la 774, de soluciones de GB al 10% a 20°C con concentraciones de 40 mM
y 100 mM de NaCl y CaCl, en las mismas condiciones de 1.6.1. Los polimeros cargados tienen
una viscosidad superior a los polimeros no idnicos de similar masa molecular debido a la
expansidon de sus cadenas por causa de las repulsiones de cargas intramoleculares. La adicién
de electrolitos reduce el grado de disociacidn de los grupos cargados lo que normalmente
llevaria a la compactacién de las cadenas y caida significativa en la viscosidad (Williams vy
Philips, 2000). En las Figuras 1.10 y .11 se muestran los resultados; no se observan diferencias
entre las curvas con agregado y sin agregado de iones por lo que se podria decir que los iones
adicionados no tuvieron efecto sobre el comportamiento reoldgico de soluciones de GB en las

condiciones ensayadas.
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Viscosidad aparente (Pa.s)

0.1

= GB10%
¢ GB10% + NaCl 40 mM
GB10% + NaCl 100 mM

0.01

10 100 1000
Velocidad de deformaci@n (1/s)

Figura 1.10. Efecto del NaCl en la viscosidad aparente de una solucion de GB al 10% p/p y

Viscosidad aparente (Pa.s)

ajuste al modelo propuesto por Sisko (1958) (linea roja).

0.1+

0.01

= GB10%
GB10% + CaCl2 40 mM
e GB10% + CaCl2 100 mM

1 100 1000
Velocidad de deformaci@n (1/s)

Figura I.11. Efecto del CaCl, sobre la viscosidad aparente de una solucion de GB al 10%

p/p y ajuste al modelo propuesto por Sisko (1958) (linea roja).
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Sin embargo, se observan leves variaciones en los parametros del modelo de Sisko (Tabla
[.5). Con el agregado de 100 mM del ion monovalente NaCl, se observa que los parametros 7.,y
ks disminuyen indicando una disminucién de la viscosidad, mientras que n; aumenta lo que
indica que aumenta la pseudoplasticidad. Se puede decir entonces que la GB posee grupos
cargados que se ven afectados por la adicién en solucién de iones monovalentes y que esto
produce un cambio en la conformacién de las cadenas de los polimeros y por consiguiente en la
viscosidad de la solucién. Los grupos cargados de la GB que participarian en este
comportamiento corresponden a los grupos carboxilo (-COOH) del acido glucurénico y los
residuos de los aminodcidos polares.

Por otro lado, el agregado del ion divalente CaCl, produjo un aumento de 7, Y ks, esto

indicaria un aumento de las viscosidad producto de la expansion de las cadenas poliméricas.

Tabla 1.5. Efecto de iones en los parametros del modelo de Sisko: indice de consistencia
(ks), indice de comportamiento al flujo ( 7,) y viscosidad a deformacion infinita (7_) para

soluciones de GB.

Muestra k, (Pas) ng 7 (Pas)
GB 10% pH 4,4 25 °C 2,45 + 0,14° 0,09 + 0,02° 0,0356 + 0,0013°
GB 10% + NaCl40mM 2,78 + 0,08° 0,12 + 0,01° 0,0300 + 0,0149°
GB 10% + NaCl 100 mM 2,29 + 0,03° 0,15 + 0,01° 0,0296 + 0,0009°
GB 10% + CaCl, 40 mM 2,87 + 0,05° 0,07 + 0,01° 0,0380 +0,0010°
GB 10% + CaCl, 100 MM 2,65 + 0,06° 0,10 + 0,01° 0,0590 + 0,0014°

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa (p < 0,05), test LSD.
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1.6.4. Efecto del pH

Los polimeros cargados también pueden ser afectados por la variacién del pH. La
viscosidad podria disminuir en presencia de electrolitos debido a la neutralizaciéon de cargas lo
gue disminuye la repulsién de cargas intramoleculares produciendo una compactaciéon de las
moléculas y una caida significante de la viscosidad. Por otro lado, otro efecto a considerar es
gue a pH bajos los grupos carboxilos estarian en estado no disociado lo que también disminuiria
la repulsién de cargas. El efecto del pH sobre la viscosidad de los hidrocoloides puede variar
dependiendo de la especie de hidrocoloide. Para evaluar este fenédmeno se determiné 7,, de
soluciones de GB al 10% a 20°C, con concentraciones de Glucono-6-Lactona (GDL) (0,05 y 0,15
ppm) que a través de su hidrolisis disminuye el pH lentamente. El pH de la solucién de GB sin
agregado de GDL fue de 4,4 mientras que los pH finales con GDL fueron igual a 3,0 en ambas
concentraciones ensayadas. En la Figura 1.12 se muestran las curvas obtenidas donde se
observa que la variacién del pH no provocd cambios en la viscosidad aparente de estas
soluciones. Tampoco se observaron diferencias en los pardmetros del modelo de Sisko (1958)
(Tabla 1.6). Debido a que no se presentaron cambios en la viscosidad de la GB al varia la fuerza
idnica y el pH es indicativo de este hidrocoloide no posee grupos cargados que puedan variar el
comportamiento electrolitico de la solucién (William y Philips, 2009). Estos efectos son de
importancia en la aplicacién de GB en emulsiones y espumas, ya que no se observaran
variaciones en la viscosidad al modificar la concentracion de sales y/o el pH de las matrices

alimenticias.
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0.11

Viscosidad aparente (Pa.s)

= GB10% p/p
GB10% p/p + GDL 0,05 ppm
v GB10% p/p + GDL 0,15 ppm
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100

1000

Velocidad de deformaci§n (1/s)

Figura 1.12. Efecto de la GDL sobre la viscosidad aparente de una solucién de GB al 10%

p/p y ajuste al modelo propuesto por Sisko (1958) (linea roja).

Tabla I.6. Efecto del pH y de un tratamiento térmico en los parametros del modelo de

Sisko: Indice de consistencia (k;), indice de comportamiento al flujo ( ng) y viscosidad a

deformacion infinita (77_) de soluciones de GB.

Muestra k, (Pas) ng N (Pas)
GB 10% pH 4,4 25 °C 2,45 + 0,14° 0,09 + 0,02° 0,0356 + 0,0013"
GB 10% + GDL 0,05 ppm 2,55 + 0,03° 0,03 + 0,06° 0,0374 + 0,0014"
GB 10% + GDL 0,15 ppm 2,60 * 0,06° 0,06 + 0,02° 0,0302 + 0,0011°
GB 10% TT pH 4,4 2,30 + 0,06° 0,03 + 0,01° 0,0396 + 0,0004°

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa (p < 0,05), test LSD. TT: tratamiento térmico de 90°C por

30 min.
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1.6.5. Efecto del tratamiento térmico

El tratamiento térmico puede afectar de diferentes formas a los polisacdridos y proteinas
de la GB. Las proteinas pueden sufrir desnaturalizacién y/o agregacién, como se observd en
soluciones de GA que al ser expuesta a prolongados tiempos de calentamiento presentaban
precipitacion de los componentes proteicos lo que modificando su comportamiento reoldgico y
sus propiedades emulsionantes (Williams y Phillips, 2000). Los polisacdridos bajo tratamiento
térmico pueden modificar su estado termodindamico y hasta llegar a la descomposicion, lo que
también afectaria el comportamiento reoldgico. Para evaluar la estabilidad de la solucién de GB
frente a un calentamiento, se sometié una solucién de la misma a un tratamiento térmico a
90°C por 30 min y posteriormente se determind la 774, en las mismas condiciones que 1.6.1. En
las curvas obtenidas se observa que la solucién sometida al tratamiento térmico presentd
valores de viscosidad ligeramente menores, a bajas y, respecto a la solucién sin tratamiento
(Figura 1.13). Sin embargo, los parametros de ajuste al modelo de Sisko no presentaron
diferencias significativas entre las soluciones tratadas y no tratadas térmicamente (Tabla I.6). Se
puede decir que las soluciones de GB no son afectadas por las altas temperaturas sugiriendo
que la GB puede ser empleada en productos alimenticios que requieran estabilidad en la
exposicidn a procesos de calentamiento al igual que varios hidrocoloides, como la goma guary

la goma xdntica, que presentan una excelente estabilidad térmica (Downey, 2000).
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Figura 1.13. Efecto de un tratamiento térmico (TT) sobre la viscosidad aparente de una

solucién de GB al 10% p/p y ajuste al modelo propuesto por Sisko (1958) (linea roja).

1.6.6. Evaluacion de la tixotropia

En la Figura 1.14 se puede observar el comportamiento de soluciones al 10 % (p/p) de GB a
pH 4,4 y pH 7, con el aumento y la disminucién de la velocidad de deformacion. El
comportamiento exhibido corresponde a un modelo tixotrépico al no coincidir la curva de y
ascendente con la descendente, y esta Ultima se ubica por arriba de la ascendente. Para los dos
pH ensayados las curvas se superponen y no hay diferencias significativas.

La tixotropia es un ablandamiento dependiente del tiempo (Muller, 1973). La
representacion grafica que le corresponde es una curva similar a la de pseudoplasticidad en
cuanto que 774, desciende con el aumento de y, pero las fases de carga y descarga no coinciden

(Muller, 1973). Se ha observado que la GA presenta este comportamiento, pero en su caso para
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una determinada y la 77,5 €s menor en la rampa descendente que en la ascendente, lo cual se
corresponde con el modelo ejemplificado en la Figura 1.8. (Li y col., 2009), donde al aumentar y
se rompen los agregados moleculares presentes en la GA llegando a un equilibrio de
asociacion/disociacién de moléculas. Luego al disminuir y, el equilibrio de asociacién cambia a
agregacién y una nueva arquitectura de los agregados es reconstruida. Segun Li y colaboradores
(2009), en este punto, la reconstitucion de los agregados va a depender de la concentracion de
moléculas en la solucidn y se han distinguido tres regimenes diferentes: (i) régimen diluido,
donde los moléculas de goma se encuentran inicialmente formando agregados pequefios y
compactos que se rompen por cizallamiento, al bajar la y no se pueden volver a forman esos
agregados por la baja concentraciéon de moléculas formandose estructuras laxas de enlaces mas
largos, induciendo a la viscosidad de ¥ ascendente a ser mds alta que la descendente, (ii)
régimen de superposicion, inicialmente las moléculas se encuentran formando agregados mas
grandes y menos compactos y se reconstituyen formando grandes redes de particulas
agregadas, (iii) régimen semi-concentrado, a mayor concentracion de goma las moléculas ya se
encuentran formando estas redes de particulas agregadas y al reconstituirse se producen
cambios en el grado de asociacion en la red mas que cambios estructurales significativos.

El comportamiento de la GB, donde a una determinada y la 774, €s mayor en la rampa
descendente que en la ascendente, se propone que al aumentar y se rompen los agregados
presentes en la GB llegando a un equilibrio de asociacién/disociacion de moléculas. Luego al
disminuir y, el equilibrio de asociacion cambia a agregacion y el sistema evoluciona a un estado

donde los agregados reconstituidos son pequefios y compactos lo que produce una menor 7.
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Figura 1.14. Evaluacion de la tixotropia de una solucion de GB al 10% p/p.
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Una posible aplicacién de la GB es como agente emulsionante y estabilizante, para ser
usado tanto en la industria alimenticia como en la cosmética, farmacéutica y de pinturas
sintéticas, entre otras. Como se ha presentado en el Capitulo I, la GB tiene un porcentaje de
proteinas relativamente alto en comparacion con la GA y parte de estas proteinas se
encuentran formando complejos polisacdrido-proteinas similares a los Arabinogalactanos-
proteina (AGP) de la GA responsables de la actividad interfacial de la goma. Estas caracteristicas
convierten a la GB en un excelente hidrocoloide para su uso como estabilizante de emulsiones y
espumas (Bertuzzi y col., 2006). En este contexto, se estudidé la capacidad emulsionante y
estabilizante de la GB, evaluando la formacidn y estabilidad de emulsiones de dos fases
dispersas: aceite de maiz y limoneno, este ultimo como sustancia natural y conocido
monoterpeno, extraido de materiales citricos. En este capitulo utilizaremos las siguientes siglas
para nombrar las emulsiones de aceite de maiz:

GB5%E-Ac, GB1O%E-Ac y GB20%E-Ac, emulsiones de aceite de maiz al 10% p/p
preparadas con soluciones de GB al 5, 10 y 20% p/p, respectivamente, y GA20%E-Ac, emulsidn
de aceite de maiz al 10% p/p preparada con una solucién de GA al 20% p/p.

GB5%E-Lim, GB10%E-Lim y GB20%E-Lim, emulsiones de limoneno al 10% p/p preparadas
con soluciones de GB al 5, 10 y 20% p/p, respectivamente, y GA20%E-Lim, emulsion de

limoneno al 10% p/p preparada con una solucion de GA al 20% p/p.
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II.1. EMULSIONES DE ACEITE DE MAIZ

1I.1.1. Distribucion de tamaio de gota y potencial { de las emulsiones de aceite de maiz

Una emulsidn puede ser definida como "un sistema compuesto de dos liquidos
inmiscibles, uno de los cuales es dispersado en forma de gotas (fase dispersa) a lo largo del otro
(fase continua)" (Becher, 2001; Friberg y Larsson, 1997). Muchas propiedades de las emulsiones
como la estabilidad, color, apariencia, textura, reologia y vida util dependen del tamaio de gota
(Becher, 2001; McClements, 2005). Varios autores han reportado que el tamafio de gota de la
emulsion también juega un rol importante en la retencidn de volatiles y el aceite superficial de
los polvos obtenidos por microencapsulacién mediante secado por aspersién (Liu y col., 2000,
2001; Risch y Reineccius, 1988; Soottitantawat y col., 2005, 2003). Por lo general, el objetivo de
un proceso de emulsificacidén es producir una fase dispersa con tamafio de gota lo mas pequena
posible. Existen diferentes pardametros que influyen en el tamaiio final de gota como ser el uso
de emulsionantes, el tipo de emulsionante, su concentracidon y velocidad de adsorcién, la
relacion volumétrica fase continua/fase dispersa, viscosidad de la fase dispersa y de la
emulsion, el método de emulsificacién y la energia entregada durante la emulsificacién y la
temperatura (Jafari y col. 2008b). Cabe aclarar que en este trabajo el método de emulsificacién
utilizado, (a) conversién de las fases aceite y agua en una pre-emulsién y (b) reduccién final del
tamario utilizando ultrasonido, fue optimizado en estudios previos.

En primer lugar, se analizo el efecto de la concentracion inicial de GB en la fase acuosa en
la formacién de las emulsiones aceite en agua. En la Figura II.1 se presenta la distribucion de

tamafos de gota de las emulsiones de aceite de maiz preparadas con soluciones de GB en
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diferentes concentraciones (5%, 10% y 20% p/p) y GA al 20 % (p/p). En la Tabla Il.1 se presentan
los valores de didmetro de gota promedio (Z-average), el indice de polidispersidad (Pdl) y el
diametro correspondiente al maximo del pico de distribucion de las distintas emulsiones

analizadas.

25 7 = GB5%E-Ac

20 - ——— GB10%E-Ac
< GB20%E-Ac
- 15 - —— GA20%E-Ac
(1]
S
2
g 10 -
£

5 4

O _
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Diametro (nm)

Figura Il.1. Distribucién de tamafio de gotas de emulsiones de aceite de maiz

estabilizadas con GB a distintas concentraciones y GA al 20% p/p.

Las emulsiones GB5%E-Ac presentaron una distribucién bimodal con una poblacién
mayoritaria alrededor de los 741,5 nm y una poblacién menor con gotas de alrededor de 4894
nm. Las micrografias de esta emulsion muestran claramente la presencia de particulas
pequefias y otras relativamente mas grandes comparadas con las demds emulsiones, como
también se observa la presencia de particulas agregadas formando pequenos floculos (Figura

1.2 A). Esta gran polidispersidad observada se refleja en el Pdl que fue significativamente
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superior al de las demas emulsiones (0,34). El Z-average calculado para esta emulsién (783,8

nm) también resultd significativamente mayor, sin embargo, este pardmetro representa un

promedio de la distribucién total y no describe cada poblacidn, por lo que resulta inadecuado

para caracterizar este sistema.

Tabla Il.1. Tamaifio de gotas de las emulsiones de aceite de maiz de GB y GA el dia de

preparacién y a los 7 dias de almacenamiento.

Dial Dia 7
Emulsiéon Z-average Maximo del pico Z-average Maximo del pico
Pdi Pdi
(nm) (nm) (nm) (nm)

GBS%E-Ac  783,8+342° 0,34+0,07°  741,5+77,0° 1115,5+4,9° 0,30+0,11°  1080,0 +99,0°

4894 +501,5° 5207 +188,0°
GB10%E-Ac  674,4+11,2° 0,20+0,03° 760,3 + 48,2° 754,7 £20,1° 0,19 +0,02° 801,4 + 44,0°
GB20%E-Ac  529,6 +13,2° 0,10+ 0,04° 576,1 + 14,2° 700,0+4,7° 0,12+0,01° 745,2 + 4,0°
GA20%E-Ac  546,8+26,5° 0,12+0,01° 599,6 + 32,5° 621,1+7,1° 0,15 +0,04° 696,4 + 43,0°

Los datos se expresan como los promedios + la desviacién estandar (n=3). Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa (p < 0,05), test LSD.
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10 pm
H

Figura 1.2. Micrografias de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con soluciones de (A)
5%, (B) 10%, (C) 20% p/p de GB y (D) 20% p/p de GA inmediatamente luego de ser preparadas y
(E), (F), (G) y (H) las respectivas emulsiones a los 7 dias de preparadas. Barra de escala= 10 um.

105



Resultados y Discusion

Al aumentar la concentracidon de GB al 10% y 20% p/p (GB10%E-Ac y GB20%E-Ac), se
obtuvieron distribuciones monomodales y disminuyeron el Z-average, el Pdl y el maximo del
pico (Tabla 11.1), siendo GB20 la condicidn que presenta los valores mdas bajos. En estos
sistemas monomodales, el pardmetro Z-average puede representar adecuadamente el
diametro promedio de gota de la distribucion, aunque se observa una diferencia con los valores
obtenidos para los maximos de los picos. Segun el manual del equipo analizador de tamanio
(Zetasizer Nano) el valor calculado de Z-average resulta menor que el maximo del pico cuando
los cumulantes ajustan sdlo a la parte inicial de la funcidn de correlacién, por lo que de alguna
manera, se ve sobreestimado el decaimiento inicial de la distribucién. Estos resultados son
consistentes con las micrografias obtenidas de estas emulsiones (Figura Il.2 Cy E), en las que se
observan particulas mas pequenas que las observadas en GB5 y sin formacidn de fléculos.

La emulsion GA20%E-Ac presentd una distribucion similar a la de GB20%E-Ac y los
parametros obtenidos no presentaron diferencias significativas entre estas emulsiones. Por lo
tanto, se puede decir que GB presenta propiedades de formacidn de emulsiones similares a las
de GA.

Los resultados obtenidos pueden ser explicados teniendo en cuenta varios fendémenos. En
primer lugar, a bajas concentraciones de GB (5% p/p), las moléculas disponibles no serian
suficientes para cubrir completamente la interface aceite-agua creada durante el proceso de
emulsificacién y se estaria produciendo un fenédmeno de re- coalescencia que resulta en gotas
de mayor tamano (Jafari y col., 2008b). El proceso de emulsificacion consiste en: (1) la
formacion de nuevas gotas, lo que aumenta el darea interfacial de la emulsién, y (2) la

estabilizaciéon de la nueva interface por adsorcion del emulsionante, lo cual previene la
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coalescencia de la gotas formadas recientemente (Floury y col., 2004; Perrier-Cornet y col.,
2005; Tesch y Schubert, 2002). Una vez formada la gota es sujeta a un movimiento que lleva a
una colision entre gotas, y si en este choque la gota no estd completamente cubierta por el
emulsionante se produciria una fusion de las gotas o re-coalescencia. Por otro lado, la
poblacién de particulas con didmetro alrededor de 4894 nm observada en la distribucidon de
GB5 podria tratarse de gotas agregadas (como se observa en las micrografias) que no se han
separado luego de la dilucion realizada para realizar la medicion. Este fendmeno podria tratarse
de una "floculacion por puentes" que se produce cuando la cantidad de moléculas de
emulsionante es insuficiente para cubrir el drea interfacial creada. Esto ocurre cuando en una
colisidon entre gotas, una molécula adsorbida en la interface de una gota encuentra un espacio
libre de moléculas en una segunda gota y se adsorbe en la interface de esta ultima, creando un
puente entre ambas. La elasticidad del mismo mantiene las gotas a una corta distancia, es
decir, floculadas (Dickinson, 1998). Ademds, la formacién de fléculos estaria facilitada por la
baja repulsién estérica debida al bajo nimero de moléculas de GB adsorbidas en la interface
aceite-agua (McClements y col. 1999). Esto se corresponde con los fléculos observados en las
micrografias.

Al aumentar la concentracion de GB, al 10% y 20% p/p, aumenta el nimero de moléculas
disponibles para cubrir el area interfacial formada durante la emulsificacién, de modo que se
produce una estabilizacidén rapida de las nuevas interfaces y se previene la re-coalescencia lo
gue resulta en gotas de menor tamafio (Karbstein y Schubert, 1995; Lobo y Svereika, 2003;
Stang y col., 1994). Por otro lado, el mayor niumero de moléculas adsorbidas en la interface

incrementaria la repulsiéon estérica entre gotas previniendo la agregacion. Ademas, la alta
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concentracion de GB produce una fase continua de alta viscosidad (Capitulo I) que restringe el
movimiento de las gotas impidiendo el acercamiento y retarda el drenado de liquido entre dos
gotas en el momento del choque lo que también protege a las gotas de la re-coalescencia
(Behrend y col., 2000; Khouryieh y col., 2015; Tesch y Schubert, 2002). Algunos autores también
proponen la posible formacion de una red entre las particulas de goma que inmoviliza las gotas
de aceite previniendo que se acerquen (Acedo-Carrillo y col., 2006). Estas pueden ser las causas
de porque no se observaron poblaciones de gran diametro ni fléculos al utilizar soluciones de
10% vy 20% p/p de GB al preparar las emulsiones. Varios autores estudiaron el efecto del tipo y
la concentracién de emulsionante sobre el tamafio de gota y sugieren que existen dos
condiciones: (a) condicion de baja concentracién de emulsionante en donde el tamafio de gota
depende fuertemente de la concentracion inicial de emulsionante y (b) condicién de alta
concentracion de emulsionante en la cual el tamafio de gota no depende de la concentracion
de emulsionante y estd determinada por la tension interfacial y por la cantidad de energia
entregada al sistema en el proceso de emulsificacién (Narsimhan y Goel, 2001; Lobo y Svereika,
2003; Tcholakova y col. 2004; Schramm, 2005; Jafari y col., 2008a). En este estudio, a pesar de
gue no se observaron diferencias significativas en la energia entregada por el dispositivo de
ultrasonido (Figura 11.3), se observa una tendencia a aumentar la energia para obtener la misma
amplitud en los sistemas que tendrian mayor viscosidad lo que podria ser otro factor

determinante del tamano de las gotas.
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Energla aportada (J)

GBS GB10 GB20 GA20

Figura I1.3. Energias aportadas por el equipo de ultrasonido durante el proceso de
emulsificacion. Las letras distintas representan diferencias estadisticas

significativas (p < 0,05), test LSD.

En contraste con estos resultados, Bertuzzi y colaboradores (2012) observaron que el
tamafio de gota de las emulsiones de aceite de maiz aumentaba al incrementar la
concentracion de GB por encima de 5% p/p. Por otra parte, los tamafios de gota obtenidos por
estos autores para las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con 5, 10 y 20% p/p de GB
fueron superiores a los obtenidos en este trabajo (21300; 42800 y 45600 nm, respectivamente).
Estas diferencias podrian deberse al método utilizado para preparar las emulsiones. Bertuzzi y
colaboradores (2012) prepararon las emulsiones en un sélo paso utilizando un homogeneizador
de rotor y estator mientras que en este trabajo se aplico un paso adicional de ultrasonido para
obtener la emulsion final. El paso adicional incrementa la energia total suministrada al sistema

lo que provoca mayor deformacidn y ruptura de las gotas de aceite, y por lo tanto, disminuye el
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tamafio de gota (Jafari y col., 2007). Ademads, durante el tratamiento de ultrasonido la causa
principal de la rotura es la cavitacién. La cavitacidn es la formacién y colapso de cavidades de
vapor en un liquido que fluye. Tales cavidades de vapor se forman cuando la presién local se
reduce a la presion de vapor a la temperatura del liquido que fluye debido a cambios de
velocidad local. El colapso de estas cavidades provoca potentes ondas de choque que irradian
toda la soluciéon rompiendo el liquido disperso. Desde la publicacidn de la primera patente hace
mas de 50 afios, muchos cientificos e industriales han utilizado diferentes tipos de dispositivos
de ultrasonido para hacer emulsiones (Jafari y col., 2006). Por otra parte, en el sistema rotor-
estator generalmente la fuerza actuante es el esfuerzo de corte, el cual es menos efectivo en la
ruptura de gotas. Segun varios autores, no se podrian obtener emulsiones de gotas con
didmetros menores a una micra utilizando sistemas de homogenizacién tipo rotor-estator
(Abismail y col., 1999; Jafari y col., 2007; Perrier-Cornet y col., 2005; Pinnamaneni y col., 2003;
Stangy col., 2001; Urban y col., 2006).

En la Tabla Il.2, se presentan los valores de potencial- { de las emulsiones de GB y GA. Se
observa que todos los valores fueron mayores a 37,5 mV en valor absoluto que es, de acuerdo
al modelo DVLVO, la barrera de energia de la floculacidn irreversible (Acedo-Carrillo y col.,
2006). Ademads, todos estos valores fueron negativos debido a la carga negativa de la GB en el

pH estudiado.
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Tabla I1.2. pH y potencial zeta de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con GB y

GA.
Emulsion pH (£ 0,02) {(mV)
GB5%E-Ac 4 -44,72 +3,38°
GB10%E-Ac 4 -39,97 +0,44°
GB20%E-Ac 4 -39,91 +0,46"
GA20%E-Ac 4 -33,27 +0,60°

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa (p < 0,05), test LSD.

11.1.2. Estabilidad de las emulsiones de aceite de maiz.

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables debido al contacto
desfavorable entre la fase agua y aceite, y dado que estas fases tienen densidades diferentes,
tenderan a separarse en el tiempo (Dickinson, 1992; McClements, 2005). La desestabilizacion
generalmente resulta de varios procesos fisicos como: la coalescencia, la maduracion de
Ostwald o la floculacién que llevan al aumento del tamafio de gota, la migracién de las gotas
que lleva al cremado o a la sedimentacién, y la inversién de fases (Domian y col., 2015; Mengual
y col., 1999). La inestabilidad fisica da lugar a una alteracién en la distribucidn espacial o en la
organizacién estructural de las moléculas.

En el presente estudio, se procedid en primer lugar a analizar la estabilidad de las
emulsiones de aceite de maiz y soluciones de GB mediante dispersién multiple de luz con el
equipo Turbiscan TMA 2000 que provee informacion de la condicion real de la emulsién y el

curso del proceso de desestabilizacién antes de que se vuelva perceptible por el ojo humano
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(Domian y col., 2015; Mengual y col., 1999). En esta técnica una fuente de luz irradia fotones a
la emulsion y se mide la luz que atraviesa la muestra (transmisidn, en muestras no opacas) y la
retrodispersion que producen las particulas (backscattering, en muestras opacas), a lo largo de
la longitud del tubo, de manera que se obtienen perfiles de transmisién y backscattering (BS).
Estos perfiles constituyen la huella macroscépica de la emulsion en un momento dado
(Mengual y col., 1999). En este estudio, como las emulsiones resultaron sistemas opacos se
utilizé el perfil de BS para analizar el proceso de desestabilizacion. Un aumento de la intensidad
de BS indica que la concentracion, el tamafio o la reflectancia de la particula han aumentado,
mientras que una disminucion en la intensidad de BS indica una disminucién en Ila
concentracion, tamafio o reflectancia de la particula (Durand y col., 2003).

La Figura 1.3 muestra los perfiles de BS a lo largo del tiempo de almacenamiento (0 a 7
dias) a 25 °C para las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con GB y GA, y en la Tabla II.3
se presentan los pardmetros de estabilidad determinados a partir de estos perfiles.

En los perfiles obtenidos para GB5%E-Ac se observa gran variaciéon con el tiempo (Figura
II.3.A). En el fondo del tubo se observa una acentuada disminucién de BS que indica una
disminucion del nimero de gotas en esta parte del tubo lo que esta relacionado con el proceso
de clarificacién. Simultaneamente en la parte superior del tubo se observa un incremento del
BS que corresponde a un aumento de la concentracidn de gotas reflejando un proceso de
cremado. En la zona intermedia del tubo también se observa una disminucién de BS que puede

deberse a un aumento del tamano de particulas por floculacién o coalescencia.
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Figura I1.4. Perfiles de backscattering (BS%) en funcién del tiempo (dias) y de la altura
del tubo de medicion de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con soluciones de

(A) GB al 5% p/p, (B) GB al 10% p/p, (C) GB al 20% p/p y (C) GA al 20% p/p.

Ademas, GB5%E-Ac presentd el mayor indice de cremado (IC) entre las muestras (14,42%)
(Tabla 11.3). El IC es un parametro indirecto del grado de agregacién, cuanto mayor es el IC, mas
rapido ascienden las gotas, mayores son los fléculos formados, y por lo tanto mayor es la
agregacion que se ha producido (Onsaard y col., 2006; Sun y col., 2007). La agregacion también
fue evidente en el incremento del tamafo de gotas medido por DLS luego de los siete dias de
almacenamiento (Tabla II.1). El pico principal del perfil de GB5%E-Ac se corrié hacia valores de

didmetros mayores lo que resulté en un aumento de 34% en el didmetro de las gotas (maximo
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de pico= 1080 nm) aunque el Pdl permanecié constante. En concordancia con estos resultados,
las micrografias de GB5%E-Ac luego de siete dias de almacenamiento mostraron un mayor

numero de gotas grandes comparado la micrografia del dia 1 (Figura 11.2.B).

Tabla I1.3. Parametros de estabilidad medidos con el equipo Turbiscan MA de las

emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con GB y GA.

Emulsion IC (%) Tiempo de retardo (h)

GB5%E-Ac 14,42 1
GB10%E-Ac 1,97 26
GB20%E-Ac 0,77 No presenté
GA20%E-Ac 0,85 168

Al aumentar la concentracion de GB aumentd notablemente la estabilidad de la emulsién
como se puede observar en los perfiles de BS de GB10%E-Ac y GB20%E-Ac en la Figura Il By C,
respectivamente. Los perfiles de BS de GB10%E-Ac y GB20%E-Ac mantuvieron durante los siete
dias de almacenamiento lo que indica que son sistemas estables durante este periodo. Ademas,
los IC de estas emulsiones disminuyeron drdsticamente en comparacidon con GB5%E-Ac (Tabla
[1.3). El IC de GB20%E-Ac fue el mas bajo siendo esta emulsién la mas estable. Los valores de
tamaio de gota después de siete dias de almacenamiento muestran incrementos de alrededor
del 13% en GB10%E-Ac y GB20%E-Ac (Tabla II.1), lo que fue imperceptible en las observaciones
microscopicas (Figura 1.2 D y F). En la Figura 1.4 se presentan fotos de las emulsiones tomadas

luego de ser preparadas (Dia 1) y luego de los siete dias de almacenamiento (Dia 7). GB5%E-Ac
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fue la Unica emulsion que presentd variacidén a simple vista, observandose una clarificacién en

el fondo del tubo.

GB20 = GA20

; \ |
—— —

GB5 || GB10 | GB20  GA20

Clarificacion { I I |

Figura II.5. Emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con soluciones de GB al 5% p/p

(GB5), 10% p/p (GB10), 20% p/p (GB20) y solucidn de GA al 20% p/p (GA20) justo después de la

preparacion (Dia 1) y luego de 7 dias de almacenamiento a 25 °C (Dia 7).

El aumento de la estabilidad que se evidencié al aumentar la concentracion de GB estd
relacionado con el aumento de moléculas de GB adsorbidas en la interfase aceite-agua lo que

produce una mayor repulsidon estérica de las gotas y previene la agregacion de las gotas. Por
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otro lado, el aumento de la concentracion de GB aumenta la viscosidad de la emulsion
restringiendo el movimiento de las gotas de aceite a través de una fase continua altamente
viscosa (Khouryieh y col., 2015). Algunos autores también proponen la idea de la formacién de
una red de goma que inmoviliza las gotas de aceite y les impide acercarse aumentando la
estabilidad fisica (Acedo-Carrillo y col., 2006). El mecanismo de la estabilizacion de la interface
aceite-agua de la GB se basa en los componentes AGP presentes en su estructura
macromolecular, como se vio en el Capitulo |. Los AGP confieren un cardcter anfifilicoala GB y
son responsables de su actividad interfacial. Las partes proteicas de los AGP se adsorben en la
interfase por sus residuos hidrofobos disminuyendo la tensidn interfacial, mientras que los
polisacaridos se extienden desde la superficie de la gota hacia la fase continua hidrofilica

aumentando la repulsidn estérica entre las gotas (Picton y col., 2000).

11.1.3. Comportamiento reoldgico de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con GB.

En la Figura 1.6 se muestran las medidas de viscosidad aparente (77,,) en funcién de la
velocidad de deformacion (y) de emulsiones preparadas con soluciones de GB a diferentes
concentraciones. Se puede observar que el aumento de concentracion de GB produce un
aumento en la 7,, de las emulsiones. La emulsion GA20%E-Ac presenté menor 75, que
GB20%E-Ac, asi como se vio en el Capitulo | al comparar la 77,, de las soluciones de GB y GA

(Figura 1.7).
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Figura I1.6. Efecto de la concentracion de goma en la viscosidad aparente de emulsiones
de aceite de maiz estabilizadas con GB y GA y ajuste al modelo propuesto por Sisko (1958)

(linea roja).

Por otro lado, todas las emulsiones de GB y GA presentaron comportamientos de un
fluido pseudopldstico a bajas y y a mayores y el comportamiento se vuelve el de un fluido
Newtoniano al igual que lo observado para las soluciones de estas gomas. Los datos se
ajustaron al modelo propuesto por Sisko (1958) y se obtuvieron los pardmetros de indice de
consistencia (ky), el indice de comportamiento al flujo (n,) y en la viscosidad a deformacién
infinita (77_) (Tabla 11.4). Al aumentar de concentracién de GB, se puede observar que los
parametros ks y 77, presentan una tendencia a aumentar, indicando un incremento de la
viscosidad, como se observé en las soluciones de GB. Por otro lado, el parametro n; fue menor

a 1 en todos los casos reflejando un comportamiento pseudoplastico. Se puede decir que las

117



Resultados y Discusion

emulsiones de GB mantienen el comportamiento presentado por las soluciones de GB, aunque

los valores de 774, fueron menores en el caso de las emulsiones.

Tabla 11.4. Efecto de la concentracion de GB en el indice de consistencia (kg), el indice de
comportamiento al flujo (n,) y en la viscosidad a deformacion infinita () de las emulsiones de

aceite de maiza 25 +0,1°C.

Emulsidn ks (Pa's) ny N (Pas) R?

GB5%E-Ac  0,04+0,00° 0,65+0,02° 0,0058+0,0003* 0,993
GB10%E-Ac  0,08+0,00° 0,53+0,01° 0,0316+0,0004° 0,998
GB20%E-Ac  0,59+0,05° 0,88+0,02° 0,0295+0,0057° 0,987
GA20%E-Ac  0,08+0,00° 0,73+0,05° 0,0478 +0,0009° 0,998

Los datos se expresan como los promedios * el error estandar (n=3). Letras
diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0,05), test LSD.

1I.2. EMULSIONES DE LIMONENO

11.2.1. Distribucion de tamaio de gota de las emulsiones de limoneno estabilizadas con GB

La naturaleza de la fase dispersa en las emulsiones de GB se considerd un aspecto
importante a estudiar, en linea con estudios anteriores realizados con GA y otras gomas
(Acedo-Carrillo y col., 2006; Dickinson y col., 1991). En este sentido, se ensayaron y analizaron

emulsiones de limoneno estabilizadas con GB en diferentes concentraciones en comparacion
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con una emulsidén preparada con GA. Se eligi6 el compuesto limoneno como compuesto
modelo de flavour. Este compuesto es utilizado en alimentos, cosméticos, productos de

limpieza e insecticidas, entre otras aplicaciones.

En primer lugar, se analizé la distribucién de tamafos de gotas de las emulsiones de

limoneno estabilizadas con soluciones de GB en diferentes concentraciones (Figura 11.7).

40 -
35 e GB5%E-Lim

o= GB10%E-Lim
30 -

GB20%E-Lim
25 -

e GA20%E-Lim
20 -

15 -

Intensidad (%)

200 2000
Diametro (nm)
Figura I1.7. Distribucién de tamafio de gotas de emulsiones de limoneno estabilizadas con

GB a distintas concentraciones.

La emulsién GB5%E-Lim presenté una distribucion bimodal (Figura I1.7), lo cual se
comprobd en las micrografia de esta emulsién, donde se observa la presencia de dos

poblaciones de particulas una de didmetro alrededor de 1 um y otra de didmetro mayor

alrededor de 5 um (Figura 11.8 A).
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Las demds emulsiones presentaron distribuciones monomodales (Figura 11.7) con menor
tamafio de gota como se pudo observar en las micrografias (Figura 11.8) y en los pardmetros de

distribucién obtenidos (Tabla II.5).

Tabla II.5. Tamafo de gotas de las emulsiones de limoneno estabilizadas con GB y GA el

dia de preparacién y a los 7 dias de almacenamiento.

Dial Dia?7
Emulsion Z-averge Maximo del pico Z-averge Maximo del pico
Pdl PdlI
(nm) (nm) (nm) (nm)
GB5%E-Lim 1000,6 + 19,0° 0,46 +0,01° 936,0 + 25,0b Inestable Inestable Inestable
5086,0 + 30,4
GB10%E-Lim  631,1+17,2*>  0,14%0,10° 654,5 + 18,2° Inestable  Inestable Inestable
. b,B a,A b,C B A c
GB20%E-Lim 759,5+4,0 0,19 £ 0,00 812,3+3,6 775,0£0,4° 0,2+0,0 834,1+23,0
GA20%E-Lim 1182,0 + 47,80I 0,45+ 0,23° 1126,7 + 95,9° Inestable Inestable Inestable

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras minusculas diferentes en la
misma columna y letras mayusculas diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p < 0,05),
test LSD.

La emulsidn GB10%E-Lim presentd los valores mas bajos de Z-average, Pdl y maximo de
pico. GB20%E-Lim presentd un tamafio de gota mayor que GB10%E-Lim, por lo que se podria
decir que 10% p/p de GB en la solucidn de preparacidn se saturé la interface, y al aumentar la
concentracion de GB se produjo un aumento en el espesor de la capa que recubre la gota, y por
lo tanto, las gotas presentaron mayor diametro. Por otro lado, GA20%E-Lim presentd mayor
diametro de gota que GB20%E-Lim. Estas diferencias de tamafio entre las emulsiones fueron

visibles en las micrografias obtenidas (Figura Il.8 A, B, Cy D).
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En comparacién con las emulsiones de aceite de maiz, las emulsiones de limoneno en
general presentaron un mayor didmetro de gota, siendo claro el aumento del Z-average, del
maximo del pico y también del Pdl. Una excepcidén a esto fue la emulsién de GB10%E-Lim, que
presentd valores de Z-average, maximo de pico y Pdl inferiores a los de GB10%E-Ac. Esto es
probablemente debido a que las moléculas de GB tendrian mayor afinidad con la interface
aceite de maiz-agua que con la interface limoneno-agua y formarian mayor area interfacial en
la emulsién de aceite de maiz que en la de limoneno (Bylaite y col., 2001).

Por otra parte, uno de los estudios realizados para entender el comportamiento de los
hidrocoloides en la interface agua-aceite es la determinacidon del potencial {. Varios estudios
han demostrado la presencia de una interaccidon electroestérica en la interface agua-aceite
debido a la adsorcidon macromolecular (Garti y col., 1999; Jayme y col., 1999). En la Tabla II.6 se
presentan los valores de potencial { de las emulsiones de limoneno estabilizadas con GB y GA.
Se puede observar que al aumentar la concentracién de GB al 20% p/p disminuye el valor
absoluto del potencial ¢, lo que podria indicar que esas condicién es de menor estabilidad. En
comparaciéon con las emulsiones de aceite de maiz se puede observar que, en general, la
magnitud del potencial { de las emulsiones de limoneno fueron menores, lo que también
estaria indicando una menor estabilidad entre la GB que se deposita en la interface y el

limoneno.
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Tabla I1.6. Medidas de pH y potencial zeta de las emulsiones de limoneno estabilizadas

con GBy GA.

Emulsion  pH (£ 0,02) {(mV)

GB5%E-Lim 4 -39,38 +0,73°
GB10%E-Lim 4 -39,70 +0,61°
GB20%E-Lim 4 -33,80 £ 0,83"
GA20%E-Lim 4 -34,00 +0,87"

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3).
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p < 0,05), test LSD.

11.2.2. Estabilidad de las emulsiones de limoneno.

La estabilidad de las emulsiones de limoneno se evalué midiendo la variaciéon del tamafio
de gota en las muestras que no presentaron separacion de fases a los siete dias de
almacenamiento a temperatura ambiente. Sélo la emulsion GB20%E-Lim fue estable a Ila

separacion de fases como puede observase en la fotos de las emulsiones (Figura 11.9).
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Dial J¢l:E

i

GB10

e J

GB20

OEWA GB5 GB10 GB20

Clarificacion

Figura 11.9. Foto de las emulsiones de limoneno estabilizadas con soluciones de GB al 5% (GB5),
10% (GB10) y 20% p/p (GB20) y GA al 20% p/p inmediatamente luego de ser preparadasy a los

7 dias de almacenamiento a 25 °C.
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La distribucion de tamano de gota de GB20%E-Lim a los 7 dias de almacenamiento
presentd un leve corrimiento hacia valores de didmetros mayores (Figura 11.10), asi como se
puede observar, en la micrografia de esta emulsién, la presencia de particulas de mayor
tamafio a los 7 dias con respecto a las del dia 1 (Figura 11.8 G). A pesar de esto, los pardmetros

Z-average, Pdl y maximo de pico no presentaron diferencias significativas entre las mediciones

del dia 1y el dia 7 (Tabla IL.5).

Dial
20 -

e Dia 7
15 ~

10 -

Intensidad (%)

100 000 10000
Diametro (nm)

Figura 11.10. Distribucidn de tamafio de gotas de la emulsién de limoneno estabilizadas

con GB al 20% p/p luego de ser preparada (Dia 1) y a los 7 dias de almacenamiento (Dia 7).

GB5%E-Lim, GB10%E-Lim y GA20%E-Lim presentaron separacion de fases que pudo
observarse a simple vista (Figura 11.9). GB5%E-Lim presentd una fase de cremado compacta en

la parte superior de la emulsién y una fase de clarificacion en la parte inferior del tubo.
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Mientras que GB10%E-Lim presentd una fase de cremado difusa de menor espesor que la de
GB5%E-Lim y no se observd clarificacion. Esto estaria indicando una menor velocidad de
desestabilizaciéon de GB10%E-Lim comparada con GB5%E-Lim. GA20%E-Lim por su parte
presentd una fase de crema de mayor espesor y a la vez una fase de clarificacién relativamente
mayor. Por lo que se podria decir que la estabilidad de las emulsiones seguiria el orden
GA20%E-Lim < GB5%E-Lim < GB10%E-Lim < GB20%E-Lim. Esto concuerda con lo observado en
las micrografias tomadas el dia siete de almacenamiento (Figura I11.8 E, F, G y H). La mayor
estabilidad presentada por GB20%E-Lim estaria relacionada con una viscosidad relativamente
mayor de esta emulsidn, y la posible formacién de una red tipo gel entre las moléculas de GB
gue inmoviliza y estabiliza las gotas de limoneno, lo que se analizara en la siguiente seccion.

En comparaciéon con las emulsiones de aceite de maiz, se pudo observar menor
estabilidad de las emulsiones de limoneno estabilizadas con GB y GA. Este comportamiento fue
observado por varios autores en emulsiones estabilizadas con diferentes hidrocoloides como
GA, goma de mesquite y B-lactoglobulina entre otros, al comparar la estabilidad al emulsionar
diferentes fases dispersas (Acedo-Carrillo y col., 2006; Buffo y Reineccius, 2001; Bylaite y col.,
2001; Dickinson y col., 1991). Esta diferencia puede deberse, por una parte, al tamafio de gota
relativamente mayor de las emulsiones de limoneno lo que esta fuertemente relacionado con
la estabilidad. Por otra parte, muchos autores han propuesto el hecho de que el limoneno sea
menos insoluble en agua que el aceite de maiz favorece la desestabilizacién de la emulsion por
el proceso de maduracién de Ostwald (Acedo-Carrillo y col., 2006; Buffo y Reineccius, 2001;
Dickinson y col., 1991). Segun la ficha de datos de seguridad provista por Sigma-Aldrich, el

compuesto (R)-(+)-limoneno es inmiscible en agua, a pesar de esto en la literatura se ha
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reportado que este compuesto presenta baja o escasa solubilidad en agua, por lo que se
presenta cierta ambigliedad con respecto a esta explicacion.

Otro factor que podria estar influyendo en la estabilidad podria ser la diferencia en la
viscosidad de las emulsiones de aceite de maiz y de limoneno lo que se analizara en la seccién

siguiente.

11.2.3. Comportamiento reoldégico de las emulsiones de limoneno estabilizadas con GB.

En la Figura I.11 se presentan las medidas de viscosidad aparente (774,) en funcién de la
velocidad de deformacion (y) de emulsiones de limoneno estabilizadas con GB en diferentes
concentraciones.

Como se puede observar al aumentar la concentracion de GB aumenta la 7., de las
emulsiones, siendo GB20%E-Lim la emulsién con mayor 7,,. Esto concuerda con la mayor
estabilidad observada en GB20%E-Lim. Como ya se ha mencionado, el aumento de la viscosidad
de la emulsién limita el movimiento de las gotas de la fase dispersa a través de la fase continua,
retardando el acercamiento y el drenado de liquido entre dos gotas lo que protege a las gotas
de la re-coalescencia y disminuye la velocidad de desestabilizacién de la emulsién.

Por otro lado, se observd un leve aumento de la 77,, de GB10%E-Lim con respecto a
GB10%E-Ac, contrariamente a lo esperado al analizar la estabilidad de las emulsiones.

Las emulsiones de limoneno estabilizadas con GB y GA presentaron comportamientos de
un fluido pseudoplastico a bajas y y de fluido Newtoniano a mayores y por lo que se pueden

modelar con la ecuacion de Sisko (1958) (Ecuacion 2).
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Figura I1.11. Efecto de la concentracion de goma en la viscosidad aparente

de emulsiones de limoneno estabilizadas con GB y GA.

En la Tabla 1.7 se presentan los parametros de indice de consistencia (ks), el indice de
comportamiento al flujo (r;) y en la viscosidad a deformacion infinita (7 ) de las emulsiones de
limoneno. Al aumentar la concentracién de GB se presenta una tendencia a aumentar los
parametros ks y 7, lo que indicaria un incremento de la viscosidad de las emulsiones al
aumentar el porcentaje de GB. Al comparar estos parametros para GB10%E-Lim y GB10%E-Ac
no se aprecia diferencia significativa, a diferencia de lo observado en la Figura I.11, por lo que
se puede decir que, en estas condiciones, las caracteristicas de la fase dispersa no tuvieron

efecto sobre la viscosidad de la emulsion.
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Tabla I1.7. Efecto de la concentracion de goma en el indice de consistencia (ky), el indice

de comportamiento al flujo (n,) y en la viscosidad a deformacion infinita (7_) de las emulsiones

de limoneno a 25 +0,1°C.

Emulsidn ks (Pas) ng N (Pas) R?
GB5%E-Lim  0,09+0,06° 0,12+0,02° 0,0090 +0,0000° 0,988
GB10%E-Lim 0,10+0,00° 0,80+0,01° 0,0177+0,0027° 0,992
GB20%E-Lim  0,68+0,00° 0,75+0,03° 0,1898+0,0237° 0,975
GB10%E-Ac 0,08 £0,00° 0,53+0,01° 0,0316+0,0004° 0,998

Los datos se expresan como los promedios * el error estandar (n=3). Letras

diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p < 0,05), test LSD.
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La utilizaciéon de la técnica de encapsulacion se ha diversificado desde sus inicios en
innumerables aéreas. En el campo de la alimentacién, la enorme demanda en la produccién de
alimentos funcionales con mayor valor nutricional, bajo porcentaje de aditivos sintéticos y
mejores caracteristicas organolépticas, impulsa la utilizacion de Ila encapsulacién en
innumerables aplicaciones en la formulacion y procesamiento de alimentos. Por ejemplo, esta
tecnologia ha sido utilizada para mejorar la estabilidad de compuestos sensibles (vitaminas)
durante la produccidn, almacenamiento e ingestion, disminucidon de la evaporacion vy
degradacidn de volatiles bioactivos (aromas), enmascarar sabores indeseados (polifenoles), o
limitar la exposicién de acidos grasos insaturados al oxigeno, agua o aire (Fathi y col., 2014).
Numerosos materiales estdn disponibles comercialmente para encapsular, siendo los
polisacaridos, como la goma ardbiga y almidones modificados, los mas ampliamente utilizados
en aplicaciones alimentarias. Hay una demanda creciente para encontrar polimeros naturales
alternativos de bajo costo que proporcionen una alta productividad y, al mismo tiempo,
satisfagan una adecuada calidad de los productos alimenticios finales (Re, 1998).

La GB al ser hidrocoloide natural, biodegradable, con propiedades funcionales semejantes
a las de la GA, representa una prometedora alternativa para remplazar a la GA en diversas
aplicaciones de encapsulacidon. En este capitulo, se presentan los resultados obtenidos al
evaluar la GB como material de pared en la encapsulaciéon de aceite de maiz y limoneno,
utilizando la técnica de secado por aspersion. En este capitulo utilizaremos las siguientes siglas

para nombrar las microcapsulas obtenidas:
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GB5%M-Ac, GB10%M-Ac y GB20%M-Ac, microcapsulas de aceite de maiz obtenidas
mediante secado por aspersion de emulsiones de aceite (10% p/p) y soluciones de GB al 5, 10 y
20% p/p, respectivamente, y GA20%M-Ac, microcapsulas de aceite de maiz preparadas con
solucion de GA al 20% p/p.

GB5%M-Lim, GB10%M-Lim y GB20%M-Lim, microcdpsulas de limoneno obtenidas
mediante secado por aspersion de emulsiones de limoneno (10% p/p) y soluciones de GB al 5,
10 y 20% p/p, respectivamente, y GA20%M-Lim, microcdpsulas de limoneno preparadas con

solucion de GA al 20% p/p.

I11.1. ENCAPSULACION DE ACEITE DE MAIZ

l11.1.1. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de las microcapsulas de aceite de maiz.

Las emulsiones de aceite maiz fueron deshidratadas mediante secado por aspersién para
obtener un producto en polvo. En la Figura Ill.1 se muestran las micrografias obtenidas por
microscopia electrénica de barrido de las microcapsulas.

En general, las microcdpsulas preparadas con GB y GA como materiales de pared
presentaron morfologias externas similares: forma cuasi esférica, con algunas contracciones,
sin grietas o fisuras aparentes y diferentes tamafos. Esto podria indicar que las microcdpsulas
tienen una baja permeabilidad a los gases, otorgando proteccién y retencién del material
encapsulado. Sin embargo, se observd que algunas particulas de GB5%M-Ac presentaron poros

(Figura 111.1B). Algunos autores sugieren que estos poros se forman probablemente en la ultima
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fase del proceso de secado, debido a una contraccion no uniforme del material de pared
(Buma, 1971). La porosidad de las microcapsulas expone al material encapsulado y puede
afectar la determinacion de aceite libre que se realiza mediante la extraccidon con solvente ya
gue una parte considerable del aceite encapsulado podria ser extraido desde el interior de las
microcdpsulas debido a la penetracion de solvente a través del poro (Klinkesorn y col., 2006).
Varios autores también han obtenido microcapsulas de morfologia similar a las observadas en
este trabajo, al utilizar secado por aspersién como proceso de microencapsulacion (Carneiro y

col., 2013; Klinkesorn y col., 2006; Rodea-Gonzdlez y col. 2012).
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Figura lll.1. Micrografias (SEM) de las microcapsulas (A) GB5%M-Ac al 3000X, (B) GB5%M-
Ac al 10000X, (C) GB10%M-Ac al 3000X, (D) GB10%M-Ac al 10000X, (E) GB20%M-Ac al 3000X,
(F) GB20%M-Ac al 10000X, (G) GA20%M-Ac al 3000X y (H) GA20%M-Ac al 10000X.
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Por otro lado, se observé que en general los polvos exhiben un amplio rango de tamaiio
de particula, con didmetros que varian desde 0,6 hasta 26 pum (determinados con el procesador
de imdagenes Leica Application Suite X). Esta gran dispersién de tamafos es una caracteristica
tipica de las particulas que se producen mediante secado por aspersién (Carneiro y col., 2013).

Las particulas de GB5%M-Ac mostraron tamafos de particulas ligeramente mayores que
GB10%M-Ac pero con menor polidispersidad (de 1,8 a 10 um). Ademas, GB5%M-Ac mostré una
tendencia a formar aglomerados de particulas con aspecto de estar fusionadas. Segun
McNamee y col. (1998), esta apariencia podria estar relacionada con la presencia de aceite
superficial en los polvos. GB10%M-Ac y GB20%M-Ac presentaron particulas en rangos de
tamaiios mas amplio, 0,8 a 10 um y 0,9 a 26 um, respectivamente. Aunque la polidispersidad de
tamaios de particula aumentd con la concentracion de goma, las particulas mdas pequenas
fueron la poblacion mayoritaria en ambos polvos. Esto estaria relacionado a la mayor
concentracion de GB que dio lugar a emulsiones con menor tamafio de particula (Capitulo I,
Tabla 11.1). GA20%M-Ac presentd apariencia similar a GB20%M-Ac, aunque se observaron

algunas particulas de mayor tamafio en los polvos de GA.

111.1.2. Contenido de Humedad y actividad de agua de las microcapsulas de aceite de maiz.

El agua es uno de los principales componentes de los alimentos y un factor determinante
para su conservacion y seguridad. El contenido de humedad se ha utilizado en muchas
ocasiones como un parametro indicativo de las propiedades de un alimento, ingrediente o

aditivo. La actividad de agua (aw) de un producto (alimento, ingrediente o aditivo) es el
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parametro que mide el estado energético del agua, o dicho de forma equivalente, es la fraccion
del contenido de humedad total que estd en forma libre (no unida o coordinada a radicales
hidroéfilos). Normalmente, el valor de la a,, en un producto alimentario condiciona los procesos
de alteracion relacionados con el desarrollo de microorganismos, la inestabilidad quimica y
enzimatica, las propiedades fisicas y la absorcion de humedad ambiental. El agua puede afectar
la reactividad quimica a través de distintos mecanismos, actuando como solvente, reactivo, o
afectando a la movilidad de los reactivos debido a su influencia sobre la viscosidad del sistema.
Por lo que la ay tiene influencia sobre la oxidacién de las grasas, el oscurecimiento no
enzimatico, la degradacion de vitaminas, las reacciones enzimaticas, la desnaturalizacién de
proteinas, y la temperatura de gelatinizacién y retrogradacién de almidones. Por lo tanto, cuanto
menor sea la ay, mejor se conservara el producto. Por otro lado, la a,, también estd relacionada
con la textura de los alimentos, a una mayor actividad, la textura es mucho mds jugosa y tierna,
sin embargo, el producto resulta mas susceptible a alteraciones.

En la Tabla Ill.1 se presentan los valores de humedad y a,, de los polvos de aceite de maiz
preparados con soluciones de GB y GA. No se observd una tendencia en la relacién de la
concentracion de la goma con el contenido de humedad o el a,,. GB5%M-Ac presentd el menor
contenido de humedad, seguida por GB20%M-Ac. Por otra parte, el contenido de humedad y a,,
de GB20%M-Ac fueron menores que los de GA20%M-Ac y menor que algunos valores
encontrados en la literatura. Por ejemplo, Kim y Morr (1996) informaron un contenido de
humedad de 5,7% para microcapsulas de aceite de naranja con GA como material de pared
obtenidas por secado por aspersion con una relacién de aceite/goma similares a GB20%M-Ac.

Rodea-Gonzalez y col. (2012) obtuvieron contenidos de humedad en el rango de 4,35 a 5,26%
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en microcapsulas de aceite de chia preparadas con concentrado proteico de suero de leche
(WPC), GA y goma de mezquite como materiales de la pared. Autores como Carneiro y col.
(2013), Hogan y col. (2001b) y Jafari y col. (2008a) obtuvieron contenidos de humedad
inferiores a éstas (1- 3%) al encapsular aceite de soja, aceite de pescado y aceite de linaza, con
diferentes materiales de la pared y observaron que los resultados obtenidos eran
independientes del material de pared utilizado. En cambio, el contenido de humedad ha sido
relacionado con las temperaturas utilizadas en el proceso de secado por aspersion (Klinkesorn y

col., 2006).

Tabla lll.1. Contenido de humedad y actividad de agua (ay) de las microcdpsulas de aceite

de maiz.

Contenido de
Muestra aw
Humedad (%)

GB5%M-Ac 1,17 +0,02° 0,356 + 0,004°
GB10%M-Ac 3,73 +0,10° 0,374 +0,002°
GB20%M-Ac 2,77 £0,07° 0,318 +0,001°
GA20%M-Ac 4,38 +0,02° 0,412 + 0,003

Resultados presentados como la media de triplicados + desviacidn
estandar. Letras diferentes indican diferencia significativa entre
muestras al p < 0.05 (Test LSD).

111.1.3. Analisis de color de las microcapsulas de aceite de maiz.

La diferencia de color de los polvos puede ser cuantificada por mediciones colorimétricas

de coordenadas triestimulo, con los pardmetros L* que representa la luminosidad de color
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(L*=0 indica negro y L*=100 indica blanco), a* que representa la posicién entre rojo y verde
(valores negativos indican verde mientras valores positivos indican rojo) y b* la posicidn entre
amarillo y azul (valores negativos indican azul y valores positivos indican amarillo). En la Tabla
[ll.2 se presentan los valores de estos pardmetros obtenidos para GB, GA y para los polvos de

aceite de maiz, y en la Figura lll.2 se muestras las fotografias de estos ultimos.

Tabla Ill.2. Coordenadas de color de las microcapsulas de aceite de maiz.

Muestra L* a* b*
GB 70,05 + 0,59° 4,70 + 0,09° 23,44 +0,43°
GA 87,15 + 0,25¢ 1,26 + 0,04° 12,31 +0,07°
GB5%M-Ac 85,59 + 0,38" 0,60 + 0,06" 10,21 + 0,47°
GB10%M-Ac 88,03 + 0,43° 0,58 + 0,05° 9,76 + 0,05"
GB20%M-Ac 86,35+ 0,19° 0,70 + 0,03¢ 10,41 +0,12°
GA20%M-Ac 92,43 + 0,48 0,10 + 0,03° 4,33 +0,10°

Resultados presentados como la media de cuadriplicados + desviacion estandar. Letras diferentes
indican diferencia significativa entre muestras al p < 0.05 (Test LSD).

En las fotografias se puede observar un aumento de color en los polvos al aumentar la
concentracion de GB, sin embargo, las coordenadas de color no reflejan una tendencia clara del
color con respecto a la concentracion de goma. Se puede decir que GB20%M-Ac presentd una

relativa baja luminosidad (bajo L*) y una leve tendencia hacia el rojo (a*+) y amarillo (b*+).
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Figura lll.2. Fotografias de las microcapsulas en polvo de aceite de maiz.

Por otro lado, se observa una clara diferencia entre los polvos de GB y GA, tanto en la
fotografia como en los pardmetros de color. La fotografia muestra que todos los polvos de GB
resultaron mas coloridos que el polvo de GA. Al comparar las coordenadas, se observa que los
polvos de GB presentaron menos luminosidad (valores mas bajos de L*) y fueron mas coloridos
(@* y b* +) que GA20%M-Ac. Esto es coherente con el color de la GB que es marrdn rojizo, y
presentod los valores mas altos de a* y b*, y el valor mas bajo de luminosidad (L*), mientras que

la GA es de un color blanco amarillento.

111.1.4. Eficiencia de encapsulacion (EE) de aceite de maiz.

Para evaluar la capacidad de encapsulacion de la GB comparada con la GA se
determinaron diferentes pardametros como ser el aceite libre, aceite total, porcentaje de aceite
recuperado v la eficiencia de encapsulacién (EE) de los diferentes polvos obtenidos. Los valores

obtenidos se presentan en la Tabla Ill. 3. Cabe aclarar que la cantidad de aceite libre de los
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polvos por lo general se define como que parte del aceite que se puede extraer con disolventes
organicos y depende fuertemente de las condiciones de extraccion utilizadas y del material de
pared (Klinkerson y col., 2006). Por lo tanto, el valor de EE refleja no sélo la presencia de aceite
libre en la superficie de las particulas, sino también el grado en que la matriz de encapsulacién

puede impedir la extraccion de aceite encapsulado (Hogan y col., 2001a).

Tabla lll.3. Aceite libre, aceite total, aceite recuperado y eficiencia de encapsulacion (EE)

de la microencapsulacion de aceite de maiz.

Muestra Aceite libre Aceite total Aceite EE
(g/ 100g polvo) (g/ 100g polvo) recuperado*(%) (%)
GB5%M-Ac 40,29 2,28b 61,20 +0,70° 88,74 +0,72° 34,16 + 3,16°
GB10%M-Ac 29,75 +1,08° 47,59 + 1,69b 90,42 +2,27° 37,48 +0,72°
GB20%M-Ac 9,50 +2,82° 33,12 £ 3,40° 92,74+6,74°  71,32+8,30°
GA20%M-Ac 3,83 +0,01° 33,80 + 0,44° 94,64 +0,87° 88,66 + 0,09°

*Calculado en base a la masa de aceite agregada en la preparacion de la emulsion. Resultados
presentados como la media de triplicados + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencia
significativa entre muestras al p < 0,05 (Test LSD).

Los valores muestran que la cantidad de aceite libre disminuye al aumentar la
concentracion de GB utilizada para preparar la emulsidon siendo GB5%M-Ac la muestra que
presentd el mayor valor de aceite libre. Este resultado podria deberse a diferentes efectos: (i)
alta cantidad de aceite en la superficie de las particulas de GB5%M-Ac como se aprecid en las

imagenes de SEM donde se observd la formacion de agregados y particulas fusionadas (Figura

[11.3 A) (Hogan y col., 2001a), (ii) aceite extraido del interior de la particula a través de los poros
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observados en algunas particulas de GB5%M-Ac (Figura 1ll.3 B), y (iii) tal vez la ruptura de
algunas particulas en el proceso de extraccidon por estar constituidas de una matriz delgada y
fragil. La baja concentracién de GB disponible para formar la matriz podria ser la causa de los
poros observados y la fragilidad de las microcdpsulas de GB5%M-Ac. Por otra parte, muchos
autores afirman que generalmente un menor tamafio de gotas en la emulsién representa una
mayor estabilidad de la misma y esto esta fuertemente relacionado con una baja concentracidn
de aceite superficial en los polvos (Barbosa y col., 2005; Carneiro y col., 2013; Jafari y col.,
2008a; Kim y Morr, 1996; Liu y col., 2001; Soottitantawat y col., 2005). En el Capitulo I, se
mostré que las emulsiones de GB5%E-Ac presentaron gotas de mayor tamafio y menor
estabilidad que las otras emulsiones, lo que estaria en concordancia con la elevada cantidad de
aceite libre determinado para GB5%M-Ac. Como consecuencia de esto la EE de GB5%M-Ac
resultd baja. Cuando se incremento la concentracion de GB, GB10%M-Ac, aunque el aceite libre
determinado fue menor, la EE no aumenté significativamente. Un significativo aumento de la
EE se logré en GB20%M-Ac, aproximandose a la EE obtenida con que GA20%M-Ac. En esta
condicidn, el aceite libre se redujo drasticamente lo cual es importante para proporcionar
estabilidad en el almacenamiento de los materiales encapsulados (Anandaraman y Reineccius,
1987). La EE alcanzada en GB20%M-Ac esta en el rango de las obtenidas por Kim y Morr (1996)
en el encapsulado de aceite de naranja con GA (75,9% EE) y WPI (72,7% EE) como materiales de
la pared. Rodea-Gonzélez y colaboradores (2012) lograron una EE en el rango de 70,7 a 80,7% al
encapsular aceite esencial de chia con WPC combinado con goma mezquite o GA pero
utilizando un mayor contenido total de sélidos (30 y 40%). Carneiro y colaboradores (2013)

obtuvieron una EE de 62,3% al utilizar GA/maltodextrina como material de la pared para
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encapsular aceite de linaza. Los mismos autores alcanzaron 95,7% de EE utilizando una matriz

de almidén modificado/maltodextrina.

111.2. ENCAPSULACION DE LIMONENO

111.2.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de las microcapsulas de limoneno.

Una vez obtenidas las emulsiones de limoneno fueron deshidratadas por secado por
aspersion para obtener un producto en polvo, que en vista de ser utilizado como aditivo en
alimentos, resulta mas adecuado para su transporte, almacenamiento y conservacion. Para
analizar la morfologia de las particulas de polvo obtenidas se utilizé la técnica de SEM que
entrega imdagenes de la topografia superficial de las muestras. En la Figura 111.3 se presentan las
imagenes de las microcadpsulas de limoneno con GB y GA como material de pared. Las
microcapsulas de limoneno en general presentaron una morfologia cuasi esférica y tamafios
polidispersos, aunque con particularidades segin la concentracion de GB utilizada en su
preparacion. Las particulas de GB5%M-Lim mostraron una apariencia de estar fundidas entre si
formando agregados de particulas. Ademas se observan en la superficie fisuras de la matriz y
algunos pocos poros (Figura Ill.3 A y E). La muestra de GB10%M-Lim no presenté particulas
fundidas ni se observaron fisuras, sin embargo, si se observaron mas poros que en GB5%M-Lim
(Figura 1ll.3.B y F). En la micrografia de GB20%M-Lim se observaron particulas relativamente

mas grandes que presentaban fracturas importantes y muchos poros (Figura 111.3 Cy G).
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Figura lll.3. Micrografias (SEM) de las microcapsulas de limoneno en polvo preparadas con (A)
GBS, (B) GB10, (C) GB20 y (D) GA10 a x3000, y (E) GB5, (F) GB10, (G) GB20 y (H) GA20 a x10000.
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Estas imperfecciones en las superficies de las particulas, que no se observaron en las
microcdpsulas de aceite de maiz (Seccién 11.1), estarian relacionadas a la baja afinidad de la GB
para estabilizar la interface limoneno-agua y la consiguiente baja estabilidad de las emulsiones
como se observo en el Capitulo Il.

La formacién de poros, como se explicé en la seccidon 1.1, puede deberse a una
contraccion de la matriz en el proceso de secado, y en este caso, donde la matriz formada fue
menos estable, fue evidente la formacién de mayor cantidad de poros y aparicion de
importantes fracturas. Esto afectaria en gran medida la estabilidad del producto encapsulado.
Sin embargo, pudo observarse que la que estructura interior de las particulas tenian una
morfologia del tipo matriz (Martins y col., 2014), como se observa en la Figura Ill.4. Este tipo de
estructura estaria protegiendo el material encapsulado que se encuentra en cavidades internas
a pesar de los poros y fisuras superficiales. A través de una observacién con microscopia
confocal de fluorescencia se pudo comprobar que el material encapsulado se encuentra

distribuido en la matriz de GB en forma de pequefas gotas (Figura II1.5)
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Figura I11.4. Micrografia (SEM) de microcdpsulas de limoneno en polvo preparadas con GB20

magnificadas a x10000.

Figura I11.5. Micrografia confocal de fluorescencia de una microcapsula de GB20%M-Lim.

Limoneno (verde) y GB (negro), tomada en un plano medio de la particula.
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Por otro lado, las particulas de GA20%M-Lim presentaron una apariencia similar a la
GB5%E-Lim, pudiéndose observar particulas fundidas formando agregados y muchas fisuras en

las superficies principalmente de las particulas de mayor tamanio.

111.2.2. Contenido de Humedad y actividad de agua de las microcapsulas de limoneno.

En la Tabla Ill.4 se presentan los valores de humedad y a, de las microcdpsulas de
limoneno preparadas con soluciones de GB y GA. Se observa que la humedad de los polvos
disminuye con el aumento de concentracion de la goma, siendo GB20%M-Lim la muestra que
presentd el menor contenido de humedad entre los polvos de GB. Sin embargo, el contenido de
humedad de GA20%M-Lim fue el mas bajo.

En los polvos de limoneno se pudo observar que la a,, también disminuyd al aumentar el
contenido de GB al 20% p/p y todos los valores estuvieron por debajo de la a,, limite para el
desarrollo de microorganismos.

En comparacion con las microcapsulas de aceite de maiz, las microcdpsulas de limoneno
presentaron valores de humedad muy superiores, esto podria deberse a que en la
determinacion de la humedad se evapord, ademads de agua, limoneno que se encontraba en la

superficie de las particulas o que difundié a través de los poros observados.
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Tabla lll.4. Contenido de humedad y actividad de agua (ay) de las microcapsulas de

limoneno.

Muestra

Contenido de

Humedad (%)

Aw

GB5%M-Lim
GB10%M-Lim
GB20%M-Lim
GA20%M-Lim

8,03 + 0,02°
7,25 +0,04°
5,38 +0,02°
3,91+0,78°

0,499 + 0,002°
0,499 +0,016"
0,472 +0,019°
0,390 +0,021°

Resultados presentados como la media de triplicados + desviacién
estdndar. Letras diferentes indican diferencia significativa entre
muestras al p < 0.05 (Test LSD).

111.2.3. Andlisis de color de las microcapsulas de limoneno.

En la Tabla Ill.5 se presentan los valores de las coordenadas triestimulo determinadas en

los polvos de limoneno preparados con GB y GA. Se observaron diferencias significativas en

todos los parametros lo que indica diferencias de color entre los polvos. En general, al

aumentar la concentracion de GB, los polvos fueron mas rojizos (aumenta a*) y menos

luminosos (disminuye L*), resultando en definitiva en un color mas oscuro o intenso, como se

observd en los polvos de aceite de maiz y como es de esperar por el color de la GB. Sin

embargo, las microcapsulas de GB10%M-Lim fueron particularmente mas luminosas.
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Tabla Il1.5. Coordenadas de color de las microcapsulas de limoneno.

Muestra L* a* b*
GB5%M-Lim 88,66 + 0,51 -0,06 + 0,02° 11,88 +0,19°
GB10%M-Lim 89,07 +0,20° 0,13 + 0,02° 9,93 +0,10°
GB20%M:-Lim 86,95 + 0,09° 0,03 +0,02° 10,88 + 0,14°
GA20%M-Lim 92,99 + 0,56° 0,17 + 0,06° 5,45 + 0,22°

Resultados presentados como la media de cuadriplicados + desviacidn estandar. Letras diferentes
indican diferencia significativa entre muestras al p < 0.05 (Test LSD).

En la Figura Il.6 se muestra la fotografia de los polvos de limoneno encapsulados con GB y
GA donde se observa una clara diferencia de color entre los polvos, y el hecho de que se
vuelven mds oscuros y rojizos al aumentar la concentracién de GB. Las microcdpsulas de GA

resultaron blancas y luminosas a diferencia de las de GB.

GB 20

Figura lll.6. Fotografias de las microcapsulas en polvo de limoneno.
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111.2.4. Estabilidad de limoneno encapsulado con GB.

En primer lugar, se identificaron los principales productos de oxidacion del limoneno, a
partir de una muestra oxidada del mismo, mediante cromatografia gaseosa con detector masa
(GC/MS), utilizando la biblioteca del National Institute of Standards and Technology (NIST) para
identificar los espectros. En la Figura lll.7 se muestra el cromatograma obtenido y se identifican
los productos de oxidacién y los tiempos de retencion respectivos. Se puede observar que el
limoneno eluydé a los 6,43 min, y posteriormente eluyen varios picos entre los que se
identificaron algunos de los productos mds conocidos de la degradacion del limoneno, entre
ellos el 1,2-epoxi-limoneno cis (8,31 min) y trans (8,38 min), el carveol (10,00 min) y la carvona
(10,26 min). Estos resultados fueron complementarios para definir, entre otras condiciones, el

estandar interno que se utilizaria en el estudio de la estabilidad del limoneno encapsulado.

100+
|

Limoneno
6.43

%

1,2-epoxi-limoneno, Carveol

i Carvona

s \3,31 1,2-epoxi-limoneno, %
9.80

3 trans 10.26

8.3
7/

10.00 11.27 11.49

Time

6.55 7.05 7.55 8.05 8.55 9.05 9.55 10.05 10.55 11.05 11.55

Figura llIl.7. Cromatograma (GC-MS) del limoneno y productos de oxidacion.
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La estabilidad del limoneno encapsulado con GB se evalud a través del seguimiento de la
concentracion de limoneno en los polvos en el tiempo de almacenamiento en condiciones de
alta temperatura (50 °C) para acelerar el proceso de oxidacidn, y a diferentes a,, para analizar la
influencia de este parametro sobre la estabilidad de las microcapsulas. El limoneno extraido de
las microcdpsulas fue cuantificado mediante cromatografia gaseosa con detector de ionizacidn
de llama (GC-FID), utilizando un patrén de limoneno y un método de estandar interno.

En la Figura 111.8 se presentan las curvas de concentracién de limoneno extraido de las
microcapsulas, preparadas con GB en diferentes concentraciones, en funcion del tiempo de
almacenamiento a 50 °Cy en presencia de diferentes soluciones saturadas de sales.

Se puede observar que en todos los polvos en las diferentes condiciones de ay, la
concentracion de limoneno disminuyd drdsticamente en la primera semana y luego tiende a
mantenerse constante. Esto puedo deberse a que en la primer semana se oxida el limoneno
superficial que se encuentra desprotegido del oxigeno. Al continuar el almacenamiento el
limoneno que esta dentro de la matriz de GB se encuentra protegido de la oxidacion, por lo que

la concentracién de limoneno permanece practicamente constante.
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Figura ll1.8. Estabilidad de limoneno en las microcdpsulas de GB5%M-Lim (e), GB10%M-Lim (m),

GB20%M-Lim (A ) y GA20%M-Lim (e) en el tiempo de almacenamiento a 50 °Cvy (A) a,,=0,112,

(B) aw=0,304, (C) ax=0,488 y (D) a,,=0,749.

Por otro lado, no se observaron diferencias importantes entre las curvas de GB5%M-Lim y

GB10%M-Lim en las diferentes condiciones, mientras que las curvas GB20%M-Lim en todos los

casos presentd valores superiores de concentracion de limoneno aproximandose a los valores

de GA20%M-Lim, por lo que se puede decir que a esta concentracion se obtiene un notable
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aumento de la capacidad de retencidn del limoneno. Sin embargo, las curvas de GA20%M-Lim,
fueron en todos los casos superiores a las curvas de las microcapsulas de GB.

En la Figura 111.9 se presentan los porcentajes de retencién de limoneno iniciales y finales
para los distintos polvos en las diferentes condiciones de a,. La retencién inicial de los polvos
de GB5%M-Lim y GB10%M-Lim es similar, mientras que los polvos de GB20%M-Lim
presentaron el doble de retencién inicial. En general, se observa un aumento de la estabilidad
del limoneno a medida que la a,, aumenta hasta 0,488, en este punto se produjo los mayores
porcentajes de retencién por lo que seria la condicion de mayor estabilidad del limoneno
encapsulado. A mayor a, (0,749), la retencién de limoneno cae drdsticamente. En estas
condiciones, se observaron cambios estructurales visibles y ganancia de agua por parte de los
polvos, resultando en la formacién de agregados y aglomeracion ("caking") de las particulas
(Figura 111.10), lo que conduciria a cambios en sus propiedades de flujo y podria ser la causa de
la menor capacidad de proteccién del limoneno. El mismo comportamiento fue observado por
Beristain y col. (2002) en microcapsulas de goma de mezquite expuestas a a,, de 0,743. Este
autor observé que las tasas de oxidacién aumentan a medida que aumenta la a, de las
microcapsulas, cuando el material de pared estd en el estado vitreo. En contraste, las

microcapsulas en estado viscoeldstico muestran mayor estabilidad.
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35% 1 M Inicial
i =0,112
30% - Final aw=0,
m Final aw=0,304
25% - m Final aw=0,488
S ® Final aw=0,749
g 20% -
3
& 15% -
10% -
5% -
0% -

GB5%M-Lim GB10%M-Lim GB20%M-Lim GA20%M-Lim

Figura I11.9. Porcentajes de retencion de limoneno de las microcapsulas de GB al inicio del

periodo de almacenamiento a 50 °Cy a los 100 dias.

Figura l11.10. Efecto de "caking". Fotografia del polvo GA20%M-Lim a los 5 dias de

almacenamiento a 50 °Cy a,=0,74.
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Capitulo IV. EFECTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS SOBRE LA ESTRUCTURA,
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS, PROPIEDADES EMULSIONANTES Y ENCAPSULANTES DE
LA GOMA BREA
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Como ya se ha mencionado, la modificacién de gomas se plantea como estrategia para
disminuir los inconvenientes que se presentan al utilizar gomas naturales, para mejorar las
propiedades funcionales o para desarrollar materiales con propiedades nuevas. En este capitulo
se abarca el estudio de dos métodos, tratamiento de ultrasonido y tratamiento térmico, para la
modificacion de la GB en busca de mejorar sus propiedades como aditivo alimentario y como

material de pared para microencapsulacion.

IV.1. Modificacion de la goma brea por tratamiento de ultrasonido

El ultrasonido (US) de alta intensidad se conoce como una tecnologia emergente de
procesamiento utilizada cada vez mas en la sintesis quimica, preparacion y procesamiento de
productos alimenticios y farmacéuticos (Gllseren y col., 2007), y en terapias de enfermedades y
dafios organicos (Mason, 2011). El uso de US para manipular la masa molar (MM) de polimeros
ha surgido en la ultima década como un enfoque prometedor para el procesamiento de
oligosacaridos (Li y Feke, 2015). Hasta el momento, se ha estudiado el efecto del US en una
variedad de polimeros como el quitosano, xantano, dextrano, quitina, B-(1-3)-D-glucano,
lambda-carragenina y almidén, con el fin de elucidar la estructura molecular, producir
moléculas de menor MM y/o disminuir la polidispersidad de los sistemas (Kardos y Luche,
2001). En esta seccidn, se presentan los resultados obtenidos al aplicar un tratamiento de US
(100% de amplitud y 30 °C) a soluciones de GB al 10% p/p por diferentes tiempos (15, 30 y 60

min).
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IV.1.1. Fraccionamiento mediante Cromatografia de Filtracion por Gel (GPC)

El efecto del tratamiento de US sobre la distribucion de MM de la GB se evalué mediante
cromatografia de filtracién por gel (GPC) monitoreada por detectores UV y Rl simultdneamente.
Los perfiles cromatograficos de las muestras de GB sometidas a tratamiento de US (GBUS) a
diferentes tiempos se muestran en la Figura VI.1.

En el perfil de UV de la GB sin tratamiento (Figura VI.1 A), se observan picos que eluyen
entre 0 y 13 mL correspondiendo a fracciones de alta MM, que podrian ser proteinas
agregadas. En los perfiles de UV de las GBUS, se observa que la intensidad de estos picos
disminuye progresivamente al aumentar el tiempo de tratamiento de US. Por otro lado, se
observa que el hombro que eluye aproximadamente a 35 mL en el perfil de GB, desaparece en
los perfiles de las GBUS, y los picos que eluyen entre los 40 y 50 mL en la GB se corren hacia
MM menores en las GBUS. Estos resultados indican que el tratamiento de US disminuyd la MM
de las fracciones proteicas de la GB.

En el perfil de IR de la GB, se observan dos picos que eluyen a los 35 mL (pico I) y 46 mL
(pico 1), aproximadamente (Figura 1V.1 B). En los perfiles de las GBUS desaparece el pico | y el
pico Il aumenta notablemente en intensidad a medida que aumenta el tiempo de
procesamiento con US. El pico | coincide con el hombro observado a los 35 mL en el perfil de

UV, por lo que corresponderia al complejo polisacarido-proteinas.

156



Resultados y Discusion

0,012 - A
—GB
0’01 i ——GBUS-15min
——GBUS-30min
0,008 - ——GBUS-60min
3
K
@ 0,006 -
(5]
c
(1]
2
5 0,004 -
(7]
0
<
0,002 -
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Volumen de Elucion (mL)
1200 -

IR (mV)

1000 - ——GBUS-15min
——GBUS-30min
800 - —— GBUS-60min
600 -
400 -
200 j
0

B
GB
0

) T 1 T T
0 10 20 30 40 50 60 7
Volumen de Elucion (mL)
Figura IV.1. Perfiles cromatograficos monitoreados por UV (A) y IR (B) de GB tratadas por

ultrasonido a 100% de amplitud 30 °C por 0 min (linea roja), 15 min (linea azul), 30 min (linea

verde) y 60 min (linea negra).
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A partir de estas observaciones se puede concluir que el tratamiento de US ha disgregado
los complejos polisacarido-proteinas y los agregados proteicos de alta MM, resultando en un
aumento de fracciones de menores MM.

El efecto del US observado en las conformaciones de polimeros se ha asociado al estrés
mecdnico causado por la cavitacion (Barteri y col., 1996). Cuando el ultrasonido es aplicado al
liqguido, las ondas sonoras son propagadas en ciclos de compresién y expansién. Por encima de
un umbral de intensidad, el ciclo de expansién puede romper la cohesion del liquido y crear
microcavidades o burbujas, efecto que se conoce como cavitacién (Lepoint y Lepoint-Mullie,
1998; Vilkhu y col., 2008). Las burbujas crecen hasta finalmente colapsar violentamente
generandose alta presién y temperatura. La alta presién debida al choque de la onda, en la
zona de la burbuja genera fuerzas de corte lo que puede producir efectos mecanicos, o dafio,
sobre el medio y/o macromoléculas que se encuentren presentes. Esto podria causar el
rompimiento de los enlaces de hidrégeno e interacciones van der Walls en las cadenas
polipeptidicas, ocurriendo luego la modificacidon de la estructura secundaria y terciaria, y la
oxidacion de los grupos sulfidrilos. Por otro lado, el calor producido por la "implosién" de la
cavidad en soluciones acuosas puede producir radicales hidroxilos y atomos de hidrdgeno
("termolisis cavitacional" o sondlisis), que pueden favorecer la formacién de perdxido de
hidrégeno, y en ausencia de oxigeno, radicales de hidroxiperdxidos (Portenldanger y Heusinger,
1994). Estas especies son las responsables de las propiedades oxidativas de las soluciones
acuosas sonicadas, pero también, los radicales pueden modificar los aminoacidos con residuos
sulfidrilos y fendlicos y formar nuevas uniones covalentes entre las cadenas poliméricas. Los

radicales formados por la ruptura de biopolimeros también tienen el potencial para
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recombinarse en nuevas estructuras poliméricas (Vilkhu y col.,, 2011). Ademas, existe una
amplia y rapida oscilacion del tamafio de la burbuja, causando un flujo del fluido (microflujo)
gue produce una mezcla a bajas velocidades de flujo, mientras que a altas velocidades produce
una fuerza ligera (sin mezcla), considerada suficiente para causar cierto dafo a las
macromoléculas (Sinisterra y Barrios,1990).

En la literatura se citan ambos efectos con respecto al efecto del US en la MM. Por
ejemplo, se determind la formacion de agregados de soluciones de hidroxipropil metil celulosa
(HPMC) sonicadas (Camino y col., 2009), y también, se observo un incremento del tamafio de
particula de albumina sérica bovina, lo que se atribuyd a la formacién de agregados. En cambio,
la mayoria de los autores que estudiaron el efecto del US sobre la MM en polisacaridos y
proteinas informaron una reduccion de tamafio como se observd en el presente estudio
(Ashokkumar y col., 2009; Baxter y col., 2008; Chen y col., 1997; Furukawa y col., 1983; lida y
col., 2008; Jambrak y col., 2009, 2010; Lorimer y col., 1995; Tang y col., 2009; Villamiel y col.,
2000; Zisu y col., 2010). EI US podria potencialmente alterar el numero de zonas de
aminodcidos hidrofilicos e hidrofébicos que se encuentran la superficie de las proteinas
plegadas, de manera que se alteraria la fuerza impulsora para el proceso de adsorcién en la
interfase aceite-agua. Ademas, si se pierde la estructura terciaria o cuaternaria debido a la
aplicacion de US, la proteina podria asumir nuevas configuraciones en la interfase mas

rapidamente, y acelerar el proceso de adsorcién (Weis y col., 2011).
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IV.1.2. Propiedades emulsionantes de la goma brea tratada con ultrasonido.

IV. 1.2.1. Distribucion de tamafio de gota de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas

con goma brea tratada con ultrasonido.

En la Figura V1.2 se presentan las distribuciones de tamafios de gota de las emulsiones de
aceite de maiz (10% p/p) estabilizadas con soluciones de GB al 10% p/p y con soluciones de
GBUS al 10% p/p. Se observa que las emulsiones de GBUS producen emulsiones con tamafios
de gota mayores a los de la GB sin tratamiento y el tamano aumenta con el tiempo de
tratamiento de US. Por otro lado, las emulsiones preparadas con GBUS se desestabilizaron y
separaron en fases dentro de las 24 horas posteriores a su preparacién. Por lo que se puede
decir que el tratamiento disminuyd la capacidad emulsionante de la GB.

Como se vio en la seccion anterior el tratamiento de US disminuyd la MM de las
fracciones de GB y disgrego el complejo polisacarido-proteinas que es el responsable de la
actividad interfacial de la goma. Esto podria ser la causa de la disminuciéon de la capacidad
formadora y estabilizadora de emulsiones de la GB. Por consiguiente, y siendo el objetivo del
presente estudio mejorar las propiedades de la GB, no se realizaron otras evaluaciones a partir

de las GBUS.
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Figura IV.2. Distribucion de tamafio de gotas de emulsiones de aceite de maiz

estabilizadas con GB tratadas con ultrasonido.

IV.2. Modificacién de la goma brea por tratamiento térmico

El tratamiento térmico aplicado a polimeros produce una variedad de efectos segun la
naturaleza y conformacidn del polimero, la temperatura aplicada, el tiempo de tratamiento, el
pH vy la actividad de agua.

Las proteinas tratadas térmicamente pueden sufrir procesos de desnaturalizacion y
agregacion que modifican su conformaciéon en todos los niveles de organizacion, es decir,
estructura primaria, secundaria y terciaria, lo cual es critico en muchos mecanismos que
regulan su funcionalidad. En los tratamientos térmicos suaves (temperaturas hasta 100°C o
ligeramente superiores) se rompen uniones de baja energia, como puentes hidrégeno, y se

refuerzan las interacciones hidrofébicas. El desplegamiento de una proteina nativa con los
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grupos hidrofdébicos en el interior provoca la exposicion de estos grupos al medio. Si hay
interacciones hidrofébicas proteina-proteina y el grado de desplegamiento es elevado, se
produce agregacion, que puede ocasionar una disminucién de la solubilidad y la precipitacion
de la proteina. Otras consecuencias del tratamiento térmico pueden ser la gelificacién, la
variacién en la capacidad de retencion de agua y en las propiedades emulsionantes y
espumantes.

Los tratamientos térmicos en los polisacaridos también modifican su estructura y, como
consecuencia, sus propiedades funcionales, entre ellas la viscosidad. El calentamiento puede
facilitar la disolucion de gomas, como la goma guar, pero también puede producir su
degradacion si se alcanza una temperatura suficientemente alta. Ademas, se pueden producir
reacciones en las que no hay ruptura de enlaces carbono-carbono como la anomerizacion, la
isomerizacién aldosa-cetosa, y las reacciones de deshidratacién; y reacciones en las que si hay
ruptura de enlaces carbono-carbono, dando lugar a la formacion de compuestos como acetol,
acetoina, diacetilo, y acidos levulinico, férmico, lactico, pirtvico y acético. Otro posible efecto
es el pardeamiento no enzimatico que incluye la caramelizacion, que involucra sdélo a azucares,
y la reaccion de Maillard, que ocurre entre un grupo carbonilo, usualmente de un azucar

reductor, y una amina, generalmente de un aminoacido, péptido o proteina.

IV.2.1. Fraccionamiento mediante Cromatografia de Filtracion por Gel (GPC)

Para evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre la distribucion MM de la GB se utilizd

el fraccionamiento mediante GPC monitoreado por detectores UV y Rl simultaneamente. En la
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Figura IV.3 A se presentan los perfiles cromatograficos monitoreados por UV de las muestras de
GB sometidas a 110 °C a distintos tiempos. La GB sin tratamiento térmico presentd cuatro picos
dentro de los que se destacan dos picos de relativa alta absorbancia que eluyen alos 40 mLy 44
mL aproximadamente. También se observan picos de alta MM que eluyen al inicio del
cromatograma (entre 1 a 5 mL) y a los 10 mL aproximadamente, que como se dijo
anteriormente podrian ser agregados proteicos. Y por ultimo se observa un hombro a los 34
mL. Al comparar este perfil con los perfiles de GB tratada térmicamente (GBTT), se observd que
las GBTT presentaron picos con mayor absorbancia que la GB nativa y corrimiento en los
tiempos de elucion. El pico eluido a los 40 mL en GB eluye a los 39 mL en las muestras de GBTT,
asi también el codo que se observaba a los 34 mL en GB eluye a los 33 mL. Ademas, en los
perfiles de GBTT, se observan picos de menor MM a los 51, 55 y 59 mL y un pico ancho a los 23
mL, los cuales no se observaron en GB. Por otro lado, se observé que las especies de alta MM
gue eluyen al inicio del cromatograma en GB desaparecen en los perfiles de GBTT, esto podria
indicar la desagregacion de agregados proteicos.

El perfil cromatografico de IR de GB presentd dos picos, uno a 34 mL y otro de mayor
absorbancia a los 46 mL. El pico eluido a los 34 mL coincide con la elucién del hombro
observado en el perfil UV, por lo que se puede decir que esta seria la fraccién de complejos

polisacarido-proteinas. En los perfiles de GBTT, ambos picos aumentan en absorbancia.
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Figura IV.3. Perfiles cromatograficos monitoreados por UV a 280 nm (A) y IR (B) de GB tratadas
térmicamente a 110 °C por 0 h (linea violeta), 24 h (linea rosada), 48 h (linea naranja) y 48 h

(linea roja) y 96 h (linea bordo).
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Estas diferencias pueden deberse a un aumento en la MM de estas fracciones. Segun lo
propuesto por Al-Assaf y col. (2007) para GA, el tratamiento térmico produciria la "maduracién”
de la goma, lo que se refiere a que las especies proteicas de la goma estarian formando enlaces
covalentes con las cadenas de carbohidratos formando fracciones de mayor MM, o dicho de
otra forma, se estaria produciendo una reaccién de pardeamiento no enzimatico o reacciones
de Maillard. La reaccién de Maillard, involucra la formacién de pigmentos marrones, y consiste
en la condensacién de un grupo carbonilo de un azucar reductor (aldehidos o cetonas) y un
grupo amino libre de (a-amino terminal o e-amino de residuos de lisina expuesto), de aminos
acidos, péptidos, proteinas o cualquier compuesto nitrogenado. Se considera una reaccion
compleja, la cual produce un amplio nimero de productos denominados “Productos de
Reaccion de Maillard (PRM)”, ocasionando compuestos aromadticos, intermediarios que
absorben la luz ultra-violeta y compuestos de oscurecimientos identificados como melanoidinas
(Wijewickreme y Kitts, 1997). Estas especias resultantes explican las diferentes funcionalidades

y reactividades exhibidas por este tipo de productos.

1IV.2.2. Andlisis de color de las GB tratadas térmicamente.

El tratamiento térmico de la GB ocasiond un oscurecimiento de las muestras tratadas

como se observa en la Figura IV.4.
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(c]:] GB24h GB48h GB72h GB96h

Figura IV.4. Fotografia de muestras en polvo de GA, GB y las GBTT.

En la Tabla IV.1 se presentan los valores de las coordenadas triestimulo determinadas en
las muestras de GB, GA y las GBTT. Se observan diferencias significativas en todos los

pardmetros lo que indica diferencias de color entre los polvos.

Tabla IV.1. Coordenadas de color de las GB tratadas térmicamente.

Muestra L* a* b*
GA 87,15 +0,25' 1,26 + 0,04° 12,31 +0,07°
GB 70,05 + 0,59° 4,70 + 0,09° 23,44 +0,42°

GB24h 56,70+ 0,33  14,13+0,38%  33,02+0,55°
GB48h 56,21 +0,26°  13,66+0,21° 30,14 + 0,39¢
GB72h 54,75 + 0,10° 13,52 +0,20° 27,29 +0,10°

GB96h 52,96 +0,69°  14,12+0,26° 28,29 +0,55°

Resultados presentados como la media de cuadriplicados + desviacion estandar. Letras diferentes
indican diferencia significativa entre muestras al p < 0.05 (Test LSD).

En primer lugar, la GB resultdé menos luminosa (menor L*), mas rojiza (a*+) con mayor

tendencia al marrén (mayor b*) que la GA. Al analizar las GBTT, se observa que el parametro L*
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disminuye a medida que aumenta el tiempo de tratamiento, indicando que los polvos se
vuelven menos luminosos. Los pardmetros a* y b* aumentan con respecto a la GB, pero no se
observan tendencias con respecto al tiempo de tratamiento térmico. Por lo tanto, en
concordancia a lo que se observa en la fotografia, las muestras de GBTT son mas oscuras,
rojizas y con tonos marrones.

Estos resultados concuerdan con el avance de la reaccién de Maillard que produce
pigmentos de alto peso molecular denominados melanoidinas. El primer paso, que se identifica
para la obtencién de los productos de Maillard, es la reaccidn del azicar reductor con un amino
acido, donde se observa la formacidon de los llamados compuestos de Amadori, lo que se

consideran el comienzo de las principales reacciones de oscurecimiento (Figura IV.5).

Reaccionde Con liberacién de
agua
Grupo amino+ grupo carbonilo Base de Schiff

(no protonado)

condensacion

Producto de
Amadori o de Heyn

Degradancion del
producto de Amadori
Oxidacién o de Heyn
o Fragmentacién
“melanoidinas Enolizacién
Deshidracion
Hidrolisis dcida

Compuestos polimericos
altamente coloreados

Figura IV.5. Esquema de los pasos de la reaccién de Maillard.
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IV.2.3. Actividad antioxidante in vitro de las GB tratadas térmicamente.

Las melanoidinas, que son los productos mds complejos de la reaccion de Maillard, de
estados mas tardios, han probados ser antioxidantes. La actividad antioxidante y la formacion
de pigmentos coloreados va aumentando con la temperatura y el tiempo de tratamiento,
relaciondndose a ambos (Turkmen y col., 2006). Un antioxidante, se define como una molécula
capaz de detener o prevenir la oxidacion de otras moléculas. La oxidacion es una reacciéon
guimica que transfiere electrones de una sustancia a un agente oxidante, produciendo los
denominados radicales libres, los cuales comienzan una cadena de reaccién. Los antioxidantes
terminan estas cadenas de reaccion por remocién de radicales libres intermediarios, inhibiendo
otras reacciones de oxidacién por oxidacién de si mismos. Como resultado, los antioxidantes a
menudo son agentes reductores, como los tioles o polifenoles. Existen diversos métodos para
evaluar la capacidad antioxidante, entre ellos, el método de “captura” por el radical estable 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), es ampliamente usado para evaluar las actividades antioxidantes
en un tiempo relativamente corto, comparado con otros métodos (Yanga y col., 2008). Se basa
en la reduccién de la solucién etandlica DPPH- en la presencia de un antioxidante donante de
hidrogeno, destacandose la formacién de un producto no-radical DPPH-H.

En la Tabla IV.2 se presentan los valores de actividad antioxidante evaluados por el
método del radical libre DPPH, de las muestras de GB, GBTT y GA. Los valores muestran una
notable diferencia entre la muestra de GA y las de GB y GBTT, siendo la actividad antioxidante
de estas ultimas practicamente el doble de la actividad presentada por GA. A pesar de las

diferencias de color observadas en la seccion anterior entre las muestras de GBTT, lo que
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podria indicar un mayor avance en la reaccion de Maillard, con mayor formacién de
compuestos tardios como las melanoidinas, no se observa diferencias significativas de

capacidad antiradical entre GB y las GBTT, ni entre estas ultimas.

Tabla IV.2. Actividad antioxidante de GB, GBTT y GA medida por el método del radical DPPH.

Muestra Actividad antioxidante
(mg ET*/g polvo)
GA 0,69 + 0,07°
GB 1,36 +0,00°
GB24h 1,39+ 0,01°
GB48h 1,36 +0,00°
GB72h 1,40 +0,01°
GB96h 1,37 £0,00°

Los datos se expresan como los promedios * el error estandar (n=3). Letras diferentes en
la misma columna indican diferencia significativa al p < 0,05 (Test LSD). *Equivalente de Trolox.

IV.2.4. Determinacion de productos de Maillard en las GB tratadas térmicamente.

Una forma de evaluar el avance de la reaccién de Maillard es la medicion de los PRM. Los
pigmentos generados tienen absorbancia en el espectro visible a una longitud de onda
particular. Segun Chawla y col. (2009) a 284 nm absorben las bases de Schiff, y segin Zhu y col.
(2008) y Wang y Ismail (2012) a 304 nm absorben los compuestos de Amadori. Por lo tanto, se
tomaron medidas puntuales a estas longitudes de onda. Como se puede observar en la Figura
IV.6 hay una preponderancia de los compuestos tempranos y bases de Schiff por sobre los

compuestos tardios. Esto indicaria que en todas las muestras la reaccién se encuentra
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principalmente en su fase temprana. Por otro lado, las absorbancias de las GBTT medidas a las
diferentes longitudes de onda aumentan con el tiempo de tratamiento térmico, indicando el
progreso de la reacciéon de Maillard. En comparacién con la GB sin tratamiento, se puede decir
gue es notable el aumento en todas las medidas de las GBTT y estos concuerda con los valores
de a* y b* (Tabla IV.1). Estos resultados evidencian que el tratamiento térmico aplicado sobre
la GB produce como resultado la reaccion de pardeamiento no enzimatico resultando en
productos coloreados de mayor MM.

La GA presento los valores de absorbancia mas bajos en todas las longitudes de onda,

como era de esperarse por los valores de a* y b* analizados previamente.

Compuestos tempranos
0,7 - Bases de Schiff

0,6 - B Compuestos tardios

Absorbancia (a.u.)

"ok AN
0

GA GB GBZ4 GB48 GB72 GB96

Figura IV.6. Absorbancia a 284 nm de compuestos intermediarios tempranos de la reaccién de
Maillard (=), absorbancia a 304 nm de las bases de Schiff (m) y absorbancia a 420 nm de

compuestos intermediarios tardios de la reaccién de Maillard (m).
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IV.2.5. Reologia de las soluciones de la goma brea tratada térmicamente.

Se evalud el efecto del tratamiento térmico sobre las propiedades reoldgicas de las
soluciones de las GBTT al 10% p/p. En la Figura IV.7 se presentan las curvas de flujo de la GB y
las GBTT a pH 4,4, que es el pH de disolucién de la GB en agua, y pH 7.

En ambos pHs se observa que las soluciones de GB24h, GB48h y GB72h presentaron

valores de 1,, Menores (pH 4,4) o iguales (pH 7) a los de GB sin tratamiento. Sin embargo, se
las soluciones de GB96h presentaron valores de Nap superiores a las demdas GBTT e inclusive

mayores que la GB sin tratamiento.

= GB10% p/p pH4,4 = GB10% p/p pH7
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Figura IV.7. Comparacion de la viscosidad aparente de las soluciones de GB y GBTT a (A) pH 4,4

y (B) pH7.

Las curvas de flujo de las GBTT pudieron modelarse con la ecuacion de Sisko (1958) al

igual que las curvas obtenidas para GB sin tratar. En la Tabla IV.3 se presentan los valores del
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indice de consistencia (kg), el indice de comportamiento al flujo (n;) y la viscosidad a

deformacion infinita (7 ) de las soluciones de GBTT a pH 4,4. Los valores de k; de las GBTT

fueron menores a los de GB sin tratar, lo que se corresponde con las bajas Map observadas en

las curvas de flujo. Se observa también una tendencia a disminuir kg al aumentar el tiempo de

tratamiento, siendo la solucién de GB96h la que presenté inesperadamente el menor valor de

ks, lo que no se corresponde con los altos valores de Nap observados para esta muestra en las

curvas de flujo. Por otra parte, los valores de n;y 77 no muestran una tendencia clara.

Tabla IV.3. Efecto del tiempo de tratamiento térmico sobre el indice de consistencia (k), el

indice de comportamiento al flujo (n;) y en la viscosidad a deformacion infinita (7 ) de las

soluciones a pH 4,4 de GBTT.

Emulsion ks (Pas) ng N» (Pas) R?
GB10% p/p 2,45+0,14°  0,09+0,02°  0,0356+0,0013° 0,992
GB24h 2,24+0,17° 0,11+0,02®  0,0203+0,0002° 0,995
GB48h 2,03+0,19° 0,14+0,01°  0,0159+0,0003° 0,991
GB72h 2,27+0,19°  0,06+0,02°  0,0274+0,0003° 0,995
GB96h 1,80+0,05°  0,29+0,01°  0,0506 +0,0004° 0,996

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras diferentes en la misma

columna indican diferencia significativa al p < 0,05 (Test LSD).

Los pardmetros de la ecuacién de Sisko (1958) obtenidos por regresidon no lineal de las

curvas de flujo a pH 7 se presentan en la Tabla IV.4. En general, las GBTT presentaron valores de

ks mayores al de la GB sin tratar y n, menores. Y no se observan tendencias en relacién al

172



Resultados y Discusion

parametro 77_. Se observa que los parametros ks y 17 de las soluciones de GB96h fueron los

mas altos lo que se corresponde con la curva de flujo observada.

Tabla IV.4. Efecto del tiempo de tratamiento térmico sobre el indice de consistencia (ky), el

indice de comportamiento al flujo (n,) y en la viscosidad a deformacion infinita () de las

soluciones a pH 7 de GBTT.

Emulsién ks (Pa's) ng N» (Pas) R?
GB10% p/p 1,89+0,16°  0,13+0,02° 0,0166 +0,0003° 0,990
GB24h 2,75+0,12° 0,08+0,01° 0,0170+0,0001° 0,997
GB48h 3,10+0,17  0,03+0,01°  0,0195+0,0002° 0,992
GB72h 2,444+0,15°  0,03+0,02° 0,0147+0,0002° 0,984
GB96h 3,40+0,04°  0,01+0,00° 0,0375+0,0004° 0,993

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa al p < 0,05 (Test LSD).

IV.2.6. Propiedades emulsionantes de la goma brea tratada térmicamente.

IV.2.6.1. EMULSIONES DE ACEITE DE MAIZ

IV.2.6.1.1. Distribucion de tamafio de gota de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas

con goma brea tratada térmicamente.

En la Figura VI.8 se presentan las distribuciones de tamafios de particulas de las

emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con GB10 al 10% p/p y las GBTT al 10% p/p.
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Figura IV.8. Distribucion de tamafio de gotas de emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con

GB tratadas térmicamente.

Puede observarse una clara disminucién del tamafio de gota en las emulsiones preparadas
con GBTT, por lo que se puede decir que el tratamiento térmico mejord la actividad
emulsionante de la GB. Al-Assaf y col. (2007) encontrd resultados semejantes a estos en
emulsiones estabilizadas con GA tratada térmicamente.

El tratamiento térmico, como se dijo en las secciones anteriores, estaria produciendo
componentes de alta MM, productos de la reaccion de Maillard, que podrian aumentar la
actividad interfacial de la GB. En concordancia con estos resultados, varios autores han
reportado el incremento de la capacidad emulsionante de productos de la reaccién de Maillard

(Dickinson y col., 1991; Kato y col., 1993).

174



Resultados y Discusion

En la Tabla IV.5 se presentan los valores de Z-average, Pdl y maximo de pico de las
emulsiones de aceite estabilizadas con GB y las GBTT. Se observa una significativa disminucion
del Z-average en todas las emulsiones con GBTT en comparacidon con la GB no tratada. Al
comparar el Z-average de las emulsiones con GBTT no se observa una tendencia clara con
respecto al tiempo de tratamiento. GB24hE-Ac fue la emulsidn con menor Z-average y GB48hE-
Ac presenté el mayor Z-average que fue sélo un 9% superior al de GB24hE-Ac. Entonces, se
podria decir que 24 horas de tratamiento térmico seria suficiente para mejorar las propiedades
emulsionantes de la GB. En 24 horas y a 110 °C se estarian produciendo enlaces entre proteinas
y polisacaridos, formandose asi los complejos responsables de la actividad en la interface

aceite- agua (Al-Assaf y col., 2007).

Tabla IV.5. Tamaio de gotas de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con GB tratadas

térmicamente el dia de preparaciéon y a los 7 dias de almacenamiento.

Dia1l Dia7
Emulsion Z-averge Maximo del pico Z-averge Maximo del pico
Pdi pdi
(nm) (nm) (nm) (nm)
GB10%E-Ac  674,4+11,2° 0,20+0,03" 760,3 + 48,2° 754,7 £20,1° 0,19 + 0,02° 801,4 + 44,0°
GB24hE-Ac 398,8+1,4° 0,09+0,01° 429,1 +3,5° 430,4+8,3" 0,13 0,00 475,7 + 30,3°
GB48hE-Ac 4353 +4,3° 0,08+0,01° 461,7 +5,0° 4422 +2,3* 0,11 +0,00° 482,5+1,9°
GB72hE-Ac 403,6+3,2° 0,08 +0,02° 433,6 + 10,0° 430,8+1,1*° 0,09 +0,01° 4549 +4,1°
GB96hE-Ac 415,4+0,1° 0,07 +0,00° 4449 + 3,3° 438,4+11,7° 0,11 +0,00° 484,0 + 18,4°

Los datos se expresan como los promedios + la desviacion estandar entre paréntesis (n=3). Letras
diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0,05), test LSD.
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En la Figura IV.9 se presentan las micrografias de las emulsiones de aceite de maiz
estabilizadas con GBTT. GB24hE-Ac y GB48hE-Ac presentaron particulas de didmetro menor o
igual a 1 um. Por otro lado, en GB72hE-Ac y GB96hE-Ac se observaron algunas particulas de
mayor tamafo, entre 1 y 2 um, que no se observan en la distribucidon obtenida por DLS. En
comparacion con GB10%E-Ac (Capitulo Il, Figura 11.2), los tamafios observados en GBTT

parecieran ser mayores.
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Figura IV.9. Micrografias de las emulsiones (A) GB24hE-Ac, (B) GB48hE-Ac, (C) GB72hE-Acy (D)
GB96hE-Ac inmediatamente luego de ser preparadasy (E), (F), (G) y (H) las respectivas
emulsiones a los 7 dias de preparadas. Barra de escala igual a 10 um.
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En la Tabla IV.6 se presentan los valores de potencial { medidos para las emulsiones de
aceite de maiz con GBTT. Por un lado, se puede observar que el potencial T de las GBTT
disminuye (en valor absoluto) significativamente respecto a la GB sin tratar, y por otro lado, se

observa una tendencia a disminuir el potencial { con el tiempo de tratamiento.

Tabla IV.6. Potencial zeta de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con GBTT.

Emulsion {(mV)

GB1O%E-Ac  -39,97 +0,44°
GB24hE-Ac  -34,85+0,21°
GB48hE-Ac  -34,00 +0,35¢
GB72hE-Ac  -35,60 +0,98°
GB96hE-Ac  -33,20+0,33°

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3).
Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0,05), test LSD.

IV.2.6.1.2. Estabilidad de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con goma brea

tratada térmicamente.

La estabilidad de las emulsiones de aceite de maiz con GBTT fue evaluada midiendo el
tamafo de gotas de las emulsiones luego de 7 dias de almacenamiento mediante DLS, con
medidas del equipo Turbiscan y visualmente. En la Figura IV.10 se presentan las distribuciones
de tamanos de gota de las emulsiones de aceite de maiz con GBTT a los siete dias de
almacenamiento a temperatura ambiente. Se observa, como se vio en la medicidon realizada el

dia de la preparacion, que las emulsiones con GBTT presentan tamafnos de gotas mas pequefios
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qgue la emulsién con GB no tratada, y no hay diferencias en las distribuciones entre las
emulsiones de GBTT. Los valores de Z-average, Pdl y maximo de pico de las emulsiones con
GBTT a los 7 dias se muestran en la Tabla IV.2. El aumento de tamafio de gota en las emulsiones
con GBTT estuvo entre el 1y el 6%. A simple vista no se observaron signos de desestabilizacién
de las emulsiones (Figura 1V.11). Ademads, todas las emulsiones preparadas con GBTT
permanecieron estables por mds de 10 meses (no se muestran los datos). La gran estabilidad de
las emulsiones de aceite con GBTT se habia previsto cuando se observd la disminucién de

tamafio de gota de estas emulsiones.
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Figura 1V.10. Distribucion de tamafo de gotas de emulsiones de aceite de maiz estabilizadas

con GBTT a los 7 dias de almacenamiento.
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MENM GB24 GB48 GB72 GB96

Figura IV.11. Fotografia de las emulsiones GB24hE-Ac (GB24), GB48hE-Ac (GB48), GB72hE-Ac
(GB72) y GB96hE-Ac (GB96) inmediatamente luego de ser preparadas (Dia 1) y a los 7 dias de

preparadas (Dia 7).
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En la Figura IV.12 se muestran los perfiles de BS obtenidos para GB24hE-Ac y GB48hE-Ac.

Se puede observar que los perfiles no se modificaron a lo largo de los siete dias lo que

concuerda con lo observado a simple vista y los pardmetros de desestabilizacion (IC y Tiempo

de retardo) fueron nulos para las emulsiones preparadas con GBTT. Por lo que se concluye que

no hubo indicios de desestabilizacién de las emulsiones.

Finalmente, el tratamiento térmico realizado mejord notablemente las propiedades

emulsionantes y estabilizantes de la GB, y se puede destacar que 24 horas de tratamiento es

suficiente para lograr estas mejoras.
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Figura IV.12. Perfiles de backscattering (BS%) en funcién del tiempo y de la altura del tubo de

medicion de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con soluciones de GB tratadas

térmicamente a 110 °C por (A) 24h y (B) 48h.
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1V.2.6.1.3. Comportamiento reoldgico de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con

goma brea tratada térmicamente.

En la Figura IV.13 se muestran las curvas de Mgy €N funcion de la velocidad de

deformacion de las emulsiones de GBTT. Las emulsiones preparadas con GBTT presentaron Map

superiores a las de GB sin tratamiento aunque no se distingue una tendencia con respecto al

tiempo de tratamiento.

Viscosidad aparente (Pa.s)

0.2

0.154

o
N
1

0.05 4

e GB10%E-Ac
¢ GB24hE-Ac

GB48hE-Ac
v GB72hE-Ac
<« GB96hE-Ac

10

1000

Velocidad de deformacion (1/s)

Figura IV.13. Viscosidad aparente de las emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con GB

tratadas térmicamente y ajuste al modelo de Sisko: Ecuacion 2 (linea roja).

En la Tabla IV.7 se presentan los valores obtenidos por regresion no lineal de los

parametros de la ecuacion de Sisko (1958). Se observaron diferencias significativas en todos los
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parametros pero sin una tendencia definida. GB96hE-Ac presentd el valor mas alto de kg
indicando una mayor viscosidad de la emulsién como se vio en las curvas de flujo. Todos los

valores de n, fueron inferiores a 1 correspondiéndose con un comportamiento pseudoplastico.

Tabla IV.7. Efecto del tiempo de tratamiento térmico sobre el indice de consistencia (ky), el
indice de comportamiento al flujo (n,) y en la viscosidad a deformacion infinita () de las

emulsiones de aceite de maiz estabilizadas con GBTT.

Emulsién ks (Pa's) ng Nw (Pa s) R?
GB10E-Ac 0,08+0,000  0,53+0,01°  0,0316+0,0004° 0,998
GB24hE-Ac 0,06 + 0,00° 0,69+0,02°  0,0440+0,0023° 0,995
GB48hE-Ac 0,11+0,000  0,74+0,01°  0,0497+0,0009° 0,998
GB72hE-Ac 0,07+0,00°  0,57+0,01°  0,0395+0,0003° 0,994
GB96hE-Ac 0,13+0,006  0,79+0,00°  0,0301+0,0021° 0,998

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa (P < 0,05), test LSD.

IV.2.6.2. EMULSIONES DE LIMONENO

IV.2.6.2.1. Distribucion de tamafio de gota de las emulsiones de limoneno estabilizadas con

goma brea tratadas térmicamente.

En la Figura VI.14 se presentan las distribuciones de tamano de gota de las emulsiones de

limoneno estabilizadas con GB y las GBTT. Se observa que todas las emulsiones de limoneno
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con GBTT presentaron gotas de aproximadamente el doble de tamafio que la emulsién con GB
sin tratar. Al comparar estas distribuciones con las de las emulsiones de aceite de maiz (Seccidn
IV.2.6.1), se observa que el tamafio de gota aumentd considerablemente.

Estos resultados indican que existe un comportamiento diferente de las GBTT como
emulsionante en funcion de las caracteristicas de la fase dispersa. La afinidad de las GBTT con Ia
interface limoneno-agua seria menor, por lo que se forma menor darea interfacial total y
resultan gotas de mayor tamafio, posiblemente es menor la velocidad con la que GB se

posiciona en esta interface y la estabiliza por lo que se produce re- coalescencia de las gotas.
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Figura IV.14. Distribucion de tamafio de gotas de emulsiones de limoneno estabilizadas con

GBTT.
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En la Tabla 1V.8 se presentan los valores de Z-average, Pdl y maximo de pico de las
emulsiones de limoneno estabilizadas con GBTT. Los valores de Z-average de las emulsiones con
GBTT fueron en todos los casos superiores al de la emulsidn con GB sin tratar, lo que se
corresponde con las distribuciones. Por otro lado, la magnitud del potencial { de las emulsiones
con GBTT fue menor que la de la emulsién con GB no tratada dando indicios de la menor

afinidad con el limoneno (Tabla 1V.9).

Tabla IV.8. Parametros de las distribuciones de tamafio de gota de las emulsiones de limoneno

estabilizadas con GBTT el dia de preparacién y a los 7 dias de almacenado.

Dial Dia7
Emulsion Z-averge Maximo del pico Z-averge Maximo del pico
Pdl Pdl
(nm) (nm) (nm) (nm)

GB10%E-Lim 631,1+17,2° 0,1+0,1° 654,5 + 18,2° Inestable Inestable Inestable
GB24hE-Lim  1306,0+2,8°  0,3+0,0° 1794,0 + 58,0 2259,0+73,5 0,2+0,1° 2193,0+90,5°
GB48hE-Lim 1758,0 + 24,0d 0,1+0,0° 1935,5 + 105,4b Inestable Inestable Inestable
GB72hE-Lim  1749,5+19,1°  0,1+0,0° 1972,0 + 41,0 2648,0+391,7° 0,8+0,3" 2180,5+57,3"
GB96hE-Lim  1646,0+19,8° 0,1+0,0° 1866,0 + 21,2° 2307,0+127,3° 1,0+0,0° 1650,5 + 375,5°

Los datos se expresan como los promedios + la desviacién estandar entre paréntesis (n=3). Letras
diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0,05), test LSD.
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Tabla IV.9. Potencial zeta de las emulsiones de limoneno estabilizadas con GBTT.

Emulsion {(mV)

GB10%E-Lim  -39,97 +0,44°
GB24hE-Lim  -36,40 +0,42°
GB48hE-Lim  -34,80 +0,67°
GB72hE-Lim  -34,30+0,27°
GB96hE-Lim  -33,80 +0,64°

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa (p< 0,05), test LSD.

En la Figura 1V.15 se muestran las micrografias tomadas de las emulsiones de limoneno
estabilizadas con GBTT. En GB24hE-Ac se observan particulas de gran tamaiio,
aproximadamente de 2 um, mientras que, en las demds emulsiones se observan
aglomeraciones de particulas, practicamente formando dos fases, lo que indica una temprana

desestabilizacion de las emulsiones.
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Figura IV.15. Micrografias de las emulsiones de limoneno estabilizadas con soluciones de GBTT.
(A) GB24hE-Lim, (B) GB48hE-Lim, (C) GB72hE-Lim y (D) GB96hE-Lim inmediatamente luego de

ser preparadas. Barra de escala igual a 10 um.

1V.2.6.2.2. Estabilidad de las emulsiones de limoneno estabilizadas con goma brea tratada

térmicamente.

La estabilidad de las emulsiones de limoneno con GBTT se analizé evaluando la variacién
del tamafio de gota por DLS. En la Figura 1V.16 se presentan las distribuciones de tamafio de
gota de las emulsiones de limoneno estabilizadas con GBTT a los siete dias de almacenamiento,
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y en la Figura 1V.17 las fotografias de las emulsiones. Se observa que todas las distribuciones se
corrieron hacia tamafios de gota mayores. La distribucién de GB48hE-Lim no fue medible
mediante la técnica de DLS por presentar marcada separacion de fases. Asi mismo, las
emulsiones de GB72hE-Lim y GB96hE-Lim presentaron valores de Pdl muy altos por lo que las
medidas obtenidas no cumplen con el criterio de calidad de la técnica de DLS. Sélo la muestra

de GB24hE-Lim presenté un Pdl aceptable.
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Figura IV.16. Distribucion de tamafio de gotas de emulsiones de limoneno estabilizadas con GB

tratadas térmicamente a los 7 dias de almacenamiento.
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VENM GB24 GB48 GB72

DIEWA GB24 GB48 GB72
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Figura IV.17. Foto de las emulsiones de limoneno estabilizadas con GBTT luego de ser

preparadas (Dia 1) y a los 7 dias de almacenamiento (Dia 7).
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Al observar las emulsiones a simple vista a los siete dias de almacenamiento a
temperatura ambiente se pudo ver que todas las emulsiones presentaron desestabilizacién
(Figura IV.17). Particularmente la emulsién GB48hE-Lim fue la mas inestable, mostrando una
fase de cremado definida, compacta y de gran espesor, mientras que las demds emulsiones
presentaron fases de clarificacion de poco espesor en el fondo del tubo. La notable
desestabilizacidon de estas emulsiones podria deberse entre otros factores al gran tamafo de
particula observado al inicio del almacenamiento. Por otro lado, la viscosidad de estas
emulsiones podria ser menor ya que la fase dispersa, limoneno, tiene menor viscosidad que el

aceite de maiz, lo que se analizard en la seccién siguiente.

IV.2.6.2.3. Comportamiento reoldgico de las emulsiones de limoneno estabilizadas con goma

brea tratada térmicamente.

En la Figura 1V.18 se presentan las curvas de flujo de las emulsiones de limoneno

estabilizadas con GBTT. En general, las emulsiones con GBTT presentaron mayor Mgy dUe la

emulsion con GB sin tratar, como se vio en las emulsiones de aceite de maiz con GBTT (Figura
IV.11). Una excepcion a esto fue GB72hE-Lim que presentd una curva de flujo por debajo de la

de GB10%E-Lim.
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Figura IV.18. Viscosidad aparente de las emulsiones de limoneno estabilizadas con GB tratadas

térmicamente y ajuste al modelo de Sisko: Ecuacion 2 (linea roja).

El comportamiento reoldgico de estas emulsiones también pudo modelarse con la
ecuacién de Sisko (1958). Los valores de los parametros se presentan en la Tabla 1V.10. El
pardmetro kg disminuye en las emulsiones de GBTT en comparaciéon con GB10%E-Lim, lo que
esta en desacuerdo con lo observado en las curvas de flujo. Pero por otro lado, el parametro 7
aumenta en todas las emulsiones con GBTT con respecto a GB10%E-Lim, con excepcion de

GB72hE-Lim concordando con lo observado en las graficas de Mgp €N funcion de la velocidad de

deformacion.
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Tabla IV.10. Efecto del tiempo de tratamiento térmico sobre el indice de consistencia (k;), el
indice de comportamiento al flujo (n) y en la viscosidad a deformacion infinita (7_) de las

emulsiones de limoneno estabilizadas con GBTT.

Emulsidn ks (Pas) ng N (Pa s) R?

GB10%E-Lim 0,10 +£0,00° 0,80+ 0,01° 0,0179 +0,0027° 0,988
GB24hE-Lim 0,09 + 0,00° 0,71+0,01° 0,0482 +0,0007° 0,996
GB48hE-Lim 0,09 +0,00° 0,69 +0,01° 0,0517 + 0,0005° 0,998
GB72hE-Lim 0,08 +0,00° 0,83 +0,02° 0,0163 + 0,0039° 0,992
GB96hE-Lim 0,10 +0,00° 0,74 +0,01° 0,0400 + 0,0008* 0,998

Los datos se expresan como los promedios + el error estandar (n=3). Letras diferentes en la

misma columna indican diferencia significativa (P < 0,05), test LSD.

IV.2.7. Propiedades encapsulantes de goma brea tratada térmicamente.

Para analizar el efecto del tratamiento térmico sobre las propiedades encapsulantes de
GB, se obtuvieron microcapsulas en polvo de aceite de maiz y de limoneno con GBTT mediante
secado por aspersién de las emulsiones correspondientes. En esta seccidn utilizaremos las
siguientes siglas para nombrar las microcapsulas obtenidas:

GB24hM-Ac, GB48hM-Ac, GB72hM-Ac y GB96hM-Ac microcdpsulas de aceite de maiz
obtenidas mediante secado por aspersion de emulsiones de aceite (10% p/p) y soluciones de

GBTT 24h, 48h, 72h y 96h, respectivamente.
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GB24hM-Lim, GB48hM-Lim. GB72hM-Lim y GB96hM-Lim, microcdpsulas de limoneno
obtenidas mediante secado por aspersién de emulsiones de limoneno (10% p/p) y soluciones

de GBTT 24h, 48h, 72h y 96h, respectivamente.

IV.2.7.1. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de las microcapsulas de aceite de maiz y

limoneno.

En la Figura VI.19 se muestran las micrografias obtenidas por SEM de las microcdpsulas de
aceite. En general, no se observaron diferencias relevantes entre los distintos polvos de GBTT.
Las particulas presentaron morfologia cuasi esférica y gran variedad de tamaiios (de 1 a 18 um)
dentro de la misma muestra, como se observd en los polvos con GB no tratada (Capitulo I,
Figura llIl.1). No se observaron poros, fisuras ni grietas, indicando que estas particulas
presentarian alta retencion y proteccion del material encapsulado. Estas caracteristicas estarian
en concordancia con la éptima estabilidad que presentaron las emulsiones de aceite con GBTT.

Por otro lado, en la Figura IV.20 se muestran las micrografias obtenidas por SEM de las
particulas de limoneno preparadas con GBTT. Estas particulas también resultaron ser cuasi
esféricas y de tamanos entre 1 y 22 um. Se observé menor cantidad de particulas grandes que
lo visto en los polvos de GBTT con aceite, pero por otro lado estas particulas presentaron
fisuras y poros principalmente en las particulas grandes. Estas imperfecciones de las particulas
puede deberse a la inestabilidad que presentaron las emulsiones de GBTT con limoneno, como
se observo en el Capitulo Il, y podrian afectar la capacidad de retencién y proteccién del

limoneno encapsulado, lo que se analiza seguidamente.
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Figura IV.19. Micrografias (SEM) de las microcapsulas de aceite de maiz en polvo (A) GB24hM-
Ac, (B) GB48hM-Ac, (C) GB72hM-Ac y (D) GB96M-Ac a x3000, y (E) GB24hM-Ac, (F) GB48hM-Ac,
(G) GB72hM-Ac y (H) GB96hM-Ac a x10000.
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Figura IV.20. Micrografias (SEM) de las microcapsulas de limoneno (A) GB24hM-Lim, (B)
GB48hM-Lim, (C) GB72hM-Lim y (D) GB96hM-Lim a x3000, y (E) GB24hM-Lim, (F) GB48hM-Lim,
(G) GB72hM-Lim y (H) GB96hM-Lim a x10000.
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En la Figura IV.21 se muestra una imagen de micrografia de fluorescencia, tomada en el
plano medio de una particula de GB96hM-Lim, donde se observa gotas de limoneno dispersas
en la matriz, lo que evidencia una estructura tipo matriz como se vio anteriormente en las

microcdpsulas obtenidas con GB sin tratamiento.

Figura IV.21. Micrografia confocal de fluorescencia de una microcapsula de limoneno
(azul) en polvo preparada con GB tratada térmicamente por 96h (negro), tomada en un plano

medio de la particula.

IV.2.7.2. Contenido de Humedad y actividad de agua de las microcapsulas de aceite de maiz y

limoneno.

Como se expuso anteriormente, el contenido de agua y la a,, son factores determinantes
para la conservacion de un alimento, ingrediente o aditivo. Los valores de a,, y los porcentajes
de humedad determinados en los polvos de aceite de maiz y limoneno encapsulados con GBTT
se presentan en la Tabla IV.11. El porcentaje de humedad de las microcapsulas aceite de maiz

con GBTT fue inferior al de las microcapsulas con GB no tratada. Por otro lado, los valores de
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humedad de los polvos de limoneno con GBTT fueron muy superiores a los valores de los polvos
de aceite, alrededor de 50% mas altos. EIl mismo comportamiento se observé con GB no tratada
(Capitulo 111), y se indicd la posibilidad de evaporacién de limoneno en la determinacioén.

Por otro lado, no se observaron diferencias entre los porcentajes de humedad de los
polvos de GBTT-aceite, con excepcién del polvo de GB48hM-Ac que fue significativamente
menor al resto. Asi mismo, entre los polvos de GBTT-limoneno no se observaron diferencias de
porcentajes de humedad a excepciéon de GB24hM-Lim que presento mayor valor de este
pardmetro.

Los valores de a,, de los polvos con GBTT aunque presentaron diferencias significativas
entre las muestras, no mostraron una tendencia clara con respecto al tiempo de tratamiento ni
a la naturaleza de la fase dispersa. Todos los valores de a,, estuvieron por debajo del limite para

el crecimiento de microorganismos.

Tabla IV.11. Contenido de humedad y a,, de las microcapsulas de aceite de maiz y limoneno

preparadas con GBTT.

Muestra Contenido de Humedad (%) aw

Aceite de maiz Limoneno Aceite de maiz Limoneno

GB10%M-Ac  3,73+0,10°  7,25+0,04° 0,374+0,002° 0,499 +0,016°
GB24hM-Ac  3,35+0,01°  7,99+0,07° 0,402+0,002° 0,402 + 0,003"
GB48hM-Ac 2,76 +0,07°  6,25+0,10° 0,381+0,004° 0,342 + 0,008
GB72hM-Ac  3,30+0,10°  5,83+0,10° 0,390+0,001° 0,438 +0,028°
GB96hM-Ac  3,22+0,15°  6,55+0,39° 0,359+0,001° 0,406 + 0,001°

Resultados presentados como la media de triplicados * desviacidén estandar. Letras
diferentes indican diferencia significativa entre muestras al p < 0,05 (Test
LSD).
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1V.2.7.3. Anadlisis de color de las microcapsulas de aceite de maiz y limoneno con GB tratada

térmicamente.

Las muestras de GBTT presentaron un aspecto de pardeamiento, mas rojizos y menos
luminosos que la GB sin tratamiento, y se observé un aumento de color estuvo a mayor tiempo
de tratamiento térmico (Tabla IV.1). Las emulsiones preparadas con las mismas resultaron
también mas coloreadas hacia un tono mas rojo. Al comparar los polvos de aceite de maiz y
limoneno preparados con GBTT se observa que, al aumentar el tiempo de tratamiento térmico,
los polvos se tornan menos luminosos y con tono café mas oscuro (Figura IV. 22 Ay B), en

concordancia con el color de las GBTT.

Figura IV.22. Microcapsulas en polvo de (A) aceite y (B) limoneno preparadas con GBTT.
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En la Tabla IV.12 se presentan los valores de las coordenadas triestimulo determinadas en
las microcapsulas de limoneno y aceite de maiz con GBTT.

En primer lugar, las microcapsulas de aceite de maiz preparadas con GBTT resultaron
menos luminosa (menor L*), mas rojiza (a*+), mas azules (mayor b*) que las de GB sin
tratamiento. Al comparar entre si las microcdpsulas de GBTT-aceite, se observa que el
pardmetro L* permanece constante, pero a* y b* aumentan con el tiempo de tratamiento
térmico, correspondiendo a polvos mas rojizos con tonos marrones.

Al comparar las microcdpsulas de GBTT-limoneno con las de GB sin tratamiento, se
observa que son menos luminosas (menor L*), mas rojizas (mayor a* +) y mas azules (mayor
b*+). Por otro lado, se observa que los pardmetros a* y b* aumentan con el tiempo de
tratamiento.

En general, las microcapsulas de limoneno en comparacién con las de aceite, resultaron
mas rojizas (mayor a*+) y con mayor tonalidad azul (mayor b*+) y menor luminosidad (menor

L*).
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Tabla VI.12. Coordenadas de color de las microcdpsulas de aceite de maiz y limoneno con GBTT.

Muestra Aceite de maiz Limoneno

L* a* b* L* a* b*

GB10%M  88,03+0,43° 0,58 +0,05° 9,76 +0,05° 89,07 £0,20° 0,06 +0,02° 11,88+0,19°
GB24hM  76,07+0,20° 0,63+0,02° 9,93+0,10° 78,40+ 0,02° 3,05+0,01° 18,84 +0,02°
GB48hM  79,95+0,09° 0,83+0,02° 10,88 +0,14° 77,23+0,23° 3,61+0,03° 19,55 +0,03°
GB72hM  82,99+0,56° 0,97 £0,06° 15,45+ 0,22° 78,91+0,02° 2,87+0,03° 19,75+0,07°

GB96hM 84,57+0,08° 1,07%0,02° 22,190,10° 74,57 £0,08° 4,07+0,02° 22,19%0,10°

Resultados presentados como la media de cuadriplicados + desviacion estandar. Letras diferentes
indican diferencia significativa entre valores de una misma columna al p < 0.05 (Test LSD).

IV.2.7.4. Eficiencia de encapsulacidn de aceite de maiz con GB tratada térmicamente.

Se evalué la capacidad de las GBTT de encapsular y proteger el aceite de maiz
determinando los parametros de aceite libre, aceite total, aceite recuperado y la eficiencia de
encapsulacion (EE). En la Tabla 1V.13 se presentan los valores obtenidos de estos pardmetros.
En primer lugar, se observd una importante disminucién del aceite libre en las microcapsulas de
GBTT en comparacién con las GB sin tratar. El aceite libre disminuyo alrededor del 75% del
valor obtenido con GB sin tratar y esto produjo un aumento de 50% de la EE aproximadamente
en todas las microcapsulas producidas con GBTT. El notable aumento de EE obtenido concuerda
con la gran estabilidad de las emulsiones de aceite de maiz con GBTT, como se vio en la Seccién

IV.2.6.1.2, y con la morfologia superficial observada por SEM de estas microcapsulas.
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Tabla IV.13. Aceite libre, aceite total, aceite recuperado y eficiencia de encapsulacién (EE) de la

microencapsulacidn de aceite de maiz con GB tratada térmicamente.

Muestra Aceite libre Aceite total Aceite EE
(g/ 100g polvo) (g/ 100g polvo) recuperado*(%) (%)
GB10%M-Ac 29,75 + 2,28b 47,59 +1,69° 90,42 +2,27¢ 37,48
GB24hM-Ac 7,65 +0,59° 48,90 + 0,60° 92,91+1,13°¢ 84,35
GB48hM-Ac 7,57 +1,64° 43,59 + 0,72b 82,82 +1,20 b 82,62
GB72hM-Ac 7,39 + 3,35° 46,34 +0,54° 88,04 + 0,90° 84,06
GB96hM-Ac 6,23 +0,76° 41,33 +£0,62° 78,54 +1,14° 84,94

*Calculado en base a la masa de aceite agregada en la preparacion de la emulsidn. Resultados
presentados como la media de triplicados + desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencia
significativa entre muestras al p < 0,05.

El tratamiento térmico, como se explico anteriormente, produjo moléculas de alta MM y
alta actividad interfacial, productos de la reaccién de Maillard, que aumentaron la capacidad
emulsionante y encapsulante de la GB con respecto al aceite de maiz. Al-Assaf y col. (2007)
estudiaron la modificacién de GA por tratamiento térmico y el efecto sobre la capacidad
emulsionante, pero hasta nuestro conocimiento, la capacidad encapsulante de la GA tratada
térmicamente no fue evaluada hasta el momento. Al comparar los valores obtenidos con las
GBTT vy los de las microcapsulas de GA-aceite de maiz (Capitulo lll, Tabla 111.3), se puede decir

que, con el tratamiento térmico se logra aproximar la EE de GB96hM-Ac al 10% p/p (84,94%)
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con la de GA20%M-Ac (88,66%), o sea, se logra una eficiencia similar con menor cantidad de
goma en la preparacion.

Por otro lado, no se observaron diferencias entre las distintas GBTT, por lo que se puede
concluir que un tratamiento térmico de 24 horas a 110 °C es suficiente para mejorar
notablemente las propiedades emulsionantes y encapsulantes de la GB con fases dispersas

poco miscibles con agua.

IV.2.7.5. Estabilidad de limoneno encapsulado con GB tratada térmicamente.

Para evaluar la capacidad de las GBTT para encapsular y proteger al limoneno se
determind la concentracion de limoneno en los polvos mediante cromatografia gaseosa a lo
largo de un tiempo de almacenamiento en condiciones de alta temperatura (50 °C) para
acelerar el proceso de oxidacion y a diferentes a,, para analizar la influencia de este parametro
sobre la estabilidad de las microcdpsulas.

Las curvas de concentracién de limoneno en funcién del tiempo de los polvos de GBTT
gue fueron almacenados en presencia de soluciones salinas saturadas para obtener diferentes
aw Se muestran en la Figura IV.24. Se observa que en todas las condiciones de ay, las curvas de
concentracion de limoneno de los polvos de GBTT superan a la curva de GB sin tratamiento
térmico en igual concentracién. En general, los polvos de GB72hM-Lim y GB96hM-Lim
presentan los valores mas altos de concentracién de limoneno. La disminucién de la
concentracion de limoneno en la primer semana de almacenamiento sélo fue evidente en las

muestras de GB24hM-Lim y GB10%M-Lim. En las demds muestras, la disminucion de la
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concentracion de limoneno fue gradual y en algunos casos muy leve. Una excepcién a esto se

observa en el almacenamiento con a,= 0,749, donde la disminucion de la concentracién de

limoneno fue drastica en todos los polvos.
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Figura IV.23. Estabilidad de limoneno en el tiempo en las microcdpsulas de GB10%M-Lim (+¢),

GB24hM-Lim (=), GB48hM-Lim (A ), GB72hM-Lim (¢) y GB96hM-Lim (») en el tiempo de

almacenamientoa 50 °Cy (A) a,=0,112, (B) a,=0,304, (C) a,,=0,488 y (D) a,=0,749.

203



Resultados y Discusion

En la Figura IV.24 se presentan los porcentajes de retencidn de limoneno iniciales y finales
para los distintos polvos de GBTT en las diferentes condiciones de a,,. En todos los casos, la
retencién inicial de las muestras de GBTT supera a la de GB sin tratamiento térmico en un 20%
aproximadamente. GB72hM-Lim (al 10% p/p) fue la muestra que presentd mayor retencién
inicial (35,5%), superando a la retencion de GA20%M-Lim (32,7%) preparada con el doble de
concentracion de goma (Capitulo Ill, Figura 111.9).

Al final del almacenamiento, las retenciones de limoneno de las GBTT también fueron
mayores que las de GB sin tratamiento. Las mayor estabilidad del limoneno se presenta en la
muestra de GB96hM-Lim a una a,, = 0,304, con una retencién final de 32,8%, lo que indica una
disminucion de limoneno encapsulado del 1% en el tiempo de almacenamiento. GB72hM-Lim
también presenta una gran estabilidad con una retencion final de 32,3% que representa una
disminucion de 3,2% de limoneno al final del almacenamiento. Las microcdpsulas de GB24hM-
Lim presentan la mayor estabilidad a un a,= 0,488 y GB48hM-Lim es mas estable a un a, =
0,112. La muestra de GA20%M-Lim presentd retenciones finales menores a estas en todas las
condiciones de ay, evaluadas, entre 21,7% y 4,8%.

La condicidn de almacenamiento con a,= 0,749 presento las estabilidad mas bajas,
posiblemente por el fendmeno de caking que se observa en las muestras, como se explico en el
Capitulo lII.

Finalmente, se concluye que el tratamiento térmico mejord notablemente la propiedad
encapsulante y protectora de limoneno de la GB, logrando superar la capacidad encapsulante

de la GA.
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Figura IV.24. Porcentajes de retencion de limoneno de las microcdpsulas de GBTT al inicio del

periodo de almacenamiento a 50 °Cy a los 100 dias.
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En esta tesis, se realizd la primera caracterizacién quimica de los componentes
moleculares de la Goma Brea. Los resultados mostraron que la Goma Brea de Cercidium
praecox es un sistema heterogéneo y polidisperso que consistio en 82% de polisacaridos y
7,52% de proteinas en un amplio rango de masas moleculares (6 a 66 kDa). Los polisacaridos de
la goma brea presentaron masas molares de 1,92 x 10° y 2,79 x 10°, siendo esta Gltima la
fraccion mayoritaria en la goma. También se observd la presencia de complejos proteina-
polisacarido, responsables de las propiedades interfaciales de la goma.

La caracterizacién reoldgica de las soluciones de Goma Brea revelé que presentan un
comportamiento pseudopldstico a bajas velocidades de deformacion y un comportamiento de
fluido Newtoniano a mayores velocidades de deformacién. La viscosidad de las soluciones de
goma Brea aumentd con la concentracion de goma y disminuyé con la temperatura y el
agregado de iones monovalentes, indicando posee grupos cargados que se ven afectados.

La capacidad emulsionante de la Goma Brea dependié de la concentracién de goma y de
la naturaleza de la fase dispersa. El aumento de la concentraciéon de goma disminuyd el tamafio
de gota a la vez que incrementd la estabilidad de las emulsiones. Por otro lado, las emulsiones
de aceite de maiz, presentaron gotas de menor tamafio y fueron mas estables que las
emulsiones de limoneno. Esta diferencia se debid al tamafio de gota relativamente mayor de las
emulsiones de limoneno lo que esta fuertemente relacionado con la estabilidad. La GB tendria
menor afinidad por la interface limoneno-agua favoreciendo la desestabilizacion de la emulsidn

por el proceso de maduracién de Ostwald.
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Por otro lado, se observé que la eficiencia de encapsulacién de aceite de maiz fue mayor a
mayores concentraciones de GB, como también la capacidad de proteccion del limoneno contra
la oxidacién aumentd con la concentracidon de goma.

La modificacion de la GB por tratamiento térmico produjo reacciones de pardeamiento no
enzimatico o reacciones de Maillard, generandose compuestos coloreados de mayor masa
molar y actividad interfacial. Esta modificacién mejord la capacidad emulsionante vy
encapsulante de la goma Brea en lo que respecta a las fases dispersas estudiadas, obteniéndose
emulsiones de aceite de maiz estables por varios meses y microcapsulas de limoneno con altos
niveles de retencion y protecciéon contra la oxidacion. Se pudo concluir que un tratamiento
térmico de 24 horas a 110 °C es suficiente para mejorar notablemente las propiedades
emulsionantes y encapsulantes de la GB. La GB tratada termicamente logrd igualar, y superar

en ciertas condiciones, a la capacidad emulsionante y encapsulante de la GA.

Actividades futuras

Teniendo en cuenta el avance logrado con los estudios llevados a cabo en este trabajo
doctoral con respecto a proveer informacién sobre las caracteristicas de la GB y sus
aplicaciones, se ha planificado realizar estudios complementarios para profundizar y ampliar la
comprensién de ciertos aspectos estudiados:

e Determinacién de la composicion aminoacidica de la fraccion proteica de la GB.

e Andlisis térmico de las GB tratadas térmicamente y de las microcapsulas de GB.
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Por otro lado, se han propuesto lineas futuras de investigacién que abarcan:
e El estudio de la coacervacion compleja de la GB y diferentes proteinas.
e La evaluacién de la tecnologia de coacervacion compleja como método para
encapsular aceites ricos en Omega-3.
e Laincorporacién de microcapsulas de aceites ricos en Omega-3 con coacervados

de GB/proteina como material de pared a matrices alimentarias.
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