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RESUMEN

Los 4cidos grasos poliinsaturados son nutrientes esenciales que deben incorporarse con la
dieta y reducen el riesgo cardiovascular. Sin embargo, son sensibles a la oxidacién y deben
disefarse sistemas de recubrimiento para protegerlos e incorporarlos a alimentos.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el proceso microencapsulacidon de aceite lino
por emulsiones multicapa O/W formando un film interfacial promovido por interacciones
electrostaticas entre un aislado de proteinas del lactosuero (WPI) y alginato de sodio (AS).

En primer lugar, se estudid el comportamiento de interaccion entre el WPl y el AS en fase
acuosa. A valores de pH entre 3.3 - 4.5 se formaron complejos solubles, y esto dependid
de la relacion WPL:AS.

Luego, se estudi6 el efecto de la concentracion de WPI, AS y del pH sobre el
comportamiento de interaccion de los biopolimeros en la interfase de emulsiones
multicapa y se eligieron las condiciones que producian las emulsiones mds estables.
Seguidamente, se adicion6 maltodextrina (MD) y se evalué la estabilidad de las
emulsiones frente al congelamiento (-18°C, -80°C). La MD ejerci6 un efecto crioprotector
y mejoro la estabilidad de los sistemas.

Finalmente, se obtuvieron las microcdpsulas por liofilizacion de las emulsiones, y se
evalud su estabilidad oxidativa en el tiempo a través del indice de peroxidos (IP) y del
indice de sustancias reactivas al 4cido tiobarbitirico (TBARS). Si bien se lograron
eficiencias de encapsulacion superiores al 90%, se vio que el proceso de obtencion de las
emulsiones incrementé significativamente los niveles de peréxidos y radicales libres en el

aceite.

Palabras clave: Microencapsulacion — Emulsiones Multicapa — Acidos grasos

poliinsaturados — Proteinas lacteas — Alginato de sodio — Maltodextrina.



ABSTRACT

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are essential nutrients that have been related with
prevention of cardiovascular disease and must be incorporated in the human diet.
However, as they are sensitive to lipid oxidation, controlled delivery systems need to be
designed to protect and incorporate them into food matrices.

The aim of this work was to study flaxseed oil microencapsulation process by designing
O/W multilayer emulsions using a whey protein isolate (WPI) and sodium alginate (SA) to
create self-assembled interfacial layers around lipid droplets by electrostatic deposition.
First, interaction behavior between WPI and SA in aqueous phase was studied. Soluble
complexes formation, which was influenced by WPL:SA ratio, was observed at pH values
between 3,3 — 4,5.

Secondly, interaction behavior between WPI and SA at the interface of multilayer
emulsions was assessed at different pH, WPI and SA concentrations. Once the conditions
that produced the most stable emulsions were chosen, maltodextrin (MD) was added to the
systems and stability of emulsions during freeze storage (-18°C and -80°C) was studied.
MD greatly improved emulsion stability after freeze-thawing acting as a cryoprotectant.
Finally, emulsions were freeze-dried and powdered microcapsules were obtained.
Oxidative stability of flaxseed oil was examined by measuring peroxide values (PV) and
thiobarbituric reactive substances (TBARS) of microcapsules through long-term storage.
Although encapsulation efficiencies above 90% were obtained, mechanical and ultrasonic

stirring contributed significantly to oxidation of the oil while preparing emulsions.

Keywords: Microencapsulation — Multilayer Emulsions — Polyunsaturated fatty acids —

Milk proteins — Alginate — Maltodextrin.
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Introduccion

1.1. Acidos grasos »-3 en la alimentacién

La idea de disefiar nuevos productos alimentarios con efectos beneficiosos para la salud
es relativamente nueva y responde cada vez mds al reconocimiento de la importancia de una
dieta equilibrada para la prevencion de enfermedades. En la actualidad, existe una creciente
demanda en el mercado relacionada con la produccién de alimentos saludables y con alto
valor nutritivo, lo que ha llevado a la industria alimentaria a centrar su investigacion en este
tipo de productos (Carneiro y col., 2013). Dentro de los alimentos funcionales y de los
productos nutracéuticos, los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs) ocupan un lugar
destacado, ya que se les ha atribuido una larga lista de efectos beneficiosos sobre la salud
(Rodea-Gonzdlez y col., 2012; Uauy & Dangour 2006). Los PUFAs son una familia de
acidos grados que contienen mas de un doble enlace en su cadena carbonada. Dentro de ellos,
los 4cidos grasos omega-3 (®»-3) son aquellos que poseen un doble enlace en el carbono 3,

contado desde el grupo metilo terminal (Fig. 1.1)

H.C
3 e Y e Y e Y e WY e
A
COOH
DHA(CZZ:G)
HSC - = = COOH
EPA(C 20:5)
ALA (C 18:3)

Figura 1.1. Estructura quimica de los dcidos grasos omega-3 mds relevantes en nutricion:

(A) Docosahexaenoico, (B) Eicosapentaenoico y (C) a-linolénico.

En particular, los acidos grasos poliinsaturados ®-3 de cadena larga han sido

relacionados con diversos mecanismos cardioprotectores, entre ellos, la reducciéon de la
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concentracion de triglicéridos y del colesterol en el suero sanguineo (Harris y col., 2008).
Varios estudios han demostrado los efectos positivos de los PUFAs sobre el

desarrollo infantil temprano, enfermedades coronarias, hipertension, obesidad, diabetes tipo
II, y més recientemente, en enfermedades mentales, como la depresion, el trastorno de
hiperactividad por déficit de atencién y la demencia (Riediger y col., 2009; Simopoulos,
1999). Se han propuesto mecanismos que estarian relacionados con la incorporacién de estos
acidos grasos en los fosfolipidos de las membranas, la alteracion de la expresién génica, y la
participacion de estos compuestos en la sintesis de eicosanoides (Clandinin y col., 1994;
Vanden Heuvel, 2012).

Debido a la larga lista de beneficios atribuidos al consumo de PUFAs -3, varios
organismos han recomendado recientemente un incremento en la ingesta de estos &4cidos
grasos esenciales para la poblacion en general (Abayasekara & Wathes, 1999). Los acidos o-
3 mas comunes de esta familia son el acido a-linolénico (ALA) (C18:3), el eicosapentaenoico
(EPA) (C20:5) y el docosahexaenoico (DHA) (C22:6) (Fig. 1.1). El ALA es precursor de
EPA y DHA. Si bien el aceite por excelencia es el aceite de pescado, por su alto contenido
de EPA y DHA, en nuestra region existen aceites vegetales ricos en dcidos grasos
poliinsaturados, tales como el aceite de soja y de lino, entre otros. En particular, el aceite de
lino es un aceite vegetal rico en ALA, donde este tltimo representa aproximadamente el 57%
de sus dcidos grasos totales.

Considerando los numerosos beneficios que se promoverian a partir de un incremento
del consumo de ®-3, los PUFASs se convierten en excelentes candidatos para ser incorporados
en matrices alimentarias. Sin embargo, la naturaleza altamente lipofilica y la baja estabilidad
quimica de estos compuestos resulta no s6lo en una escasa absorcién y una palatabilidad
deficiente, sino también en el deterioro oxidativo de estas sustancias (McClements y col.,

2007), factores que limitan su uso en alimentos funcionales ya que podrian tener un efecto
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negativo en las caracteristicas sensoriales (off-flavors) y nutricionales del producto final. Esto
conlleva a la existencia de numerosos desafios en la produccion, transporte y almacenaje de
los alimentos funcionales enriquecidos con PUFAs (Zimet & Livney, 2009; Drusch & Berg,
2008; McClements & Decker, 2000). En este sentido, la microencapsulaciéon de estos

compuestos constituiria un excelente método de estabilizacion de los mismos (Heinzelmann

y col., 2000; Garg y col. 2006).

1.2. Oxidacioén lipidica

La oxidacion de los lipidos es una de las causas principales del deterioro de los
alimentos. Las reacciones oxidativas rebajan su calidad nutritiva y generan ciertos productos
de oxidacién potencialmente toxicos (Fenemma, 1996). Este fendmeno es conocido como
autooxidacioén, y es un mecanismo que origina compuestos que, a su vez, mantienen y
aceleran la reaccidon. El mayor problema de esta reaccion es que, una vez iniciada, produce
radicales libres y dispara una reaccion en cadena con el aumento exponencial de la velocidad
a medida que se propaga.

En la Fig. 1.2 se muestran las etapas mds importantes de la autooxidacién: iniciacion,

propagacion y terminacion.

Iniciacion 1 RH —> R-+H° Radical libre

., R- + 0O, —> ROO- Radical hidroperoxido
Propagacion - . .
ROO- + RH —> R-+ROOH Hidroperoxido

Re + Re ————> RR
R- + ROO* — > ROOR

Terminacién A Compuestos
ROO+ + ROO* ———> ROOR+ O, estables
RO-  + R- —— ROR

Figura 1.2. Mecanismo de oxidacion de lipidos (Adaptado de Badui Dergal, 1999).
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La reaccion de autooxidacion requiere de la presencia de catalizadores que la inicien,
ya que el oxigeno en su estado normal de triplete (sus dos electrones mds externos tienen el
mismo spin) es muy poco electréfilo y no actiia por si solo sobre los dobles enlaces. Se ha
propuesto que la produccion de los primeros radicales libres en la etapa de iniciacion puede
producirse mediante catdlisis de la luz ultravioleta, del calor o de iones de metales pesados
tales como el hierro y el cobre (Fennema, 1996).

Cabe sefialar que durante la primera etapa de oxidacién de los lipidos, se forman
“compuestos primarios” llamados hidroperoxidos, cuya concentracion va aumentando

gradualmente a medida que transcurre el tiempo hasta alcanzar un méximo (Fig. 1.3).

Terminacion
Iniciacion /\ \
100 —J
Propagacion -
-\ \ ,-/"..‘.
S8 s .
~ 7~ No Volatiles
s
R /" g
. p— - , C
;’?)_ 60 AG ,I’ /7\\\ _/' ©
5 .. 7 Peroxidos J C
S poliinsaturados \ ./ \ / - 4
=1 4 A=—=B
S oF W N ~~
i Il ) s \\ y
/ P Volatiles
Y, . 0)
20 / A IR
/ et N
/ "o’ B o \\~.
0 --—ﬁl—cnlr.:..:-.u-n-"""". \A‘“

Tiempo —

Figura 1.3. Autooxidacion hipotética de un lipido poliinsaturado en funcién del tiempo

(Adaptado de Sampels, 2013).

Estos compuestos primarios se detectan mediante la reaccién del indice de peréxidos
(IP). Luego la concentracién de hidroper6xidos comienza a disminuir, ya que éstos se
degradan para dar lugar a los llamados “compuestos secundarios” de la reaccion oxidativa

(aldehidos, cetonas, hidrocarburos), los cuales son los responsables de los aromas y sabores
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desagradables desarrollados en los alimentos rancios. Estos compuestos secundarios son los

que se detectan mediante la reaccidn del dcido tiobarbitirico.

1.3. Microencapsulacion

El principal propdsito de encapsular un compuesto es atrapar los componentes
sensibles o labiles dentro de un material llamado pared, de manera de aumentar la proteccién
contra las condiciones del medio, reducir la evaporacion, proteger de la accioén de la luz,
promover la facil manipulacién y controlar la liberacion del mismo durante el momento de su
aplicacion (Baranauskiene y col., 2007). De esta forma pueden obtenerse microcdpsulas que
consisten de una membrana semipermeable, fuerte y delgada de un material polimérico que

rodea y contiene a la sustancia de interés, denominada centro activo o nucleo (Fig. 1.4).

Pared

\ Nucleo

Figura 1.4. Representacion esquemadtica de la estructura de una microcdpsula.

La tecnologia de microencapsulacién ha sido ampliamente utilizada por el sector
farmacéutico desde hace tiempo y, recientemente, se ha comenzado a promover su aplicacién
en la industria alimentaria. A partir del gran desarrollo y expansion de esta tecnologia en los
ultimos afios, han surgido nuevas estrategias de encapsulacion para la proteccion de
compuestos bioactivos de diversa naturaleza. En la actualidad, el nimero de técnicas de

microencapsulacion asciende a varios cientos y se espera que este niimero continte creciendo
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debido a la identificacién de nuevos materiales para encapsular y a la aparicién de nuevos
principios bioactivos que requieren procesos de microencapsulacion especificos. En la Tabla
1.1 se resumen algunos de los métodos de microencapsulacion utilizados a nivel industrial
(Lamprecht y Bodmeier, 2010).

Como se menciond anteriormente, una microcdpsula consiste de un nicleo o centro
activo donde se encuentra el compuesto nutracéutico de interés, y de una pared o membrana
que recubre a este nudcleo y lo protege del medioambiente que lo rodea. Ese nicleo puede
estar compuesto de un material cristalino, de una particula con propiedades adsorbentes con
forma irregular, de una emulsién, de una suspensiéon de sélidos o de una suspension de
microcdpsulas mds pequefias. La microcdpsula puede estar rodeada también por multiples

membranas (Gharsallaoui y col., 2007)

Tabla 1.1. Métodos de microencapsulacion, naturaleza del material atrapado en el nicleo y

tamafos de particula. (Adaptada de Lamprecht y Bodmeier, 2010)

Técnica de Microencapsulacion | Nicleo de la microcaspula Tamaﬁo(ﬁ;l))articula

Coacervacion (separacion de fases) Sélido/Liquido 2-1200
Polimerizacién interfacial Sélido/Liquido 2-2000

Secado por aspersion Sélido/Liquido 6-600

Evaporacion por solventes Sélido/Liquido 5-500
Extrusion centrifuga Sélido/Liquido 1-5000
Suspension en aire Sélido 35-5000
Recubrimiento en lecho fluido Sélido/Liquido 20-1500
Extrusién Sélido/Liquido 1-5000
Polimerizacién in situ Sélido/Liquido 2-2000
Disco rotatorio Liquido 5-1500
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La mayoria de las microcdpsulas tienen forma de pequeiias esferas con didmetros
comprendidos entre varios micrones y algunos milimetros. Sin embargo, existen
microcapsulas que no poseen forma esférica. De hecho, tanto el tamafio como la forma de las
microparticulas dependen del material y de los métodos utilizados para prepararlas. Los
diferentes tipos de microcapsulas y microesferas son producidas a partir de una gran variedad
de materiales de pared (mondmeros y/o polimeros) y a través de distintos procesos de
encapsulacion, tales como: secado por aspersion, liofilizacion, extrusidn, coacervacion,
recubrimiento en lecho fluido, extrusién centrifuga, encapsulaciéon en liposomas,
polimerizacién interfacial, inclusién molecular, etc. Dependiendo de las propiedades
fisicoquimicas del centro activo, del material de pared y de la técnica utilizada para la
microencapsulacion, se pueden obtener diferentes tipos de microparticulas (Fig. 1.5): esferas
simples rodeadas por una membrana de espesor uniforme, particulas conteniendo un nucleo
de estructura irregular, particulas embebidas en una matriz continua formada por el material
de pared, mdaltiples particulas encerradas en el ndcleo de una misma cépsula y/o

microcapsulas con multiples membranas interfaciales (Gharsalloui y col., 2007).

Simple

Irregular

Multi-pared

Multi-ntcleo

Matriz

Figura 1.5. Morfologia de diferentes tipos de microcapsulas
(Adaptado de Gharsalloui y col. 2007)
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Hoy en dia, gracias a la microencapsulacion se ha ampliado el espectro de ingredientes
capaces de ser incorporados en matrices alimentarias, que anteriormente eran dificiles de
manipular debido a su sensibilidad al aire/oxigeno, el calor, la luz, el pH, otorgdndoles mayor
estabilidad y durabilidad. Otra de las ventajas que ofrece la tecnologia de encapsulacion es
que permite enmascarar el sabor o el aroma indeseable de algunas sustancias utilizadas como
aditivos en alimentos, como asi también facilitar la manipulacién del compuesto que se
microencapsula, ya que mediante esta técnica se puede convertir un material liquido al estado
s6lido, mediante la obtencion de un polvo ficilmente manipulable (Augustin & Hemar,
2008).

La seleccion del método para llevar adelante la microencapsulacion estd determinada
por los costos, el tamafio y tipo de estructura que deberdn tener las microcdpsulas, el
mecanismo de liberaciéon del principio activo que se desee y las propiedades fisicas y
quimicas del material de pared. Existe una gran variedad de diferentes tipos de sistemas de
liberaciéon que han sido desarrollados para encapsular agentes funcionales lipofilicos que
incluyen coloides de asociacion, emulsiones, matrices biopoliméricas, polvos, etc. Cada tipo
de sistema de liberacion posee ventajas y desventajas especificas, como asi también su costo,
regulaciones, facilidad de uso, biodegradabilidad, biocompatibilidad, etc. (McClements y
col., 2007). Los lipidos bioactivos difieren ampliamente en sus propiedades moleculares (por
ejemplo peso molecular, estructura, grupos funcionales, polaridad y carga) lo cual conduce a
diferencias en las propiedades fisicoquimicas y fisioldgicas (por ejemplo solubilidad, estado
fisico, reologia, propiedades Opticas, estabilidad quimica, actividad superficial y
bioactividad). Consecuentemente los sistemas de liberacion deben ser disefiados de forma de
tener en cuenta los requerimientos moleculares, fisicoquimicos y fisioldgicos especificos de
cada agente bioactivo.

En la actualidad, los consumidores muestran cada vez mds su interés por los alimentos
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funcionales — que acaparan gran parte del mercado de los productos denominados
“saludables”. Es por ello que la industria alimentaria se ha propuesto encontrar mecanismos
para incorporar ingredientes que proporcionen al consumidor algin beneficio para la salud
mads alld de la nutricidn béasica. Sin embargo, a pesar de la creciente demanda de este tipo de
productos, los consumidores no estdn dispuestos a comprometer el sabor, la textura ni la
calidad de los alimentos que ingieren. En este sentido, la microencapsulacion es capaz de
ofrecer soluciones a estas cuestiones, debido a su capacidad de enmascarar sabores u olores
no deseables, prevenir la oxidacién de componentes bioactivos y, al mismo tiempo, contribuir
en la nutricién diferencial de poblaciones con requerimientos especificos.

Existen ciertos pardmetros que los sistemas microencapsulados deberdn cumplir para
poder ser incorporados en alimentos:

e Grado alimenticio: Los sistemas deben ser fabricados en su totalidad con ingredientes

permitidos por el Cédigo Alimentario Argentino, mediante procesos de elaboracién
que se encuentren acreditados. Algunos de los ingredientes mds utilizados para este
propdsito se muestran en la Tabla 1.2.

e Produccién econémica: El proceso de obtencién de las microcdpsulas tiene que ser

econdémicamente factible, utilizando ingredientes de bajo costo. En este sentido, los
beneficios obtenidos por la encapsulacién del compuesto bioactivo (por ejemplo,
incremento de la biodisponibilidad, aumento la vida util, aumento del valor agregado
del alimento que lo contiene) deberian superar a los costos adicionales asociados con
el proceso de produccién de las microcapsulas.

e Proteccién contra la degradacién quimica: El sistema de liberacién debe proteger al

agente bioactivo de las condiciones ambientales adversas que contribuyan a su
deterioro, tales como, oxidacion, hidrolisis, etc. Ademads, el conocimiento de los

mecanismos y de los factores implicados en el proceso de degradacion del compuesto
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encapsulado (por ejemplo, oxigeno, pH, luz, calor, presencia de iones pro-oxidantes)

podria facilitar el disefio de un sistema mds protector.

Tabla 1.2. Componentes estructurales de grado alimenticio que suelen utilizarse para la
construccion de sistemas de liberacion de lipidos bioactivos (Adaptado de McClements y col.

2007.)

Caracteristicas .
Componente Ejemplos
relevantes
Grasas animales: carne de res, cerdo, pollo
Lividos Estabilidad quimica Aceites de pescado: salmén, atin, higado de bacalao
p Grado de hidrofobicidad | Aceites vegetales: palma, coco, girasol, maiz, lino, soja
Aceites esenciales: lim6n, naranja
Solubilidad
Concentracion superficial S
en con dicioner; de No iénicos: Tween, Span
. Anidnicos: SDS, DATEM, CITREM
Surfactantes saturacion - .. . L.
. Catiénicos: Arginato ldurico
Geometria molecular -~ . . L.
Anfotéricos: proteinas, lecitina, fosfolipidos
Carga de grupos -
funcionales
Masa Molar , .
asa viotar Proteinas globulares: lactosuero, soja, huevo
Conformacién espacial p - . .
. , ) Proteinas flexibles: gelatina, caseina
Biopolimeros Densidad de carga . S 1
) . . Polisacaridos no-idnicos: almiddn, dextranos,
Hidrofobicidad maltodextrinas, galactomananos, agar, celulosa
Flexibilidad '8 - agak,

e Capacidad de carga y retencién: Idealmente, las microcdpsulas deberian incorporar la

mayor cantidad posible de compuesto bioactivo por unidad de masa del material de
pared y retenerlo eficientemente hasta que sea necesaria su liberacion.

e Liberacion controlada: Los sistemas encapsulados deben disenarse de manera liberar el

lipido bioactivo en el momento y en el sitio requerido, a una velocidad determinada o
en respuesta a un estimulo especifico (por ejemplo, pH, fuerza idnica, actividad

enzimadtica o temperatura).
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e Compatibilidad de la matriz alimentaria: Las microcdpsulas tienen que ser compatibles

con el entorno que las rodea una vez incorporadas al alimento. Esto significa que no
deben ocasionar un impacto negativo en la apariencia, textura, sabor y/o estabilidad
del producto final.

e Biodisponibilidad/bioactividad: El sistema de encapsulaciéon debe aumentar (o al

menos no afectar negativamente) la biodisponibilidad/bioactividad del agente

bioactivo contenido en el interior. (McClements y col., 2007).

1.4. Material de pared o recubrimiento

La eleccion del material de pared es determinante al momento de evaluar la liberacién
de la sustancia que se desea encapsular ya que dependerd de la permeabilidad que presente el
recubrimiento. Existe una amplia variedad de polimeros sintéticos y naturales, los cuales
pueden mezclarse a fin de obtener propiedades de barrera y mecanismos de liberacion
especificos. Un material de recubrimiento ideal deberia poseer sabor y aroma neutros, baja
viscosidad a altas concentraciones, baja capacidad de absorcién de agua atmosférica, bajo
costo, no reaccionar con el material encapsulado y ser insoluble en él, ser soluble en la matriz
alimentaria donde se adicionard finalmente, proporcionar méxima proteccion a la sustancia o
principio activo que encierra (Madene y col., 2006; Augustin & Hemar, 2008).

Teniendo en cuenta que un unico material de pared no puede satisfacer todos estos
requerimientos, en la practica se utilizan combinaciones de biopolimeros para la
microencapsulacion de compuestos bioactivos. En la Tabla 1.3. se presentan las
caracteristicas de los componentes mds utilizados por la industria alimentaria como material

de pared (Madene y col., 2006).

11
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Tabla 1.3. Caracteristicas de algunos materiales de recubrimiento usados en la

microencapsulacion de aditivos alimentarios (Adaptado de Madene y col., 2006)

Material de recubrimiento Caracteristica de interés
Maltodextrina Formador de pelicula
Sélidos de jarabe de maiz Formador de pelicula
Almidén modificado Muy buen emulsionante
Goma ardbiga Emulsionante, formador de pelicula
Celulosa modificada Formador de pelicula
Gelatina Emulsionante, formador de pelicula
Ciclodextrina Emulsionante, encapsulante
Lecitina Emulsionante
Proteina de suero Buen emulsionante
Grasa hidrogenada Barrera al oxigeno y humedad

En particular, las proteinas y los polisacdridos son biopolimeros ampliamente
utilizados, ya que al ser biodegradables y biocompatibles se encuentran catalogados como
sustancias GRAS (Generally Recognized As Safe) y pueden ser incorporados de manera
segura en los alimentos (McClements, 2006; Neirynck y col., 2007).

A continuacion se describe la importancia, obtencidn y principales caracteristicas de los
biopolimeros utilizados como material de recubrimiento para la microencapsulacion de aceite

de lino desarrollada en la presente tesis doctoral.

1.4.1. Proteinas del suero lacteo

Durante la dltima década se han producido mds avances en la quimica de las proteinas
del suero licteo que en cualquier otra drea de la quimica de la leche. Esto puede ser una

consecuencia de la importancia comercial de sus proteinas, dado su alto valor nutricional

12
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(Sava y col., 2005), ya sea en forma de concentrado (Whey Protein Concentrate, WPC) o de
aislado proteico (Whey Protein Isolate, WPI).

El suero lacteo es el liquido remanente de la produccién de queso o de la remocién de
las caseinas y las grasas de la leche (de Wit, 2001), y contiene aproximadamente 0.6% de
proteinas y 93% de agua (Foegeding y col., 2002). Dependiendo del tipo del método de
elaboracién de quesos, se distinguen dos tipos de suero: el suero dulce y el suero acido. El
suero dulce se obtiene a partir de la coagulacion enzimadtica de la leche producida por accién
del cuajo (quimosina o renina) sobre las micelas de caseina. Las enzimas catalizan la ruptura
del enlace peptidico de la x-caseina (entre Phejps y Metjps), lo que produce la
desestabilizacion de las micelas con la consecuente precipitacion de las caseinas. En cambio,
el suero 4cido, se obtiene de la coagulacion dcida de las micelas de caseina — como en el caso
del queso cottage — a nivel de su punto isoeléctrico (pI=4.6). Este proceso conduce a una total
desmineralizacion de las micelas y a la destruccion de la estructura micelar. El suero 4cido es
un suero muy mineralizado ya que contiene el 80% de los minerales de la leche de partida.

Las proteinas del lactosuero son proteinas globulares presentes en la leche y estdn
compuestas principalmente por B-lactoglobulina (B-Lg), a-lactalbimina (a-La), albimina
sérica bovina (BSA), inmunoglobulinas, y otras proteinas como polipéptidos y enzimas; tal y
como se muestra en la Tabla 1.4.

El suero puede ser procesado para producir ingredientes simplemente por secado, o bien, su
contenido proteico puede ser aumentado mediante la remocién de lipidos, minerales y
lactosa. Para producir WPC (25-80% de proteina) y WPI (+490% de proteina) se necesitan

remover grandes cantidades de compuestos no proteicos (Foegeding y col., 2002).

13
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Tabla 1.4. Componentes proteicos del suero lacteo.

Cantidad (g/L)
Componente -
Suero Dulce Suero Acido

B-lactoglobulina 3.5 3.5

a-lactalbimina 1.3 1.3

Albuimina sérica 0.1 0.1

Inmunoglobulinas 0.4 0.4
Lipoproteinas 0.2

Proteosa peptona 0.2 0.2
Glicomacropéptido 1.0

Contenido total de proteinas 6.7 5.8

Tabla extraida de Oakenfull, Pearce & Burley (1997)

Los principios de obtencion de los ingredientes del suero lacteo en los procesos
industriales se esquematizan en la Fig. 1.6. Las membranas de filtraciéon (A) permiten la
separacion de ingredientes con distintos tamafios moleculares. La microfiltracién se utiliza
para la remocion de bacterias y los globulos grasos de la leche; la ultrafiltracion, para el
fraccionamiento de las proteinas; la nanofiltracién para el desalado y la 6smosis inversa para
la separacion de agua.

Posteriormente, para remover la lactosa se aprovecha la baja solubilidad de la misma en el
suero concentrado, lo que resulta en la cristalizacién y la separacion del disacarido del suero
(B). La desmineralizacién consiste en la separacion de los minerales y algunos &dcidos
orgédnicos a través del intercambio i6nico (C) o por electrodidlisis (D). A través de este
proceso se logra obtener el WPC con distintos grados de contenido proteico, de acuerdo a las
etapas atravesadas. Una separacion especifica de las proteinas esenciales del suero (B-Lgy a-

La) puede realizarse a través de una cromatografia de intercambio iénico en lecho fijo (F) o
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en lecho fluidizado (E). Un paso de ultrafiltraciéon adicional es necesario para remover el

exceso de sales, luego del cual se obtiene el WPI libre de lactosa y sales.

fon exchange
Fixed-bed proces

fractionation

R

isolation 2 delactozation

isolation 1
/

doemineralization 2

Eloctrodialysis

e - lll,

Figura 1.6. Esquema de los diferentes procesos utilizados para la recuperacion de las

proteinas del suero lacteo (Extraido de de Wit, 2001).

Una vez obtenidos, tanto el WPC como el WPI, son sometidos a procesos de evaporacion y
secado spray para reducir el contenido de humedad, y asi mejorar el almacenamiento y el

transporte de los mismos (de Wit, 2001).

1.4.1.1. Composicion del WPI

Las principales proteinas presentes en el WPI son la a-La y la -Lg. La a-La representa

alrededor del 20% del total de proteinas del suero lacteo. Es una proteina pequefia compuesta

15



Introduccion

por 123 aminodcidos y posee un peso molecular de aproximadamente 14 kDa. Presenta una
estructura secundaria poco organizada (30% de o-hélice y 9% de hoja plegada 3), lo que le
aporta una gran flexibilidad. Su estructura terciaria se mantiene debido a la presencia de 4
puentes disulfuro y a la presencia de un i6n calcio (Fig. 1.7 A). Ademds, no posee grupos —
SH libres (Cayot y Lorrient, 1997).

Por otro lado, la B-Lg (Fig. 1.7. B) es la mds abundante de las proteinas del suero (56%-
60% de las proteinas totales) (Galani & Owusu Apenten, 1999). Pertenece a la familia de las
lipocalinas y ha sido muy estudiada debido a sus propiedades transportadoras, dado que es
capaz de unir pequeiias moléculas hidrofébicas (Loch et al 2012). Presenta una estructura
globular compuesta por 162 aminodcidos, de los cuales los mds hidrofébicos se localizan en
el interior de la molécula. Posee un peso molecular de 18.3 kDa y su punto isoeléctrico (pl)

estd en el rango de pH entre 4.7-5.2 (Fessas, lametti, Schiraldi & Bonomi, 2001).

Figura 1.7. Estructura tridimensional de (A) a-lactalbimina y (B) -lactoglobulina.

A temperatura ambiente y a pH fisiologico la B-Lg se presenta como dimero (36.7 kDa). Una

de las principales caracteristicas de esta proteina es la presencia de cinco residuos de cisteina
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(Cys) en su secuencia primaria: cuatro se encuentran formando puentes disulfuro
intramoleculares (Cyses-Cysieo; Cysios-Cysii9), los cuales estabilizan la estructura terciaria de
la proteina; y uno permanece con su grupo —SH libre (Cysz;) en el interior de la molécula.

Por otro lado, hay dos residuos triptéfano (Trp) presentes en la proteina, los cuales le
confieren propiedades fluorescentes. Uno de ellos se ubica en la posicién 19 y el otro en la
posicién 61 de la secuencia primaria. Segin Papiz y col. (1986) el Trp,9 estaria localizado en
el interior hidrofébico de la proteina, mientras que el Trpe; se encontraria adyacente a un
residuo de lisina en la posicién 62, proximo al puente disulfuro establecido entre Cysgo-
Cyses, muy cerca de la superficie proteica. Sin embargo, se ha sugerido que la intensidad de
fluorescencia del Trpg; se veria considerablemente disminuida por un proceso de quenching
(o apagamiento) ejercido por el puente disulfuro cercano (Bhattacharjee & Das, 2000). Por lo
tanto, la fluorescencia intrinseca de la proteina estaria gobernada principalmente por el
residuo Trp;g9, mientras que el Trpg; contribuiria s6lo en menor medida.

Por su parte, la solubilidad del WPI estaria influenciada principalmente por la
solubilidad de la B-Lg, dado que esta ultima constituye el componente mayoritario. En
condiciones de neutralidad, la B-Lg se encuentra formando dimeros, mientras que a valores
de pH menores a 3 y mayores a 7.5 existe como mondmero. A valores de a pH cercanos a su
pl tiende a formar tetrdimeros o incluso oligdmeros de mayor tamafio, por lo que se ve
disminuida su solubilidad. La fuerzas de interaccién que conducen a la formacién de
agregados alrededor del pl serian probablemente una combinacién de interacciones
hidrofdbicas, fuerzas de Van der Waals y posibles interacciones electrostdticas entre grupos
con carga positiva presentes en algunas proteinas y grupos cargados negativamente presentes

en otras (Bhattacharjee & Das, 2000; Harnsilawat y col., 2006).
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1.4.1.2. Propiedades funcionales de las proteinas lacteas

Ademads de su funcién nutritiva, las proteinas desempefan un papel importante en la
expresion de los atributos sensoriales de los alimentos, tales como aroma, sabor y la textura,
entre otros (Damodaran 1997). Kinsella (1982) defini6 a las propiedades funcionales como
"aquellas propiedades fisicas y quimicas que afectan el comportamiento de las proteinas en
los sistemas alimentarios durante el procesamiento, el almacenamiento, la preparacion y el
consumo".

Las propiedades funcionales de las proteinas del lactosuero incluyen emulsificacion,
espumado, gelificacién, retencién de agua, solubilidad, adsorcién y retencién de lipidos y
flavors (de Wit y col., 2001). Estas propiedades estdn relacionadas con las caracteristicas
fisicas, quimicas y estructurales de las proteinas, tales como su tamaiio, forma, composicion,
secuencia de aminodcidos, carga neta, distribuciéon de cargas y cardcter anfifilico
(Damodaran, 1997). Por lo tanto, las propiedades funcionales son influenciadas, a su vez, por
la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas, las uniones intra e
intermoleculares, la rigidez/flexibilidad molecular en respuesta a los cambios de las
condiciones del medio acuoso y por la naturaleza y extension de las interacciones con otros
componentes presentes en los alimentos.

Una de las propiedades funcionales de interés en el presente trabajo de investigacion,
son las propiedades interfaciales de las proteinas del suero licteo, que muestran una fuerte
tendencia a adsorberse sobre interfaces fluidas aceite-agua, lo que las convierte en excelentes
emulsificantes. Esta propiedad es influenciada por factores tales como la concentracion de
proteina, el grado de desnaturalizacion y/o agregacion, pH y fuerza iénica (Perez, 2011).

Las propiedades dindmicas superficiales de las proteinas del lactosuero, tales como la
velocidad de adsorcion interfacial y las caracteristicas viscoeldsticas de las peliculas

adsorbidas, son importantes durante la formacién y estabilizacién de emulsiones. La
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formacion de una emulsion estd influenciada por el mecanismo de adsorcién de proteinas
sobre la interfase aceite-agua y por su capacidad de reducir la tensién superficial
(McClements, 1999).

El cambio estructural que acompaiia a la adsorcién de las proteinas puede ser suficiente
para provocar la desnaturalizacion de las mismas, ya que generalmente existe un plegamiento
alternativo de la molécula para minimizar la energia libre hidrofébica. De este modo, las
cadenas de aminodcidos anfifilicos se ubican en contacto con la superficie mientras que los
rulos y colas de aminodcidos hidrofilicos o hidrofébicos se localizan alejados de las dos fases

(Wilde y col., 2004).

FASE OLEOSA
INTERFASE —> Q% %@6@\.
Penetracion Reorganizacion
Difusion

N

Figura 1.8. Mecanismo de adsorcién de una proteina a la interfase aceite-agua.

FASE ACUOSA

En la Fig. 1.8 se muestra el mecanismo de adsorcién de proteinas a una interfase aceite-
agua. El mismo consta de tres etapas: (i) difusion de la proteina desde el seno de la solucién
acuosa hacia la interfase, (ii) penetracion de la proteina en la interfase y (iii) desplegamiento
y reordenamiento de los residuos aminoacidicos de la proteina adsorbida segin su caricter

hidrofilico/hidrofébico (Rodriguez Patino y col.,, 2003). Este fenémeno resulta en la
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formacion de una membrana interfacial que rodea a las gotas de aceite en una emulsion y las

estabiliza.

1.4.2. Alginatos

Los alginatos se encuentran presentes en las paredes celulares de las algas marrones o
pardas del género Phaeophyta. Estas algas se encuentran principalmente a lo largo de las
costas rocosas. En el Atldntico norte son recolectadas principalmente en Estados Unidos,
Gran Bretafia, y Noruega.
La extraccion de alginatos se inicia con el lavado de las algas con 4cido para eliminar las
impurezas y para convertirlos en su forma 4cida. El alginato puede ser extraido con élcali
para dar sales, que pueden ser separadas de otros materiales por filtraciéon antes de la
precipitacion con dcido. El alginato puede neutralizarse con diferentes bases para dar lugar a
una gran diversidad de sales solubles muy utilizadas en la industria alimentaria,
principalmente sales de sodio, potasio y amonio (Perez, 2011).

Los alginatos son polimeros lineales formado por una co-polimerizacién B-1,4 de

unidades de d4cido D-manurénico y 4cido L-gulurénico (Fig. 1.9).

Figura 1.9. Estructura quimica del alginato de sodio.

20



Introduccion

Los residuos de M y G pueden encontrarse alternados a lo largo de la cadena (regiones
G-M o M-G), pero comunmente se asocian en estructuras de copolimero en bloques de
regiones que contienen sélo G (G-G) y regiones con s6lo M (M-M) (Dziezak, 1991). La
relacion M/G en la molécula de alginato depende en gran medida de la especie de la que fue
extraido.

Las constantes de disociacion del dcido manurénico y gulurénico son 3.38 y 3.65,
respectivamente. Por este motivo, los alginatos tienden a poseer una densidad de carga neta
negativa en un amplio rango de pH, la cual estd dada por la ionizacién de los grupos
carboxilicos (Pongsawatmanit y col., 2006).

En la industria alimentaria, los alginatos son ampliamente utilizados como espesantes,
estabilizantes y agentes gelificantes, debido a que tienen la capacidad de aumentar la
viscosidad de soluciones acuosas a bajas concentraciones. Se aplican a la fabricacion de

helados, postres, productos lacteos (bebidas y yogures) y salsas (Dziezak, 1991).

1.4.3. Maltodextrinas

Las maltodextrinas son polimeros derivados de la hidrdlisis parcial del almidén, cuya
estructura consiste en unidades de D-glucosa unidas mediante enlaces o-1,4 (Fig 1.10)
(Klinkesorn y col., 2004). Se presentan en forma de polvo blanco 6 soluciones liquidas
concentradas y son clasificadas como ingredientes GRAS segin la Food and Drug
Administration (FDA). En la industria, las maltodextrinas se obtienen a partir del almidén de
maiz principalmente.

La hidrélisis de esta macromolécula puede realizarse por métodos quimicos o
enzimaticos,0 bien, mediante una combinacién de ambos (Lumdubwong & Seib, 2001).

Durante hidrdlsis 4cida, la molécula de almidén es cortado al azar, lo que produce una mezcla

no controlada de oligosacdridos y polisacaridos con diferentes pesos moleculares.
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Figura 1.10. Estructura quimica del almidén.

La hidrélisis enzimdtica ha reemplazado gradualmente a los procesos de hidrdlisis dcida
debido a que es una reaccién de mayor especificidad, donde se utilizan condiciones de
hidrdlisis més suaves (temperatura, presion, pH) y se puede controlar mejor el grado de
hidrolisis deseado. Ademads, mediante esta técnica no se obtienen productos coloreados ni de
sabor amargo, descartando las etapas de refinamiento para la eliminacién estos subproductos
(Wang & Wang, 2000).

Las maltodextrinas difieren en sus pesos moleculares y se clasifican comercialmente
segutn el grado de dextrosa equivalente (DE). Esta clasificacion de las maltodextrinas no es la
mds precisa, pero si es la mas utilizada en la industria debido a la rapidez y economia de su
determinacion.

El DE es una medida del poder reductor de los oligosacaridos/polisacdridos derivados
de la hidrolisis del almidon, en comparacion con la molécula de D-glucosa en base seca. El
almidon tiene un DE=0 mientras que la glucosa tiene un DE=100 (Dokic y col., 1998).

Normalmente, las maltodextrinas se definen como aquellos derivados de la hidrdlisis del
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almidon con un DE<20, mientras que los oligosacdridos con DE>20 se denominan jarabes.

Dependiendo del perfil de carbohidratos y del valor de DE, las maltodextrinas
presentan diferentes propiedades fisicoquimicas y funcionales, incluyendo solubilidad,
temperatura de congelamiento, viscosidad, etc. Sin embargo, las maltodextrinas con el mismo
valor de DE pueden también presentar propiedades diferentes de acuerdo al método de
hidrdlisis empleado para su obtencién, a la fuente de almidén (maiz, papa, arroz), y a la
relaciéon amilosa:amilopectina.

Son muy utilizadas en la industria alimentaria como agentes estabilizantes, espesantes,
extensores, reemplazantes de grasas y aceites en aderezos para ensaladas, margarinas y
postres congelados, agentes encapsulantes o vehiculos para procesos de secado por aspersion
de pigmentos naturales, aceites esenciales, sabores, etc. También ayudan a controlar la
textura, la higroscopicidad y la densidad en algunos alimentos.

Dado que las maltodextrinas no tienen actividad superficial, su efecto estabilizador
podria estar relacionado directamente con el aumento de la viscosidad de la fase continua que
rodea las gotas de emulsion. Por este motivo, las emulsiones que contienen maltodextrina
requieren, ademds, un agente emulsificante adicional para formular una emulsion estable.

Ademds, las caracteristicas moleculares de las maltodextrinas empleadas en la
formulacién de emulsiones aceite en agua, tales como concentracidon y longitud de cadena,

afectardn la reologia y la estabilidad los sistemas. (Klinkesorn y col., 2004).

1.5. Interacciones entre biopolimeros

Cuando se tiene una mezcla de biopolimeros en solucion, pueden existir entre ellos
interacciones sinérgicas o antagénicas, que podrian promover la modificacion de sus
propiedades funcionales. El conocimiento del origen y la naturaleza de estas interacciones

podria ser utilizado para el disefio de nuevas estructuras en matrices alimentarias.
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La magnitud de las interacciones biopoliméricas en un sistema en particular depende
del tipo de biopolimeros involucrados (peso molecular, densidad de carga versus pH,
flexibilidad, hidrofobicidad), de la composicién del medio que los rodea (pH, fuerza idnica)
asi también como de factores externos tales como la temperatura (McClements, 2006).

Cuando dos biopolimeros se mezclan en solucion, por ejemplo, una solucién de
proteinas y otra de polisacdridos, pueden tener lugar algunos de los fendmenos representados

esquematicamente en la Fig. 1.11.

Solucién de ¥ S| Solucion de
proteinas ¥ + \% polisacaridos
¥
il B
INTERACCIONES INTERACCIONES
ATRACTIVAS REPULSIVAS
Alta Baja

Acomplejamiento

mpiel Conc. Conc.

1 Fas/ 2 Fases/ 2 Fases\ 1 1@
® K R

% # .......... S m - *
J@‘ &%ﬁ: N .yp%#% qf ,.(S

Complejos Coacervacion Incompa'til')ili'dad Cosolubilidad
Solubles termodindmica

Figura 1.11. Ordenamientos moleculares estructurales que pueden ocurrir en mezclas de

proteinas y polisacdridos (Adaptado de McClements, 2006).
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Las interacciones entre ambos pueden ser de cardcter segregativo (los biopolimeros se
repelen mutuamente dando lugar a una incompatibilidad termodindmica) o asociativo (los
biopolimeros se atraen entre si y forman complejos) (Weinbreck, 2004 ).

Por un lado, si las proteinas y los polisacaridos muestran atraccion neta - usualmente
mediante interacciones electrostdticas, cuando poseen densidades de carga opuesta -
dependiendo de la concentracion relativa de los biopolimeros en solucion y del pH, podria
ocurrir la formacién de complejos proteina-polisacarido solubles o una separacion de fases
asociativa (Fig. 1.11). Este dltimo proceso es llamado coacervacion compleja, denominado
asi por Bungenberg de Jong en 1949. En este caso, la mezcla se separa en dos fases: la fase
inferior que contiene los complejos proteina-polisacédrido, y la fase superior que contiene
principalmente solvente (Weinbreck, 2004).

Por otro lado, en presencia de interacciones repulsivas entre los biopolimeros, por
ejemplo en el caso de que presenten grupos con la misma carga eléctrica, pueden tenerse dos
comportamientos diferentes. A bajas concentraciones, en soluciones muy diluidas, las
proteinas y los polisacdridos pueden permanecer cosolubles, ya que la entropia de mezclado
gobierna el sistema y este uUltimo presenta una sola fase homogénea. Al incrementar la
concentracion de los biopolimeros, el sistema puede volverse inestable, dando lugar a una
separacién de fases segregativa debido a la incompatibilidad termodindmica entre las
macromoléculas. Por lo tanto, se produce una repulsion estérica entre los biopolimeros que
conduce a una mezcla bifdsica compuesta por una fase rica en proteinas y otra rica en

polisacaridos.

1.5.1. Estudios de sistemas proteina-polisacarido en fase acuosa

Existen numerosos trabajos disponibles en la bibliografia respecto del estudio de las

interacciones proteina-polisacarido en fase acuosa (Weinbreck, 2004; Zaho y col. 2009; Perez
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y col., 2009; Beaulieu y col., 2005). A partir de los primeros estudios realizados por
Bungenberg de Jong y Kruyt sobre mezclas de gelatina/goma ardbiga, han sido sometidos a
investigacion diversos sistemas proteina-polisacirido mediante la utilizacién de técnicas
experimentales cada vez mads sofisticadas (electroforesis, dispersion de luz, viscosimetria,
turbidimetria, espectrofotometria, centrifugacion, entre otras (Schmitt y col., 1998).

En la actualidad, una de las técnicas mds ampliamente utilizadas en los campos de la
bioquimica y la biofisica molecular es la espectroscopia de fluorescencia. A pesar de que las
mediciones de fluorescencia no proveen informacién estructural detallada, la técnica se ha
vuelto muy popular debido a su elevada sensibilidad para detectar los cambios estructurales y
las propiedades dindmicas de biomoléculas y de complejos moleculares. En consecuencia, los
espectrofluorémetros son utilizados de manera rutinaria para medir fenémenos de
acomplejamiento y/o conformacionales de macromoléculas biolégicas (Royer, 1995).

Las moléculas capaces de emitir fluorescencia se denominan fluordsforos. Los
fluorésforos son moléculas pequefias que pueden formar parte de una macromolécula
(fluordésforos  intrinsecos) o que pueden ser afiadidas a una molécula (fluordsforos
extrinsecos). Sus propiedades fluorescentes dependen del microentorno molecular en que se
encuentran (Albani, 2004). Uno de los fluordsforos intrinsecos mas estudiados entre las
proteinas es el aminodcido Trp, dado que es el que presenta mayor intensidad de
fluorescencia. La literatura contiene un importante nimero de trabajos acerca de la
fluorescencia de las proteinas, especialmente vinculada con la presencia de residuos Trp.
Todos estos estudios relacionan el origen de la fluorescencia con la estructura terciaria de las
proteinas (Albani, 2004). Por esta razén, el andlisis de la fluorescencia del Trp se ha
convertido en una excelente herramienta para la caracterizacién molecular de sistemas que

incluyen proteinas (Perez y col., 2009).
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Ademds, las interacciones entre proteinas y polisacdridos pueden inducir
perturbaciones o modificaciones en los pardmetros de fluorescencia del Trp. Estas
perturbaciones pueden ser utilizadas para determinar la naturaleza y el origen de las
interacciones entre estos biopolimeros (Perez y col., 2009).

Por otro lado, el comportamiento dindmico de interacciéon de mezclas de proteinas del
lactosuero y diversos polisacdridos (goma ardbiga, carragenina, EPS B40) ha sido estudiado
por Weinbreck (2004) a través de mediciones de turbidez y de DLS (Dynamc Light
Scattering). Sin embargo, no se ha reportado en la literatura el estudio de la formacién de
complejos proteina-polisacdrido mediante mediciones de Transmitancia empleando un
analizador de estabilidad de sistemas coloidales (Turbiscan). Esta técnica de alta sensibilidad
y alta reproducibilidad constituye una herramienta para el estudio de la estabilidad de
soluciones, permitiendo el andlisis tanto de la variacion de tamafio como de la la migracion

de las particulas durante el proceso de coacervacion.

1.6. Emulsiones

1.6.1. Emulsiones convencionales

La tecnologia de emulsiones es particularmente ttil para disefiar sistemas de liberacion
controlada, ya que pueden producirse mediante  operaciones simples (mezclado,
homogeneizacién, sonicacioén) (McClements y col. 2007).

Las emulsiones son sistemas constituidos por dos liquidos inmiscibles (por lo general,
aceite y agua), donde uno se encuentra disperso en forma de gotas (fase dispersa) en el otro
(fase continua) (Fig. 1.12). Debido a la inmiscibilidad de los liquidos, una emulsién es un
sistema termodindmicamente intestable y la llamada “estabilidad de la emulsion” se puede

lograr unicamente de forma cinética.
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P 4 Interfase

Fase dispersa

Fase continua

Figura 1.12. Los ingredientes en una emulsion se particionan entre la fase acuosa, oleosa y la
region interfacial, de acuerdo a su concentracion en el sistema y las interacciones con el

medio que los rodea.

Por lo tanto, una emulsion estable es aquella con ningtin cambio discernible en la distribucion
de tamafios de las gotas, en su estado de agregacién o en su arreglo espacial dentro del

volumen de la muestra, durante el tiempo de observacién (Dickinson, 2001).

1.6.2. Formacion de una emulsion

El proceso de conversion de dos liquidos inmiscibles en una emulsién se conoce como
homogeneizacién. En la industria alimentaria, este proceso se lleva a cabo generalmente
utilizando dispositivos mecdnicos conocidos como homogeneizadores, donde los liquidos se
someten a una intensa agitacion mecdnica, e.g., mezcladores de alta velocidad,
homogeneizadores de valvulas de alta presion, molinos coloidales, etc.

Es posible formar una emulsién por homogeneizaciéon de aceite y agua, pero las dos
fases por lo general tienden a separarse rdpidamente. Esto es porque las gotas de aceite
tienden a fusionarse cuando chocan, lo que finalmente conduce a la completa separacion de
fases. La fuerza impulsora para este proceso es el hecho de que el contacto entre las

moléculas de aceite y agua es termodindmicamente desfavorable. Sin embargo, se pueden
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obtener emulsiones que sean cinéticamente estables (metaestables) por un periodo de tiempo
razonable mediante el empleo de emulsionantes (McClements, 1999).

Los emulsionantes son compuestos tensioactivos que se absorben sobre la superficie de
las gotas recién formadas durante la homogeneizacién, formando una pelicula interfacial
protectora que impide que las gotas se acerquen. La mayoria de los emulsionantes son
moléculas anfifilicas. Los emulsionantes mds comunes utilizados en la industria alimentaria
son los tensioactivos de bajo peso molecular, como los fosfolipidos, mono y diacilglicéridos,
y tensioactivos de alto peso molecular como las proteinas. Las funciones mds importantes de
los emulsionantes durante el proceso de homogeneizacién son:

- Disminuir la tension interfacial entre las fases de aceite y agua, reduciendo asi la cantidad
de energia necesaria para deformar y romper las gotas.
- Formar una pelicula protectora alrededor de las gotas impidiendo la coalescencia.

Cuanto més baja sea la tension interfacial, mayor serd el grado de ruptura de las gotas
durante la agitaciéon mecdnica o el flujo turbulento (Dickinson, 2001). Las proteinas son los
agentes emulsionantes mds comunmente utilizados en la industria alimentaria (proteinas
lacteas, de soja, de huevo), ya que son ingredientes naturales, econdmicos y estdn
ampliamente disponibles. Las mismas, por su cardcter anfifilico, actian como tensoactivos
macromoleculares y tienen la particularidad de adsorberse a la interfase formando una
cubierta viscoeldstica cuyas propiedades mecdnicas influyen en la estabilidad del sistema
coloidal.

Las proteinas tienen una morfologia estructural compleja y el grado de adsorcién a la
interfase es afectado por su hidrofobicidad superficial, su carga, su flexibilidad, etc. El
cambio que acompafa a la adsorcién de la proteina puede ser suficiente para provocar la
desnaturalizaciéon de la misma, ya que un plegamiento alternativo de la molécula para

minimizar la energia libre hidrofébica es posible. De este modo, cadenas de aminodcidos
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anfifilicos se ubican en contacto con la superficie mientras que rulos y colas de aminodcidos
hidrofilicos o hidrofébicos se localizan alejados en cualquiera de las dos fases (Dickinson,

2001).

1.6.3. Procesos de homogeneizacion

Existen numerosas formas de producir una emulsion a partir de dos fases inmiscibles,
pero tal proceso se realiza a través de la aplicacion de energia mecédnica. En primer lugar, la
interfase se deforma de manera tal que se generan gotas. Estas gotas son, en su mayoria,
demasiado grandes por lo que las mismas son subsecuentemente rotas hasta obtener
particulas de menor tamaifio. Por lo tanto, esta etapa de disrupcién de las gotas es un paso
critico en el proceso de emulsificacion.

El tamafio de las gotas producidas durante la homogeneizacién depende de un niimero
de factores:

a)  Concentracién tensioactivo: Debe haber suficiente emulsionante para cubrir

completamente la superficie de las gotas formadas.

b)  Velocidad de difusién: Estd relacionada con el tiempo requerido para que el
emulsionante difunda desde el seno de la fase continua a la superficie de la gota. A mayor
velocidad de difusion podrian obtenerse menores tamafios de gota, dado que la interfase
creada se estabilzaria ripidamente.

En muchas operaciones industriales y estudios cientificos la formacién de una emulsion
se realiza en dos pasos (Figura 1.11). Las fases separadas de aceite y agua se convierten en
una emulsién gruesa que contiene gotas grandes mediante el empleo de un tipo de
homogeneizador (e.g., un mezclador de alta velocidad), y luego el tamafio de las gotas se
reduce mediante el uso de otro tipo de homogeneizador (e.g., un homogeneizador de vélvula

de alta presion).
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Figura 1.13. Procesos de homogeneizacion de una emulsion.

(Adaptado de McClements, 1999)

Muchas de las propiedades fisicoquimicas y organolépticas de emulsiones dependen
del tamafio de las gotas que contienen, incluyendo su estabilidad, textura, sabor, y apariencia.
Por lo tanto, uno de los principales objetivos de la homogeneizacién es crear gotas de
emulsion que caigan dentro de un intervalo de tamafio 6ptimo, para obtener un producto con
los atributos de calidad deseados (McClements et al., 2007).

Para crear una emulsion es necesario suministrar energia con el fin de desestabilizar y
entremezclar las fases de aceite y agua, lo que se consigue normalmente mediante agitacion
mecdnica. Muchos procesos fisicos ocurren simultdneamente durante la homogeneizacion
(e.g., mezclado, disrupcion y coalescencia de gotas). El tamafo de las gotas producidas por
un homogeneizador depende de un equilibrio entre dos procesos fisicos opuestos: la

disrupcion y la coalescencia de las gotas.

e Disrupcién de gotas: La naturaleza precisa de los procesos fisicos que ocurren durante la
formacion de la emulsién depende del tipo de homogeneizador utilizado, ya que esto
determina el tipo de perfil de flujo de homogeneizaciéon. Sin embargo, hay algunos

aspectos comunes que se aplican a la mayoria de los homogeneizadores. Las etapas
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iniciales de homogeneizacién implican la ruptura y la mezcla de las fases inmiscibles y la
formacion de gotas grandes. Las etapas posteriores de homogeneizacion, implican la
generacion de gotas mds pequefias a partir de las mds grandes. La ruptura de las gotas estd
determinada por un equilibrio entre las fuerzas interfaciales que tienden a mantener las
gotas juntas y las fuerzas perturbadoras disruptivas generadas dentro del homogeneizador
que tienden a separarlas.

a) Fuerzas interfaciales: Una gota de emulsion tiende a ser esférica, porque esta forma reduce

al minimo el drea de contacto termodindmicamente desfavorable entre las fases de aceite y
agua. Cambiar la forma de una gota, o dividirla en una serie de gotas mds pequeias, aumenta
la zona de contacto y, por lo tanto, requiere una entrega de energia. La fuerza interfacial
responsable de mantener una gota en una forma esférica se caracteriza por la presiéon de
Laplace (APL), que actiia a través de la interfase aceite-agua hacia el centro de la gota de

manera que existe una presion mayor dentro de la gota que en el exterior de ella:

AP, = 4_;1’ (Ec. 1.1)
(

donde 7y es la tension interfacial y d es el didmetro de gota. Esta ecuacion indica que para
deformar y romper una gota durante la homogeneizacion es necesario aplicar una fuerza
externa que sea significativamente mayor que la fuerza interfacial. Asi, la presion requerida
para romper una gota aumenta a medida que aumenta la tensién interfacial o a medida que
disminuye el tamafio de las gotas.

b) Fuerzas disruptivas: La naturaleza de las fuerzas que actdan sobre una gota durante la

homogeneizacién depende de las condiciones de flujo (laminar o turbulento) y, por lo tanto,

del tipo de homogeneizador. Para que una gota se rompa durante la homogeneizacion, las
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fuerzas disruptivas deben exceder a las fuerzas interfaciales y su duracién debe ser mayor que
el tiempo requerido para la deformacion de las gotas. La magnitud relativa de las fuerzas
disruptivas e interfaciales es caracterizada por el nimero de Weber (We=fuerzas
disruptivas/fuerzas interfaciales). Las gotas tienden a ser dividas cuando el nimero de Weber
excede un valor critico (alrededor de la unidad), que depende de las caracteristicas fisicas de
las fases oleosa y acuosa (McClements, 1999).

La facilidad con la que una gota puede ser dividida durante la homogeneizacién aumenta
cuando la tensién interfacial disminuye. Por lo tanto, en la homogeneizacién deberia ser
posible producir gotas con tamafios mds pequefios en presencia de un emulsionante debido a
que este también produce una reduccion de la tension interfacial. Sin embargo, hay una serie
de otros factores que también determinan la eficiencia de los emulsionantes en cuanto a la
reduccion del tamafio de gota (Fig. 1.14). En primer lugar, se debe considerar la velocidad de
adsorcién de un emulsionante sobre la superficie de las gotas. Inmediatamente luego de la
formacion, las gotas tienen una baja concentracién de emulsionante adsorbido en su
superficie y, por lo tanto, son mds dificiles de romper a causa de la relativamente alta tension
interfacial. Con el tiempo una mayor cantidad de emulsionante se adsorbe sobre la
superficie, lo que disminuye la tension interfacial y, por lo tanto, facilita la disrupcién de las
gotas. Por lo tanto, cuanto mds rdpido el emulsionante se adsorbe sobre la superficie de las
gotas durante la homogeneizacion mds pequefias serdn las gotas producidas. En segundo
lugar, la capacidad de los emulsionantes para mejorar la reologia interfacial (propiedades
mecdnicas) de las gotas dificulta la ruptura de las mismas, lo que conduce a tamaifios de gotas

mads grandes que las que se espera.
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Figura 1.14. El tamafio de las gotas producidas durante el proceso de homogeneizacion
depende del balance entre el tiempo de adsorcidn del emulsificante y el tiempo caracteristico

de las colisiones entre gotas (Adaptado de McClements, 1999).

Coalescencia: Las emulsiones son sistemas altamente dindmicos en los que las gotas se
mueven continuamente alrededor y con frecuencia chocan unas con otras, debido al
movimiento browniano, la gravedad, o por agitacién mecénica. Las colisiones entre gotas son
particularmente rdpidas durante la homogeneizacién debido a la intensa agitacion mecdnica.
Si las gotas no estdn suficientemente protegidas por la pelicula interfacial tienden a unirse
durante una colision. Inmediatamente luego de la disrupcion de una gota podria no haber
suficiente emulsionante presente como para cubrir completamente la superficie de las gotas
recién formadas y, por lo tanto, las nuevas gotas serian mds propensas a unirse con sus
vecinas durante una colision. Para evitar la coalescencia es necesario contar con una pelicula

de emulsionante suficientemente concentrada alrededor de las gotas. El tamafo de las gotas
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producidas durante la homogeneizacion, depende del tiempo requerido para que el
emulsionante se adsorba sobre la superficie de las gotas (Taps) respecto del tiempo requerido
para que se produzcan colisiones entre las gotas (tcor). Estos tiempos dependen del perfil de
flujo caracteristico del proceso de homogeneizacién, asi como de la naturaleza del
emulsionante utilizado. Idealmente, es deseable minimizar la coalescencia de las gotas

durante la homogeneizacidn, garantizando que taps/Tcor << 1.

1.6.4. Dispositivos de homogeneizacion

Diferentes tipos de dispositivos de homogeneizacion se han desarrollados para producir
emulsiones en alimentos. Cada uno de estos dispositivos tiene sus propias ventajas y
desventajas. La eleccién de un homogeneizador en particular depende del tipo de emulsién
que se quiera realizar, del equipo disponible, del volumen de material que se necesita
procesar, del rendimiento deseado, de la naturaleza de las materias primas y de la distribucién

del tamafio de gotas deseada.

1.6.4.1. Homogeneizadores de alta velocidad

Los homogeneizadores de alta velocidad son los mds comuinmente utilizados en la
industria de alimentos para mezclar directamente las fases oleosa y acuosa en un proceso
batch. El aceite, el agua, y otros ingredientes pueden ser colocados en un recipiente y los
componentes son agitados por una hélice que gira a alta velocidad (= 3600 r.min™).

La rdpida rotacién del cabezal de mezcla genera una combinacién de gradientes de
velocidades longitudinales, de rotacidon y radiales en los liquidos, lo que interrumpe las
interfases entre el aceite y el agua, hace que los liquidos se entremezclen y las gotas mds
grandes se rompan en otras mas pequefias. El proceso generalmente conduce a un aumento en

la temperatura, porque parte de la energia mecdnica se convierte en calor debido a la
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disipacion viscosa. Los mezcladores de alta velocidad son particularmente ttiles para la

preparacion de emulsiones con viscosidades bajas o intermedias.
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Figura 1.15. Representacion esquemadtica de un homogeneizador de alta velocidad.

El tamafio de gota generalmente disminuye a medida que el tiempo de homogeneizacion o la
velocidad de rotacion del cabezal de mezcla se incrementa, hasta que se alcanza un limite
inferior que depende de la naturaleza y la concentracién de los ingredientes utilizados y la
densidad de potencia del homogeneizador. Tipicamente, las gotas producidas estdn en el
rango de tamafio entre 2-10 um de didmetro. Los homogeneizadores industriales se disefian
para evitar la incorporacidon excesiva de burbujas de aire durante el proceso, ya que esto

puede tener un efecto adverso sobre las propiedades de muchos productos.

1.6.4.2. Homogeneizadores de valvula de alta presion

Los homogeneizadores de vdlvula de alta presion son probablemente los mds comunes

en la producciéon de emulsiones finas en la industria alimentaria. Son mds eficientes en la
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reduccion del tamafio de las gotas a partir una emulsion pre-existente, que en la creacion de
una emulsion directamente a partir de dos liquidos inmiscibles. Una emulsién gruesa se
produce por lo general utilizando un homogeneizador de alta velocidad y después se alimenta
directamente a la entrada de la vdlvula de homogeneizador de alta presion.

El homogeneizador (Fig. 1.16) tiene una bomba que impulsa la emulsion hacia una
cadmara y alli fuerza su avance a través de una valvula estrecha en el extremo de la cAmara. A
medida que la emulsion gruesa pasa por la vélvula experimenta una combinacion de fuerzas
disruptivas causando que las gotas mds grandes se rompan en mds pequefias. La mayoria de
los homogeneizadores comerciales utilizan valvulas estdndar de resorte de modo que el hueco

a través del cual pasa la emulsion se pueda variar (tipicamente entre 15-300 pm).
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Figura 1.16. Esquematizacion de un homogeneizador de valvula de alta presion (Adaptado

de McClements, 1999).

Disminuir el tamafio de brecha aumenta la caida de presion a través de la vdlvula, lo

que provoca un mayor grado de reduccion de la gota. Por otro lado, la disminucién de la
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medida de la ranura aumenta el consumo de energia requerido para formar una emulsién, lo
que aumenta los costos de fabricacion. Los caudales de homogeneizadores industriales varian
tipicamente entre 100-20.000 Lh”, mientras que las presiones de homogeneizacién varian
entre 3-20 MPa.

Si las fases de aceite y agua se han mezclado antes de la homogeneizacion, a menudo
es posible crear una emulsion con particulas submicrénicas en un tnico paso. Si se requieren
gotas de emulsiéon muy finas, por lo general, es necesario pasar la emulsion a través del
homogeneizador varias veces. Mediante este método, pueden producirse gotas de emulsion
con didmetros menores a 1 pum, siempre que haya suficiente emulsionante presente para
cubrir completamente la interfase aceite-agua formada y que el emulsionante se adsorba con
suficiente rapidez para evitar la coalescencia de las gotas. El aumento de la temperatura en un
homogeneizador a vilvula de alta presion suele ser bastante pequeiio, pero puede llegar a ser
apreciable si la emulsion se recircula o si se utilizan presiones demasiado altas (McClements,

1999).

1.6.4.3. Homogeneizadores ultrasonicos

Los homogeneizadores ultrasénicos (sonicadores) utilizan ondas ultrasénicas de alta
intensidad que generan gradientes de corte y presiones intensas dentro de un material lo que
genera y reduce las gotas debido a efectos de cavitacion y turbulencia. Los principales
factores que determinan la eficiencia de homogeneizadores ultrasénicos son la intensidad,
duracién y la frecuencia de ondas ultrasénicas. En principio, las emulsiones pueden formarse
utilizando ondas ultrasénicas con frecuencias tan altas como 5 MHz, pero la eficiencia de
homogeneizacién disminuye con el aumento de la frecuencia. Por estas razones, la mayoria
de los dispositivos comerciales utilizan ondas ultrasénicas con frecuencias entre 20-50 kHz.

El tamafio de las gotas producido durante la homogeneizacién se puede disminuir, ya sea
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aumentando la intensidad de la radiacién ultrasénica o la longitud de tiempo de
homogeneizacién. La Fig 1.17 presenta un esquema de un procesador ultrasénico
cominmente utilizado en laboratorios. Ellos son ideales para la preparacion de pequefios
volimenes de emulsion (hasta 250 mL). El dispositivo consiste en un cristal piezoeléctrico
contenido dentro de una carcasa metdlica de protecciéon, que por lo general, tiene forma
conica en el extremo. Una onda eléctrica de alta intensidad se aplica al transductor, lo que
hace que el cristal piezoeléctrico en su interior oscile rdpidamente y genere una onda

ultrasdnica.

2 3 Regulador de

4
1 . z
potencia

Sonda

Tip

~m

Volumen
-—
irradiado

Muestra

Figura 1.17. Esquematizacion de un procesador ultrasénico

La onda ultrasénica se dirige hacia la punta del transductor donde se irradia en los liquidos
circundantes y genera una presion intensa y gradientes de corte (debido principalmente a los
efectos de cavitacion) haciendo que los liquidos se dividan en fragmentos mas pequefios y
entremezclen unos con otros. Para crear una emulsion estable es necesario irradiar una

muestra con ultrasonido durante segundos o minutos.

39



Introduccion

En la bibliograffa ha sido ampliamente estudiado el efecto de diferentes técnicas de
emulsificacion sobre la estabilidad de emulsiones, mediante la determinacion de los tamafos
de gota (Jafari y col., 2007; Kuhn & Cunha, 2012). Estos estudios se realizaron teniendo en
cuenta que la obtencién de una emulsién estable es un prerrequisito para lograr una

microencapsulacion efectiva del compuesto bioactivo de interés (McClements, 2007).

1.6.5. Emulsiones multicapa

Existen ciertas limitaciones con respecto a las propiedades funcionales que pueden
conseguirse mediante la aplicacién de los métodos convencionales para crear emulsiones,
dado que estas ultimas, ain presentan estabilidad limitada frente a cambios de pH,
concentracion de sales, calentamiento, deshidratacion, congelamiento, etc. Estas limitaciones
han llevado a los cientificos a centrar su investigacion en la creaciéon de métodos alternativos
para mejorar la estabilidad de las emulsiones convencionales, a través del desarrollo de
estrategias de emulsificaciéon innovadoras.

Una de esas estrategias consiste en la obtencién de emulsiones multicapa, donde
distintos tipos biopolimeros se ubican alrededor de la interfase formando multiples
membranas alrededor de la gota de aceite, mediante una técnica conocida como “deposicion
electrostatica capa sobre capa” (Fig. 1.18).

Las emulsiones multicapa aceite en agua (O/W) consisten en pequeifias gotas de aceite
dispersas en un medio acuoso, recubiertas por una pelicula interfacial formada por polimeros
de carga opuesta, acomplejados mediante interacciones electrostdticas (McClements y col.
2007; Sagalowicz & Leser, 2010; Guzey & McClements, 2006). Esto se logra formando, en
primer lugar, una emulsién primaria, donde el agente emulsificante (que debe ser un
electrolito) se adsorba rdpidamente a las gotas de aceite que se forman durante el proceso de

homogeneizacion.
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Figura 1.18. Utilizacion de la técnica “capa sobre capa” para la formacién de emulsiones

aceite en agua (Adaptado de McClements, 2007).

En segundo lugar, se afiade un segundo polielectrolito (de carga opuesta) para que se
adsorba a la superficie de las gotas cubiertas con el agente emulsificante, de manera de
obtener una emulsiéon secundaria, con una bicapa biopolimérica formada alrededor de las
gotas de aceite (Guzey & McClements, 2006). Este procedimiento puede repetirse para
formar tres o mds capas alrededor de las gotas de emulsién. Bajo ciertas circunstancias, se ha
encontrado que las emulsiones multicapa suelen tener una mayor estabilidad frente a
condiciones de estrés que las emulsiones aceite en agua monocapa convencionales.

Es por ello que este tipo de sistema constituiria una novedosa estrategia para disefiar un
sistema de liberacion controlada. Las emulsiones multicapa presentan, ademds, una ventaja
adicional: permiten que las propiedades del film interfacial puedan ser disehadas
(composicion, estructura, densidad de carga, espesor, permeabilidad, reologia) (Decher &
Schlenoff, 2003) a través de un cuidadoso control de la composicién del sistema y de las

condiciones de produccién de estas emulsiones (tipo de homogeneizador, concentraciéon de
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emulsionante, tipo y concentracion de polielectrolito, pH, fuerza iénica, orden de agregado de
los ingredientes y condiciones de mezclado) (Guzey y col., 2004, 20006).

De esta manera, manipulando el espesor y la densidad de carga de la membrana
interfacial, podria mejorarse la estabilidad de los PUFAs frente al deterioro oxidativo
(McClements y col., 2007).

El control de las caracteristicas de las emulsiones (concentracion de gotas, distribucién
de tamafios, potencial zeta y propiedades interfaciales) podria permitir disefiar sistemas de
liberacion con performances funcionales especificas para diferentes tipos de compuestos
lipofilicos y matrices alimenticias (McClements & Decker, 2000).

Como se menciond anteriormente, el hecho de que estos sistemas deban ser
comestibles, pone algunas limitaciones respecto al tipo de ingredientes y operaciones que se

pueden utilizar durante los procesos para crear estas estructuras.

1.6.6. Estabilidad de emulsiones

El término "estabilidad" se refiere a la capacidad de una emulsion de resistir cambios
en sus propiedades con el tiempo. Tal y como se menciond anteriormente, una emulsion se
considera estable cuando no presenta cambios discernibles en la distribuciéon de tamafios de
las gotas o en su estado de agregacion durante el tiempo de observacion (Dickinson, 2001).

Existe una serie de mecanismos a través de los cuales se produce el proceso de
desestabilizacion de las emulsiones: cremado, sedimentacion, floculacion, coalescencia,
maduracién de Ostwald e inversion de fases (Fig. 1.19). La caracterizacién y el control de
estos mecanismos son claves a la hora de lograr la estabilidad de las emulsiones en los

procesos tecnoldgicos.
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Figura 1.19. Mecanismos de desestabilizacién de una emulsion.

A continuacién se describirdn brevemente los fendmenos de desestabilizacion mads
relevantes en lo que respecta a produccion de emulsiones multicapa para la

microencapsulacion del aceite de lino.

1.6.6.1. Cremado

En general, las gotas en una emulsion tienen una densidad diferente a la del liquido que
los rodea, por lo que existe una fuerza neta gravitacional que actia sobre ellas (Figura 1.20).
Si las gotas tienen una densidad menor que la fase continua se moveran hacia arriba, lo que
se conoce como cremado; por el contrario si tienen una densidad mds alta se moverdn hacia

abajo, lo que se conoce como sedimentacion.
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Figura 1.20. Desestabilizacion de una emulsion por cremado.

(Adaptado de McClements, 1999)

La velocidad a la que las gotas esféricas (aisladas rigidas) creman en un liquido ideal se
determina por un equilibrio de fuerzas que actia sobre ellas (Fig. 1.18). Cuando la particula
tiene una densidad menor que el liquido de la fase continua existe una fuerza gravitacional

ascendente que actda sobre ella:

4 ,
F,=- En‘r‘“(p2 - P8 (Ec. 1.2)

-

donde r es el radio de la particula, g es la aceleracion debida a la gravedad, p es la densidad,
y los subindices 1 y 2 se refieren a las fases continua y dispersa, respectivamente. A medida
que la particula se mueve hacia arriba experimenta una fuerza de friccién hidrodindmica que
actda en direccion opuesta y, por lo tanto, retarda su movimiento:

F =6mnrv (Ec. 1.3)

donde v es la velocidad de cremado y m es la viscosidad de la fase continua. La particula
alcanza rdpidamente una velocidad constante, donde la fuerza hacia arriba debida a la
gravedad equilibra la fuerza hacia abajo debido a la friccion (Fy = Fy). Combinando estas

ecuaciones se obtiene la ecuacién de ley de Stokes para la velocidad de cremado que
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experimenta una particula esférica aislada en una fase continua:

_28r(p, = py) (Ec. 1.4)
on,

Z’Stokes =

El signo de vsiokes determina si la gota se mueve hacia arriba o hacia abajo. Por lo

general, una emulsion en la que la velocidad de cremado es inferior a 1 mm por dia puede ser
considerada estable frente al cremado.

En las etapas iniciales del cremado, las gotas se mueven hacia arriba y una capa pobre

en gotas se observa en la parte inferior del recipiente (Fig. 1.21). Cuando las gotas alcanzan

la parte superior se compactan formando la crema cuyo espesor depende fundamentalmente

de la concentracion inicial, el tamafio y la polidispersidad de las gotas.
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Figura 1.21. Proceso de cremado en funcién del tiempo de una emulsiéon O/W

(Adaptado de McClements).

Para reducir el cremado, la estrategia mds simple es reducir la diferencia entre la fase
continua y la fase dispersa. Esto puede lograrse ya sea eligiendo un sistema con densidades
similares o bien, agregando agentes espesantes apropiados a alguna de las fases. La segunda
mejor estrategia es reducir el tamafo de gota. Para una gota aislada en un medio muy diluido,

la ley de Stokes establece que la velocidad de cremado se incrementa con el cuadrado del
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didmetro. Ademds, a medida que el tamano de las gotas se reduce, la velocidad de
autodifusiéon se incrementa, hasta un punto tal que las gotas muy pequefias pueden
mantenerse sin cremar por mezclado difusional aunque haya una gran diferencia de densidad
entre las dos fases (Robins & Hibberd, 1998, Santiago y col., 2002).

Cuando ninguna de las dos estrategias anteriores se puede aplicar, otra posibilidad es
incrementar la viscosidad de la fase continua mediante la adicién de algin polimero. Sin
embargo, estos polimeros también podrian reducir la estabilidad del sistema ya que podrian
promover el fendmeno de floculacién por deplecion, lo cual conduciria a un cremado maés

rapido.

1.6.6.2. Floculacion

La floculacién es un proceso reversible mediante el cual dos o mds gotas se asocian
entre si manteniendo su integridad individual. El arreglo espacial de las gotas en agregados
aislados o en estructuras similares a un gel sin disrupciéon de la capa estabilizadora de
emulsionante en la interfase aceite-agua es una caracteristica del estado floculado. La
floculacién acelera el cremado en emulsiones diluidas por lo que es generalmente indeseable
debido a que reduce su vida util. También puede provocar un aumento de la viscosidad de la
emulsion, y puede incluso conducir a la formacién de un gel (Fig. 1.22).

El proceso de floculacién puede producirse por varios mecanismos. Uno de ellos es el
fenomeno denominado “floculacién por depleciéon”, que tiene lugar cuando en la fase
continua existe una elevada concentraciéon de biopolimeros no adsorbidos a la interfase
aceite-agua. Bajo estas condiciones, existe una zona alrededor de las gotas de emulsion en la
cual la concentracién del polimero libre difiere de la concentracion del mismo en el resto de
la solucién. Esto conlleva a la exclusion estérica de la macromolécula desde el espacio

intersticial entre dos gotas hacia el seno de la solucién, generdndose un potencial atractivo
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que produce la agregacion de las gotas en forma de fléculos (Fig. 1.22).
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Figura 1.22. Representacion esquemdtica del fendémeno de floculaciéon en una emulsién

(Adaptado de McClements, 1999).

Otro de los mecanismos es denominado “floculacién por puentes”, y ocurre cuando la
cantidad de proteina es insuficiente para cubrir el drea interfacial creada. En este sentido,
pueden producirse colisiones entre las gotas de modo tal que un drea con proteina adsorbida
encuentre un drea libre de polimero en una segunda gota. Bajo estas circunstancias, la
molécula de proteina ya adsorbida en una gota puede adsorberse en otra gota creando un
puente entre ambas. La elasticidad del mismo mantiene las gotas a una corta distancia, es

decir, floculadas (Dickinson, 1998, 2010).

1.6.6.3. Coalescencia

La coalescencia es un proceso irreversible mediante el cual dos o mds gotas de liquido
se fusionan para formar una unica gota mds grande (Fig. 1.23). Es el principal mecanismo

por el cual una emulsién se mueve hacia su estado termodindmicamente mds estable ya que
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implica una disminucién en el drea de contacto entre las fases de aceite y agua. La
coalescencia provoca que las gotas cremen mds rdpidamente debido al aumento en su

tamafio.
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Figura 1.23. Mecanismo de desestabilizacion de una emulsion por coalescencia

(Adaptado de McClements, 1999).

La coalescencia es el resultado de que el liquido dentro de dos 0 mds gotas entre en
contacto. Este proceso sélo puede ocurrir cuando las gotas estdn muy cerca y la pelicula
interfacial delgada que los separa se rompe. El hecho de que las gotas estén en estrecho
contacto significa que la coalescencia es mucho mds dependiente de las fuerzas de corto
alcance. La velocidad a la que procede de coalescencia y el mecanismo fisico por el que se
produce son altamente dependientes de la naturaleza del emulsionante utilizado para
estabilizar el sistema.

En general, la susceptibilidad de las gotas a la coalescencia se determina por el
mecanismo fisico responsable de las colisiones entre gotas (movimiento browniano,
turbulencia y gravedad), la naturaleza de las fuerzas que actian sobre y entre las gotas y la
resistencia de la pelicula interfacial a la ruptura.

La velocidad a la que se produce la coalescencia es fuertemente dependiente de las
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interacciones coloidales entre las gotas, asi como también de las propiedades fisicoquimicas
de las peliculas interfaciales que rodean a las mismas. Como consecuencia, las estrategias
mds adecuadas para el control de la coalescencia son altamente dependientes del tipo de
emulsionante usado para estabilizar el sistema y de las condiciones ambientales. Estas
estrategias pueden dividirse convenientemente en dos categorias: las que evitan el contacto
de la gota y las que impiden la ruptura de las peliculas interfaciales que rodean las gotas.

o Prevencién del contacto entre gotas: La velocidad de coalescencia se puede disminuir

mediante la reduccion del tiempo de contacto entre gotas. Este tiempo se puede reducir por
diferentes maneras, incluyendo: (i) la disminucién de la frecuencia de colision y (ii) evitar
la floculacién, el cremado y el empaquetamiento de las gotas. La estabilidad frente a la
coalescencia se puede mejorar asegurando que haya una interaccion repulsiva
suficientemente grande para evitar que las gotas entren en estrecho contacto (variando el
tipo emulsionante, pH, fuerza i6nica).

o Prevencién de la ruptura de las peliculas interfaciales: La ruptura de la pelicula interfacial

depende de los cambios en su forma causados por la energia térmica o por fuerzas mecdnicas
aplicadas. La magnitud de estos cambios se rige por la tension y reologia interfacial. Cuanto
menor es la elasticidad de la interfase mds probable serd formar un hueco que conduce a la
ruptura de la pelicula. Por otro lado, se esperaria que las gotas con peliculas mds gruesas sean
mds estables a la coalescencia.

Cabe destacar que las proteinas son extremadamente eficaces en proporcionar proteccion
contra la coalescencia. La razon principal es que las proteinas adsorbidas son capaces de
producir emulsiones con tamafios pequefios de gotas y proporcionan fuertes fuerzas de
repulsion entre las mismas (debido a una combinacién de interacciones electrostaticas y
estéricas), la tension interfacial de sus peliculas es relativamente alta y ademds, forman

peliculas altamente resistentes a la ruptura.

49



Introduccion

1.6.6.4. Consideraciones tedricas

El comportamiento global de una emulsion frente a la estabilidad podria ser discutido en
términos de los potenciales de interaccion atractivos y repulsivos que existen entre dos gotas
proximas entre si. Los modelos tedricos muchas veces realizan numerosas suposiciones para
simplificar el tratamiento matemdtico y arribar a ecuaciones mds sencillas que puedan
describir el comportamiento de sistemas ideales. A pesar de que estas suposiciones no
siempre se cumplen en los sistemas reales, el andlisis de los diversos tipos de interacciones
que actian sobre las gotas de emulsion constituye una herramienta muy util para comprender
e interpretar los efectos producidos por distintos factores en muchas matrices alimentarias
(McClements, 1999).

Si consideramos un sistema de dos gotas de emulsion esféricas de radio r, separadas
entre si por una distancia h, el potencial total de interaccién (Urorar) entre ellas va a ser la
resultante de las contribuciones individuales de los distintos potenciales de interaccidon

atractivos (Ugractivo) Y T€pulsivos (Urepuisivo):

UTOTAL (h) = Uatractivo (h) + Urepulsivo (h) (EC 14)

A continuacion se describirdn brevemente los potenciales de interaccion més relevantes, para

luego poder discutir el comportamiento de nuestros sistemas en base a las expresiones

tedricas.

a) Potencial de Van der Waals

El potencial de interaccion de Van der Waals (Uwpy) entre dos gotas de emulsion esféricas

de igual radio r, separadas por una distancia h estd dado por la siguiente expresion:
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Uvpw (h)= -A [ __ 21 + 2r? +1In h’+4rh ] (Ec. 1.5)
6 h’+4rh  h’+4rh +4r° h” + 4rh + 4r°

donde A es la constante de Hamaker (McClements, 1999). Si se considera que las gotas estan

separadas por distancias cortas (h <<r), entonces la ecuacion anterior se simplifica:

Uvpw (h) = -A (EC 16)
12h

El potencial de interaccion de Van der Waals es siempre atractivo y promueve la agregacion

de las gotas de emulsion.

b) Potencial electrostatico

El potencial de interaccion electrostético estd dado por:
Ugieer (h) = 2 7goerr W, In(1+exp[-«h]) (Ec. 1.7)

donde g es la constante dieléctrica del vacio, er es la constante dieléctrica relativa de la
solucién que rodea las gotas, y4; es el potencial eléctrico en el plano de corte (conocido como
potencial zeta), y x es la inversa de la longitud de la doble capa eléctrica (Radford, &

Dickinson, 2004). Este dltimo pardmetro estd dado por:

k' '=[ekT-di)]" (Ec. 1.8)
2e’1 NA

donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, @y es la fraccion volumétrica de

aceite, e es la carga de un electrdn, I es la fuerza iénica y Nj es el niimero de Avogadro .
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Las interacciones electrostdticas son repulsivas si las gotas poseen cargas similares y
decrecen a medida que las gotas se alejan. A distancias cortas el potencial de atraccién de
Van der Waals es mucho mds fuerte que el potencial de repulsion electrostitica por lo que, en

estas condiciones, prevalece el acercamiento de las gotas (McClements, 1999).

¢) Potencial estérico
Las interacciones poliméricas estéricas surgen cuando las gotas de emulsion se acercan a una
distancia tal que las capas interfaciales comienzan a solaparse.

Este tipo de interaccién estd dada por dos tipos de contribuciones:

USTERIC (h) = Unix (h) + Ukslastic (h) (EC 19)

La contribucién de mezcla (Uy,x) estd relacionada con la interpenetracion de las colas de las
macromoléculas poliméricas adsorbidas a la interfase, producto del acercamiento de las
gotas, pero sin que tenga lugar la compresion de la pelicula interfacial. McClements (1999)

propone la siguiente ecuacidn para describir este potencial de interaccion:

Upix (h) = 4 2rkTm’ Ny vp* (Y2- %) (1- %2 h )? (Ec. 1.10)

Vs S
donde m es la masa de las cadenas poliméricas por unidad de area, o es el espesor de la capa
interfacial, y es el pardmetro de Flory-Huggins, 1 es el volumen parcial especifico de las
cadenas poliméricas y Vs es el volumen molar del solvente. En un buen solvente (y<0.5),
como en el caso del agua, el incremento de la concentracion de las cadenas poliméricas en la

zona de interpenetracion es termodindmicamente desfavorable ya que reduce el nimero de
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interacciones polimero-solvente, y conduce a una interaccién repulsiva entre las gotas de
emulsion.

La contribucién elédstica (Ugpgic) considera exclusivamente la compresion de la capa
interfacial que existe cuando se acercan dos gotas, sin que haya interpenetracion de cadenas

poliméricas. Jackel (1964) propuso un modelo empirico para evaluar este tipo de interaccion:

Uetastic (h) = 0.77E(Y2 6 - Y2 h)™? (r + J) h<& (Ec. 1.11)

Uelastic (h) =0 h>3 (Ec. 1.12)

donde E representa el médulo elastico de la capa adsorbida a la interfase. La compresion de
la pelicula interfacial implica una disminuciéon en la entropia configuracional de las
moléculas adsorbidas a la interfase. Este fendmeno es energéticamente desfavorable, por lo
que este tipo de interaccion es siempre repulsiva.

Cabe destacar que a distancias cortas entre las gotas, el potencial de repulsion estérico es de

mayor magnitud que el potencial de atraccion de Van der Waals.

d) Potencial de deplecion

El potencial de deplecion surge en sistemas donde las gotas de emulsion estdn rodeadas por
moléculas coloidales no adsorbidas a la interfase, que permanecen en la fase continua.
Cuando dos gotas se aproximan a una distancia equivalente al radio hidrodindmico de la
particula coloidal, se genera una region de exclusion entre las gotas. La concentracion del
hidrocoloide en esta zona de exclusion tiende a cero, mientras que en la fase continua tiene
un valor finito. Esto genera una diferencia de presion osmética que impulsa el solvente desde
la regién de exclusion hacia el seno de la fase continua, conduciendo a la agregacion de las

gotas de emulsién (McClements, 1999). Este potencial estd dado por:
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Upep (W)= - 2 7t Posm [2(1+1. ) +(1+h ¥ =3(1+r. ) (1+h )] (Ec. 1.13)

3 r 2r r 2r
donde Poswm es la presion osmotica que surge de la exclusion de las particulas coloidales y r.
es el radio hidrodindmico de la particula coloidal. La diferencia de presion osmética estd dada
por:

Posw=CRT (1 + NACV ) (Ec. 1.14)
M 2M

donde C, M y v son la concentracién, la masa molar y el volumen de las particulas
coloidales, respectivamente y R es la constante de los gases.
Como puede verse, este potencial de interaccion es siempre atractivo y aumenta con el

incremento de la concentracion de las particulas coloidales en la fase continua.

e) Potencial de interaccion total
El potencial total de interaccion entre dos gotas de emulsién asumido para nuestros sistemas

en estudio estd dado por:

UroraL (h) = Uypw (h) + UgLect (h) + Usteric (h) + Upgp (h) (Ec. 1.15)

1.7. Secado

Para la obtencién de microcdpsulas en polvo, las emulsiones multicapa que contienen
el componente bioactivo deben deshidratarse mediante un proceso de secado, de manera de

evaporar el contenido de agua de la fase continua. Las alternativas mds utilizadas para las
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operaciones de secado en la industria de alimentos son el secado por aspersion y el secado

por liofilizacién. A continuacion se describen brevemente estas dos técnicas.

1.7.1. Secado por aspersion
En un secadero por aspersion, un liquido o una suspension se atomiza en una corriente

de aire caliente para obtener una lluvia de finas gotas.

Aire
caliente

Boquilla
atomizadora
Suspension
a secar

1 Producto

seco

Figura 1.24. Esquema de un secadero por aspersion (o secadero spray).

El agua se evapora de dichas gotas con rapidez y se obtienen particulas secas de sélido que se
separan de la corriente de aire, con el mismo tamano y forma que las gotas atomizadas. El
flujo de aire y de liquido de la cdmara de aspersion puede ser a contracorriente, en paralelo, o
una combinacion de ambos.

Las gotas se forman al introducir el liquido en toberas de atomizacion o discos
giratorios de rociado de alta velocidad en el interior de una cdmara cilindrica. Es necesario

asegurarse de que las gotas o particulas himedas del s6lido no choquen ni se adhieran a las
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superficies solidas antes de que hayan secado. Por consiguiente, se emplean cdmaras bastante
grandes. Los sélidos secos salen por el fondo de la cdmara a través de un transportador de
tornillo. Los gases de escape fluyen hacia un separador de ciclén para filtrar las particulas
muy finas. Las particulas que se obtienen son muy ligeras y bastante porosas (Geankoplis,
1998).

El proceso de secado spray ha sido desarrollado en conexién con la produccion de
leche en polvo y actualmente es muy utilizado por la industria alimentaria para la obtencién

de ingredientes s6lidos (Gharsallaoui y col., 2007).

1.7.2. Liofilizacion

Algunos productos alimenticios que no deben calentarse, ni siquiera a temperaturas
moderadas para un secado comtin, se secan por liofilizacion. Por lo general, la sustancia que
va a secarse se congela exponiéndola a aire muy frio. En la liofilizacién por congelacion, el
agua se elimina como vapor por sublimacién del material congelado en una cdmara al vacio.
Después de que la humedad se sublima como vapor, éste se extrae con bombas de vacio
mecdnicas o eyectores de chorro de vapor (Dalgleish, 1990).

La liofilizacién da lugar a productos alimenticios de mayor calidad que con cualquier
método de secado, dado que tiene la ventaja de que las temperaturas bajas que se emplean
reducen al minimo las reacciones de degradacidén que casi siempre ocurren en los procesos
comunes de secado. Sin embargo, el secado por congelacién es una forma de deshidratacion
bastante costosa, debido a la velocidad lenta de secado y a la necesidad de usar vacio. Puesto
que la presion de vapor del hielo es bastante pequena, la liofilizacidén exige presiones muy
bajas o un alto vacio. Este proceso usualmente se realiza en cdmaras de vacio mantenidas a

100-1500 puHg (Ramirez-Navas, 2006).
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Desde el punto de vista del procesamiento, la liofilizaciéon puede ser considerada

como una secuencia de tres operaciones:

1) Congelacion a temperaturas por debajo del punto de congelacion.

2) Secado por sublimacién, a una presiéon mds baja que la correspondiente al punto triple y
desorcion del agua ligada.

3) Almacenamiento, que debe ser llevado a cabo en condiciones controladas y paquetes
opacos.

Durante la etapa de secado se distinguen, ademads, dos sub-etapas:

- Secado primario: es caracterizado por la presencia de agua congelada, la que
mayoritariamente es removida por sublimacion.

- Secado secundario: aparece una vez que no hay mds agua congelada en la matriz porosa y
la zona seca se extendi6 a todo el producto. Entonces el mecanismo de remocion de agua es
por eliminacién de agua ligada (mediana y débilmente ligada).

Dentro de las ventajas de esta técnica para la deshidratacion de alimentos se pueden
citar: la utilizacién de temperaturas de secado bajas (se minimiza el dafio térmico), la buena
retencion de sabores y aromas voldtiles y la facil rehidratacion del producto seco. Por otro
lado, también existen algunas desventajas, relacionadas con el elevado costo de la técnica, la
probabilidad de que puedan producirse dafios en la matriz alimentaria durante la congelacién
y el hecho de que algunos productos deshidratados por liofilizacién pueden poseer un mayor

grado de fotosensibilidad (Lombrafia, 2009).

1.8. Antecedentes en encapsulacion

Diversos componentes lipofilicos, tales como aceites de pescado, fitoesteroles y
limoneno, han recibido una creciente atencion en el ambito cientifico debido a los beneficios

que estos compuestos podrian aportar a la salud. (Chen y col., 2013).
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Las emulsiones aceite en agua (O/W) convencionales han sido utilizadas como
sistemas de liberacion controlada para encapsular PUFAs e incorporarlos a diferentes
productos l4cteos tales como leche, helados, yogurts y hamburguesas (McClements &
Decker, 2000; Chee y col., 2005; Lee y col., 2006). Varios autores han desarrollado
microcdpsulas a base de emulsiones proteicas (Chuan-He & Xin-Rong, 2013; Millqvist-
Fureby y col., 2001; Mis Solval, 2011; Taneja y col., 2013) y se ha reportado que las
proteinas del lactosuero serian eficaces como material de pared para la encapsulacion de
grasa de leche anhidra y de compuestos volétiles (Kiokias y col., 2007; McCrae y col., 1999).
Sin embargo este tipo de emulsiones son termodindmicamente inestables cuando se las
expone a ciertas condiciones de stress (calentamiento, enfriamiento, congelado, secado, pH
extremos y altas concentraciones de minerales) (McClements y col. 2007).

Por otro lado, los hidratos de carbono, especialmente azicares, como la glucosa y la
sacarosa, y polisacdridos como el almidon, maltodextrinas, pectinas y alginato, también se
han utilizado como materiales de pared en la obtencién de microcdpsulas (Krishnan y col.,
2005; Kenyon, 1995). Recientemente, el quitosano ha sido empleado para la encapsulacién
de farmacos lipofilicos, vitaminas y extractos de aceite de oliva (Ribeiro y col., 1999; Shi y
Tan, 2002; Kosaraju y col., 2006). No obstante, los hidratos de carbono no se pueden utilizar
como materiales de pared sin la presencia de un componente tensioactivo, ya que
generalmente no poseen propiedades emulsionantes (Bangs & Reineccius, 1988).

Por todo lo expuesto, existe una creciente tendencia a utilizar mezclas de biopolimeros
que permitan aumentar la eficiencia de encapsulacion y la vida util de las microcdpsulas, a
través del diseio de emulsiones multicapa (McClements y col., 2007). Este tipo de
emulsiones consiste en pequefias gotas de aceite dispersas en un medio acuoso, rodeadas por
una nanopelicula interfacial compuesta por un agente emulsificante y una o varias capas

sucesivas de polimeros ensambladas por interacciones electrostaticas (McClements & Li,

58



Introduccion

2010). La posibilidad de poder controlar racionalmente las propiedades de estos
recubrimientos interfaciales biopoliméricos aplicando herramientas de disefio e ingenieria,
proporciona un amplio margen para mejorar la funcionalidad y estabilidad de los mismos.
Ademds, debido al efecto directo de la composicion de la pelicula interfacial sobre la
eficiencia de encapsulacion, la estabilidad de las cdpsulas y la proteccién del compuesto
bioactivo; la seleccion del material de pared constituye un paso muy importante en el proceso
de microencapsulacion (Pérez-Alonso y col., 2003).

Klein y col. 2010 reporté que las emulsiones O/W de aceite de canola obtenidas
mediante el empleo de mezclas de goma ardbiga-WPI mostraron un aumento significativo de
la estabilidad frente al incremento del tamafio de gota que la aportada por cada uno de los
biopolimeros por separado. Por su parte, Klinkesorn y col. 2005 demostré que las
microcdspulas obtenidas a través de emulsiones multicapa O/W preparadas con lecitina y
quitosano exhibieron una mayor estabilidad frente al deterioro oxidativo que las obtenidas
por el empleo de emulsiones monocapa con lecitina sola. Ademas, se ha evidenciado que la
adicion carbohidratos de bajo peso molecular a las emulsiones multicapa formuladas, podria
mejorar la estabilidad de las mismas frente a los procesos de deshidratacion aplicados para la
obtencion de las microcdpsulas. Ciertos estudios han demostrado que la combinacién de
proteina de suero ldcteo con lactosa limita de manera significativa la difusion del material del
nicleo a través de la pared, lo que conduce a una alta eficiencia de microencapsulacién
(Rosenberg & Sheu, 1996; Moreau & Rosenberg, 1996). Las maltodextrinas y las dextrinas
ciclicas altamente ramificadas en combinacidn con proteinas de suero se han utilizado como
materiales de pared para la microencapsulacién de aceite de pescado (Kagami y col., 2003).

En la bibliografia existe una gran variedad de sistemas propuestos para encapsular
agentes bioactivos lipofilicos, empleando distintas mezclas de materiales biopoliméricos. Sin

embargo, la mayoria de los trabajos se ha centrado en la encapsulacion de aceites de pescado,
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como principal fuente de omega-3, mientras que los reportes acerca de la encapsulacion de
aceites vegetales ricos en PUFAs, tales como el aceite de lino, son escasos. A pesar de que
ambos aceites son ricos en dcidos grasos poliinsaturados, no poseen la misma composicion.
Algunos trabajos encontrados en la literatura han reportado un contenido de hasta un 33% de
omega-3 en aceites de pescado (Aghbashlo y col., 2012; Drusch y col., 2008), mientras que
el aceite de lino estd compuesto por una fraccién mayor al 50% de 4cido alfa-linolénico. Si
bien el comportamiento de estos aceites frente a la microencapsulacion podria mostrar
tendencias similares, no es posible asegurar que presentardn el mismo comportamiento
durante el almacenamiento de las cdpsulas. Esta observaciéon constituye la principal

motivacion del presente proyecto de investigacion.

1.9. Justificacion de la investigacion

Con el fin de obtener microcdpsulas de aceite de lino formuladas como un aditivo en
polvo, el presente trabajo de tesis plantea el estudio sistemdtico del comportamiento
fisicoquimico de interaccién de los biopolimeros y de los procesos de emulsificacion para
poder disefiar sistemas de encapsulamiento y liberacion eficientes y con una relaciéon
costo/beneficio adecuada. Desde un punto de vista nutricional y tecnolégico, las proteinas de
suero lacteo brindan la posibilidad de satisfacer el requerimiento creciente de la
incorporacion de nuevos ingredientes funcionales en el dmbito de la produccion de alimentos.
Estos productos se comercializan bajo la forma de concentrados (WPC 35, 50, 70, 80) y
aislados proteicos (WPI 90). La produccién de WPC por parte de industrias regionales y
nacionales ha tenido un aumento creciente en los dltimos afios. Se estima que en Argentina
existen aproximadamente doce importantes plantas procesadoras de sueros de lecheria, la
mayor parte localizadas en la zona pampeana. Las dos firmas mds importantes por su

capacidad de procesamiento son AFISA (Sociedad formada entre Sancor y la cooperativa
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danesa Arla Foods Ingredients), con una planta en la localidad cordobesa de Portefa; y
Remotti, con plantas en Cérdoba, Santa Fe y Buenos Aires. Otras son: Mastellone Hnos.,
Milkaut, Garcia Hnos., Sobrero y Cagnolo, Cotapa, Arcolen, Williner, Saputo, Cooperativa
de James Craik y Lacteos Conosur. Sin embargo, en Argentina no se produce actualmente
WPIL Los avances en el desarrollo de nuevos ingredientes a partir de las proteinas del
lactosuero podrian diversificar y aumentar su utilizacién ya que, en plena cuenca lechera, los
volumenes de suero lacteo que se generan como remanente de la industria quesera siguen
siendo muy grandes. Es por eso que las industrias l4cteas deberian invertir cada vez mds en
plantas de recuperaciéon de suero, de produccion de WPI y de obtencidon de las distintas
fracciones proteicas que posee el lactosuero.

En este contexto, se propuso la utilizacién de las proteinas del suero licteo como
sistema proteico de estudio, ya que presentan muchas cualidades que las hacen muy
versatiles para ser utilizadas en la formulacién de alimentos, entre las cuales se destacan su
alto valor nutricional (aporte de aminodcidos esenciales), y sus excelentes propiedades
funcionales (capacidad de estabilizar emulsiones y espumas, formar geles) y organolépticas.
(Foegeding y col. 2002, Molina Ortiz y col., 2004; Dalgleish y col., 1997).

A nivel mundial, se ha desarrollado la microencapsulacion de aceite de pescado (como
principal fuente de ®-3) y se han obtenido productos en polvo, internacionalmente conocidos
como DMFO (dried microencapsulated fish oil). El método industrial mds utilizado por
distintas empresas (Basf, Roche y Clover) es la preparacion de una emulsion aceite en agua
(O/W) que luego es secada por aspersion. Existe otra tecnologia que, aunque menos
difundida, reivindica la obtencién de productos con contenidos de aceite encapsulado
mayores (entre el 50 y el 80%). Este método comprende la aplicacién de la tecnologia de
emulsiones multicapa, un proceso mds versitil en cuanto al tipo de producto obtenido,

empleada por la empresa Ocean Nutrition (Canadd), lider en la produccién de concentrados
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de -3 de aceite de pescado. Las emulsiones son luego secadas por aspersiéon para la
obtencién de un producto en polvo. Algunos alimentos disponibles en el mercado mundial
que ya se han enriquecido con DMFO son: pan, cereales, pastas, yogures, polvos dietéticos,
galletitas, tortas, jugos en polvo, entre otros.

El desarrollo de estos ingredientes funcionales se debié principalmente a que la dieta
habitual en los paises occidentales suele ser baja en omega-3. Los factores mds relevantes
involucran el alto costo del pescado, la bioacumulacién de Hg en esta especie y la existencia
de sectores en la poblacién que descartan el consumo de pescado ya sea porque les desagrada
su sabor o porque eligen una dieta vegana (Walker y col., 2014).

Por otro lado, la utilizacién del aceite de lino como suplemento nutricional ain no ha
sido explotada, aunque en este dltimo el contenido de PUFAs representa un porcentaje mayor
(57%) que en el aceite de pescado. Si bien este aceite ha sido ampliamente utilizado para la
fabricacion de pinturas y barnices, su uso en la produccién de alimentos funcionales atn se
encuentra limitado debido a su elevada tasa de oxidacién. En este sentido, el desarrollo de
nuevas técnicas de encapsulacion contribuiria enormemente a la revalorizacion del cultivo de
lino en Argentina, que en los dltimos afios ha sido marginado por la siembra de soja.
Ademads, esta tecnologia podria ser transferida para la encapsulacion de otros tipos de aceites

Por lo expuesto aqui, la presente tesis propone una estrategia alternativa para realizar
innovaciones en esta drea, abordando el disefio de emulsiones multicapa para la obtencion de
microcdpsulas de aceite de lino que, a futuro, puedan ser incorporadas en distintas matrices
alimentarias. Esta tecnologia, contribuiria al desarrollo de la region, incrementando el valor
agregado de materias primas locales (proteinas licteas y aceites vegetales), y promoviendo

ademds la insercion y el posicionamiento dentro del mercado de los alimentos funcionales.
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En la presente tesis doctoral se propone como Objetivo general:

Estudiar del proceso de microencapsulacion de aceite de lino, utilizando el método de
emulsificacion multicapa a través de la formacion de un film interfacial promovido por
interacciones electrostdticas entre una proteina y un polisacdrido, con el fin de obtener un

aditivo en polvo a escala laboratorio.

Ademds, se proponen como Objetivos especificos:

v Estudiar las interacciones macromoleculares entre proteinas del suero lacteo vy
polisacdridos en el seno de solucidn acuosa a través del efecto de las modificaciones del
medio acuoso (pH, concentracion total de biopolimeros, relacion proteina-polisacarido)
sobre estos fendmenos.

v Estudiar los factores que afectan la estabilidad de emulsiones multicapa (pH,
concentracion de proteina, concentracion de alginato de sodio, concentracién de
maltodextrina y temperatura de congelamiento)

v Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas y la estabilidad oxidativa de las

microcapsulas en polvo obtenidas por liofilizacion.
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3.1. Materiales

Se utilizé un aislado de proteinas de suero licteo (WPI) provisto por Davisco Food
Internacional Inc. (Minnesota, Estados Unidos) como sistema modelo, ya que el aislado
contiene una mayor concentraciéon de proteinas y menor cantidad de impurezas (lactosa,
sales, grasa) que el concentrado proteico (WPC). La composicion centesimal informada del
WPI es: 96.18% de proteinas en base seca, 0.2% de grasa, 1.9% de cenizas y 5.57% de
humedad. La muestra comercial de alginato de sodio (AS) (PM 135 kDa) fue provista por
Cargill (Buenos Aires, Argentina), siendo su composicion: 73.25% de carbohidratos en base
seca, 14% de humedad, 23% de cenizas (9300 mg/100 g de Na" y 800 mg/100 g de K). La
muestra de maltodextrina (DE 15) fue provista por Productos de Maiz SRL.

En los estudios de las interacciones macromoleculares proteina-polisacdrido en fase
acuosa, se utilizé glucono-6-lactona (GDL) comercial obtenida en Sigma Aldrich (St. Louis,
Estados Unidos), con una pureza minima de 99.9% (PM 178.14 g/mol).

Para los ensayos preliminares se utiliz6 aceite de girasol comercial. El aceite de lino fue
adquirido en Sigma Aldrich (St. Louis, Estados Unidos) y fue utilizado sin purificacion
(densidad: 0.93, indice de refraccion: 1.48).

Para evaluar la estabilidad oxidativa del aceite de lino en el tiempo, se utilizaron
reactivos de alta pureza adquiridos en MERCK (cloroformo, metanol, isopropanol, sulfato de
hierro, tiocianato de amonio, acido tricloroacético, acido tiobarbitirico).

Todos los demds reactivos utilizados fueron de grado analitico.

3.2. SECCION I: Estudio de las interacciones proteina-polisacarido en fase acuosa

En esta primera seccién se prepararon sistemas mixtos WPI/AS y se estudioé el
comportamiento de interaccion macromolecular en soluciéon de los biopolimeros en

condiciones de pH variable y a distintas relaciones WPI:AS, mediante mediciones de
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Transmitancia y espectroscopia de absorcion y fluorescencia.

3.2.1. Preparacion de las soluciones y mezclas

La preparacion de todas las soluciones madre (AS y WPI) se realiz6 utilizando agua
ultrapura Milli-Q a la cual se le agregé azida sédica al 0.01% p/p para evitar el desarrollo
microbiano. Posteriormente, las mismas se conservaron a 4°C hasta el dia de su utilizacion.
Ademads, todas las soluciones se prepararon con un dia de anticipacion previo a la realizacién
de las mediciones, para promover la hidrataciéon completa de los biopolimeros.

La muestra de AS fue dispersada en agua con agitacién a 800 rpm y 70°C durante 35
min, hasta disoluciéon completa. Luego se dejé enfriar a temperatura ambiente y se ajusté el
pH a7 con HCI 0 NaOH 0.1 M, segtin correspondiera.

Las soluciones de WPI fueron preparadas a partir de la disolucién de la muestra en
polvo en agua Milli-Q, agitando a 800 rpm a temperatura ambiente (25-27°C) durante 1 h,
hasta disolucién completa. Luego se ajusté el pH a 7 con HCI y/o NaOH 0.1 M.

Por otra parte, los sistemas mixtos de WPI/AS fueron preparados en distintas
relaciones WPL:AS (2:1, 4:1 y 6:1) mezclando volimenes apropiados de cada solucién de
manera de mantener una concentracion total de biopolimeros de 0.3% p/p, la cual fue
constante para todos los sistemas. Una vez obtenidas las mezclas de biopolimeros se ajusto el
pH a 7 (o a 4, segun correspondiera) con HCl y/o NaOH 0.1 M. A estas mezclas se le
realizaron determinaciones de absorbancia UV-Vis y de fluorescencia tanto intrinseca como

extrinseca, tal y como se detalla en las secciones 3.2.3 y 3.2.4.

3.2.2. Comportamiento de interaccién dinamico entre los biopolimeros en funcién del pH

Para estudiar el comportamiento dindmico de interaccion entre los biopolimeros frente

a cambios de pH, se adicioné GDL (0.35% p/p) a los sistemas mixtos WPI/AS (inicialmente
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a pH 7) y se realizaron, en simultdneo, mediciones de Transmitancia a 850 nm (Turbiscan
TM 2000, France) y de pH (Sper Scientific, USA) en funcién del tiempo. La GDL
normalmente sufre una hidrdlisis parcial a dcido glucénico cuando se disuelve en un medio
acuoso, y se van liberando protones (H") que van produciendo una disminucién gradual del

pH en el tiempo.

3.2.2.1. Determinacion de pH

Las mediciones de pH se realizaron con un pH-metro Sper Scientific (Estados
Unidos), equipado con una sonda de temperatura y un electrodo de pH Broadley James
(calomel). Los datos se registraron cada dos minutos y el rango de pH sobre el que se trabajo

fue de 7 a 3.2 (aproximadamente). Los ensayos se realizaron al menos por duplicado.

3.2.2.2. Medicion de Transmitancia

En paralelo a la determinacion de pH, se realizaron mediciones Transmitancia de las
mezclas WPI/AS en funcién del tiempo. Para ello se utiliz6 un analizador vertical de

dispersiones coloidales Turbiscan TMA 2000 (Formulaction, Tolouse, Francia).

Detector de
Fuente Transmitancia
de luz
Detector de

Backscattering

Figura 3.1. Principio de medicion del analizador vertical de dispersiones
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La muestra a analizar (7 mL) se coloca en una celda cilindrica de vidrio y, para cada
tiempo, es escaneada en toda su longitud por un cabezal 6ptico cuya fuente de luz es un diodo
electro luminiscente en el infrarrojo cercano (A=850 nm). Simultdneamente, dos sensores
Opticos sincronizados registran respectivamente la luz transmitida a través de la muestra
(180° de la luz incidente), y la luz retrodispersada (45° de la radiacién incidente) (Fig. 3.1)
cada 40 pm a lo largo de la celda, en una longitud méxima de 80 mm. Los datos fueron
registrados cada 2 min para cada sistema, durante un periodo de 24 h.

Estos datos se representan mediante el software del equipo, en curvas de

Transmitancia (T%) y/o Backscattering (BS%) en funcion de la altura de la muestra (mm).

Transmission 0:00
100% 0:24
= o
I 1:35
50% i 159
S 2:23
2:47
0% 3:11
\ \ 3:52
Omm 20mm 40mm 60mm 5:52
Back Scattering 752
100% 9:52
11:52
13:52
| 15:52
i t 1752
A | 19:52
21:52
23:52

50%

0%

Omm 20mm 40mm 60mm

Figura 3.2. Perfiles de Transmitancia y de Backscattering de luz en funcién de la altura del
tubo, obtenidos por el equipo Turbiscan para una mezcla WPIL:AS en relacién 6:1. Cada curva
corresponde a una medicidén tomada a un determinado tiempo. La curvas azules corresponden
a los primeros tiempos, luego siguen las curvas verdes y, finalmente, la curva roja

corresponde a la dltima medicidn.
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Los escaneos se repiten a lo largo del tiempo, cada uno proveyendo una curva, y todas
las curvas se superponen en una misma grafica para mostrar la desestabilizacion del sistema.
Este modo de andlisis completo permite la deteccion de los fenémenos de migracion y de
variacion de tamafio promedio de particulas. En la Fig. 3.2 se presenta un perfil de
desestabilizacion tipico obtenido para un sistema mixto WPI/AS.

Dado que todos los sistemas mixtos WPI/AS evaluados fueron translicidos, en esta

etapa experimental se trabajo con los perfiles de Transmitancia arrojados por el Turbiscan.

3.2.2.3. Construccion de curvas de Transmitancia (%) vs pH

De los perfiles de Transmitancia en funcién de la longitud del tubo, obtenidos para cada
sistema mixto WPI/AS, se determiné un valor promedio del %T registrado a lo largo de toda
la muestra para cada tiempo. Para ello se empled el software del equipo y se obtuvieron
curvas de Transmitancia en funcién del tiempo. Con estos datos y los obtenidos en el
apartado 3.2.2.1, se construyeron curvas de Transmitancia en funciéon del pH para cada

mezcla WPI/AS, tal y como se muestra en la Fig. 3.3.

Figura 3.3. Curva tipica de Transmitancia (%) a 850 nm en funcién del pH de una mezcla

0.2% p/p WPLy 0.1% p/p AS.
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3.2.3. Espectroscopia de absorcion

Se utiliz6 la espectroscopia de absorciéon UV/Vis a una longitud de onda de 400 nm,
como una medida de la Turbidez de los sistemas mixtos WPI-AS preparados a pH 7 y a pH 4,
respectivamente (Vardhanabhuti y col., 2009). Las muestras fueron colocadas en cubetas de
cuarzo de 1 cm de camino 6ptico y se analizaron en un espectrofotdmetro UV-Vis Lambda-
20 Perkin-Elmer (Norwalk, Estados Unidos). Los datos de densidad dptica se registraron a

temperatura ambiente y, al menos, por duplicado.

3.2.4. Espectroscopia de fluorescencia

Los estudios de fluorescencia tanto intrinseca como extrinseca de los sistemas mixtos
WPI/AS en distintas relaciones WPLAS (2:1, 4:1 y 6:1) se realizaron en un
espectrofluorémetro F2000 (Hitachi, Japon) equipado con una cubeta de cuarzo de 1 cm de
camino optico. Para las mediciones de intensidad de fluorescencia intrinseca del Triptéfano
(Trp) se utiliz6 una longitud de onda de excitaciéon de 295 nm (Albani, 2004), para evitar la
excitacion de los residuos de Tirosina presentes en las proteinas. Los espectros de emision se
registraron en el rango 250-450 nm, y de alli se identificé la maxima intensidad de emision
de fluorescencia (IFry) y la longitud de onda correspondiente al mdximo de emision (Atrp).
Las mediciones de fluorescencia extrinseca se determinaron con la sonda hidrofébcia dcido
anilino-8-naftalen-sulfénico (ANS), de acuerdo al método descripto por Perez y col., 2009.
Los espectros de emision se registraron en el rango 400-600 nm, de los cuales se identifico la
maxima intensidad de emision de fluorescencia (IFans) y la longitud de onda correspondiente

al maximo de emision (Aans).
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3.3. SECCION 1II: Estudio de las variables que afectan la formacion y estabilidad de

emulsiones

Para estos estudios se prepararon, por un lado, emulsiones monocapa (emulsién
primaria con WPI) y se evalud el efecto de la concentracion de proteina y de las condiciones
de sonicacién sobre la estabilidad de las mismas. Por otro lado, una vez elegida la
concentracion de WPI y las mejores condiciones de sonicacién, se prepararon emulsiones
multicapa (emulsién secundaria WPI-AS) y se evalud su estabilidad frente a distintos pH y
concentraciones de AS. Finalmente, se selecciond la concentracion de AS y el valor de pH
que producian las emulsiones mds estables y se prepararon emulsiones secundarias WPI-AS
con el agregado de MDX (un polisacdrido neutro que permanece en solucién en la fase
continua), para estudiar el efecto crioprotector de esta macromolécula frente al congelamiento
de las emulsiones a distintas temperaturas. A continuacion se detallan las técnicas utilizadas

para cada estudio.

3.3.1. Preparacion de emulsiones monocapa (emulsiones primarias)

3.3.1.1. Efecto de la concentracion de WPI y de las condiciones de sonicacion

En estos ensayos preliminares, se utiliz6 aceite de girasol como de fase oleosa para la
puesta a punto de la concentracion de proteina y de las condiciones de sonicacion. El aceite
de girasol fue elegido para esta primera etapa dado que necesitdbamos disponer de un aceite
que tuviera una produccién constante y que posea propiedades fisicas similares al aceite de
lino (densidad, indice de refraccidn, viscosidad).

En primer lugar, se prepararon emulsiones primarias mezclando 10% de fase oleosa
(aceite de girasol) y 90% de una solucién acuosa de WPI (1, 1.5 y 2% m/m) a pH 7, mediante
agitacion en un Waring Blender (2 min) a la médxima velocidad. Para disminuir el tamafio de

gota, estas pre-emulsiones fueron luego sometidas a un paso de sonicacion en un procesador
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ultrasénico Vibra Cell Sonics, modelo VCX 750 (frecuencia 20 kHz) (Connecticut, USA),
variando las condiciones de amplitud (AMP) y tiempo: 50% AMP-150 s; 75% AMP-150 s;
100% AMP-100 s. Para este dltimo paso, se empled una sonda de aleacidn de titanio de 13
mm de didmetro. Las emulsiones fueron sonicadas a temperatura controlada por un bafio de
hielo. Este procedimiento para la obtencion de las emulsiones se eligié dado que se pretendia
alcanzar un tamafio de gota similar al obtenido por un homogeneizador de vélvula a alta
presion, ya que éste es uno de los equipos mds utilizados por la industria alimentaria. Sin
embargo, dado que no se contaba con un homogeneizador como éste que trabajara a escala
laboratorio, se opt6 por utilizar una combinacién de equipos (Waring Blender + Sonicador)
para alcanzar el tamafio de gota deseado.

Todas las emulsiones fueron preparadas al menos por duplicado y fueron evaluadas
inmediatamente luego de ser preparadas. Las mismas fueron caracterizadas mediante
microscopia optica (3.3.3.4), determinacion de proteina remanente en fase acuosa (3.3.3.3) y

estudios de estabilidad coloidal realizados mediante el empleo del equipo Turbiscan (3.3.3.5).

3.3.2. Preparacion de emulsiones multicapa (emulsiones secundarias)

3.3.2.1. Influencia de la concentracion de AS y del pH

Se prepararon emulsiones primarias mezclando 20% de fase oleosa (aceite de lino) y
80% de una solucién acuosa de WPI al 2% p/p, mediante agitacion en un Waring Blender (2
min) a la maxima velocidad, seguida de un paso de sonicacién (75% AMP-150 s) en un
procesador ultrasénico Vibra Cell Sonics, modelo VCX 750 (frecuencia 20 KHz)
(Connecticut, USA). Seguidamente, los sistemas resultantes se diluyeron mediante el
agregado de una solucién de AS, ajustdndose el pH a distintos valores (7, 6, 5, 4) mediante el
agregado de HCI 2N. De esta manera, se obtuvieron emulsiones secundarias con la siguiente
composicion final: 10% aceite, 1% WPI, 0.125-0.25% AS. Todas las emulsiones fueron
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preparadas al menos por duplicado y fueron evaluadas inmediatamente luego de ser

preparadas de acuerdo a las técnicas detalladas en el apartado 3.3.3.

3.3.2.2. Influencia de la concentraciéon de MDX y de la temperatura de congelamiento

En este apartado se incorporé MDX a la formulacién de emulsiones, para evaluar su
efecto crioprotector durante el congelamiento. En primer lugar, se prepararon soluciones
mixtas de 2% WPI y 0-40% MDX a pH 7. Las emulsiones primarias se obtuvieron
mezclando 20% de aceite de lino con 80% de una solucién acuosa mixta de WPI-MDX, en
las mismas condiciones descriptas anteriormente. Luego del paso de sonicacidn, los sistemas
se diluyeron con el agregado de una solucién de AS y se ajust6é el pH a 5 con HCI 2N. La
composicion final de las emulsiones secundarias fue: 10% aceite, 1% WPI, 0.25% AS y 0-
20% MDX. Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de estos sistemas, los
mismos se almacenaron durante 7 dias a -18°C y a -80°C. Transcurrido ese periodo, se
incubaron durante 2 h en un bafio a 20°C, e inmediatamente fueron evaluados mediante
determinaciéon de tamafios de gota (3.3.3.1), potencial zeta (3.3.3.2), estabilidad coloidal

(3.3.3.5) y observacion al microscopio 6ptico (3.3.3.4).

3.3.3. Caracterizacion de emulsiones

3.3.3.1. Distribucion de tamaios de gota

Se realizaron determinaciones de distribucién de tamafios de gota por dispersion de
luz estdtica (SLS) en un equipo de difraccion ldser Mastersizer 2000 con una unidad de
dispersion Hydro 2000MU, provisto con un ldser He-Ne (633 nm) (Malvern Instruments,
Worcestershire, Inglaterra). Para realizar las correspondientes diluciones de los sistemas a
analizar, se empled agua bidestilada libre de particulas. La velocidad de la bomba se varié

entre 900 -1500 rpm y para las mediciones se utilizaron los indices de refraccion de la fase
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dispersa (1.478) y de la fase continua (1.33). El rango de medicién del equipo varia entre 0.1-
1000 um. El tamafio de gota se reporta mediante el didmetro medio de la distribuciéon de
particulas en volumen (D43:Znidi4/2nidi3 ) y el didmetro medio de Sauter (D32:Znidi3/2nidi2)
que tiene la misma relacion superficie/volumen que toda la poblacién de gotas, donde n; es el
nimero de gotas de didmetro d; (Camino y col., 2012). Los pardmetros de polidispersidad y
de 4rea superficial especifica (SSA) que se obtuvieron mediante el software también se

reportaron. La polidispersidad representa el ancho de la distribucion y se calculé como:

Polidispersidad = (Dg.9-Do 1) / Do s (Ec. 2.1)

donde 90, 10 y 50% es el porcentaje de gotas con didmetros menores o iguales a Dgg, Do y
Dy s respectivamente.
El area superficial especifica (SSA) se calculé mediante el pardmetro D3, utilizando la

siguiente ecuacion:

SSA=6¢ (Ec. 2.2)
D3>

donde ¢ representa la fraccion de aceite en la emulsién. Las mediciones de tamafio de

particula se informaron como el promedio y la desviacion estdndar de diez mediciones.

3.3.3.2. Determinacion del potencial zeta

Para determinar la carga neta superficial de las gotas de emulsion, se realizaron
mediciones de potencial zeta a un dngulo fijo de 17°. Para ello, se emple un equipo Zetasizer
Nano-Zs (Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra). La emulsién fue previamente

diluida 1/1000 con agua bidestilada y luego fue inyectada en una celda capilar provista de dos
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electrodos a cada lado (Fig. 3.4) para medicién de movilidad electroforética.

Electrodo(|® | | ©l)Electrodo

Capilar — We

Figura 3.4. Celda capilar con electrodos a cada lado (Malvern Instruments Ltd. 2013)

El potencial zeta se determind midiendo la direccién y velocidad de las particulas al
aplicar un campo eléctrico a 25°C. Las mediciones de potencial zeta se informan como el

promedio y la desviacion estdndar de cinco determinaciones.

Fundamento teorico

Cuando se aplica un campo eléctrico a la muestra diluida contenida en la celda, las
particulas cargadas migrardn hacia el electrodo con carga opuesta. Durante este movimiento,
la resistencia viscosa del medio se opondré a la fuerza del campo eléctrico que actia sobre las
particulas cargadas. Cuando se alcanza el equilibrio entre estas fuerzas opuestas, las
particulas se mueven a una velocidad constante. Esta velocidad se denomina movilidad
electroforética (Ug), la que estd relacionada con el potencial zeta, mediante la ecuacién de

Henry:

Ug=2¢C( f(ka) (Ec. 2.3)
3n
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donde € es la constante dieléctrica, C es el potencial zeta, f (ka) es la funcién de Henry y 1 es
la viscosidad. En medio acuoso y con baja concentraciéon de electrolitos, se usa una
aproximacion de f (ka) = 1.5 (aproximaciéon de Smoluchowsky).

El desarrollo de una carga neta en la superficie de una particula afecta la distribucién
de iones de la region interfacial circundante. Esto resulta en un aumento de la concentracion
de iones de carga opuesta a la particula que estdn cercanos a la superficie. Asi, una doble

capa eléctrica se genera alrededor de cada particula (Figura 3.5).

'w—-i Doble capa
\ eléctrica
* E Plano de
O ' deslizamiento

Particula con carga
superficial negativa

Capa de Stern
-100

Capa difusa

Potencial de superficie
Potencial de Stern

mV

Potencial Zeta

Distancia a la superficie de la particula

Figura 3.5. Esquema de una particula cargada y de la doble capa que la rodea.

La capa de liquido que rodea a la particula estd comprendida por dos partes: una
region interna (capa de Stern) donde los iones estdn fuertemente ligados, y una region externa

(capa difusa) donde los iones estan ligados mas débilmente. Existe un limite imaginario que
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termina en la capa difusa, donde los iones y la particula forman una entidad estable (doble
capa eléctrica).

Cuando una particula se mueve, lo hace con los iones que conforman la capa de Stern
y la difusa, pero los iones que se encuentran fuera del limite no se mueven con la particula.
El potencial correspondiente a este limite (superficie de cizallamiento hidrodindmico) se
conoce como potencial zeta (Figura 3.5).

La magnitud del potencial zeta es un indicador de la estabilidad del sistema coloidal
en estudio. Las particulas con potencial zeta mds positivos que +30 mV o més negativos que -

30 mV se consideran estables (Malvern Instruments Ltd., 2014).

3.3.3.3. Determinacion de biopolimeros no adsorbidos en la interfase aceite-agua

Transcurrido un periodo de 24 h de almacenamiento a temperatura ambiente, las
emulsiones se centrifugaron a 20000 g y 10°C durante 30 min (Heal Force, Neofuge 18R,
China). A la fracciéon de suero recuperada, se le determiné: (i) concentracion de proteina
remanente en la fase acuosa (no adsorbida en la interfase aceite-agua) mediante absorbancia
UV a 280 nm (Aitken & Learmonth, 1996), a partir de la correspondiente curva de calibrado,
y (i1) concentraciéon de polisacdrido remanente en solucion a través del método del fenol-
sulfirico utilizado por Dubois y col. (1956) para azicares reductores. Para esta tultima
técnica, a una cantidad de 60 a 70 pg de polisacdrido (2 mL de fase acuosa diluida), se
agregaron 50 uL de fenol al 80% p/p, luego 5 mL de 4cido sulfirico concentrado y se dejo
reposar durante 20 min. Luego se midié la absorbancia de la muestra a 485 nm y la
concentracion de alginato de sodio se determiné mediante una curva de calibrado realizada

con soluciones del polisacdrido de concentraciones conocidas.
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3.3.3.4. Microscopia optica

Los sistemas se agitaron adecuadamente antes de realizar la microscopia, para
garantizar la homogeneidad de la muestra. Luego se colocé una gota de emulsion fresca entre
un porta y un cubreobjetos y se observd en un microscopio éptico convencional en un
aumento 40X (Leica Microsystems, Alemania). Durante la observaciéon de los sistemas, se

seleccionaron varios campos y se tomaron fotografias de los mds representativos.

3.3.3.5. Estabilidad de emulsiones

Para evaluar la estabilidad de las emulsiones y detectar fendmenos de migracion y de
variacion del tamafio promedio de gota, se utiliz6 el equipo Turbiscan TMA 2000
(Formulaction, Tolouse, Francia). De manera similar a la descripta anteriormente, 7 mL de
emulsion fueron transferidos a un tubo de vidrio, y se registraron medidas de Backscattering
y de Transmitancia en funcién del tiempo, durante un periodo de 7 dias. Los perfiles de
Backscattering permiten evaluar el movimiento de las gotas de emulsion desde el tiempo
inicial (t=0), mientras que los perfiles de Transmitancia proporcionan informacién acerca de
la separacion de fases macroscopica entre el suero y la crema (Huck-Iriart y col., 2013). Para
visualizar mejor los cambios producidos en los sistemas evaluados, es 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 (Fig 3.6). De esta manera pueden analizarse
mejor las variaciones producidas en relacion al estado inicial.

Los perfiles obtenidos para cada sistema se analizaron empleando el software del
equipo y de alli se obtuvo:

(i) El indice de cremado, expresado como:

Indice de cremado = Hy/Hr*100 (Ec.2.4)
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donde Hg: 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. Hg fue obtenido de los perfiles de Transmitancia,
midiendo el ancho del dltimo pico (ubicado en la zona de clarificacion) al 50% de la altura
total del pico. En el caso de que no se observara Transmitancia transcurrido los 7 dias de
andlisis, se consideré Hg=0. Hy también se obtuvo de los perfiles de Turbiscan, midiendo la

altura total de la emulsién al tiempo inicial (t=0).

Delta Back Scattering
30%

Crema
20%

Clarificacion

Incremento del
tamano de gota

50mm

Figura 3.6. Perfil de Backscattering obtenido en el equipo Turbiscan (en modo referencia),
correspondiente a la desestabilizacion de una emulsion 10% aceite, 1% WPI 0.125% AS pH

7. Cada curva de color corresponde a una medicion realizada a un determinado tiempo.

(ii) La variacién del valor promedio del A%BS en la zona media de los perfiles (25-35 mm)
en funcién del tiempo, como una medida de la variacion del tamafio de gota (Fig. 3.6).

(iv) La variacion del ancho de pico de clarificacion del perfil de Backscattering en funcién
del tiempo, como una medida de la cinética de migracion de las gotas.

(ii1) El tiempo de retardo, correspondiente al periodo de latencia que precede a la separacion
de fases (Lizarraga y col., 2008).
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Determinacion de coalescencia

Transcurrido un periodo de 24 h de almacenamiento a temperatura ambiente, las
emulsiones se centrifugaron a 20000 g y 10°C durante 30 min. (Heal Force, Neofuge 18R,
China). En la parte superior de la fase crema se determiné la cantidad de aceite liberado por

pesada. El porcentaje de aceite separado se calculé mediante la siguiente férmula:

% Coalescencia = (m;/my) . 100 (Ec. 2.5)

donde m;: masa de aceite separado luego de la centrifugacion y mj: masa de aceite

adicionada a la emulsion (Santiago y col., 2005).

3.4. SECCION III: Obtencién y caracterizacion fisicoquimica de las microcépsulas en polvo

En esta seccion se obtuvieron las microcdpsulas de aceite de lino por liofilizacion de
las emulsiones multicapa previamente estudiadas, a las cuales se les evaluaron los siguientes
parametros: eficiencia de encapsulacion (3.4.4), actividad de agua (3.4.5) y estabilidad

oxidativa frente a distintas condiciones de almacenamiento (3.4.6).

3.4.1. Obtencién de microcapsulas en polvo

Para la obtencion de las microcédpsulas en polvo, se seleccionaron las condiciones que
promovieron la mayor estabilidad de los sistemas emulsionados. La composicion final de
estos sistemas fue: 10% aceite 1% WPI10.25% AS pH 5 y también se vari6 el conteniendo de
MDX en un rango 0-20%. A una alicuota de las emulsiones se le realizaron determinaciones
de oxidacién (3.4.6). El resto se congeld en un freezer a -18°C y luego fue secado por
liofilizacion en un equipo Heto FD 25 (China). La eleccion de esta técnica de secado se
realizé teniendo en cuenta que la produccion de las microcdpsulas de aceite de lino se realizé
a escala laboratorio (pequefios volimenes), y en ese momento no contidbamos con un
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secadero spray de pequeiia escala

3.4.2. Determinacion de Aceite Superficial

Se extrajeron 2.5 g de muestra con 7.5 mL de hexano y la mezcla se homogeneiz6 en
un shaker orbital durante 5 min. Luego se centrifugé a 5000 g (Heal Force, Neofuge 18R,
China) durante 10 min, y el sobrenadante se pasé a través de un papel de filtro MUNKTEL
OOR, y se recuperé en un balén de destilacion. Finalmente, el hexano se evaporé en un
evaporador rotarorio a 70°C vy el extracto libre de solvente se secé en estufa a 105°C, hasta
pesada constante. El contenido de aceite libre se determiné por gravimetria (Klinkesorn y

col., 2006).

3.4.3. Determinacion de Aceite Total

Se pes6 1 g de muestra en polvo y se reconstituyd la emulsion agregado agua Milli-Q
al pH correspondiente (pH=5) y homogeneizando en vortex durante 1 min. La emulsién se
extrajo luego con 25 mL de una mezcla hexano/isopropanol (3:1) durante 15 min con
agitacion constante a 160 rpm en un shaker orbital automético. Posteriormente, la mezcla se
centrifugd a 5000 g durante 15 minutos. La fase orgdnica se recuperd y la fase acuosa se
volvié a extraer con la mezcla de solventes. Finalmente, la fase orgdnica recuperada se
evapord en un evaporador rotatorio a 70°C y el extracto libre de solvente se sec6 en estufa a
105°C, hasta pesada constante. El contenido de aceite total se determind por gravimetria

(Klinkesorn y col., 2006).

3.4.4. Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion se calculd a partir de las determinaciones realizadas

anteriormente, mediante la siguiente férmula:

80



Materiales y Métodos

9%EE= [Aceite total (g/100g polvo) — Aceite libre (g/100g polvo)] / [Aceite total (g/100g

polvo)]

3.4.5. Determinacion actividad de agua

Se determind actividad de agua de las muestras en polvo en un equipo Aqualab

Systems (Washington, Estados Unidos) a temperatura ambiente (25°C).

3.4.6. Estabilidad de las microcapsulas frente al almacenamiento

Se estudio la estabilidad de las microcapsulas frente a la degradacion oxidativa por un
periodo de 8 semanas, en distintas condiciones de temperatura (-18, 4 y 32°C). Estas
temperaturas se eligieron de manera de abarcar las condiciones de almacenamiento de
diferentes tipos de alimentos (helados, yogures, panificados). Para ello, una determinada
cantidad de las microcdpsulas se conservé en envases adecuados, sellados herméticamente y
sometidos a las distintas temperaturas. Semanalmente se retir6 un set de cada uno de ellos y
fueron analizados en ese momento. El grado de oxidacién se analiz6 mediante la
determinaciéon de (i) hidroperéxidos presentes en la muestra y (ii) sustancias reactivas al

acido tiobarbitirico (TBARS).

3.4.6.1. Determinacion de peroxidos

La determinacion de perdxidos se realizé de acuerdo al método descripto en Kuhn &
Cunha (2012). Para ello 0.3 mL de emulsién reconstituida se extrajeron con 1.5 mL de
isooctano/isopropanol (3:2), la mezcla se homogeneizé en un vortex durante 30 s, y se
centrifugd durante 2 min a 3400 g. Luego, 0.2 mL de la fase orgdnica superficial se agregaron
a 2.8 mL de cloroformo/metanol (7:3), seguido por la adicién de 15 uL de tiocianato de

amonio 3.94 M y 15 puL de una solucion ferrosa. La mezcla se homogeneizé en un vortex y
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luego de 10 min de incubacidn, se registrd la absorbancia de los sistemas a 500 nm. La
concentracion de hidroperéxidos se determiné utilizando una curva de calibrado de Fe™,
considerando que la presencia de hidroper6xidos en las microcdpsulas promoverian la
oxidacién del Fe** a Fe™*, y este ultimo formaria un compuesto coloreado con el tiocianato
que podria determinarse por espectrofotometria (Hornero-Méndez y col., 2001).

El indice de perdxidos (IP) se calculé aplicando la siguiente férmula:

IP =[(As-Ab) x m] / [55.84 x mg x 2] (meq peroxido/Kg aceite) (Ec. 3.6)

donde As: absorbancia de la muestra, Ab: absorbancia del blanco, m: pendiente de la curva
de calibrado, my: masa de aceite total, 55.84: peso molecular del hierro, y el factor de divisién
2 es necesario para expresar el indice de per6xidos como miliequivalentes de per6xido en vez

de miliequivalentes de oxigeno.

3.4.6.2. Determinacion de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS)

Para esta determinacion se siguié el protocolo descripto en Klinkesorn y col. (2005).
En primer lugar, se preparar6 una solucion de reactivos mezclando 15 g de dacido
tricloroacético (TCA), 0.375 g de acido tiobarbitdrico (TBA), 1.76 mL de HC1 12 N y 82.9
mL de agua ultrapura. Posteriormente, a 1 mL de emulsion (previamente diluida 1/10) se
agregaron 2 mL de la solucion TCA-TBA, la mezcla homogeneiz6 en un vortex y se incubd
en un bafio de agua a 90°C durante 15 min. Luego, los tubos se dejaron enfriar a temperatura
ambiente durante 10 min y se centrifugaron a 8000 g durante 15 min. La absorbancia del
sobrenadante se registré a 532 nm y se determind la concentracién de TBARS mediante una

curva de calibrado construida a partir de diluciones de 1,1,3,3-tetraetoxipropano.
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3.5. Analisis estadistico de los datos

Todas las determinaciones fueron realizadas al menos por duplicado y con su correspondiente
repeticion. Los valores promedio y sus desviaciones estidndar fueron calculados y presentados
en tablas y graficas como pares de coordenadas acompafiadas por su correspondiente barra de
error. Para determinar diferencias significativas entre las distintas condiciones de ensayos se
aplico el test de Andlisis de la Varianza (ANOVA) con un nivel de significancia a=0.05
(Montgomery y Runger, 2003). En los casos donde no se pudo aplicar ANOVA — cuando se
violaba uno de los supuestos, como la homogeneidad de varianzas — se aplicé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y los grificos de caja y bigotes para determinar diferencias

entre las muestras (Statgraphics Centurion XV).
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Seccion I

Estudio de las interacciones

proteina-polisacarido en fase acuosa



Resultados

4.1.1. Efecto de la relacion WPI:AS en el comportamiento de interaccion dinamico entre

los biopolimeros en sistemas mixtos y en condiciones de pH variable

En esta primera seccion se abordé el estudio del comportamiento de interaccion entre
el WPI y el AS en fase acuosa, con el objeto de utilizar luego estos conocimientos para el
disefio de la bicapa biopolimérica interfacial alrededor de las gotas de aceite de lino en las
emulsiones multicapa. Teniendo en cuenta que las interacciones proteina-polisacarido
dependen tanto de la densidad de carga de ambos biopolimeros como de su concentracion
relativa en solucién, y que el pH juega un rol fundamental en la formacién de complejos
biopoliméricos autoensamblados (Weinbreck, 2004; Santipanichwong y col., 2008), en este
apartado se analiz6 el efecto de la relacion WPI:AS sobre el comportamiento dindmico de
interaccion de sistemas mixtos WPI/AS en condiciones de pH variable.

La formacién de complejos electrostdticos entre proteinas y polisacaridos ha sido
ampliamente estudiada en la bibliografia (Chen & Subirade, 2006; Dubin y col., 1994;
McClements, 2006; Schmitt & Turgeon, 2011). Algunos estudios previos realizados sobre
interacciones entre distintas proteinas (gelatina, proteinas del lactosuero) y polisacaridos
(goma ardbiga, quitosdn, pectinas) en condiciones de pH variable, han demostrado que el
proceso de formacién de complejos electrostaticos proteina-polisacdrido ocurre en dos etapas,
y puede monitorearse a través de mediciones de viscosidad, turbidez, dispersion de luz
dindmica, potenciometria, etc. (Plashchina y col., 2001; Girard y col., 2002; Tuinier y col.,

2002; Weinbreck y col., 2003).
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Figura 4.1. Perfiles de Transmitancia obtenidos para sistemas mixtos WPI/AS en funcién del

tiempo, en condiciones de pH variable, en las siguientes relaciones WPL:AS (A) 2:1, (B) 4:1, (C)

6:1.
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En particular, Weinbreck (2004) ha descripto el comportamiento de interaccion entre
proteinas del lactosuero y varios polisacdridos (goma ardbiga, carragenina y EPS B40) en
funcién de mediciones de turbidez y dispersion de luz dindmica. Sin embargo, a diferencia de
lo ya estudiado, en el desarrollo del presente trabajo analizamos el proceso de complejacion
entre los biopolimeros a través de mediciones de Transmitancia, en lugar de turbidez,
basdndonos en ensayos experimentales previos que demostraron la validez de esta técnica para
estudiar este fendmeno con el cambio de pH.

En la Fig. 4.1. se presentan los perfiles de Transmitancia (T, %) en funcion de la
longitud del tubo obtenidos para los sistemas mixtos WPI/AS en las distintas relaciones
WPIL:AS. Las curvas horizontales y paralelas de T (%) indican un cambio en el tamafio de
promedio de las particulas coloidales, mientras que las curvas verticales estdan relacionadas
con la separacion de fases debido al fendmeno de migracion de las particulas.

Tal y como se describi6 en el apartado Materiales y Métodos, se empled el anélisis del
valor medio para sintetizar la informacién aportada por los perfiles de Transmitancia
obtenidos para cada sistema WPI/AS. Estos célculos son utiles para visualizar fendmenos de
variacion de tamafo. Con estos datos y los de pH, se construyeron curvas de Transmitancia
en funcion del pH. La Fig. 4.2 muestra la evolucién de T (%) con el descenso del pH en los
sistemas mixtos WPI/AS a diferentes relaciones WPIL:AS. Se observé que en condiciones de
pH cercano a la neutralidad, los valores de T (%) fueron elevados. Esto sugeriria una escasa
interaccion entre los biopolimeros en estas condiciones debido a que ambos tipos de
macromoléculas poseerian una densidad de carga neta negativa, promoviendo mayormente la

repulsion electrostética entre ellas (cosolubilidad).
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Figura 4.2. Efecto de la relacion WPL:AS, 2:1 (A) 4:1 (B) 6:1 (C), sobre la Transmitancia
(T%) de sistemas mixtos WPI/AS en funcion del pH.
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A medida que el pH comenzé a descender, se observé una disminucién gradual de la
T (%), hasta un valor de pH en donde esta disminucién fue mds pronunciada. Este fendmeno
podria relacionarse con un incremento en la atraccion electrostética entre el WPl y el AS, con
la consecuente formacién de complejos solubles proteina-polisacdrido (WPI-AS).

A partir de las zonas de inflexion de las curvas de la Fig. 4.2. se obtuvieron los valores
de pH de transicion, pH. y pHy. Al primer punto de inflexion (de izquierda a derecha) se lo
denominé pH. y al segundo punto de inflexién se lo denominé pH, (Weinbreck, 2004).
Segiin Weinbreck (2004), a valores de pH>pH, existiria una regién de cosolubilidad entre los
biopolimeros, a valores de pH.>pH>pH, se encontraria la region de formacion de complejos
WPI-AS solubles y a valores de pH< pHy se estaria promoviendo la separacion de fases
asociativa o coacervacion.

Sin embargo, la formacién de complejos electrostiticos solubles WPI-AS podria
comenzar a valores de pH ligeramente por encima del pH. caracteristico de cada sistema
mixto WPI/AS (Fig. 4.2). A pesar de la densidad de carga neta negativa que presentan las
moléculas de WPI a valores de pH ligeramente por encima de su pl (5.2-4.7), la presencia de
grupos con carga positiva expuestos en su superficie promoveria la interacciéon con los grupos
carboxilo cargados negativamente de las moléculas de AS, lo que se veria mds favorecido a
valores de pH cercanos al pH..

En este sentido, el proceso de formacién de los complejos proteina-polisacdrido
podria involucrar varios pasos, tales como (i) la formacién de complejos solubles WPI-AS
intrapoliméricos en las cercanias del pHc, (iii) la aparicién de complejos interpoliméricos
solubles e insolubles en la regiéon comprendida entre pH.>pH>pH,, y (ii1) la separacion de
fases macroscopica a pH<pH, debido a la agregacién de los complejos WPI-AS promovida
por la neutralizacion de las cargas y su consecuente precipitacion (coacervacion).

En la Tabla 4.1, se resumen los valores de pH. y pH, derivados de la Fig. 4.2 (A, By
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C), donde se puede observar que el aumento de la relacion WPL:AS produjo un incremento en
los valores de pH. de los sistemas mixtos WPI/AS. Este comportamiento podria estar
relacionado con la neutralizaciéon de las cargas en los complejos proteina-polisacarido
formados, que se veria més favorecida a mayores relaciones WPI:AS. La cantidad relativa de
moléculas de WPI disponibles por cadena de AS jugaria un rol importante en la formacion de
complejos electrostdticos dependiendo del pH del medio acuoso y de la relacion WPL:AS

para la cual se alcanza la electroneutralidad de los complejos (Weinbreck, 2004).

Tabla 4.1: Valores de pH de transicion caracteristicos para cada sistema WPI/AS.

Relacion WPI:AS pHce pHf
2:1 3.88+0.04a  3.50+0.07d
4:1 4.25 +0.08b 3.55+£0.10d
6:1 449 +0.12¢ 3.33+£0.12¢

Las letras distintas representan diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Debido a que las proteinas del suero son macromoléculas globulares mas pequeiias
que la cadena de AS (Mleko & Foegeding, 1999), se necesitaria una mayor cantidad de WPI
en solucién para neutralizar las cargas negativas del polisacirido. En nuestro caso,
encontramos que tras el aumento de la relacion WPL:AS podrian existir mds moléculas de
WPI disponibles (mds cargas positivas) para neutralizar las cargas negativas del AS.

Esto favoreceria tanto la formaciéon de complejos electrostiaticos WPI-AS como la
neutralizacion de las cargas en esos complejos a valores de pH maés elevados (Fig. 4.3, Tabla

4.1).
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Figura 4.3. Representacion esquemdtica de complejos electrostaticos WPI-AS (WPI: esferas
rojas, AS: cinta blanca) a (A) menores y (B) mayores relaciones WPI:AS (Extraido de

Weinbreck, 2004).

Por otro lado, los valores de pHy no se vieron influenciados significativamente por la
relacion WPL:AS, excepto en los sistemas mixtos en relaciéon 6:1, donde la separaciéon de
fases asociativa tuvo lugar a un pH ligeramente menor que en los otros casos. Considerando
que a mayores relaciones WPL:AS se favoreceria una mayor tendencia a la neutralizacién de
las cargas en los complejos WPI-AS, se hubiera esperado que en los sistemas WPI/AS en
relacion 6:1, el pHy se alcanzara a valores de pH ligeramente mas elevados que en los demads
sistemas mixtos. Sin embargo, el comportamiento observado fue el opuesto. Y esto podria
estar relacionado con la concentracion relativa de los biopolimeros en solucién. Este dltimo
pardmetro es muy importante ya que, existe una relaciéon 6ptima entre los biopolimeros en
sistemas mixtos que corresponde a una cantidad equivalente de cada uno de ellos para lograr
la electroneutralidad en los complejos proteina-polisacdrido. Cuando una de las
macromoléculas se encuentra en exceso, el proceso de coacervacion podria retardarse o
suprimirse debido al escaso interés energético por concentrar los biopolimeros en una sola

fase, si la concentracion de uno de ellos en la fase acuosa ya es elevada (Weinbreck, 2004).
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Figura 4.4. Diagrama de fases para los sistemas WPI/AS (B pH., ® pH,).

Con los valores de los pH de transicion de cada sistema mixto WPI/AS, se construy6
un diagrama de fases (pH vs. Relacion WPI:AS) que se presenta en la Fig.4.4. El método
experimental empleado permitié establecer (i) una region de cosolubilidad, donde la
interaccion entre ambos biopolimeros seria escasa, (ii) una region donde se favoreceria la
formacion de complejos solubles WPI-AS vy (iii) una region a partir de la cual se produciria la
separacion de fases asociativa o coacervacion.

Ademads, en la Fig. 4.4 se puede observar que a medida que se incrementd la relacién
WPIL:AS, aument6 el drea de la region comprendida entre pH. y pHy (correspondiente a la
formacion de complejos WPI-AS).

De acuerdo a estos resultados, se seleccionaron dos valores de pH para llevar a cabo la
caracterizacion espectroscopica de los sistemas mixtos WPI/AS: (i) pH 7, que corresponde a
la zona en donde los biopolimeros se encontrarian cosolubles y (ii) pH 4, que estaria

comprendido en la zona de formacién de complejos electrostdticos proteina-polisacarido para
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todas las relaciones WPIL:AS.

4.1.2. Efecto de la relacion WPI:AS sobre la caracterizacion espectroscopica de los

sistemas mixtos WPI/AS a pH 7 y pH 4

En esta seccion se evalud la incidencia del pH y de la relacion WPL:AS sobre el
comportamiento de los sistemas mixtos WPI/AS en solucién. La Fig. 4.5 presenta el efecto de
la relacion WPL:AS sobre la turbidez de los sistemas mixtos, a los dos valores de pH

evaluados.

3,5

2,51
2,0
1,51
1,0 *
0,51
0,0 . . .
2:1 4:1 6:1
Relacion WPI:AS

Turbidez (DO 400 nm)

Figura 4.5. Efecto de la relacién WPI:AS sobre la DO (400 nm) de sistemas mixtos WPI/AS
apH7 (®)ypH4 (%).

Por un lado, a pH 7, los sistemas mixtos WPI/AS presentaron valores de DO muy
bajos, y no se encontraron diferencias significativas (p<0.05) con respecto a la relacién
WPI:AS. Este comportamiento estaria relacionado con la escasa interacciéon que existe entre
los biopolimeros en soluciones diluidas y a valores de pH cercanos a la neutralidad. En estas

condiciones, tanto el WPI como las moléculas de AS poseerian una densidad de carga neta
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negativa y, debido a la existencia de una elevada repulsion electrostdtica entre ellos, ambos
biopolimeros estarian excluyéndose mutuamente (Weinbreck y col., 2003; Weinbreck, 2004;
Harnsilawat y col., 2006).

Por otro lado, a pH 4 se observaron valores de DO muy superiores a los
correspondientes a pH 7. Esto se relacionaria con la formacién de complejos electrostaticos
autoensamblados a través de un proceso de interaccion asociativa entre el WPI y el AS en
estas condiciones (McClements, 2006; Weinbreck y col., 2003; Vardhanabhuti y col., 2009),
como se discuti6 en el apartado 4.1.1.

Ademas, en estos sistemas se observé un incremento de la DO con el incremento de la
relacion WPL:AS, lo que sugeriria un aumento del tamafo de las particulas biopoliméricas
autoensambladas tras el incremento de la relacion WPIL:AS, debido a una mayor
neutralizacion de las cargas.

La Fig.4.6 muestra el efecto de la relacion WPI:AS sobre la IFty;, (A) y sobre la IFans
(C) de los sistemas mixtos WPI/AS, evaluados a pH 7 y a pH 4. Para analizar los cambios
sobre el microentorno de los residuos Trp y del sitio de unién del ANS, en la Fig. 4.6 se
incorporaron las longitudes de onda correspondientes a los valores maximos de IFry e IFans,

At (B) y Aans (D), respectivamente, como funciones de la relacion WPL:AS.
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Figura 4.6. Efecto de la relacion WPI:AS sobre la Intensidad de Fluorescencia del Trp (A) y
del ANS (C) de los sistemas mixtos WPI/AS a pH 7 (®) y pH 4 (%); y sobre las longitudes

de onda correspondientes a los maximos de emision del Trp (B) y del ANS (D).

En las Fig. 46 A y B se observa que la relacion WPLAS no influy6
significativamente sobre la IFry, ni sobre la Ay, de los sistemas mixtos WPI/AS evaluados a
pH 7, debido a la escasa interaccion entre los biopolimeros en estas condiciones
(McClements, 2006; Weinbreck 2004).

Sin embargo, a pH 4, se observa una leve tendencia a la disminucién gradual, tanto de
la IFg;, como de la Ary, de los sistemas mixtos WPI/AS, con el incremento de la relacion
WPIL:AS. Este comportamiento sugeriria una mayor oclusiéon de residuos de Trp en los
complejos WPI-AS, que se orientarian hacia ambientes menos polares (corrimiento hacia el

azul) a mayores relaciones WPI:AS. Si ahora comparamos la IFry, de los sistemas evaluados
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a los distintos pH, podemos ver que los valores correspondientes a pH 4 son menores que los
que presentaron los sistemas mixtos a pH 7. Esto estaria revelando la interaccion
electrostdtica entre las moléculas de WPI y AS a pH 4, donde el polisacdrido podria estar
promoviendo un efecto de “quenching” sobre los residuos de Trp ubicados en la estructura de
la proteina (Albani, 2004)

Por otro lado, en la Fig. 4.6 C se observé que ni la relacion WPI:AS ni el pH de los
sistemas mixtos tuvo un efecto significativo (p<0.05) sobre la IFsns. Esto estaria indicando
que a pH 7, los sitios hidrofébicos del WPI estarian ocluidos dentro de la estructura proteica.
Y la interaccion atractiva de la proteina con el polisacirido a pH 4 para formar complejos
electrostdticos, probablemente no interferiria con la ubicacidn de estos sitios. Sin embargo, el
corrimiento hacia el azul de las Aans de los sistemas evaluados a pH 4, con respecto a los
analizados a pH 7 (Fig. 4.6 D), sugeriria que estos sitios hidrofébicos estarian rodeados por
un microambiente mds apolar, probablemente debido a las interacciones proteina-polisacarido
que promoverian una mayor oclusién de estos segmentos hidrofébicos en las particulas

autoensambladas.
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4.1.3. Conclusiones

Del estudio de las interacciones macromoleculares entre WPI y AS realizado en este
apartado, se pudo evidenciar la formacién de complejos electrostidticos WPI-AS solubles a
valores de pH cercanos al pHc y por encima del pH, de cada sistema. Este rango estaria
comprendido entre 4.5 < pH < 3.3 y es dependiente de la relacion WPI:AS para cada sistema.
Ademads, se observo que el incremento de la relacion WPL:AS favoreci6 la neutralizacién de
las cargas en los sistemas mixtos y ejerci una influencia sobre la estructura molecular de los

complejos WPI-AS solubles
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4.2.1. Efecto de las condiciones de sonicacion y de la concentracion de WPI

Efecto de las condiciones de sonicacion

El primer paso para lograr una adecuada microencapsulacion del aceite de lino
consiste en la formulacién de una emulsion estable. Las proteinas del suero licteo son muy
versdtiles para estabilizar emulsiones (Dalgleish, y col., 1997) ya que poseen excelentes
propiedades funcionales. Su naturaleza anfifilica les permite adsorberse rdapidamente a la
interfase aceite-agua, generando una membrana eldstica y resistente alrededor de la gota de
aceite (Taherian y col.,, 2011). Cabe destacar que la cantidad de agente emulsionante
adicionada a la emulsion debe ser suficiente como para saturar la intefase y cubrir
completamente la superficie de las gotas de aceite, previniendo asi la desestabilizaciéon a
través del mecanismo de floculacién por puentes. Sin embargo, la concentracién del
emulsionante remanente en fase acuosa (no adsorbido a la interfase) no debe ser demasiado
elevada para no promover el fendmeno de floculacién por deplecion.

Por otro lado, el drea interfacial creada durante la homogeneizaciéon de las fases
inmiscibles que da lugar a la formacion de gotas de emulsion depende no sélo de la cantidad
de agente emulsionante presente en la mezcla, sino también de la energia total aportada al
sistema (McClements, 1999). Esta ultima estd inicialmente determinada por el equipo
utilizado para preparar la emulsion.

En este sentido, en primer lugar, se pusieron a punto las condiciones de
homogeneizacién de emulsiones primarias (10% de aceite de girasol y 1% de WPI en fase
acuosa), que permitieran lograr tamafios de gota adecuados para mejorar la estabilidad de los
sistemas en el tiempo.

Para ello, se prepararon emulsiones en un agitador mecanico Waring blender, a las

que se les realizaron mediciones de estabilidad en funcién del tiempo. Dado que nuestros
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sistemas fueron opacos y el haz de luz del equipo Turbiscan no podia atravesar la muestra
para llegar al detector de transmitancia, se trabajé con el andlisis de los perfiles de

Backscattering (BS) en funcién de la longitud del tubo, tal y como se muestra en la Fig. 4.7.

300/oDeIta Back Scattering 0:00
0:04
0:08
0:12
0:16
0:20
0:24
0:28
0:32
0:36
0:40
0:44
0:48
0:52
0:56
-30% 1:00
50mm

20%

10%

O Yol

-10%

-20%

Figura 4.7. Perfil de desestabilizaciéon de emulsiéon 10% aceite 1% WPI pH 7, preparadas
mediante agitacion en Waring Blender.

Estos perfiles constituyen una huella macroscopica de la emulsién a un tiempo determinado
(Mengual y col., 1999) y permiten estudiar el fendmeno de migracion de gotas en estos

sistemas.

Para visualizar mejor los cambios producidos en las emulsiones evaluadas, fue
conveniente trabajar en modo de referencia ABS (%), donde los valores de la primera curva
(curva de referencia a t=0) fueron sustraidos de las subsiguientes (ABS = BS; - BS~). Este
modo facilita el andlisis y permite estudiar las variaciones producidas en relacién al estado
inicial. La intensidad de la luz retrodispersada estd relacionada con el nimero de gotas
presentes en la muestra a una longitud dada en el tubo. En nuestro caso, una reduccién del
ABS (%) representa una disminucion en el nimero de gotas, mientras que un aumento del

ABS (%) describe el comportamiento opuesto (Wulff-Pérez y col., 2009).
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En la Fig. 4.7 se muestra el perfil de desestabilizacién de la emulsién obtenida por
agitacion en el blender, donde se puede apreciar el cremado como principal mecanismo de
desestabilizacién. Alli se observa (i) una disminuciéon del BS; en el fondo del tubo,
relacionado a una disminucién de la concentracion de gotas en esta parte de la muestra
(clarificacién) y (ii) un concomitante incremento del BS; en la parte superior del tubo,
relacionada con un aumento de la concentracion de gotas de emulsién y la formacién de una
fase crema.

En la Fig 4.9 A se pueden observar los tamafios de gota, de manera cualitativa,
correspondientes a estos sistemas. El cremado es un fendmeno de desestabilizacion
relacionado con el movimiento ascendente de las gotas debido a la diferencia de densidades
de la fase dispersa y la fase continua. La ley de Stokes establece que la velocidad de cremado
de una gota aislada en un medio diluido se incrementa con el cuadrado de su radio y es
inversamente proporcional a la diferencia de densidades entre la fase dispersa y la fase
continua.

Por lo tanto, para reducir el cremado, una estrategia es reducir el tamafio de gota. A
medida que el tamafo de las gotas se reduce, la velocidad de auto-difusién se incrementa
hasta un punto tal que las gotas muy pequeias pueden mantenerse sin cremar por mezclado
difusional (Robins, 2000; Manoj y col., 1998).

Dado que en estos primeros ensayos se generaron tamafios de gota superiores a los 10
um, se decidi6 realizar una modificacion en el proceso de obtencion de las emulsiones con el
fin de lograr disminuir el tamafio de las gotas. Para ello, se realizaron pre-emulsiones
mediante el procedimiento anterior, que luego se sometieron a un paso de sonicacién en un

procesador ultrasénico.
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Figura 4.8. Perfiles de desestabilizacion de emulsiones 10% aceite 1% WPI pH 7, preparadas

mediante agitacion en Waring Blender, seguida de un paso de sonicacién de (A) 50% AMP-

150 s; (B) 75% AMP-150s; (C) 100% AMP-100 s.
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Como en el laboratorio contamos con un transductor piezoeléctrico ultrasénico que
trabaja a una frecuencia constante de 20 kHz, y permite variar la amplitud (AMP) de la
longitud de la onda ultrasénica y el tiempo de sonicacidn, se propusieron tres condiciones de
AMP (%) — Tiempo (s) para evaluar luego el comportamiento de las emulsiones resultantes:

50% AMP-150 s, 75% AMP-150 s y 100% AMP-100 s.

Figura 4.9. Micrografias de emulsiones 10% aceite 1% WPI pH 7 preparadas mediante

agitacion en Waring Blender (A), seguida de un paso de sonicacién de (B) 50% AMP-150 s;
(C) 75% AMP, 150 s; (D) 100% AMP-100 s.

La Fig. 4.8 muestra los perfiles de desestabilizacion obtenidos en el equipo Turbiscan
para las emulsiones sonicadas. En primer lugar, se observd que el fendémeno de
desestabilizacion por cremado fue claramente menor en las emulsiones sonicadas que en las

obtenidas solamente por homogeneizaciéon en el Waring Blender (Fig. 4.7). Esto se
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relacionaria con la disminucién de los tamafios de gota al final de la etapa de sonicacién en
los tres sistemas evaluados, que se observa cualitativamente en la Fig. 4.9 B, C y D. Por otro
lado, las emulsiones obtenidas en la condicién 50% AMP-150 s, presentaron un mayor grado
de desestabilizacion que las producidas a 75% AMP-150 s y 100% AMP-100 s (Fig. 4.8).
Este comportamiento es consistente con la presencia de gotas de mayores tamafios en estos
sistemas (Fig 4.9. B) en comparacion con los observados en las emulsiones restantes (Fig 4.9
Cy D), lo que derivaria en un mayor cremado.

A partir de los perfiles de Backscattering correspondientes a las emulsiones sonicadas,
se analizo6 la cinética de migracion de las particulas durante el cremado, la cual fue evaluada
registrando la variacién del ancho del pico de ABS (%) en funcién del tiempo (Fig. 4.10). De
la observacion de la Fig. 4.10, se puede inferir que las emulsiones preparadas en las
condiciones 50% AMP-150 s cremaron mds rdpidamente que aquellas preparadas a 75%
AMP-150 s y 100% AMP-100 s. Estos resultados son consistentes con los discutidos

anteriormente.

Ancho de pico (mm)

L
o

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 4.10. Efecto de las condiciones de sonicacion sobre la desestabilizacion de emulsiones

por cremado: 50% AMP-150 s (W), 75% AMP-150 s (A) y 100% AMP-100 s (@).

De estos ensayos preliminares, se eligieron las condiciones de sonicaciéon 75% AMP-
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150 s y 100% AMP-100 s para continuar con el estudio de la influencia de la concentracion
del WPI en fase acuosa, dado que estos sistemas presentaron distribuciones de tamafos de
gota mds homogéneas y en el rango esperado (alrededor de 1 um). Cabe destacar que, en esta
instancia de la tesis doctoral, ain no se contaba con un equipo disponible para medir
distribuciones de tamaifios de gota, por lo que se utiliz6 la microscopia Optica a modo de

obtener una estimacion aproximada de este pardmetro.

Efecto de la concentracion de WPI

En segundo lugar, se analiz6 el efecto de la concentracién inicial de WPI en fase
acuosa sobre la estabilidad de las emulsiones. Para ello, se evaluaron tres concentraciones
diferentes de WPI y se analiz6 el comportamiento de los sistemas resultantes. La Tabla 4.2
muestra la energia total aportada en la etapa de sonicacion para cada emulsiéon y la
concentracion de WPI remanente en fase acuosa (proteina no adsorbida a la interfase aceite-

agua).

Tabla 4.2. Efecto de la concentracion inicial de WPI y de las condiciones de ultrasonido
sobre la energia total aportada a emulsiones 10% aceite pH 7 durante la sonicacién y la

concentracion de WPI remanente en fase acuosa.

Condicion . .. ,
AMP (%) - Tiempo W(I;In:'/‘r‘:)'al E“e"g“"'(;)p"“ada WPI final (%m/m)
(s)
| 11252a 0,126b
75-150 1,5 11509a 0,138b
2 11799a 0,137b
| 11686a 0,126b
100-100 1,5 11875a 0,156b
2 11473a 0,159b

Las letras distintas representan diferencias estadisticas significativas (p<0.05).
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Se observé que la energia aportada por el procesador ultrasénico fue la misma para
todas las emulsiones, no existiendo diferencias significativas entre las mismas (p<0.05).
Ademads, tampoco se observaron diferencias significativas en la concentraciéon de WPI

remanente en fase acuosa.

75% AMP — 150 s 100% AMP — 100 s

.-
cl s D
--

Figura 4.11. Micrografias de emulsiones 10% aceite a pH 7 con distintas concentraciones (%p/p)
de WPI (1%: A y B, 1.5% C y D, 2%: E y F) preparadas mediante agitaciéon en Waring Blender,
seguido de un paso de sonicacion: 75% AMP-150 s (A, C, E); 100% AMP-100 s (B, D, F).

1% WPI

1.5% WPI

2% WPI
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Este dltimo resultado sugeriria que en los sistemas preparados con mayores
concentraciones iniciales de WPI, una mayor cantidad de proteina podria haberse adsorbido a
la interfase aceite-agua. Sin embargo, la técnica empleada para la determinacién de proteina
remanente en fase acuosa podria no ser un método muy sensible para detectar diferencias en
la concentracion de WPI. Por lo tanto, la discusion de estos resultados deberia realizarse con
cierta prudencia teniendo en cuenta las limitaciones de la técnica.

En la Fig. 4.11 se muestran las micrografias correspondientes a cada una de las
emulsiones evaluadas. En general, no se logra distinguir una diferencia entre los tamafios de
gota obtenidos para cada sistema mediante el empleo de la microscopia.

Por otro lado, la estabilidad de las emulsiones también se evalué mediante el equipo
Turbiscan. Los perfiles de desestabilizacion obtenidos se muestran en la Fig. 4.12. A partir de
estos perfiles, se analizé la cinética de migracion de las particulas durante el cremado
mediante la variacion del ancho del pico de ABS (%) en funcion del tiempo (Fig. 4.13).

De la observacion de la Fig. 4.13, se puede inferir que las emulsiones preparadas en
las condiciones 100% AMP-100 s cremaron ligeramente mds rédpido que aquellas preparadas
a 75% AMP-150 s. Este comportamiento podria explicarse teniendo en cuenta que a la mayor
amplitud de sonicaciéon (100%) podrian existir procesos de recoalescencia durante la
formacion de las gotas de emulsion, probablemente debido a un sobreprocesamiento de los
sistemas. Jafari y col. (2008) sostienen que en los procesadores ultrasénicos, cuanto mayor es
la potencia entregada al sistema, se tiene un flujo més turbulento. Esto promoveria un
incremento en las colisiones de las gotas de aceite que se forman debido al fendmeno de
cavitacion, lo que conllevaria fenémenos de recoalescencia con el consecuente aumento del

tamafo de gota.
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Figura 4.12. Perfiles de desestabilizacion de emulsiones 10% aceite a pH 7, preparadas mediante
agitacion en Waring Blender, seguida de un paso de sonicacion de 75% AMP - 150 s (A,CyE) y
100% AMP — 100 s; a diferentes concentraciones (%p/p) de WPIL: 1% (A, B), 1.5% (C, D) y 2% (E,
F).
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Por otra parte, la concentracion de WPI inicial en la fase acuosa de los sistemas
tratados a 75% AMP-150 s parece no haber tenido un efecto relevante en la estabilidad de los
mismos frente al cremado (Fig. 4.13). En la bibliografia, muchos trabajos han reportado el
uso de una relaciéon Aceite:Proteina 10:1 en la formulacién de emulsiones aceite en agua
estabilizadas con proteinas del lactosuero (Taherian y col., 2011; Chee y col., 2005; Xu y

col., 2013; Pongsawatmanit y col., 2006; Kuhn & Cunha, 2012).

Ancho de pico (mm)
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Figura 4.13. Efecto de las condiciones de sonicacién y de la concentracién de WPI sobre la
desestabilizaciéon de emulsiones por cremado: 75%AMP-150 s (azul), 100%AMP-100s
(verde); 1% WPI (cuadrado), 1.5% WPI (circulo), 2% WPI (estrella).

En este contexto, la concentracion de WPI 1% podria ser suficiente para saturar la
superficie interfacial creada durante la homogeneizacién de las emulsiones, dado que las
mayores concentraciones de WPI (1.5% y 2%) no mejoraron la estabilidad frente al cremado
ni parecen haber disminuido el tamafio de las gotas.

Por lo tanto, de los resultados de esta seccion, se eligié la condicién 75% AMP-150 s

y la concentracion inicial de WPI 1% para la produccién de las emulsiones multicapa que se
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evaluaran a continuacion.

4.2.2. Efecto del pH y de la concentracion de alginato de sodio

La formacion de una bicapa polimérica alrededor de la gota de emulsion consiste en la
obtencién de una emulsién primaria, con la proteina estructurada en la interfase, seguida del
agregado de un polisacdrido de carga opuesta, de manera de promover interacciones
electrostdticas atractivas entre los biopolimeros para formar una emulsion secundaria
(McClements y col., 2007). Tal y como se discuti6é en la Seccién I, tanto el pH como la
relacion WPIL:AS influyen en la carga neta de los complejos proteina-polisacdrido formados
mediante interacciones electrostdticas. Sin embargo, estos estudios se realizaron en el seno de
solucién acuosa. Dado que la proteina sufre cambios conformacionales cuando migra y se
estructura en la interfase aceite-agua, el comportamiento de interaccion entre el WPl y el AS
no seria el mismo que el observado en los estudios previos. Es por ello que en esta seccion se
estudiard la tanto la influencia del pH como de la concentracién de AS en la formacion de la
bicapa interfacial alrededor de las gotas de emulsion por interaccidn electrostatica WPI-AS.
Tanto las concentraciones de AS como los valores de pH a ensayar fueron seleccionados de

experiencias previas.

4.2.2.1. Distribucion de tamaios de gota

En primer lugar, a las emulsiones se les realizaron mediciones de tamafios de gota en
funcioén del pH (7, 6, 5, 4) y de la concentracién de alginato de sodio (0.125% - 0.25%) (Fig.
4.14). La distribuciéon de tamafios de gota se determiné mediante dispersion de luz estdtica
(también llamada difraccion ldser). El método de difraccion ldser utilizado por el equipo
Malvern genera una distribucién de tamafios de gota ponderada en volumen con la

informacién recogida por los detectores, que puede ser luego transformada en una
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distribucion de tamafios de gota ponderada en nimero, mediante la aplicacidon de algoritmos
especificos utilizados por el software del equipo. Para caracterizar las emulsiones, se utiliz6
el didmetro promedio ponderado en volumen (Dy43) y el didmetro promedio ponderado en
superficie (D3;), ambos pardmetros derivados de la distribuciones de tamaiios de gota. El D3
se utiliza de manera frecuente para la deteccion de gotas de gran tamafio, mientras que el D3,
es mds sensible a la presencia de gotas pequeiias, dado que estas tltimas poseen una mayor
area superficial.

En la Tabla 4.3 se presentan los valores de los pardmetros caracteristicos de la
distribucién en volumen (D43, Ds;, drea superficial especifica y polidispersidad) para cada

uno de los sistemas evaluados.

Tabla 4.3. Didmetro de gota promedio ponderado en volumen D43 y en superficie D3, indice
de polidispersidad y drea superficial especifica (SSA) de emulsiones 10% aceite 1 % WPI

preparadas con diferentes concentraciones de AS y a distintos pH.

Emulsién D3 (um) Polidispersidad D3, (um) SSA (m*/g)
0,125% SA pH 7 1,32 +0,01° 2,47 +0,01° 0,66 + 0,01° 9,88 +0,13"
0,125% SA pH 6 1,31 +0,02° 2,39 +0,15" 0,67 % 0,02° 9,80 + 0,28"
0,125% SApH5 2,03 +0,26° 1,90 + 0,03 1,16 0,00 5,62 +0,02°
0,125% SApH4 29,29 +2,13 15,42 +£0,16° 2,86 +0,05° 2,28 +0,04°
0,25% SA pH 7 1,17 + 0,00 2,50 + 0,02 0,59 +0,00° 11,05 + 0,07
0,25% SA pH 6 1,47 +0,02° 2,31 +0,05" 0,75 % 0,00° 8,65 +0,01°
0,25% SA pH 5 2,41 0,07 2,56 + 0,06 0,88 + 0,01 7,40 + 0,06"
0,25% SA pH 4 13,66 + 2,09° 10,79 £1,36° 1,20 0,04 5,45 +0,18"

Las letras distintas representan diferencias estadisticas significativas (p<0.05).
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Figura 4.14. Influencia del pH (—7, — 6, 5, 4) en la distribucién de tamanos de gota
de emulsiones 10% aceite 1% WPI conteniendo 0.125% AS (A) 6 0.25% AS (B).

Se observé que las emulsiones preparadas a pH 5, 6 y 7, para ambas concentraciones
de AS, presentaron una distribucién monomodal (Fig. 4.14), con valores de D43 en el rango
de 1-2,5 wm (Tabla 4.3). Sin embargo, las emulsiones evaluadas a pH 4 exhibieron
distribuciones de tamafio mds polidispersas y, a diferencia de los sistemas anteriores, se
observo la aparicién un pico correspondiente a poblaciones de gotas de tamafios superiores a
100 pm. Este fendmeno también pudo evidenciarse a través de los valores de D43 y de
polidispersidad, que fueron muy superiores a los de las emulsiones evaluadas apH 5,6y 7.

Si se observan los valores de D3, — relacionados con la relacion superficie/volumen de
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las gotas — se puede notar que los sistemas preparados a pH 6 y 7 (a ambas concentraciones
de AS) presentaron los menores didmetros y el mayor SSA (Tabla 4.3). A pH 5, se observo
una disminucién gradual del D3, para ambas concentraciones de AS, que estaria relacionada
con la aparicién de un pequeno pico correspondiente a una poblacién de gotas de mayores
tamanos (Fig. 4.14). Finalmente, a pH 4 los sistemas mostraron los mayores valores de D3;,
que evidencian la presencia de una menor SSA.

Teniendo en cuenta que la técnica empleada para medir distribuciones de tamaiios de
gota implico realizar una dilucién previa de los sistemas para lograr entrar en el rango de
medicién, el comportamiento de las emulsiones a pH 4 podria deberse a la existencia de un
fendmeno de agregacion de las gotas que no fue reversible frente a la dilucion. Cabe destacar
que a este valor de pH, los sistemas preparados con 0.125% AS presentaron una mayor
polidispersidad, un mayor valor de D43 y una menor SSA que los preparados con 0.25% AS,
lo que sugeriria que podrian estar formdndose agregados de mayor tamafio que los

correspondientes a los sistemas preparados con 0.25% AS.

4.2.2.2. Potencial Zeta

En segundo lugar, se realizaron medidas de potencial zeta para evaluar la deposicion
electrostética del polisacdrido sobre la pelicula interfacial proteica formada alrededor de las
gotas de emulsion (Fig. 4.15).

Del andlisis de la Fig. 4.15 se puede observar que la carga superficial de las gotas de
emulsiones primarias (en ausencia de AS) fue de -70 y -11 mV a pH 7 y 5, respectivamente.
Esta variacion en el potencial zeta con la disminucién del pH podria ser atribuida a la carga
neta de las moléculas de WPI adsorbidas en la superficie de las gotas, la cual se aproximaria a
valores cada vez mds cercanos a la neutralidad en las proximidades del punto isoeléctrico de

la proteina (5.2 - 4.7) (Pongsawatmanit y col., 2006).
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Figura 4.15. Efecto del pH sobre el potencial zeta de emulsiones primarias 10% aceite 1%WPI
(gris claro); y de emulsiones secundarias 10% aceite 1% WPI conteniendo 0.125%AS (gris) y
0.25%AS (gris oscuro).

Por su parte, el potencial zeta de las emulsiones secundarias (interfase WPI-AS) vari6
desde -70 a -30 mV a medida que el pH descendi6 de 7 a 4. Tal y como se reporta en la
literatura, la magnitud de las interacciones electrostiticas entre las moléculas de proteina y
polisacarido depende tanto de la densidad como de la distribucion de las cargas en cada uno
de los biopolimeros, a un valor de pH determinado (Gu y col., 2005).

A pH 7, la carga neta superficial de las gotas de emulsiones primarias y secundarias
fue la misma para todos los sistemas evaluados (-70 mV). Este fendémeno podria explicarse
teniendo en cuenta que, a valores de pH cercanos a la neutralidad, tanto las moléculas de
proteina como las de polisacarido poseen una densidad de carga neta negativa y se excluyen
mutuamente por repulsiéon electrostitica (Rodriguez Patino & Pilosof, 2011; Weinbreck,
2004). Por ello, dada la escasa interaccion entre los biopolimeros en estas condiciones, las
moléculas de AS no se adsorberian al film proteico estructurado en la interfase y la carga neta

superficial de las gotas estarfa gobernada por los restos aminoacidicos presentes en el WPL
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Sin embargo, a medida que el pH desciende y se acerca al punto isoleléctrico de la proteina,
la carga neta negativa del WPI disminuiria gradualmente y se aproximaria a cero. En estas
condiciones, en la superficie proteica podrian exponerse segmentos o “patches” con carga
positiva que podrian interaccionar con los grupos con carga negativa presentes en las cadenas
de AS (Jones & McClements, 2011; de Kruif y col., 2004).

En la Fig. 4.15 se observa que a pH 5, la carga neta superficial de las gotas de
emulsiones secundarias (-51 y -54 mV) fue mucho mayor que la correspondiente a
emulsiones primarias (-11 mV), lo que sugeriria la adsorcion del polisacarido sobre el film
interfacial proteico formado alrededor de las gotas de aceite. Este comportamiento podria ser
atribuido a las interacciones electrostiticas que se promoverian entre los grupos carboxilo
anidnicos presentes en las moléculas de AS y los clusters de aminodcidos con carga positiva
expuestos en la superficie de la proteina, a valores de pH ligeramente mayores al punto
isoeléctrico del WPL

A pH 4, se observa un comportamiento similar al descripto previamente. En estas
condiciones, la proteina se encontraria por debajo de su punto isoeléctrico y poseeria una
densidad de carga neta positiva (Pongsawatmanit y col., 2006). No obstante, las gotas de
emulsiones secundarias presentaron un valor de potencial zeta negativo, aunque de menor
magnitud que el correspondiente a pH 5. En este caso, también se evidenciaria la adsorcién
del polisacarido a la pelicula interfacial proteica para formar una bicapa alrededor de las
gotas de emulsién, promoviéndose una mayor neutralizacion de las cargas entre los
biopolimeros, en comparacién con los sistemas evaluados a pH 5, debido a la mayor densidad
de patches positivos expuestos en la superficie de la proteina a pH 4. Esta mayor
neutralizacion de cargas contribuiria al acercamiento de las gotas y a la formacién de fléculos
de mayor tamaio (Fig. 4.14).

Ademds, las emulsiones secundarias preparadas con 0.125% AS a pH 4 y 5,
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presentaron un valor de potencial zeta ligeramente menor que el observado en los respectivos
sistemas preparados con 0.25% AS (Fig. 4.15). Dado que en estas condiciones se evidencid la
interaccion electrostdtica entre el polisacdrido y la proteina adsorbida en la interfase aceite-
agua, este fendmeno podria atribuirse a una mayor neutralizacién de cargas en las emulsiones
formuladas con 0.125% AS, promovida por la mayor relacién proteina:polisacdrido (8:1)

presente en estos sistemas.

4.2.2.3. Biopolimeros no adsorbidos

La capacidad de las proteinas de formar una membrana interfacial que sea resistente a
la ruptura juega un papel importante en la estabilizacion de las gotas de aceite contra la
floculacién y la coalescencia durante los almacenamientos a largo plazo (McClements, 2004).
Sin embargo, las moléculas de biopolimeros que no se adsorben en la interfase aceite-agua y
quedan remanentes en la fase continua podrian provocar (i) la formacién de complejos
proteina-polisacérido, cuya precipitacion dependeria del pH y formaria un coacervado (ii) la
desestabilizacion de los sistemas, a través del mecanismo de floculacién por deplecion
(Dickinson, 2010). De alli, la importancia de la determinacién de la concentracién de
biopolimeros no adsorbidos (Fig. 4.16). Por un lado, en la Fig. 4.16 A se puede observar que,
para ambas concentraciones de AS, la concentracion de proteina soluble disminuye a medida
que desciende el valor de pH de las emulsiones.

A pH 5, 6 y 7, la concentracion de proteina en fase acuosa permanecié constante, y
esta fraccion representd aproximadamente un 20% de la concentracién proteica inicial.

Ademds, a estos valores de pH no se observaron diferencias entre las emulsiones
preparadas con distintas concentraciones iniciales de AS. Sin embargo, a pH 4, la

concentracion de proteina soluble disminuyd.
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Figura 4.16. Efecto del pH sobre la concentraciéon de WPI (A) y AS (B) no adsorbidos a la
interfase aceite-agua, remanentes en la fase continua de emulsiones 10% aceite 1% WPI pH 5,

conteniendo 0.125% AS (@) 6 0.25%AS (O).

Por su parte, la Fig. 4.16 B muestra las concentraciones de AS remanente en fase
acuosa. Se observo que a los mayores valores de pH (6 y 7), la concentracion de AS soluble
se mantuvo constante y cercana a la concentracion inicial del polisacdrido en fase acuosa en
cada uno de los sistemas evaluados, mientras que a valores de pH mds bajos (4 y 5), la
concentracion de AS comenz6 a disminuir. Cabe destacar que en las emulsiones formuladas a
pH 5 y pH 4 se observé la formacién de un precipitado en el fondo de los tubos sometidos a
centrifugacién, con excepcion del sistema 0.25%AS pH 5, donde no tuvo lugar este

fenémeno (datos no mostrados).
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Por un lado, la cantidad de WPI adsorbida en la interfase aceite-agua estaria
directamente relacionada con el método de preparacion de las emulsiones y con la energia
total aportada al sistema para generar el drea interfacial (Jafari y col., 2008). Por otro lado,
dado que a pH 6 y 7 la interaccién entre los biopolimeros es escasa debido a las fuerzas de
repulsion electrostatica, la concentracion de AS remanente en solucidén permanece cercana a
la concentracion inicial de polisacdrido en fase acuosa, y la concentracion de WPI soluble se
mantiene constante. Sin embargo, a medida que el pH de la emulsién se acerca valores
cercanos al punto isoeléctrico de la proteina, las moléculas de polisacarido cargadas
negativamente comenzarian a interaccionar con los patches positivos expuestos en la
superficie proteica, tal y como se discutié anteriormente. De esta manera, podrian producirse
dos fendmenos en simultdneo: (i) la deposicion electrostdtica del polisacdrido sobre la
pelicula de WPI adsorbida en la interfase para formar una bicapa alrededor de la gota de
aceite y (ii) la formacion de complejos electrostiticos entre las moléculas de WPI y AS
remanentes en soluciéon. Ambos fendmenos se verian mds favorecidos a pH 4, ya que a este
valor de pH la proteina poseeria una mayor densidad de carga positiva, lo que promoveria
una mayor interaccidén con las moléculas de polisacdrido. Ademads, los complejos proteina-
polisacédrido formados por la interaccion de los biopolimeros en fase acuosa precipitarian al
ser sometidos a la elevada fuerza centrifuga utilizada en la técnica para la determinacion de
AS y WPI no adsorbidos en la interfase, con la consecuente formacién de un coacervado en
el fondo del tubo (de Kruif y col.,, 2004). Esto contribuiria a la disminucién de la
concentracion de WPI y de AS en la fase continua.

De particular interés, es el fendmeno que ocurre en el sistema 0.25% AS pH 5, donde
no se observd la formacién de coacervado luego de la centrifugacién y, por lo tanto, la
disminucién de la concentracion de polisacdrido remanente en fase acuosa podria deberse

exclusivamente a la deposicion electrostatica de las moléculas de AS sobre la pelicula
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interfacial proteica que rodea a las gotas de aceite, para formar una segunda capa
biopolimérica.

Por otro lado, las emulsiones preparadas con 0.125% AS a pH 4 mostraron una mayor
disminucién del contenido proteico en fase acuosa respecto de las preparadas con 0.25% AS,
lo que podria ser debido a la formacién de una mayor cantidad de coacervado en estos
sistemas, luego de la centrifugacion. Este comportamiento podria explicarse teniendo en
cuenta la relacion inicial WPL:AS en las emulsiones preparadas. Dado que el sistema que
contenia una concentraciéon inicial de AS de 0.125% presentaba una mayor relacién
proteina:polisacdrido (8:1) con respecto al sistema que contenia 0.25% AS (4:1), al disminuir
el pH, en el primer caso se habria promovido una mayor neutralizacion entre las cargas de las
moléculas de WPI y AS de los complejos electrostaticos formados en fase acuosa, lo que
habria provocado la mayor formacién de coacervado. Estos resultados son consistentes con

los discutidos en la Seccion 1.

4.2.2.4. Estabilidad de emulsiones

La estabilidad de las emulsiones se analiz6 en el equipo Turbiscan cada 2 min durante
las primeras 2 h, y luego se realiz6 una medida puntual a las 24 h.

En la Fig. 4.17 se presentan los perfiles de AT (%) y ABS (%) correspondientes a los
sistemas preparados con 0.125% AS. En estas emulsiones, se observd que aquellas
preparadas a pH 6 y 7, comenzaron a exhibir una separacion de fases macroscdpica en el
transcurso de las primeras 2 horas de andlisis, dado que en este periodo aparecieron picos en
el perfil de Transmitancia (0-20 mm). Finalmente, a las 24 h, se observé una separacion de
fases completa. En estas condiciones, el limite entre la fase crema y el suero se observé a una

altura de 50 mm a pH 7 (Fig. 4.17 A), y 48 mm a pH 6 (Fig. 4.17 B).

117



Resultados

1009Delta Transmission 1009,Detta Transmission 0:00
A B 0:04

0:08
0:12
0:16
0:20
0:24
0:28
0:35
0:45
0:55
1:06
1:15
1:25
1:35
1:45
1:556
24:23

50% 50%

0% k= 0%/ 1.
Omm 50mm Omm 50mm
509,Delta Back Scattering Delta Back Scattering

Omm 50mm

Delta Transmission 1009, Delta Transmission 0:00
0:08

0:12
50% 50% 0:16
0:20
0:24
0:28
0%) 0%) 0:32
Omm 50mm 50mm 0:35
Delta Back Scattering 509, Delta Back Scattering 0:45
0:55
1:05
1:15
0% f“\ L 125

0%
W g 135
145

1:55
-50% -50% 24:12
Omm 50mm 50mm

-

Fig. 4.17. Perfiles de desestabilizacion (Transmitancia y Backscattering) de emulsiones 10%
aceite 1%WPI 0.125% AS a distintos valores de pH: 7 (A), 6 (B), 5 (C) y 4 (D). La curva roja

corresponde a la dltima medicidn puntual realizada a las 24 h.

Por otro lado, a pH 5, las emulsiones fueron pricticamente estables al cremado
durante las primeras 2 h de andlisis, ya que en el perfil de ABS se observan picos pequefios
tanto en el fondo (clarificacién) como en la parte superior del tubo (crema). Ademds estos
sistemas no presentaron una separacion de fases macroscopica luego de las 24 h de andlisis,
ya que no se registraron picos de Transmitancia (Fig. 4.17 C).
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Finalmente, las emulsiones a pH 4 fueron estables al cremado durante las primeras 2
hs, y luego presentaron una pequefia separacion de fases a las 24 h de andlisis (Fig. 4.17 D).
También se muestran los perfiles de desestabilizacion correspondientes a los sistemas

conteniendo 0.25% AS (Fig. 4.18).
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Fig. 4.18. Perfiles de desestabilizacion (Transmitancia y Backscattering) de emulsiones 10%
aceite 1% WPI 0.25% AS a distintos valores de pH: 7 (A), 6 (B), 5 (C) y 4 (D). La curva roja

corresponde a la dltima medicidn puntual realizada a las 24 h.
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Las Fig. 4.18 A y B muestran el comportamiento de las emulsiones preparadas a pH 7
y pH 6, respectivamente. A diferencia de los sistemas preparados con 0.125% AS, estas
emulsiones fueron estables al cremado durante las primeras 2 h de andlisis y sélo se
evidenci6 la separacion de fases macroscopica a las 24 hs de medicion.

Por su parte, las emulsiones preparadas con 0.25% AS a y pH 4 y pH 5, no
presentaron una separacion de fases, siendo la dltima, la més estable frente a cremado (Fig.

4.18 C y D).

Desestabilizacion por floculacion y/o coalescencia

La estabilidad de las emulsiones frente a la floculacién/coalescencia se evalud
analizando los perfiles de retrodispersion de luz (A%BS) presentados en las Fig. 4.17 y 4.18.
De estos perfiles, se calculd para cada sistema el valor promedio del ABS (%) en la zona
media de los tubos (20-35 mm) para cada tiempo, tal y como se describié en la seccidén
Materiales y Métodos.

La Fig. 4.19 muestra la evolucién del valor promedio del ABS (%) en funcién del
tiempo, como una medida de la variacion del tamafio de gota promovida por fenémenos de
floculacién/coalescencia durante la primera hora de mediciéon. La intensidad de luz
retrodispersada se relaciona con la cantidad de gotas presentes en la emulsién. En nuestro
caso, una reduccién del ABS (%) representaria una disminucion del nimero de gotas
presentes en la emulsién, promovida por un aumento del tamafio de las particulas, ya sea por
floculacion o coalescencia. La coalescencia es un proceso irreversible ya que implica la
ruptura de la pelicula interfacial para dar lugar a la fusién de dos gotas de emulsién. Mientras
que la floculacién es un proceso que conduce a la agregaciéon de las gotas para formar
fléculos, pero manteniendo la integridad de la membrana interfacial que las rodea

(McClements, 1999). Ambos fendmenos conducen a un incremento del tamafio de particula,
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que puede ser registrado por el Turbiscan. Sin embargo, el equipo no es capaz de discriminar

a cudl de estos dos mecanismos de desestabilizacion corresponde el aumento del tamafio de

gota.

Figura 4.19. Efecto del pH (®7, A6, B85,
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4) sobre los perfiles de luz retrodispersada (ABS)

de emulsiones 10% aceite 1% WPI conteniendo 0.125% AS (A) 6 0.25% AS (B), como una

medida de la variacién del tamaiio de gota promedio. Los valores promedio para cada sistema

fueron calculados en la zona media del tubo (de 25mm a 35mm).

Cabe destacar que la centrifugacion de las emulsiones no produjo liberacion de aceite

(coalescencia) en la superficie de la fase crema, resaltando las excelentes propiedades
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funcionales de las proteinas lacteas para formar una pelicula interfacial suficientemente
eldstica y con buenas propiedades mecdnicas. Es por ello que las variaciones en el tamafio de
gota que se presentan en la Fig.4.19 podrian atribuirse exclusivamente a fendmenos de
floculacion.

En la Fig. 4.19 A se puede observar que los sistemas preparados con 0.125%AS a pH
6 y 7 mostraron un marcado descenso del A%BS, indicando un incremento en el tamafio de
gota; mientras que en los sistemas evaluados a pH 4 y 5, el ABS (%) permanecié constante, lo
que sugeriria que el tamafio de gota no vario.

Por su parte, las emulsiones preparadas con 0.25% AS (Fig. 4.19 B) presentaron un
comportamiento similar al anterior para pH 4 y 5. Sin embargo, a pH 6 y 7, la disminucién
del A%BS no fue tan notoria como en los sistemas preparados con 0.125% AS, indicando una
leve variacién en el tamaiio de gota.

En las micrografias presentadas en la Fig. 4.20, puede observarse claramente la
formacion de cadenas de floculos en los sistemas estudiados a pH 6 y 7, a ambas
concentraciones de AS. Como se discutié anteriormente, a valores de pH cercanos a la
neutralidad, tanto la proteina como el polisacdrido presentan una densidad de carga neta
negativa y existe una repulsion electrostdtica entre ellos. Varios autores sugieren que las
presencia de moléculas poliméricas no adsorbidas a la membrana interfacial, promoverian un
incremento de las fuerzas de atraccion entre las gotas de emulsion a través de un proceso
osmotico asociado a la exclusion del polimero de la regién comprendida entre dos gotas muy
proximas entre si (McClements, 1999; Guzey y col., 2006; Radford & Dickinson, 2004). Este
fendmeno se denomina floculacién por deplecion y aceleraria la destabilizacién de los
sistemas, a través de la formacion de fléculos que poseerian un tamafio mayor al de las gotas

de emulsidn aisladas.

122



Resultados
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Figura 4.20. Efecto del pH y de la concentracion de AS en la microestructura de

emulsiones10% aceite 1% WPI.

Si realizamos un andlisis teniendo en cuenta los potenciales de interaccion tedricos,
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las cadenas de floculos observadas a pH 7 (Fig. 4.20) estarian indicando que el Urtorar (Ec.
1.15) entre las gotas de emulsion resultd siendo atractivo. En estas condiciones, las moléculas
de polisacarido que no se adsorbieron en la interfase proteica y quedaron remanentes en la
fase continua (Fig. 4.16) podrian haber generado un Upgp (Ec. 1.13) entre las gotas de
emulsion. En consecuencia, la diferencia de presion osmdética, que constituye la principal
fuerza motriz de este potencial, habria favorecido el movimiento del solvente desde la zona
de exclusién del polisacédrido hacia el seno de la solucién, promoviendo asi el acercamiento
de las gotas. Ademds, dado que a distancias cortas el efecto atractivo del Uypw (Ec. 1.6)
predominaria sobre el efecto repulsivo del Uggcer (Ec. 1.7), se generaria un Urgrar
netamente atractivo que seria el responsable del estado de agregacion de las gotas. Sin
embargo, también se deberia considerar la contribucion repulsiva del Ugrgric (Ec. 1.9) que
prevaleceria sobre el Uypw a distancias muy cortas (h<<0), preservando asi la integridad de la
membrana interfacial y evitando la desestabilizacion del sistema por coalescencia.

El comportamiento de las emulsiones a pH 6, para ambas concentraciones de AS,
podria analizarse de modo similar. En este caso, al disminuir el pH, la repulsién electrostética
entre las gotas seria menor que la observada a pH 7, debido a la disminucién del potencial
zeta en estos sistemas (Fig. 4.15); y ademds, seguiria existiendo un Upgp (Ec. 1.13) atractivo,
ya que la concentracién de biopolimeros no adsorbidos remanentes en fase acuosa fue similar
a la observada a pH 7 (Fig. 4.16). Por lo tanto, el UroraL (Ec. 1.15) seguiria siendo atractivo
y las gotas de emulsion continuarian floculadas.

Muchos autores afirman que una mayor concentracion de polisacdrido no adsorbido
en la interfase promoveria un mayor grado de floculacién por deplecion (McClements, 2000;
Perrechil & Cunha, 2013). Sin embargo, las emulsiones preparadas con 0.25% AS podrian
presentar una velocidad de floculacion mdés lenta que la correspondiente al sistema con

0.125% AS (Fig. 4.19), dado el incremento de la viscosidad de la fase continua con el
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aumento de la concentracion del polisacdrido (Manoj y col.,. 1998).

Por su parte, en los sistemas evaluados a pH 5 (a ambas concentraciones de AS) no se
evidenci6 la formacion de floculos, y las gotas de emulsion permanecieron separadas unas de
otras (Fig. 4.20). A diferencia de los sistemas anteriores, la estabilidad de estas emulsiones
estarfa gobernada por la existencia de un Urorap repulsivo entre las gotas (Ec. 1.15). Por un
lado, en estos sistemas, la contribucidn repulsiva debida al Ugpgcer (Ec. 1.7) seria menor que
la observada a pH 7, debido a la disminucién del potencial zeta con el descenso del pH (Fig.
4.15). Sin embargo, a pH 5 se pudo comprobar la adsorcién del polisacarido a la interfase
proteica para formar una bicapa alrededor de la gota de emulsién y este fendmeno conllevaria
a (i) una disminucién de la concentraciéon de AS en la fase continua (Fig. 4.16), lo que
disminuiria la magnitud atractiva del Upgp (Ec. 1.13), y (i1) un aumento del espesor de la capa
interfacial (8), que promoveria un incremento del Ugrgric de repulsion (Ec. 1.9), tanto a nivel
de la contribucion de mezcla (Upix) como de la elastica (Uejasiic). Ademas, este Usrgric de
mayor magnitud probablemente predominaria sobre el Uypw atractivo (Ec. 1.6) a distancias
cortas entre las gotas. En este sentido, las contribuciones repulsivas predominarian sobre las
contribuciones atractivas, generando un Urorar repulsivo, favoreciendo la estabilidad de las
emulsiones.

Un aspecto interesante para evaluar es el comportamiento observado en las
emulsiones a pH 4, ya que mostraron una estructura microscépica diferente dependiendo de
la concentracion de AS utilizada (Fig. 4.20). Por un lado, los sistemas preparados con 0.125%
AS presentaron una estructura donde las gotas de emulsién estaban completamente
floculadas, formando un entramado o red de fléculos (que se diferencia de las cadenas de
fléculos observadas a pH 6 y 7), indicando que el Urorar (Ec. 1.15) originado entre las gotas
fue de cardcter atractivo (Fig. 4.20). En estos sistemas el Uggcr (Ec. 1.7) se veria ain més

disminuido que a pH 5, debido a la mayor neutralizacién de las cargas entre los biopolimeros
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acomplejados en la interfase aceite-agua (Fig. 4.15). La Fig. 4.16 muestra que practicamente
no quedoé polisacdrido soluble en la fase acuosa. Sin embargo, dado que la centrifugacion de
estos sistemas produjo un coacervado, los complejos proteina-polisacdrido formados en la
fase continua, probablemente, podrian haber inducido un Upgp atractivo entre las gotas, ya
que se comportarian como especies no adsorbidas a la interfase (McClements, 1999).
Ademads, si las moléculas de AS disponibles no fueran suficientes para saturar completamente
la interfase proteica (i) el 6 serfa menor que el observado a pH 5 y, por lo tanto, la
contribucién repulsiva del Usteric (Ec. 1.9) se veria disminuida, y (ii) se promoveria el
fenomeno de floculacion por “puentes” (o bridging), donde una tunica molécula de
polisacdrido se adsorberia a la superficie de dos gotas de emulsiéon (Gu y col., 2005;
Dickinson, 2011), lo que aproximaria las gotas a distancias més cortas, y la contribucién
atractiva del Uypw (Ec. 1.6) cobraria importancia. En consecuencia, el Urorar originado por
la suma de todas estas contribuciones seria de cardcter atractivo.

Por otro lado, en las micrografias de los sistemas preparados con 0.25% AS a pH 4
(Fig. 4.20) se observa la presencia de algunos floculos aislados que coexisten con una
poblacion de gotas de emulsion no floculadas. Esta disminucion en el grado de agregacion de
las gotas, producida por el aumento de la concentracién del polisacarido, podria atribuirse a
una mayor cantidad de moléculas de AS adsorbidas en la interfase proteica, lo que
promoveria una mayor repulsion tanto electrostética (Fig. 4.15) como estérica entre las gotas
de emulsién. En este dltimo sistema, el analisis de las contribuciones individuales de los
distintos potenciales de interaccidon entre las gotas resultaria mds complejo debido a la

coexistencia de gotas agregadas en pequefios floculos y de gotas no floculadas.
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Desestabilizacion por cremado

Para cada emulsién se determiné un indice de cremado a los 7 dias de anélisis, como
un pardmetro de la estabilidad global de los sistemas en un intervalo de tiempo prolongado.
Estos valores se representan en la Fig. 4.21, donde se observa que las emulsiones evaluadas a
pH 6 y 7 fueron las mds inestables al cremado, independientemente de la concentracion de
AS, mientras que las evaluadas a pH 5 fueron las mds estables.

En la Tabla 4.4 se presentan los tiempos de retardo (tgr) para cada sistema, que
corresponden al periodo de latencia que precede al comienzo de la separacion de fases
(Lizarraga y col., 2008). Este pardmetro se relaciona con el grado de floculacién de las
emulsiones y muchos autores sugieren que el tg aumenta con el incremento de la
concentracion de polimeros no adsorbidos presentes en la fase continua, (Parker y col., 1995;

Santiago y col., 2002; Lizarraga y col., 2008).

Tabla 4.4. Efecto de la concentraciéon de AS y del pH en los tiempos de retardo (tr) de
emulsiones 10% aceite 1% WPL

Emulsion Tiempo de retardo (tg) (h)
0,125% AS pH 7 0.28
0,125% AS pH 6 0.26
0,125% AS pH 5 Estable
0,125% AS pH 4 2
0,25% AS pH7 24 > tr>2
0,25% AS pH 6 24> tg>2
0,25% AS pH 5 Estable
0,25% AS pH 4 Estable

En primer lugar, las emulsiones preparadas a pH 6 y 7 con 0.125% AS exhibieron un
mayor indice de cremado (Fig. 4.21 A) y un menor tg (Tabla 4.4) que aquellas preparadas con
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0.25%AS. Ademais, en la Fig. 4.21 B se observa que los sistemas preparados con 0.25% AS
presentaron un suero remanente totalmente claro y limpido, mientras que los que contenian

una menor concentracion del polisacdrido mostraron un suero turbio blanquecino.
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Figura 4.21. (A) Efecto de la concentracion de AS (® 0.125%, O 0.25%) y del pH sobre el indice
de cremado de emulsiones 10% aceite 1% WPI, luego de un periodo de 7 dias de almacenamiento a

temperatura ambiente. (B) Apariencia visual de las emulsiones analizadas en (A).
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Estos resultados son consistentes con los reportados por Manoj y col. (1998), donde se
observé un comportamiento similar al aumentar la concentracion de polisacarido en la fase
continua de emulsiones O/W de hexadecano.

La concentracién correspondiente a 0.125% AS podria no ser suficiente para flocular
completamente las gotas a estos valores de pH y, en estas condiciones, coexistirian dos fases
en los sistemas: una fracciéon de gotas floculadas y un grupo de gotas no floculadas. Estas
ultimas serian las responsables de la turbidez exhibida en la fase suero, ya que las gotas
individuales cremarian mds lentamente que la fraccién de gotas floculadas. Por lo tanto, el
color turbio del suero en estos sistemas se deberia a la presencia de gotas de emulsién no
floculadas en suspension.

Por otro lado, las emulsiones preparadas con la mayor concentracion de AS estarian
completamente floculadas. En estos sistemas, se promoveria la formacion de una estructura
floculada mds expandida que en el caso anterior, debido al alto grado de floculacién. Estos
fléculos formarian una red estructurada con canales internos por donde difundiria la fase
continua. En este caso, la naturaleza mds viscosa de la fase continua, dada por el aumento en
la concentracién de AS, podria contribuir a la reducciéon de la velocidad de floculacidn,
incrementando asi el tg en estos sistemas (Tabla 4.4).

Sin embargo, transcurrido ese periodo de latencia, el cremado ocurriria rdpidamente
luego del repentino colapso de esa estructura floculada, dando lugar a un suero remanente
claro y transparente debido a la ausencia de gotas de emulsion residuales (Manoj y col.,
1998).

El espesor de la fase crema (H¢) también estuvo relacionado con la concentracion de
polisacdrido con la que se prepararon los sistemas a pH 6 y 7 (Fig. 4.21 B). A mayores
concentraciones de AS se obtuvieron cremas con un espesor mayor. Esto podria deberse a

que el polisacdrido aumentaria la resistencia a la compresién de la estructura floculada,
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obteniéndose cremas mds compactas a las menores concentraciones de AS.

En segundo lugar, las emulsiones preparadas a pH 5 (a ambas concentraciones de AS)
fueron las mds estables y no se evidencid la separacion de fases luego de 7 dias de andlisis.
Lo mismo ocurrié con el sistema preparado a pH 4 con 0.25% AS. No obstante, la emulsién
preparada a pH 4 con 0.125% AS presentd una pequefia separacion de fases, con un suero
remanente claro y limpido, lo que estaria dando un indicio de que el sistema se encontraba
completamente floculado. Estos resultados son consistentes con los observados anteriormente
en las micrograffas, donde se evidencid la existencia de una emulsion altamente floculada
(Fig. 4.20). A pH 4, el principal obstaculo para el cremado podria haber sido la formacion de
una estructura tipo gel de floculos interconectados entre si (Meller & Stavans, 1996). El
colapso de esta estructura, una vez transcurrido el tiempo de retardo, habria llevado a la

separacion de fases.

De los resultados de este apartado, las emulsiones 10% aceite 1% WPI 0.25% AS pH
5 fueron seleccionadas para continuar con los estudios para el disefio de un sistema de
encapsulacion, ya que fueron las mds estables que se obtuvieron. En particular, no
presentaron fendmenos de floculacién ni coalescencia y, ademds, no se evidencid la

formacion de coacervado cuando las emulsiones fueron sometidas a centrifugacion.

4.2.3. Efecto de la concentracion de MDX y de la temperatura de congelamiento

Una vez seleccionadas las mejores condiciones para producir emulsiones multicapa
estables (10% aceite 1% WP1 0.25% AS pH 5), se decidi6 agregar a la formulacién MDX, un
polisacdrido neutro, para evaluar su efecto crioprotector durante la etapa de congelamiento
previa al paso de liofilizacion. Para ello, se partié de soluciones acuosas mixtas WPI/MDX

que se mezclaron con la fase oleosa durante los pasos de homogeneizacién (Blender +
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Sonicador) para la obtencién de la emulsiéon primaria. Dado que la MDX es un polisacédrido
neutro y no posee actividad superficial, se considera que no migra a la interfase aceite-agua,
sino que permanece en la fase acuosa. Luego de la obtencién de la emulsién primaria
(monocapa de WPI) conteniendo MDX, se agreg6 el AS y se bajé el pH a 5 para promover
las interacciones electrostaticas WPI-AS, tal y como se describi6 en la seccién Materiales y
Métodos.

En este apartado, se evaluard la influencia de la concentracion de MDX y de la

temperatura de congelamiento sobre la estabilidad de las emulsiones multicapa.

4.2.3.1. Efecto de la concentracion de MDX

Distribucion de tamaiios de gota

Las distribuciones de tamafios de gota de las emulsiones conteniendo diferentes
concentraciones de MDX se presentan en la Fig. 4.22, mientras que en la Tabla 4.5 se
muestran los pardmetros correspondientes a estas distribuciones.

Del andlisis de los tamafios de gota ponderados en volumen (Fig. 4.22 A) se puede
observar que los sistemas con 0 y 10% de MDX exhibieron una poblacioén principal con
tamafos alrededor de 1 pm.

La misma tendencia fue observada para las emulsiones con 15 y 20% MDX, donde el
pico correspondiente a la poblacién principal de gotas presenté un desplazamiento hacia la
izquierda (menores tamafos de gota), y cuyo maximo se ubicé alrededor de 1.02 y 0.45 pum,
respectivamente.

El D43 de las emulsiones no mostré una tendencia clara cuando se compararon los
sistemas con diferentes concentraciones de MDX (Tabla 4.5). Sin embargo, dado que este
pardmetro representa un promedio de los tamafios de gota presentes en una emulsién en

particular, no resulta adecuado para describir el comportamiento de sistemas que no son
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Figura 4.22. Efecto de la concentracién de MDX (0% —, 10% -+, 15% —-—-, 20% ----) en
la distribucién de tamafios de gota ponderada en volumen (A) y en nimero (B) de emulsiones

10% aceite 1% WPI 0.25% AS pH 5.

Por su parte, las emulsiones con 20% MDX resultaron ser los sistemas mds
polidispersos, tal y como lo refleja el indice de polidispersidad en la Tabla 4.5. Ademas, se
observo que la adicion de MDX a partir de 15% produjo un incremento gradual del SSA
(Tabla 4.5). Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta el procesador ultrasénico

utilizado para la preparacion de emulsiones primarias fue disefiado para entregar una

132



Resultados

amplitud de onda constante.

Tabla 4.5. Didmetro de gota promedio ponderado en volumen (D43) y en superficie (D3»),
indice de polidispersidad, y area superficial especifica (SSA) de emulsiones 10% aceite 1%

WPI 0.25% AS pH 5 preparadas con diferentes concentraciones MDX.

MDX (%p/p) D3 (um) Polidispersidad ~ Ds, (um) SSA (m*/g)
0 2.41+0.07* 2.56 +0.06" 0.88 +0.01° 7.40 + 0.06"
10 2.78 +0.07° 1.67 £0.07° 1.04 £0.07° 6.28 +0.42°
15 1.96 +0.86" 3.30 +0.20° 0.52+0.05°  11.60 +0.99°
20 2.68 +0.39*" 473 +1.94° 0.42+0.02°  15.65+0.64

Las letras distintas representan diferencias estadisticas significativas (p<0.05)

En este sentido, cuanto mayor sea la resistencia al movimiento de la sonda debido al
aumento de viscosidad del medio, mayor serd la potencia entregada al sistema para mantener
la amplitud de la onda ultrasénica constante (Fig. 4.22 A inserto). En consecuencia, durante
la etapa de sonicacion se estaria entregando una mayor cantidad de energia a los sistemas con
mayores concentraciones de MDX. Este exceso de energia promoveria la generacién de una
mayor SSA (Tabla 4.5) que derivaria en la produccién de tamafios de gota més pequeiios, tal
y como se refleja en el D3, (Tabla 4.5), favoreciendo la estabilidad de los sistemas preparados
con 15% y 20% de MDX. Klinkesorn y col., 2004 encontraron que la adicién de 10% de
MDX (DE 15) a emulsiones de aceite de girasol estabilizadas con Tween-80, no era
suficiente para aumentar considerablemente la viscosidad relativa de estos sistemas.
Teniendo esto en cuenta, podria sugerirse que esta podria ser una de las razones por la cual
las emulsiones conteniendo 0% y 10% de MDX presentaron tamaifios de gota similares (Fig.
4.22 A, Tabla 4.5).

Cuando la distribucién de tamafios de gota en volumen se transformé a una
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distribucién en nimero, aparecié un patrén monomodal para cada sistema evaluado (Fig. 4.22
B). A pesar de que la conversién de una distribucién ponderada en volumen a una ponderada
en nimero supone una magnificacién del error inherente a la técnica de medicidn, adn sirve
para comparar la importancia relativa de las distintas poblaciones de gota en la poblacién
total. Con este criterio de andlisis, se encontré que la poblacién principal de gotas observada
en la Fig. 4.22 B correspondia a tamafios pequefios (<lum), con un méximo alrededor de
0.15 wm para todas las emulsiones. Cabe destacar que las distribuciones de tamaiio
ponderadas en numero se encuentran desplazadas hacia la izquierda respecto de las
ponderadas en volumen. Esto ocurre porque cuando se calculan los didmetros ponderados en
nimero, las particulas pequefias son las que cobran mayor importancia, mientras que para
didmetros ponderados en volumen, las particulas mds grandes adquieren relevancia ya que se
relacionan con el d°.

En la Fig. 4.22 B también se puede apreciar un mayor nimero de gotas de tamafios
pequeiios en las emulsiones con 15% y 20% de MDX, lo cual es consistente con la mayor

SSA creada en estos sistemas (Tabla 4.4).

Potencial zeta

Se realizaron medidas de potencial zeta para evaluar el efecto del agregado de MDX
sobre la deposicion electrostitica de las moléculas de AS sobre el film interfacial proteico
alrededor de las gotas de emulsion preparadas con 10% aceite y 1% WPI (Fig. 4.23).

Tal y como se demostrd anteriormente, en ausencia de MDX, el valor del potencial
zeta de las emulsiones secundarias (-54 mV) fue mds negativo que el observado para
emulsiones primarias (-11 mV), lo que estaria indicando la adsorcién del AS a las moléculas
de WPI estructuradas en la interfase aceite-agua. El agregado de 10% de MDX a las

emulsiones produjo una disminucion del valor absoluto del potencial zeta (|C|) hasta un valor
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de -33.5 mV, lo que sugeriria que un menor nimero de moléculas de AS se habrian adsorbido

a la interfase proteica alrededor de la gota (Pongsawatmanit y col., 2006).
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Figura 4.23. Efecto de la concentraciéon de MDX sobre el potencial zeta de emulsiones 10%
aceite 1% WPI pH 5, conteniendo 0% AS (emulsién primaria) y 0.25% AS (emulsién

secundaria).

Sin embargo, resulta interesante observar que a mayores concentraciones de MDX, el
potencial zeta volvid a ser gradualmente mds negativo, hasta alcanzar un valor de -55 mV en
los sistemas conteniendo 20% MDX, similar al observado para emulsiones sin MDX. A pesar
de que este comportamiento pueda parecer contradictorio, una posible explicacion para este
fendmeno podria estar relacionada con la incompatibilidad termodindmica entre las
moléculas de AS y de MDX en la fase continua, cuando su concentracién supera un nivel
critico (Tolstoguzov, 2006). Por un lado, el AS es una macromolécula de alto peso molecular
(135000 g/mol) y, a pH 5, sus grupos carboxilo podrian estar ejerciendo una repulsion
electrostética entre ellos, forzando a la molécula a adoptar una conformacion lineal extendida

(tipo rod-like), maximizando su volumen de exclusién, para minimizar las interacciones
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repulsivas. Por otro lado, las moléculas de MDX son moléculas neutras de menor peso
molecular (DE 15, PM 1200 g/mol), y presentarian un menor volumen efectivo en solucién
en comparacion con las moléculas de AS. Zhong y col. (2010) estimaron un radio de giro
(Ry) para las moléculas de AS de 370 nm, mientras que este pardmetro fue estimado
alrededor de 1.7 nm para las moléculas de MDX (Klinkesorn y col., 2004).

En este contexto, ambos polisacdridos podrian permanecer cosolubles en la fase
acuosa de las emulsiones conteniendo 10% MDX. Sin embargo, la presencia de un mayor
numero de moléculas de MDX neutras (en relacién a la cantidad de moléculas de AS) en la
fase, podria haber incrementado ligeramente la viscosidad, dificultando la difusién de las
moléculas de AS hacia la superficie de las gotas de emulsion, disminuyendo asi la adsorcién
del polisacarido anidnico para la formacion de la bicapa interfacial.

A mayores concentraciones de MDX (15% y 20%), podria producirse un fenémeno de
incompatibilidad termodindmica entre ambos biopolimeros, debido a efectos de los
volimenes de exclusion y la competencia de las moléculas por el espacio en la fase acuosa
(Perez y col.,, 2010). En consecuencia, podria estar promoviéndose la difusiéon de las
moléculas de AS cargadas negativamente hacia la interfase proteica con cargas positivas, a
través de un mecanismo segregativo (Perez y col., 2009). Asi, un mayor nimero de moléculas
de AS se adsorberian a la superficie de las gotas, produciendo un aumento de la magnitud del
potencial zeta.

Ademds, tal y como se discutié anteriormente, las emulsiones con 20% de MDX
mostraron una mayor proporcion en nimero de gotas de tamafos pequefios (Fig. 4.22 B) con
una mayor area superficial especifica creada (Tabla 4.4) que las observadas para emulsiones
con 10% MDX. En consecuencia, las moléculas de AS podrian haber tenido una mayor
chance de encontrarse con la superficie de las gotas de emulsién y una mayor probabilidad de

unirse mediante interacciones electrostdticas a la proteina estructurada en la interfase.
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Cabe destacar que todas las emulsiones secundarias presentaron valores de potencial zeta
superiores a -30 mV (en valor absoluto), sugiriendo que la repulsion electrostética entre las

gotas seria suficiente para generar un sistema coloidal estable (Guzey & McClements, 2004).

4.2.3.2. Efecto de la temperatura de congelamiento

Estabilidad de las emulsiones congeladas

En este apartado se evaluard la influencia de la concentracion de MDX sobre la
estabilidad de emulsiones 10% aceite 1% WPI 0.25% AS pH 5 sometidas a diferentes
temperaturas de congelamiento (-18°C y -80°C).

En la Fig. 4.24 se muestra la apariencia de emulsiones congeladas a -18°C, donde se
observa una clara diferencia de color entre los sistemas sin MDX y con MDX. La emulsion
congelada sin MDX exhibi6 un color amarillo fuerte, lo que podria deberse a la
desestabilizaciéon inmediata de la emulsion, una vez sometida al congelamiento, con la
consecuente liberacion del aceite encapsulado. La apariencia de las emulsiones congeladas a -

80°C fue similar a la observada en los sistemas congelados a -18°C.

¢ o e

Figura 4.24. Apariencia de emulsiones 10% aceite 1% WPI 0.25% AS pH 5 (1) sin MDX,
(2) con 10% MDX, (3) con 15% MDX y (4) con 20% MDX, congeladas a -18°C.
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La estabilidad de las emulsiones antes y después del congelamiento se evalud

analizando los perfiles de ABS (%) obtenidos en el equipo Turbiscan (Fig. 4.25).
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Figura 4.25. Perfiles de retrodispersion de luz (BS %) de emulsiones 10% aceite 1% WPI 0.25%
AS pH 5, a distintos tiempos de desestabilizacion: 1 h (gris claro), 2 h (gris), 24 h (gris oscuro) y
7 dias (negro); conteniendo 0% MDX (A, D, G), 10% MDX (B, E, H) y 20% MDX (C, F, D);
almacenadas a -18°C (D, E, F), -80°C (G, H, I) y no congeladas (A, B, C).

En primer lugar, se observo que el agregado de 10% MDX mejoré la estabilidad de
las emulsiones no congeladas, ya que en la Fig. 4.25 B el pico correspondiente a la zona de

clarificacion parece ser menor al observado para los sistemas sin MDX (Fig. 4.25 A).
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Las principales diferencias se pueden observar en las dos primeras horas de medicion
y a las 24 h de almacenamiento. Este aumento de la estabilidad observado para las
emulsiones con 10% MDX podria estar relacionado con un ligero incremento de la
viscosidad de la fase continua, lo que retardaria el movimiento ascendente de las gotas.

Las emulsiones mds estables fueron las que contenian 20% MDX, tal y como se
muestra en la Fig. 4.25 C. En este caso, la estabilidad estaria promovida no sélo por el
incremento de la viscosidad de la fase continua, sino también por el menor tamafo de gota
observado en estos sistemas (Fig. 4.25 A, 4.25 B, Tabla 4.5), lo que disminuiria ain mds la
velocidad de cremado de la fase dispersa. En realidad, el incremento de la concentracion de
MDX podria haber aumentado la diferencia de densidades entre las fases dispersa y continua
(Ley de Stokes), lo que aceleraria el cremado. Sin embargo, este fendmeno podria haber
estado equilibrado por el aumento de la viscosidad de la fase continua, promoviendo asi la
estabilidad de los sistemas.

En segundo lugar, se estudi6 la influencia de la temperatura de congelamiento sobre la
estabilidad de los sistemas. Las emulsiones sin MDX conservadas a -18°C y -80°C se
desestabilizaron rdpidamente una vez descongeladas (Fig. 4.25 D y 4.25 G). Las almacenadas
a -18°C fueron las mds inestables y mostraron una separacion de fases macroscopica casi
inmediata, tal y como se observa en la Fig 4.25 D. Estas emulsiones también exhibieron la
formacion de un sedimento en el fondo del tubo, lo que se relacionaria con los valores de
ABS (%) positivos entre 0-4 mm. Por su parte, en la Fig. 4.25 G se puede observar que las
emulsiones conservadas a -80°C presentaron una menor velocidad de desestabilizacion
durante las primeras horas de medicién y una menor cantidad de sedimento formado hacia el
fondo del tubo, en comparacién con las congeladas a -18°C.

La baja estabilidad de estas emulsiones podria atribuirse a la cristalizacion tanto de la

fase oleosa como de la fase acuosa. Ghosh & Coupland (2008) sugieren que cuando se
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forman cristales de hielo, las gotas de emulsién son forzadas a juntarse debido a la
concentracion de solutos en la fase acuosa con el descenso de la temperatura
(crioconcentracion). Estos cristales podrian penetrar en las gotas causando la ruptura de la
membrana interfacial que las rodea y haciéndolas mds propensas a coalescer una vez
descongelada la emulsion.

La formacién de un cristal de hielo es un proceso que ocurre en dos etapas: (i)
nucleacién, que se produce lentamente y comprende la orientacidn correcta de las primeras
moléculas de agua para dar lugar a pequefios nucleos, y (ii) crecimiento, donde los cristales
de hielo crecen rdpidamente a partir de los nicleos formados (Vanapalli y col., 2002; Ghosh
& Rousseau, 2009).

El fenémeno por el cual la emulsion sin MDX congelada a -18°C se desestabilizo
mads rdpidamente que la congelada a -80°C, podria estar relacionado con la velocidad de
formacién de cristales en la fase acuosa. Las velocidades de enfriamiento lentas (en nuestro
caso, las correspondientes a -18°C) promoverian la formacién de cristales de hielo de mayor
tamafo, dado que existirila mds tiempo para favorecer las etapas de nucleaciéon y de
crecimiento de los cristales. Esto conduciria a un mayor grado de disrupcién de las
membranas interfaciales y de oiling off. Ademds, la separacion de hielo durante la
congelacién ocasionarfa no sélo la crioconcentracion de los solutos sino también la
disminucién de agua no congelada presente en la fase continua (Martinez-Navarrete y col.,
1998). Esto ultimo, podria producir la alteraciéon de la conformacién de los biopolimeros
adsorbidos en la interfase, ya que no habria suficiente agua libre para hidratarlos, En
consecuencia, los complejos proteina-polisacdrido podrian desorberse de la superficie de las
gotas y precipitarian una vez descongelada la emulsion (Fig. 4.25 D).

Resulta interesante destacar que la congelacion del agua en muchas matrices

alimentarias ocurre en un intervalo de temperaturas bastante amplio, entre 0 y 40°C,
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dependiendo de la composicion. Por lo tanto, el almacenamiento usual a -18°C no asegura, en
la mayoria de los casos, el estado vitreo de fase acuosa, que se alcanza s6lo a temperaturas de
almacenamiento por debajo de la temperatura de transicion vitrea (T,) del sistema (Martinez-
Navarrete y col., 1998). Por consiguiente, cuanto mds alejada se encuentre la temperatura de
almacenamiento de la T,, mas susceptible serd el sistema de experimentar procesos de
recristalizacién y de crecimiento progresivo de los cristales, ya que no estaria garantizada la
inmovilizacién total de las moléculas de agua. Este fendmeno podria contribuir a la
formacion de cristales de hielo de mayor tamafio en las emulsiones almacenadas a -18°C.

Por otro lado, si la velocidad de enfriamiento es rdpida (como en el caso de las
emulsiones sometidas a -80°C) la cinética de formacion de cristales se veria restringida y, en
consecuencia, se formarian cristales de hielo mds pequefios. De esta manera, se veria
reducida tanto la deshidratacién de los biopolimeros estructurados en la interfase (Fig. 4.25
G) como la coalescencia de las gotas producidas por la disrupcién del film interfacial.
Ademads, seria muy probable que los sistemas almacenados a 80°C se encuentren en estado
vitreo (por debajo de su T,). Si este fuera el caso, las moléculas de agua presentarian un
grado de inmovilidad similar al de los sélidos cristalinos, con lo que se verian restringidos los
procesos de recristalizacion.

Por su parte, las emulsiones formuladas con MDX, a ambas concentraciones, no
mostraron diferencias relevantes en sus perfiles de desestabilizacion luego de ser
descongeladas, en comparacion con los sistemas no congelados (Fig. 4.25E,425F,425Hy
4.25 I). Estos resultados son similares a los reportados por Mun y col. (2008), y ponen de
manifiesto el efecto crioprotector que tuvo la MDX sobre las emulsiones durante el
congelamiento.

La presencia de MDX en la fase continua podria retardar la formacion de cristales de

hielo mediante diversos mecanismos. Por un lado, es bien conocido que los polisacaridos
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tienen la capacidad de unir moléculas de agua (Radosta & Schierbaum, 1990), disminuyendo
su disponibilidad para la formacién de hielo. Por otro lado, el incremento de la viscosidad
producido por la presencia de MDX, dificultaria la difusiéon de las moléculas de agua en el
seno de solucidn acuosa, retardando asi la velocidad de formacidn de hielo. En consecuencia,
existirfa una mayor cantidad de moléculas de agua disponible para hidratar los biopolimeros
adsorbidos en la interfase, promoviendo la estabilidad de los sistemas. (Magnusson y col.,
2011; Ghosh y col., 2006). Ademds, la MDX funcionaria como una matriz de separaciéon
entre las gotas de emulsion, evitando asi la fusion entre ellas mediante el fendémeno de
coalescencia.

Otro factor a tener en cuenta es que la adicién de solutos de alto peso molecular a la
fase acuosa de emulsiones (como la MDX), conllevan a un aumento de la T, Esto
constituiria una excelente alternativa para garantizar la vitrificacion completa del sistema
congelado sin necesidad de alcanzar temperaturas excesivamente bajas (como -80°C) para
evitar los procesos de recristalizacion, lo que supondria un alto coste. Sin embargo, seria
necesario realizar estudios més especificos para determinar la influencia de la concentracion
de MDX sobre la T, de emulsiones multicapa de aceite de lino.

En la Fig. 4.26, se muestran los indices de cremado correspondientes a cada uno de las
emulsiones evaluadas. Alli se observa que sélo los sistemas congelados en ausencia de MDX
fueron inestables al cremado, exhibiendo una separacion de fases significativa (Fig. 4.26 B).

Por su parte, las emulsiones congeladas en presencia de MDX y las no congeladas
(control) fueron estables al cremado durante los 7 dias de andlisis (Fig. 4.26 A 'y 4.26 B).

Finalmente, en la Fig. 4.27 se presentan las micrografias correspondientes a los
distintos sistemas estudiados. De la observacion cualitativa de las emulsiones control (sin
congelar), se podria inferir que aquellas que contienen MDX exhibirian un tamafio de gota

ligeramente menor que las que no contienen MDX.
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Figura 4.26. (A) Efecto de la concentracion de MDX (0% M, 10% ®, 20% %) y de la temperatura
de congelamiento sobre el indice de cremado de emulsiones 10% aceite 1%WPI 0.25% AS pH 5
tras 7 dias de almacenamiento a temperatura ambiente. (B) Apariencia visual de emulsiones 10%

aceite 1%WPI 0.25% AS pH 5 descongeladas, luego de una semana de almacenamiento a 25°C.

Por otra parte, en los sistemas congelados sin MDX se puede observar gotas de aceite
de gran tamafio, producto de la coalescencia ocasionada por la cristalizacion de la fase
acuosa. Se pueden distinguir claramente gotas de menores tamafios en las emulsiones
almacenadas a -80°C en relacion a las almacenadas a -18°C. En estos dos sistemas también se

pueden identificar ciertas regiones oscuras, que podrian corresponder probablemente a los
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Control -18°C -80°C

10% MDX 0% MDX

20% MDX

Figura 4.27. Efecto de la concentracién de maltodextrina y de la temperatura de

congelamiento sobre la microestructura de emulsiones 10% aceite, 1% WPI, 0,25% AS pH 5.
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complejos proteina-polisacdrido desorbidos de la interfase que precipitaron como un
sedimento una vez descongeladas las emulsiones.

Sin embargo, las emulsiones con MDX parecen no haber presentado una variacién en
el tamafio de gota luego del congelamiento. Estos resultados son consistentes con los
discutidos anteriormente, y demuestran que la presencia de MDX ejercié un efecto

crioprotector sobre los sistemas estudiados.
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4.2.4. Conclusiones

En esta seccion se estudio el efecto de distintas variables (condiciones de sonicacion,
concentracion de WPIL, concentraciéon de AS, pH, concentracion de MDX, temperatura de
congelamiento) sobre la estabilidad de emulsiones monocapa y muliticapa de aceite de lino.

En primer lugar, se analizé la influencia de las condiciones de sonicacién y de la
concentracion inicial de WPI sobre la estabilidad de emulsiones primarias. Segin los
resultados obtenidos se selecciond la condicion 75% AMP-150 s para producciéon de
emulsiones primarias, ya que se obtuvieron los menores tamafios de gota y las menores
velocidades de cremado. Debido a que no se observaron diferencias significativas entre las
distintas concentraciones iniciales de WPI utilizadas, se seleccion6 la concentracién 1% de
acuerdo a bibliografia.

Cuando se agregé el AS (0.125 y 0.25%) para la obtencion de emulsiones secundarias,
se evidencié que la bicapa interfacial sobre la gota de emulsion se formé a pH 4 y 5. Sin
embargo, a pH 5 se obtuvieron las emulsiones mds estables frente a la coalescencia,
floculacién y cremado. Por otro lado, se encontré que a este valor de pH, en condiciones de
0.25% AS, no se producia la precipitacion de un coacervado.

Finalmente, la adicion de MDX mejor6 en gran medida la estabilidad de las
emulsiones frente al congelamiento, actuando como un crioprotector. Ademads, el agregado de
MDX a la fase continua podria haber promovido un aumento de la T, de los sistemas, por lo
que los mismos podrian congelarse a temperaturas de -18°C para asegurar el estado vitreo y

evitar los procesos de recristalizacion.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la Seccion II, se seleccionaron las
emulsiones multicapa de aceite de lino con la siguiente composicion: 10% aceite 1% WPI
0.25% AS pH 5 conteniendo 0, 10 y 20% MDX. Las mismas se congelaron a -18°C, luego se
liofilizaron y se obtuvieron las microcdpsulas en polvo. A estas microcdpsulas se les
realizaron determinaciones de eficiencia de encapsulacion, actividad de agua y estabilidad

frente a la degradacion oxidativa en el tiempo.

4.3.1. Efecto de la concentracion de MDX sobre la eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion se determiné para evaluar el grado de protecciéon del
aceite dentro de la microcdpsula liofilizada. En la Tabla 4.6 se presentan los valores de aceite

libre (Ayp), aceite total (Ar) y eficiencia de encapsulaciéon (EE) para cada sistema.

Tabla 4.6. Aceite libre (Ar), aceite total (At) y eficiencia de encapsulacion (EE) de

microcdpsulas preparadas con diferentes concentraciones de MDX.

MDX (%) Ay (goil/100 g polvo) Ar (g 0il/100 g polvo) EE (%)

0 60.29 + 4.16° 82.64 + 5.45° 27.01 +0.88*
10 18.51 + 1.15° 49.97 +1.41° 63.70 + 2.24°
20 2.07 +0.99¢ 31.21 £2.67° 93.54 +2.69¢

Las letras distintas representan diferencias estadisticas significativas (p<0.05)

Se observé que la EE dependié en gran medida del contenido de MDX. Las
microcapsulas sin MDX presentaron altos niveles de Ap y una baja EE, inferior al 30%. Sin
embargo, con el agregado de 10% MDX, los niveles de A, disminuyeron significativamente
(p<0.05) y se logr6 una EE del 63%. Finalmente, la mayor EE se obtuvo en los sistemas

formulados con 20% de MDX, donde se alcanz6 un valor superior al 90%. Este
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comportamiento estaria relacionado con el contenido de sélidos totales en la formulacién de
emulsiones que, al incrementarse, promoverian un aumento en la EE del aceite (Tabla 4.6).
Estos resultados son consistentes con los discutidos por Gharsallaoui y col. (2007), quienes
sugieren que la EE podria incrementarse aumentando la concentracién sélidos totales en las
emulsiones, ya que los mismos luego pasan a formar parte de la estructura de pared de las

microcapsulas en polvo, funcionando como una matriz de soporte que las recubre.

Apariencia de las microcapsulas

La apariencia de las microcapsulas liofilizadas se muestra en la Fig. 4.28, donde se
puede observar claramente que el polvo obtenido en los sistemas sin MDX presenté una
consistencia aceitosa de color amarillo intenso, con la formacién de aglomerados de textura

“esponjosa”.

Figura 4.28. Apariencia visual de microcdpsulas liofilizadas, preparadas con diferentes

concentraciones (%p/p) de MDX: 0% (A), 10% (B) y 20% (C).

Ademads, cabe destacar que no fue posible reconstituir la emulsiéon hacia su estado
inicial a partir de la rehidratacion de estos polvos, ya que resultaron ser un material muy

hidrofébico debido a la cantidad de aceite no encapsulado (Ap). Estos defectos se
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relacionarian con la desestabilizacion de la emulsion durante el paso de congelamiento previo
a la liofilizacion.

Sin embargo, el agregado de MDX, mejord notablemente la apariencia de los polvos
liofilizados. En la Fig. 4.28, se observa la desaparicion gradual del color amarillento a medida
que se aumento la concentracion de MDX. Ademds, en estos sistemas se logré reconstituir la

emulsion original ficilmente durante la hidratacién de los polvos.

4.3.2. Efecto de la concentracion de MDX sobre la actividad de agua

Dado que el agua es uno de los principales componentes en los alimentos y juega un
papel predominante en sus propiedades fisico-quimicas y en la estabilidad de los mismos
frente al almacenamiento, resulta importante conocer la actividad de agua (ay) de las
microcdpsulas formuladas como un aditivo en polvo. Este pardmetro tiene en cuenta, no sélo
el contenido de agua sino también su interaccion con los componentes de la matriz
alimentaria en condiciones de equilibrio termodindmico (Welti-Chanes & Vergara-Balderas,
1997). Ademads, es muy utilizado en la industria como pardmetro indicador de cdmo se esta
controlando el agua dentro de los alimentos, ya que se ha demostrado que existe un intervalo
aleatorio Ooptimo de humedad correspondiente a un amplio intervalo de ay, donde los
productos muestran una estabilidad maxima a procesos deteriorativos (oxidacidn, reacciones
enzimaticas, reacciones de oscurecimiento) (Leung, 1987).

La mayoria de las reacciones quimicas y el crecimiento microbiano se ven reducidos
considerablemente cuando se disminuye ay. Sin embargo, la reaccion de oxidacién de los
lipidos insaturados tiene un comportamiento particular con respecto a la tendencia descripta.
En este caso, la velocidad de reaccion aumenta a valores de a,, muy bajos (menores a (0.2)
debido a la actividad catalitica de iones metdlicos cuando se remueve el agua de la esfera de

hidratacion que rodea a estos iones (St. Angelo y col., 1996).
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Figura 4.29. Actividad de agua (ay) de microcdpsulas en polvo formuladas con diferentes

concentraciones de maltodextrina.

La Fig. 4.29 muestra los valores de a,, correspondientes a las microcdpsulas obtenidas
con distintas concentraciones de MDX. En general, se obtuvieron valores bajos de ay, y se
observo que el agregado de MDX produjo una disminucién del ay, de las microcédpsulas. Este
comportamiento podria estar relacionado con la reduccién de la cantidad de agua libre
disponible en presencia de MDX, ya que los polisacdridos poseen la capacidad de ligar e

inmovilizar moléculas de agua.

4.3.3. Estabilidad de las microcapsulas frente a la oxidacion

Finalmente, se estudié la estabilidad del aceite de lino encapsulado en distintas
condiciones de almacenamiento. Para ello, tanto la microcdpsulas liofilizadas como el aceite
de lino sin encapsular, se almacenaron a distintas temperaturas (-18, 4 y 32°C) y se evalud su
estabilidad oxidativa en el tiempo a través de la determinacion del indice de perdxidos (IP) —
para determinar compuestos primarios de oxidacién - y del indice de sustancias reactivas al

dcido tiobarbitdrico (TBARS) — para la determinacién de compuestos secundarios de
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oxidacion.

Oxidacion inicial del aceite de lino y de las emulsiones antes del congelamiento

La Fig. 4.32 muestra los valores de IP y TBARS iniciales del aceite de lino, antes y
después de ser utilizado en la preparacién de emulsiones con distintas concentraciones de
MDX. Se puede observar que el aceite presentd un bajo IP inicialmente (1.33 meq/kg aceite)
(Fig. 4.32 A), el cual se encuentra dentro del rango de valores permitidos para aceites

comestibles (5 a 20 meq/kg aceite), segin el Codigo Alimentario Argentino (CCA).

A

IP (meq/Kg aceite)
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T T l T
Aceite 0%MDX 10%MDX 20%MDX

L ]
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Emulsiones

504

TBARS (meq/Kg aceite)
>
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Accite  0%MDX 10%MDX 20%MDX
L ]
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Figura 4.32. Indice de peréxidos (IP) inicial del aceite de lino y de las emulsiones con

diferentes concentraciones de MDX, previo al paso de congelacion para luego liofilizarlas
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También present6 bajos valores de TBARS (0.19 meq MDA/kg aceite) (Fig. 4.32 B),
lo que demuestra que el aceite de lino no se encontraba oxidado al comienzo de los
experimentos.

Sin embargo, el proceso de obtencién de las emulsiones sin MDX, parece haber
contribuido significativamente al incremento de la oxidacion del aceite. Probablemente, la
energia aportada a los sistemas durante la agitacion mecdnica en el Waring blender y en la
etapa de sonicacidn, podria haber favorecido la incorporacién de oxigeno y la generacion de
gradientes de temperatura en el seno de las emulsiones, favoreciendo la degradacion
oxidativa del aceite.

Por su parte, la adicién de 10% MDX parece haber ejercido un efecto protector en la
oxidacidn del aceite, lo que podria deberse quizds al ligero incremento de la viscosidad de la
fase continua que podria retardar la difusiéon del O, atmosférico durante los pasos de
homogeneizacién. No obstante, en las emulsiones con 20% MDX este efecto parece haber
sido revertido. Esto podria deberse al mayor aporte de energia durante la etapa de sonicacion
(Fig. 4.22 A), lo que habria derivado en un aumento de la generacidon de gradientes de
temperatura en el seno de la dispersién, favoreciendo asi un incremento en la tasa de
oxidacion lipidica (Fig. 4.32 A). Cabe destacar que en todos los sistemas se alcanzaron
valores de IP superiores a los permitidos en alimentos por el CAA.

Con respecto a los valores iniciales de TBARS de las emulsiones preparadas con

distintas concentraciones de MDX, se observé un comportamiento similar (4.32 B).

Oxidacion del aceite de lino en funcion del tiempo para distintas temperaturas

La Fig. 4.33 A muestra la evolucién del indice de peréxidos (IP) del aceite de lino no

encapsulado almacenado a distintas temperaturas en funcién del tiempo.
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Figura 4.33. Indice de peréxidos (A) y de TBARS (B) del aceite de lino sin encapsular

almacenado a distintas temperaturas: -18°C (@), 4°C (@), 32°C (®) en funcién del tiempo.

En esta gréfica se puede observar un incremento del IP con el aumento del tiempo de
almacenamiento, lo que estaria relacionado con la aparicién de hidroperéxidos como
consecuencia de la degradacion oxidativa.

Por su parte, el aceite conservado a -18°C fue el mds estable frente a la oxidacién, ya
que presentd los menores valores de IP. Durante la primera semana de almacenamiento, los
valores de IP fueron similares para las tres temperaturas evaluadas. Sin embargo, con el paso
del tiempo, el aceite conservado a 32°C mostré un mayor grado de desestabilizacién que los
demads, y esta diferencia fue muy significativa entre las semanas 5 y 6, presentando valores

casi tres veces mds grandes que el aceite almacenado a -18°C y 4°C. Estos resultados son
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similares a los reportados por Zuta y col. (2007), quienes estudiaron la estabilidad oxidativa
del aceite de caballa en funcién de la temperatura de almacenamiento (-40, 4 y 30°C) y
observaron los mayores valores de IP a la mayor temperatura evaluada.

Cuando se evalué el indice de TBARS, se observé un comportamiento similar. La
apariciéon de compuestos secundarios se fue incrementando gradualmente en el tiempo
(producto de la descomposicion de los hidroperéxidos) para todas las temperaturas evaluadas
(Fig. 433 B). En este caso, el aceite almacenado a 32°C también desestabiliz0 mds
répidamente que los conservados a 4°C y -18°C.

Por lo tanto, la temperatura de almacenamiento constituye un factor importante en la
estabilidad oxidativa del aceite de lino, dado que a mayores temperaturas se acelerarian las

reacciones de autooxidacion.

Oxidacion de las microcapsulas en polvo en funcién del tiempo para distintas

temperaturas

La Fig 4.34 muestra los indices IP y TBARS de las microcdpsulas formuladas con
distintas concentraciones de MDX, en funcién del tiempo y de la temperatura de
almacenamiento.

En los sistemas conservados a -18°C, se puede observar que en el tiempo inicial
(momento en que se retiraron los polvos deshidratados del liofilizador) aquellos que no
contenian MDX presentaron el mayor valor de IP (Fig 4.34 A), mientras que los menos
oxidados fueron los formulados con 10% MDX. En estos ultimos, el IP fue aumentando
gradualmente con el transcurso del tiempo hasta alcanzar un maximo a las 3 semanas y, a
partir de alli, los hidroper6xidos comenzaron a disminuir, probablemente debido a su

conversion en compuestos secundarios de oxidacion.

155



Resultados

500 500

\ A > D
—_ =
24004 o 3 400
‘D ®
2 / \ g
300 1 300+
o0 e
% \CD‘/._I_. § L i %
g 200 £ 2001
g 7
B4 100 Eg‘ 100-
0 T T T T T T T T T T O T T T T T T T T T T
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)
500 500
;q:? E
2 400- S 400+
= &
3 o0
& 300- ¥ 300+
5 g
T 200 & 200
& %)
g &
E 1004 g 1001
i é\.\e—e—--”:gg o -o—C
O T T T T T T T T T T 0 1 1 T 1 T T 1 T T T
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)
p p
500 - 500
2 F
D 400- S 4004
= ®
: 2
c | i
%o 300 3 300
' 200- £ 200
7))
g <
B 100- g 100
& i\o——e—o——o—‘@‘o‘o
O T T T T T T T T T T 0 T T 1 T T T T 1 T T
O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)

Figura 4.34. Indice de peréxidos (IP) (A, B, C) y de TBARS (D, E, F) de microcédpsulas
almacenadas a -18°C (A, D), 4°C (B, E) y 32°C (C, F), en funcién del tiempo; formuladas a
con 0% (@), 10% (®) y 20% (®) de MDX.

Por otro lado, las microcdpsulas que no contenian MDX presentaron un valor elevado

de IP a la primera semana de evaluacion (superior al de los sistemas conteniendo MDX) v,
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por la forma descendente de la curva a partir de este periodo, es probable que el sistema ya se
haya encontrado en la etapa de degradacion de los hidroperéxidos (Fig. 4.31). Si esto fuera
asi, la concentracion maxima de hidroperéxidos podria haberse alcanzado antes de cumplidos
los 7 dias de almacenamiento, por lo que este sistema seria el mds inestable. Las posibles
causas de este comportamiento estarian relacionadas con (i) el elevado IP exhibido por el
aceite encapsulado luego del proceso de obtencién de la emulsiéon multicapa (Fig. 4.32) y (ii)
la elevada cantidad de aceite libre presente en las microcdpsulas (Tabla 4.6).

Cuando las microcdpsulas se almacenaron a 4°C, el IP de los sistemas sin MDX (Fig.
4.34 B) mostr6 una tendencia similar a la observada en los conservados a -18°C, por lo que
es probable que transcurridos los primeros 7 dias, el sistema a 4°C también se haya
encontrado en la etapa de degradacion de los hidroperéxidos (zona descendente de la curva
de compuestos primarios, Fig. 4.31). Lo cierto es que, el valor de IP de estas microcdpsulas a
la primera semana fue menor que el correspondiente observado a -18°C. Por lo tanto, si la
maxima concentracion de hidroperéxidos fue alcanzada durante el transcurso de la primera
semana de almacenamiento, el grado de avance de la reaccién oxidativa a 4°C podria haber
sido mayor que a -18°C.

A su vez, las microcdpsulas con 10% MDX a 4°C alcanzaron su valor mdximo de IP a
la segunda semana de almacenamiento, mientras que las formuladas con 20% MDX lo
hicieron a la primer semana (Fig. 4.34 B). La mayor velocidad oxidativa de los sistemas con
20%MDX frente a los sistemas con 10% MDX es consistente con la observada a -18°C.

En general, todas las microcdpsulas almacenadas a 4°C parecen haber tenido una tasa
de oxidacién mayor que sus correspondientes sistemas conservados a -18°C (Fig. 4.34 Ay
B).

Finalmente, en la Fig. 4.34 C se muestran los valores de IP de las microcédpsulas

almacenadas a 32°C. Los sistemas sin MDX presentaron un comportamiento similar al ya
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descripto y sus valores de IP en el tiempo se mantuvieron en el mismo rango que los
observados a -18°C y 4°C. Por otro lado, las microcdpsulas conteniendo MDX mostraron IP
menores a los observados en los sistemas sin MDX.

Con respecto a la formacién de compuestos secundarios, se pudo observar que los
valores de TBARS para los sistemas sin MDX se mantuvieron relativamente constantes a las
3 temperaturas de almacenamiento (Fig. 4.34 C, D y E). Esto podria deberse a que el aceite
en estas microcdpsulas probablemente se haya oxidado completamente durante los primeros
dias de almacenamiento, debido a su baja eficiencia de encapsulacion y su alto contenido de
perdxidos en el tiempo inicial.

Las microcdpsulas formuladas con 10% MDX presentaron indices de TBARS
similares a las 3 temperaturas ensayadas, mientras que en los sistemas con 20% MDX se
observé un incremento del TBARS cuando se almacenaron a -18°C y 4°C, lo que se
relacionaria con los mayores valores de IP alcanzados en estas condiciones.

Finalmente, deberia notarse que todos los sistemas evaluados, alcanzaron indice de
peréxidos muy elevados, por encima del rango permitido en alimentos. Esto estaria
relacionado con la elevada oxidacion alcanzada en la formulacién de las emulsiones. En este
sentido, las microcdpsulas liofilizadas, ya presentaban un alto contenido de radicales
peréxido y es por eso que los valores de IP alcanzaron valores superiores a los 300 meq/Kg
aceite durante el almacenamiento.

Por lo tanto, se deberian extremar los cuidados durante la formulacién de las
emulsiones, para mantener bajos niveles de oxidacién, ya que una vez iniciada la fase inicial
de la autooxidacién, la velocidad de generacion de radicales libres aumenta
exponencialmente (Walker y col., 2014). De esta manera, se podria mejorar la conservacion
de las microcdpsulas durante el almacenamiento.

Ademds, en la bibliograffa, algunos estudios han revelado la importancia de la
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presencia de metales de transicidn que actuarian como catalizadores de la degradaciéon
oxidativa de los lipidos y serian los responsables de la oxidacion lipidica en los sistemas
emulsionados (Waraho y col., 2011; Xu y col., 2013). Estos metales de transiciéon podrian
encontrarse en las proximidades de la interfase, donde podria haber una mayor concentracion
de hidroperdxidos, y promoverian la descomposicion de estos hidroperéxidos en radicales.
En sistemas lipidicos, estos radicales altamente reactivos podrian sustraer un dtomo de
hidrégeno de los dcidos grasos poliinsaturados que se encuentren en su proximidad, con la
consecuente formaciéon de nuevos radicales que pueden continuar promoviendo vy
expandiendo el fendmeno de degradacion oxidativa (rancidez).

Estos fendmenos deberian estudiarse en mds detalle en trabajo futuros, teniendo un
mayor control sobre la reaccién de autooxidacién, mediante (i) la obtencion de las emulsiones
en un homogeneizador de alta presion, dado que la aplicacion continua de ultrasonidos puede
causar un calentamiento excesivo, y (ii) el empleo de compuestos antioxidantes y quelantes
para proteger mejor al compuesto bioactivo frente a las condiciones de procesamiento y de

almacenamiento de las microcédpsulas.
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4.3.4. Conclusiones

En primer lugar, se lograron obtener microcdpsulas en polvo con una eficiencia de
encapsulacion superior al 90%, mediante la formulacién de emulsiones multicapa con 20%
de MDX.

Mientras que las microcédpsulas sin MDX fueron dificiles de rehidratar debido a la
presencia de elevadas cantidades de aceite superficial, aquellas formuladas con 10 y 20% de
MDX resultaron siendo polvos altamente hidratables, que pudieron reconstituirse ficilmente.

Sin embargo, el proceso de obtencién de las emulsiones multicapa mediante agitacion
mecdnica y por ultrasonido contribuyé significativamente al incremento de la oxidacion del
aceite, con la consecuente formacidn de perdxidos y radicales libres muy reactivos. Es por
ello que las microcdpsulas almacenadas a diferentes temperaturas mostraron indices de

peréxidos y TBARS muy elevados, por encima del rango permitido para alimentos.
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5. Conclusiones

En el presente trabajo se abordé el estudio del proceso de microencapsulacion de aceite
de lino a través del empleo de emulsiones multicapa, con el fin de obtener un aditivo en polvo
como ingrediente para la elaboracion de alimentos funcionales.

Del andlisis de las interacciones macromoleculares entre el WPI y el AS en solucién
acuosa se observé que el incremento de la relacion WPL:AS favorecié la neutralizacion de
cargas y ejerci6 una influencia sobre la estructura de los complejos WPI-AS formados por
interaccion electrostatica.

Luego se estudi6 el efecto de distintas variables sobre la formacion y estabilidad de
emulsiones. A lo largo de todo el proceso lograron ponerse a punto el pH, la concentracion de
WPI, AS y MDX que producian las emulsiones mads estables.

Finalmente, las emulsiones se liofilizaron y se obtuvieron microcdpsulas con una alta
eficiencia de encapsulacion (>90%) a la mayor concentraciéon de MDX estudiada. Cuando se
analizé la estabilidad oxidativa de las microcdpsulas frente al almacenamiento se comprobd
que:

(i) El proceso de obtencién de las emulsiones multicapa contribuyé al incremento de la
oxidacion del aceite de lino, lo que podria estar relacionado con la incorporacién de oxigeno a
los sistemas durante la formacion de la pre-emulsién en el Waring blender y la generacion de
gradientes de temperatura durante el paso de sonicacion.

(i1) Las microcdpsulas que mostraron una mayor estabilidad frente al deterioro oxidativo fueron
aquellas obtenidas a partir de emulsiones con 10% MDX.

Por lo tanto, a pesar de que se logr6 el disefio de emulsiones multicapa estables y se
obtuvieron microcdpsulas en polvo con una alta eficiencia de encapsulacion, se deberia mejorar
la estabilidad oxidativa del aceite de lino teniendo un mayor control sobre la reaccién de

autooxidacién durante la formacion de las emulsiones. Esto se podria conseguir mediante (i) la
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obtencién de las emulsiones en un homogeneizador de alta presién, dado que la aplicacion
continua de ultrasonidos puede causar un calentamiento excesivo, y (ii) el empleo de
compuestos antioxidantes (vitamina E) y quelantes para proteger mejor al compuesto bioactivo

frente a las condiciones de procesamiento y de almacenamiento de las microcapsulas.
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