Ciencia, Docencia y Tecnologia Suplemento

Vol.9 | N°9 | 2019 ISSN 2250-4559

PID 8087

Estudio de emulsiones Pickering para la microencapsulacion
de aceites esenciales citricos y su estabilizacion por liofilizacion

Rasia, Mercedes C.; Castagnini, Juan M.; Pereyra, Florencia; Capodoglio, Daniel L.;
Gerard, Jorge A.; San Miguel, Silvina; Pagani, Carlos |.

AUTORES: Facultad de Ciencias de la Alimentacién. Universidad Nacional de Entre Rios. (Concordia, Entre Rios, Argentina).
CONTACTO: rasiam@fcal.uner.edu.ar

Resumen

El proyecto consistié en estudiar las propiedades fisicas de emulsiones Pickering preparadas a partir de
almidén de arroz quimicamente modificado y aceite esencial de mandarina verde. Para realizar este es-
tudio primero se obtuvieron los materiales y se caracterizaron. Se utilizé almidén de arroz de dos varie-
dades, YERUA y GURI, que fue quimicamente modificado con anhidrido octenil succinico. Se caracterizo
tanto el almidén nativo como el almidén modificado para evaluar las diferencias entre las variedades.
Se determind la estabilidad de las emulsiones preparadas con diferentes concentraciones de almidon
(50,100, 150, 200, 300, 400, 500, 600 mg/mL de aceite) para la misma relacion de fases dispersa: continua
(1:2). Las emulsiones que presentaron mejor estabilidad fueron las preparadas con el almidén modifica-
do YERUA, desde 400 mg/mL. Luego del tratamiento térmico la emulsién de 600 mg/mL de esta misma
variedad fue la Unica que se mantuvo estable durante el ciclo de congelacién-descongelacion, por lo
que fue seleccionada para el ensayo de liofilizacién. A pesar de la estabilidad que presenté la emulsion,
el porcentaje de recuperacion de aceite fue muy bajo y pudo deberse a que la matriz encapsulante no
encierra efectivamente al aceite esencial, el cual se volatiliza durante el proceso de liofilizacion.

Palabras clave: microencapsulacién, emulsiones Pickering, liofilizacion, almidén de arroz, aceite esen-
cial de citricos
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Objetivos propuestos y cumplidos

Objetivo general

El objetivo de este trabajo es preparar microcapsulas de aceite esencial de mandarina mediante
liofilizacion, utilizando como agente encapsulante un almidén de arroz quimicamente modificado con
anhidrido octenil succinico.

Objetivos especificos

- Estudiar la estabilidad en el tiempo de las emulsiones formadas con aceite esencial de mandarina
y almidén modificado de arroz.

- Evaluar la influencia de diferentes relaciones aceite/almidén en la estabilidad de las emulsiones.

- Evaluar el efecto de una gelatinizacion parcial de los granulos de almidén sobre la estabilidad de
la emulsion.

- Estudiar la estabilidad de las emulsiones durante el ciclo de congelacion previo al secado.

- Estudiar el proceso de liofilizacién de las emulsiones.

- Estudiar la estabilidad en el tiempo del producto seco obtenido de la liofilizacion.

De los objetivos propuestos se han cumplido todos salvo el estudio de la estabilidad del producto des-
hidratado. En los resultados obtenidos se explica la razén por la cual no se llegd a terminar esta actividad.

Marco teérico

La microencapsulacion permite la proteccién de un gran niumero de materiales bioactivos de interés
para la industria de alimentos (Borgogna et al,, 2010). Una caracteristica comun de los componentes
a proteger es que estos son objeto de una rapida e indeseable degradacion durante el procesamiento,
almacenamiento y/o transporte del alimento (de Vos et al, 2010). Particularmente, la aplicacion de la
microencapsulacién ha sido muy bien aceptada en la industria de sabores y aromas ya que la mayoria
de los componentes asociados son volatiles y quimicamente inestables en presencia de oxigeno, luz,
agua y calor (Kaushik y Roos, 2007).

Los aceites esenciales son productos en los que se hallan concentrados sabores y aromas caracteris-
ticos, constituidos por mezclas complejas de hidrocarburos, compuestos oxigenados y residuos volatiles
(Montti et al., 2013). Son compuestos muy inestables ante la accién de factores externos, por lo que la
encapsulacion es un proceso muy utilizado para aumentar su estabilidad y mejorar sus posibilidades de
comercializacion. Debido a su caracteristica lipidica, para encapsularlos es necesario formar emulsio-
nes con los compuestos de la matriz encapsulante.

La estabilizacion de las gotas en una emulsion se logra generalmente por la adicién de surfactantes
o emulsificantes, los cuales actian por disminucion de la tension interfacial, por impedimento estérico
y/0 mediante repulsion electrostatica entre las gotas. Para estabilizar emulsiones en la industria de
alimentos se utilizan proteinas y algunos polisacaridos, especialmente goma arabiga, celulosa y almi-
dones modificados (Rayner et al,, 2012). Las emulsiones también pueden ser estabilizadas por particulas
sélidas y son conocidas como emulsiones Pickering. En estas emulsiones las gotas de la fase dispersa
son cubiertas por una capa de particulas sélidas que se adsorben en la interfase aceite-agua y reciben
este nombre debido al primer investigador que las estudio (Pickering, 1907).

Esta capa gruesa de particulas previene la floculacion de las gotas y la coalescencia por impedimen-
to estérico (Dickinson, 2010). Seguin estudios previos (Yusoff y Murray, 2011; Marefati et al,, 2013, 2015)
estas emulsiones resultan muy estables contra la coalescencia y la maduracién de Ostwald. La alta re-
sistencia que tienen permite la elaboracién de emulsiones altamente concentradas y estables, incluso
cuando las gotas de la fase dispersa son grandes.
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Los granulos de almidén son utilizados para formar este tipo de emulsiones, principalmente los almi-
dones que son modificados con anhidrido octenil succinico (OSA). Esta modificacion le confiere a los al-
midones (naturalmente hidrofilicos) propiedades hidrofébicas, aumentando su afinidad por la interfase
aceite-agua. Ademas, las emulsiones pueden ser tratadas térmicamente para gelatinizar parcialmente
la superficie de los granulos que se encuentran en la interfase y mejora aliin mas su estabilidad (Timgren
et al,, 2011; Marefati et al.,, 2013).

Las emulsiones se pueden deshidratar para aumentar su estabilidad durante el almacenamiento y
el transporte. Sin embargo, la deshidratacién puede alterar las propiedades interfaciales y provocar la
ruptura de la emulsién. La liofilizacion es un proceso donde el agua presente en el producto es cristali-
zada a bajas temperaturas (congelacion) y luego es sublimada, donde pasa del estado de congelacién a
vapor directamente, por disminucién de la presion que rodea al producto. Comparado con otros méto-
dos de secado, la liofilizacion causa menos dafio a las estructuras sensibles y asi resulta muy util para la
conservacion de alimentos sensibles al calor.

Marco metodolégico

Materiales

Se utilizaron las variedades de arroz YERUA PA y GURI INTA CL cultivadas en la zona de Concordia (En-
tre Rios, Argentina). El aceite esencial de mandarina verde fue provisto por Litoral Citrus S.A. (Concordia,
Argentina). La caracterizacidon del aceite esencial fue realizada por cromatografia gaseosa en donde se
determinaron los principales componentes.

Almidén de arroz

El almidén de arroz se extrajo a partir de la separacién alcalina de las proteinas presentes en el arroz,
utilizando el método propuesto en Cardoso et al. (2006) con algunas modificaciones. Para la modifica-
cion quimica del almidén de arroz se siguié el método utilizado en Song et al. (2006), el cual se basa
en una patente de Caldwell y Wurzburg (1953). Este método es una esterificacion entre el almidon y el
acido en un medio alcalino controlado.

La caracterizacion del almidén nativo y modificado se realizé por microscopia electrénica de barrido,
en donde se observé la morfologia de los granulos de almiddn. Ademas, se determind la distribucién de
tamafo de particula por difraccion laser, se determiné la temperatura de gelatinizacién por calorime-
tria diferencial de barrido y se midieron las propiedades de pastificacién con un analizador rapido de
viscosidad.

Los resultados de tamafo de particula fueron expresados como la distribuciéon del tamafio de las
particulas en volumen (D, ,) y la media del tamafio de la distribucion de particulas en superficie (D3,2).
El primero representa el diametro de una esfera de volumen equivalente, y el segundo representa el
diametro de una esfera de superficie equivalente.

Se analizaron los perfiles térmicos de cada muestra y los resultados se presentaron con las
temperaturas caracteristicas del pico por gelatinizacion: temperatura de comienzo (To, onset),
temperatura del pico (Tp, peak), temperatura de conclusién (Tc), cambio entalpico (AH) y rango de
temperatura (DT = Tc-To).

Las propiedades de pastificacién de los almidones fueron presentados con los pardmetros extraidos
de las curvas de viscosidad en el tiempo: Peak viscosity (es la maxima viscosidad alcanzada durante la
pastificacién), Holding viscosity (es la viscosidad alcanzada al final de la fase de mantenimiento de la
temperatura), y Final viscosity (es la viscosidad final alcanzada luego del enfriamiento).
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Estudio y caracterizacion de las emulsiones Pickering

Las emulsiones fueron preparadas utilizando como fase continua se utilizé un buffer de fosfatos y como
fase dispersa, aceite esencial de mandarina verde. El almidén modificado se agregd en ocho niveles de
concentracién: 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500 y 600 mg de almidén por mL de aceite. La estabilidad de
las emulsiones fue determinada por un método de observacion en probetas graduadas y mediante re-
trodispersion de la luz. Ademas se determind la distribucién de tamafio de particula durante el tiempo
de almacenamiento. La microestructura de las emulsiones fue observada por microscopia dptica.

Para las emulsiones de 400 y 600 mg, después de la emulsificacidn, se realiz6 la gelatinizacién de los
granulos de almidén por calentamiento de las emulsiones un bafio de agua a 70°C.

Se realizé la evaluacion de la estabilidad de las emulsiones de 400 y 600 mg, tratadas térmicamente
y sin tratar, durante el ciclo de congelacion-descongelacién.

La emulsion de 600 mg/mL tratada térmicamente resultd ser la que tuvo mejor estabilidad al ciclo de
congelacion por lo que fue seleccionada para hacer el ensayo de liofilizacién. Por ultimo, se determiné
el contenido de aceite encapsulado por hidrodestilacién con un equipo Clevenger.

Todos los datos experimentales fueron tratados estadisticamente mediante andlisis de varianza
(ANOVA) seguido por un test de comparacion de medias.

Sintesis de resultados

Aceite esencial de mandarina verde

El aceite esencial de mandarina verde fue provisto por la empresa local Litoral Citrus S.A. (Concordia, Ar-
gentina). En la Tabla 1 se pueden observar los compuestos importantes en la composicién de este aceite
esencial. Algunos investigadores (Frizzo et al., 2004; Dugo et al,, 2011) analizaron la composicién del
aceite esencial de mandarina obtenido durante toda una temporada de produccion de fruta, es decir,
desde la fruta inmadura hasta la fruta madura. Estos investigadores encontraron que el aceite esencial
de mandarina verde, es decir inmadura, presenta un bajo contenido de D-limoneno, aproximadamente
entre 60 y 70%, comparado con el aceite de la fruta madura que varia entre 80 y 90%. Este bajo conte-
nido de D-limoneno esta acompafado por un alto contenido de otro monoterpeno hidrocarbonado, el
y-terpineno. Los principales componentes después del D-limoneno y y-terpineno son a-pineno, sabine-
no, mirceno y linalol (Frizzo et al.,, 2004; Dugo et al,, 2011; Silvestre et al, 2016). Ademas este aceite se
caracteriza por un alto contenido de compuestos oxigenados volatiles responsables del aroma como
aldehidos, alcoholes y cetonas.

Taera 1. Caracterizacién del aceite esencial de mandarina verde

NOMBRE RT % AREA
a-pinene 10,26 2,21
B-pinene 12,38 1,74
Myrcene 12,76 1,93
p-cymene 15,02 0,84
d-limonene 16,08 66,21
y-terpinene 17,82 21,21
Linalol 19,76 0,26
Decanal 4,62 0,16
n-methyl antranilate 32,91 0,77
a-sinensal 44,44 0,41
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Almidén de arroz y almidén quimicamente modificado

Se utilizaron las variedades de arroz YERUA PA y GURI INTA CL cultivadas en la zona de Concordia (En-
tre Rios, Argentina) y provistas por Dos Hermanos S.A. (Concordia, Argentina). La variedad GURI INTA CL
es de grano largo fino y se caracteriza por tener alto contenido en amilosa y baja temperatura de ge-
latinizacion. La variedad YERUA PA es de grano largo ancho y tiene baja amilosa y temperatura alta de
gelatinizacion. El almidén de arroz de las dos variedades seleccionadas fue modificado quimicamente
con anhidrido octenil succinico y caracterizado. Se determinaron sus propiedades térmicas mediante
calorimetria diferencial de barrido y sus propiedades de pastificacién mediante un analizador rapido de
viscosidad (RVA). Ademas se observo la microestructura mediante microscopia electrénica de barrido y
se determiné el tamafio de particula por difraccién laser.

El almiddn es un polimero semicristalino sensible a la presencia de agua. Cuando el agua esta pre-
sente en exceso la hidratacién de las partes amorfas del almidén ocurre conjuntamente con la fusién de
las partes cristalinas. Esto da como resultado un pico endotérmico en el termograma obtenido por DSC.
En la Tabla 2 se muestran los parametros térmicos de la gelatinizacion: temperatura de comienzo (To,
onset), temperatura del pico (Tp, peak), temperatura de conclusién (Tc), cambio entalpico (AH) y rango
de temperatura (DT = Tc-To). To oscilé entre 58,8°C para la variedad YERUA modificada y entre 62,3°C
para la variedad GURI sin modificar. A pesar de presentar diferencias en el contenido de amilosa (22,5%
para la variedad YERUA y 32,4% para la variedad GURI), no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) entre las variedades de almidones nativos para todos los parametros estudiados.
En los almidones modificados, To y AH presentan diferencias significativas con respecto a los almidones
nativos. La introduccién de un grupo voluminoso como el OSA supone una interrupcién en la estructura
del almidén, disminuyendo asi la resistencia a la transicidn térmica. Como se ve en los resultados, la
temperatura de gelatinizacién disminuye con la modificacién quimica con OSA. Por la misma razén, AH
también disminuye. Esto quiere decir que requiere menos energia para cambiar su estructura (Shih y
Daigle, 2003).

TaeLa 2. Datos de las propiedades térmicas de los almidones nativos y modificados. Letras distintas por columnas
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)

To (°C) TP (°C) Tc(°C) | AH(J/e) | DT(°C)

NATIVO GURI 62,3+0,1° | 67,4+04° | 746+0,8 | 96+04% | 12,3+0,8
OSA GURI 60,5+0,1° | 654+0,3° | 742+05 | 86+0,8® | 137+05°
NATIVO YERUA | 62,2+0,1° | 67,2+0,2° | 74,8+0,6* | 10,2+0,6°| 12,6 0,5*
OSA YERUA 58,8+0,2* | 64,5+0,3" | 736+0,2* | 7,7+0,3* | 14,8+0,0°

En la Figura 1 se presentan los perfiles obtenidos con el RVA para los almidones nativos y modificados
de las dos variedades de arroz seleccionadas para este estudio. En las curvas del RVA puede observarse
que la viscosidad de los almidones modificados es mayor que la de los almidones nativos. Los parame-
tros estudiados de las curvas fueron: Peak viscosity (es la maxima viscosidad alcanzada durante la pas-
tificacidn), Holding viscosity (es la viscosidad alcanzada al final de la fase de mantenimiento de la tem-
peratura), y Final viscosity (es la viscosidad final alcanzada luego del enfriamiento). Se puede observar
una diferencia significativa entre los almidones nativos para los valores de viscosidad del pico, 3,27 Pa.s
para la variedad GURI y 3,86 Pa.s para la variedad YERUA. Esta diferencia también se mantuvo para los
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respectivos almidones modificados, siendo muy superior la viscosidad del pico para el almidén YERUA
modificado (5,45 Pa.s) con respecto a la variedad GURI modificado (4,49 Pa.s). Puede observarse que la
incorporacion de un grupo voluminoso como el OSA mejoroé la capacidad de pastificacion del almidon,
y los almidones modificados tendieron a gelatinizar mas facilmente y a temperaturas mas bajas (OSA
GURI 68,5°C, OSA YERUA 69,0°C) que sus respectivos almidones nativos (GURI 77,1°C, YERUA 75,9°C). Los
almidones nativos tuvieron un crecimiento menor en la curva de RVA, un tiempo de pico mayor (GURI
418 s, YERUA 394 s) que los modificados (OSA GURI 270 s, OSA YERUA 250 s) y una temperatura del pico
mayor, lo cual refleja su estructura ordenada y resistente a la gelatinizacion. Esto esta de acuerdo con
lo que obtuvieron otros autores (Shih y Daigle, 2003; Song et al., 2006, 2014).

Viscosidad (Pa.s)
Temperatura (°C)

400
Tiempo (s)

— — Nativo GURI

MNativo YERUA ====- OSAGURI - - - OSAYERUA Temperatura

Ficura 1. Perfil de las propiedades de pastificacion de los almidones nativos y modificados

Se observo mediante microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FESEM) la microes-
tructura de los granulos de almidén, nativos y modificados. Se presentan en la Figura 2 las microfoto-
grafias tomadas. Ambas variedades presentaron una forma poligonal con los bordes bien definidos y
superficies suaves. En las imagenes b) y d) correspondientes a los almidones modificados se observan
las superficies de los granulos ligeramente rugosas y con los bordes menos definidos que los nativos.
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) Nativo GURI p) OSA GURI
Ficura 2. Microfotografias por FESEM de los granulos de almidén

Caracterizacion de las emulsiones Pickering

Las emulsiones Pickering fueron preparadas con los granulos de los almidones nativos y los almidones
modificados tomando como referencia trabajos de otros autores (Timgren et al., 2013; Bello-Pérez et al.,
2015). En las Figuras 3 y 4, se muestran las emulsiones preparadas con los almidones nativos luego de 1
h. Se puede observar que los almidones nativos resultaron ineficientes para estabilizar las emulsiones,
lo que puede deberse a su escasa hidrofobicidad. Si bien para la variedad YERUA se observa un cierto
grado de emulsificacion (para las concentraciones de 150 y 200 mg/mL), en los demas casos estudiados,
las emulsiones se separaron en dos fases inmediatamente después de formadas. Se puede observar
claramente que en la parte superior se separé el aceite esencial y en el fondo del tubo, el almidén
precipitd. Ademas se observé que la separacion de las fases en las emulsiones mas concentradas de la
variedad YERUA aumentd con el tiempo de almacenamiento.
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Ficura 3. Emulsiones preparadas con almiddn nativo de arroz variedad YERUA

Ficura 4. Emulsiones preparadas con almidén nativo de arroz variedad GURI

Es interesante mencionar que Bello-Pérez et al. (2015) y Timgren et al. (2013) estudiaron la capacidad
emulsificante de distintos almidones y utilizaron el colorante Solvent Red 26 (de color rojo) para evaluar
la interaccion de las gotas de aceite en las emulsiones. Las gotas estables no tuvieron intercambio de
colorante y por lo tanto, los autores observaron que la fase emulsionada permanecié blanca o con un
color levemente rosa. Un aumento en el color rojo indicé que las gotas fueron menos estables. En nuestro
caso, se podria usar el caracteristico color verde oscuro del aceite esencial de mandarina verde como
indicador cualitativo de la estabilidad de la emulsién. Las gotas estabilizadas se observan de color verde
claro, mientras que un aumento en el color verde oscuro indica una escasa adsorcion del almidén a la
interfase.

En las Figuras 5y 6, se pueden observar las emulsiones obtenidas con los almidones modificados para
las concentraciones de 50, 100, 150 y 200 mg/mL, luego de 1 h y con 7 dias de almacenamiento.

Se puede observar que el aumento en la concentracion de almidén modificado de 50 a 200 mg/mL
aumentd el volumen de cremado (en la parte superior del tubo, de color verde). Esto puede deberse a
que aumenta la viscosidad de la fase acuosa y aumentan las fuerzas atractivas entre las particulas de
almidén modificado y las gotas del aceite en la emulsidn (Song et al,, 2015). Asimismo, Jia et al. (2015) y
Song et al. (2015) han reportado que la adsorcion de las particulas a la superficie de las gotas de aceite
en la emulsién aumenta la densidad efectiva, minimizando asi la diferencia de densidades entre la fase
dispersa y la fase continua.
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Ficura 5. Emulsiones preparadas con almidén modificado de arroz variedad YERUA. (a) 1 h, (b) 7 dias

Ficura 6. Emulsiones preparadas con almidon modificado de arroz variedad GURI. (a) 1 h, (b) 7 dias

La eficiencia en la encapsulacién de los aromas y aceites esenciales depende en gran medida de la
estabilidad de la emulsién inicial, es decir, mejor estabilidad resultara en una mayor eficiencia (Jafari
et al, 2008). La separacion gravitacional es uno de los mecanismos de inestabilidad mas cominmente
encontrados en la industria. Por otro lado, mediante esta metodologia los cientificos pueden establecer
el grado de cremado o sedimentacién que ha ocurrido en un producto a un determinado tiempo (McCle-
ments, 2007). Con el proposito de evaluar la estabilidad de las emulsiones formadas con los almidones
de arroz modificados quimicamente, se determiné la capacidad emulsificante de los granulos de almi-
dén modificado por medio el indice de emulsificacion (IE).

Ficura 7. Efecto de la concentracién de almiddn en la estabilidad de las emulsiones
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En la Figura 7 se presentan los resultados de |IE obtenidos para todas las concentraciones de los
almidones modificados a los dias 1y 7. EL IE fue afectado significativamente por todos los factores estu-
diados: variedad de arroz, concentracion de almidon y tiempo de almacenamiento. EL IE aumento con la
concentracion de almidén modificado, obteniéndose el mayor valor (1,00 + 0,01) a partir de la concen-
tracion de 300 mg/mL de la variedad modificada YERUA y el menor valor (0,42 + 0,01) para la concentra-
cion de 50 mg/mL de la variedad GURI, a 1 h a partir de su preparacién. Para todas las concentraciones,
se observo que el IE se mantuvo constante a partir de 1 dia de almacenamiento. Esto indica que para
los posteriores usos es conveniente dejar las emulsiones en almacenamiento durante 1 dia para lograr
una emulsion estabilizada. Ademas, se observé que para la concentracidon de 600 mg/mL de la variedad
YERUA, el IE se mantuvo sin cambios hasta el dia 7. Cabe destacar que las emulsiones preparadas con
almidén modificado de la variedad YERUA presentaron valores mayores de IE que las correspondientes
emulsiones preparadas con el almidén modificado de la variedad GURI.

Ficura 8. Relacion entre el tamario de la gota y la concentracién de almidén

El diametro D4,3 fue afectado significativamente (p < 0,05) por todos los factores estudiados (tipo de
almidon modificado, concentraciéon de almidén, tiempo de almacenamiento). EL D4,3 disminuyd con el
aumento en la concentracion de almiddén. Rayner et al. (2012) observaron un limite de concentracién
de almidén por encima del cual el tamafio de la gota se mantuvo constante. En la Figura 8 se puede
observar que a partir de la concentracién de 400 mg/mL no hay diferencias entre los tamafos de las
gotas entre concentraciones y entre variedades. Asimismo, se observo que las curvas de distribucion de
tamafio para la variedad YERUA fueron del tipo unimodal, mientras que para la variedad GURI resul-
taron levemente bimodales para las concentraciones mas bajas (50 y 100 mg/mL). Cuando se utilizo la
variedad YERUA, se obtuvieron emulsiones con tamafios mas pequefios, donde el rango de tamafio de
particulas (D4,3) estuvo entre 29,9 £ 0,7 pm para una concentracion de 600 mg/mLy 69,1 +13,9 ym para
una concentracion de 50 mg/mL, a 1 h desde su preparacion. Esto esta de acuerdo con los resultados
obtenidos para el IE, en donde las emulsiones para YERUA resultaron mas estables que las correspon-
dientes a la variedad GURI. También en concordancia con los resultados para el IE se puede observar
que los tamafios se mantuvieron constantes durante el tiempo de almacenamiento para las emulsiones
mas concentradas del almidén modificado de la variedad YERUA. El valor de D3,2 no fue afectado por el
tipo de almidon. Al igual que el D4,3, el D3,2 disminuyd con el aumento de la concentracién de almidén
modificado. En general, el D3,2 se mantuvo constante con el tiempo cuando se usé la variedad YERUA.
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Se evalud la estabilidad de las emulsiones por retrodispersion de luz. Las emulsiones Pickering se
consideran estables ante la coalescencia y la maduraciéon de Ostwald. Sin embargo, los procesos de
inestabilidad que pueden darse en este tipo de emulsiones son la separacion gravitacional (cremado y
sedimentacidn), la floculacién y la inversion de fases (Tavernier et al,, 2016). En la Figura 9 se presentan
los perfiles obtenidos de DeltaBS de algunas de las emulsiones elaboradas. Para las concentraciones
de almidon 50, 100, 150, 200 y 300 mg/mL para las dos variedades (OSA YERUA y OSA GURI) los perfiles
presentaron tres zonas: la zona 1, se corresponde con el almidén que no participd en la formacién de
la emulsién y precipité en el fondo del tubo; la zona 2, se corresponde con la fase continua (buffer) que
clarificé debido al cremado de la emulsion; y la zona 3, corresponde a la emulsién que cremo y se ubicé
en la parte superior del tubo. Ademas, en la zona de cremado ocurrié la floculacién de las gotas con el
tiempo de almacenamiento, lo que se observa por la disminucién en el valor de DeltaBS con el tiempo.
Para el almidén modificado de la variedad GURI, la concentracién de 400 mg/mL también present6 las
tres zonas. Para el almidén modificado de la variedad YERUA a partir de la concentracion 400 mg/mL,
no se observod la separacion gravitacional por cremado. Sin embargo, se puede observar que ocurrié
floculacién de las gotas. Estos resultados estan de acuerdo con lo que obtuvieron otros autores. En las
emulsiones realizadas por Bello-Pérez etal. (2015), donde utilizaron almidén quimicamente modificado
de banana, estos investigadores observaron la separacién gravitacional de las gotas de la emulsién y
diferenciaron una zona de cremado en la parte superior del tubo. Ademas, el almidén que no participé
en la emulsién sediment6 en el fondo del tubo.

Ficura 9. Perfiles de DeltaBS de las emulsiones para la variedad OSA Yerua

Se realizo la observacién por microscopia éptica de la microestructura de las emulsiones Pickering,
lo que permitié identificar la ubicacién de los granulos de almidén en la emulsién. En la Figura 10 se
pueden observar las gotas esféricas de aceite esencial y los granulos de almidén cubriendo la superficie
de las gotas. Durante el proceso de emulsificaciédn, los granulos de almidén se orientaron alrededor de
las gotas de aceite esencial formando una capa empaquetada en la interfase aceite-agua (Marefati et
al, 2013).
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Ficura 10. Microestructura de emulsion Pickering (microscopia dptica, 100x)

Segln estudios previos (Timgren et al., 2011; Marefati et al., 2013) las propiedades de las emulsiones
estabilizadas por granulos de almidén pueden ser mejoradas por un calentamiento in situ. Los granulos
de almidén en medio acuoso cuando son calentados gelatinizan. Como se vio antes, las temperaturas
de gelatinizacion (Tp) de los almidones modificados fueron 67,2 y 64,5°C para las variedades YERUA y
GURI, respectivamente. Las emulsiones fueron calentadas en un bafio de agua a 70°C. En la Figura 11
(a) se puede ver la estructura de las emulsiones sin gelatinizar, en donde todavia se ven los granulos de
almidon intactos. En la Figura 11 (b) se observa la emulsion gelatinizada, donde la estructura granular
desaparecid y las gotas estan rodeadas por el almidén gelatinizado.

Ficura 11. Microestructura de emulsién Pickering de 600 mg/mL con almidén modificado OSA Yerua: (a) sin
gelatinizar (40x), (b) gelatinizada (40x), (c) emulsion gelatinizada

Las emulsiones que presentaron mejor estabilidad en el tiempo fueron congeladas y descongeladas.
Se evaluo el efecto de la congelacion sobre las emulsiones de 400 y 600 mg/mL para el almidén modi-
ficado de las dos variedades, YERUA y GURI. Ademas se estudiaron las emulsiones luego del tratamien-
to térmico. Para todos los casos sin tratamiento térmico, luego de la descongelacién las emulsiones
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presentaron una evidente separacién de fases. A pesar de la separacién del aceite esencial como se
evidencié en la parte superior del tubo, para la variedad YERUA se mantuvo un volumen de emulsién
sin rotura evidente para el cual se pudo determinar el tamafio de particula. En cambio para la variedad
GURI, hubo una clara separacién entre las fases y se pudo observar la precipitacién del almidén en el
fondo del tubo.

OSA Yerua 600 mg/mL
18
16 -,
Precongelacién
14
—= = = Descongelado
c 12
u
£ 10
=
2 8
R 6
4 -
/N
2 /! \
0 4 s
0.1 1 10 100 1000
Tamafio (um)

Ficura 12. Distribucion de tamaiio de particula previo a la congelacion (linea continua)
y luego de la descongelacion (linea punteada).

La determinacién de tamafio de particula sélo se pudo efectuar para las emulsiones de la variedad
YERUA. En la Tabla 3y en la Figura 12 se puede observar los resultados de la distribucién de tamafio de
particula para las emulsiones de 400 y 600 mg/mL del almidén modificado de la variedad YERUA, antes
y después de la congelacién. En la Tabla 7 se presentan los valores de D4,3 y span obtenidos para estas
emulsiones antes y después de la congelacién. Los valores D4,3 no presentan diferencias estadistica-
mente significativas (p < 0,05) para antes y después de la congelacién, lo que podria interpretarse como
que no hubo cambios en el tamafio de particula. Sin embargo, el valor span aumenté luego de la des-
congelacion y en la Figura 12 puede verse que después de la congelacidn la distribucion de tamafio de
particula presenté dos picos. Por la desestabilizacion de las emulsiones quedaron granulos de almidén
libres y forman el pico mas pequefio que aparece en la Figura 16. Otros autores (Marefati et al,, 2013)
han observado el mismo fenémeno.

El aceite esencial de mandarina verde no se congela a -18°C, por lo que al congelar las emulsiones,
la fase continua comienza a cristalizar y se pueden presentar varios mecanismos de desestabilizacidn.
La formacion de hielo en la fase continua aumenta la interaccion gota-gota y deja disponible menos
agua para hidratar las particulas emulsificantes en la interfase. Esto también resulta en un aumento de
la concentracién de solutos en la fase acuosa no congelada, causando un cambio en la fuerza iénica
y en el pH. Adicionalmente, debido a la expansién volumétrica del agua al congelarse, los cristales
de hielo pueden penetrar en las gotas de aceite y romper la capa interfacial, permitiendo el contacto
aceite-aceite. Las gotas cubiertas por una pelicula gruesa han sido mejores protectoras contra la pene-
tracion por cristales y la coalescencia parcial (Marefati et al,, 2013). Cuando los granulos de almiddn
son gelatinizados, forman una capa densa alrededor de la gota que evita que sucedan los mecanismos
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de desestabilizacién antes mencionados. Las emulsiones gelatinizadas para la variedad YERUA no pre-
sentaron separacién de fases luego de la descongelacién. Aunque en las emulsiones para la variedad
GURI se observo la presencia de aceite en la parte superior del tubo, la emulsion gelatinizada mantuvo
su integridad.

TaeLa 3. Efecto de la congelacién en la distribucion de tamafio de particula de las emulsiones de almidén modificado
de la variedad YERUA. Letras distintas por columnas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)

Concentracién Estado D,, (mm) Span
Precongelacion 37,62 £ 2,262 0,92 £ 0,01°
400 mg/mL
Descongelado 29,24 + 2,292 1,32+0,15°
Precongelacion 32,62 +2,41° 0,99 £ 0,092
600 mg/mL

Descongelado 31,04 + 0,852 1,33+£0,02°

La emulsidn gelatinizada de la variedad YERUA de 600 mg/mL resulté ser la mas estable a la conge-
lacion, por lo que fue seleccionada para hacer el ensayo de liofilizacidn. La emulsidn fue liofilizada y
del polvo resultante se determind el aceite encapsulado. Del aceite total incorporado en la emulsion
solamente se recuperd el 10%. A pesar de que las emulsiones resultaron estables a la congelacion, el
porcentaje de recuperacién fue muy bajo. Esto pudo deberse a que la matriz encapsulante no encierra
efectivamente al aceite esencial, el cual se volatiliza durante el proceso de liofilizacién. Para profundi-
zar en este aspecto es necesario estudiar una matriz que incorpore, ademas del almidén quimicamente
modificado de arroz, otro componente que ayude a mejorar la retencion del aceite encapsulado.

Conclusiones

Con este trabajo se pudo demostrar la capacidad emulsificante de los almidones de arroz modifica-
dos quimicamente. Las emulsiones Pickering estabilizadas con particulas de almidén modificado tienen
aplicacién potencial para la proteccion de ingredientes labiles como los aceites esenciales. Las mejores
condiciones de estabilidad se obtuvieron con la variedad de arroz YERUA. La emulsién de concentracidn
de 600 mg/mL de la variedad YERUA resulté ser la mas estable, la cual se mantuvo sin cambios durante
todo el tiempo de almacenamiento. A pesar de resultar estables las demas emulsiones, sufrieron una
rotura de la emulsidn ante el proceso de congelacién. Para superar este inconveniente, la gelatinizacién
de las emulsiones resulté ser un buen método. Sin embargo, el aceite recuperado luego de la liofiliza-
cion fue muy bajo. Esto pudo deberse a que la matriz encapsulante no encierra efectivamente al aceite
esencial, el cual se volatiliza durante el proceso de liofilizacién. Para profundizar en este aspecto es
necesario estudiar una matriz que incorpore, ademas del almidén quimicamente modificado de arroz,
otro componente que ayude a mejorar la retencién del aceite encapsulado.

Indicadores de produccion
Con los resultados obtenidos del presente proyecto la Directora redactara su tesis doctoral, y ademas

se utilizaran para redactar un articulo cientifico con el fin de publicar los resultados en una revista de
nivel internacional.
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Se presentaron tres trabajos a Congresos Internacionales:

RASIA, M.C,, CASTAGNINI, J.M,, CAPODOGLIO, D.L,, TISOCCO, 0.D., ZORRILLA, S.E. Caracterizacion de
la estabilidad de emulsiones preparadas con particulas de almidén de arroz quimicamente modificado.
Argentina. CORDOBA. 2016. Libro. Articulo Completo y Resumen. Congreso. VI Congreso Internacional
de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016. Ministerio de Ciencia y Tecnologia de la provincia de
Cérdoba.

PEREYRA, F., CAMBRA, M., RASIA, M., CASTAGNINI, J.M. 2018. Obtencién y caracterizacion de almi-
don quimicamente modificado de arroz. XXVI Jornadas de Jovenes Investigadores AUGM; 17, 18 y 19 de
Octubre de 2018 en Mendoza, Universidad Nacional de Cuyo. Trabajo aceptado en la Universidad.

RASIA, M.C., PEREYRA, F., CASTAGNINI, J.M., ZORRILLA, S.E. 2018. Estimaciéon de las propie-
dades de transporte durante la liofilizacion de emulsiones. VII Congreso Internacional de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos (CICYTAC 2018); 1, 2 y 3 de octubre de 2018 en Cérdoba. Trabajo aceptado.

A partir de la puesta a punto de las técnicas utilizadas en el proyecto, se desarrollaron servicios a
terceros para empresas y productores de la region.

- Servicios a empresas de la region: Determinacion de tamafio de particula por difraccion laser de
harinas de arroz.

- Servicios a empresas de la regién: Estudio de la reduccién del tamafio de particula con homogenei-
zador de alta presion y evaluacion del tamafio de particula por difraccion laser.

- Servicio a grupo de investigacion externo: Estudio reoldgico de pulpa y jugo de berries. Ensayos de
flujo a distintas temperaturas.

- Servicio a grupo de investigacién interno: Caracterizacion de emulsiones formadoras de peliculas:
determinacion de tamafio de particula por difraccidn laser, estudio de la estabilidad de emulsiones por
difraccion multiple de luz.
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