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Resumen

Los lipidos constituyen los macronutrientes fundamentales para el organismo humano
junto con los glucidos y proteinas. Moléculas lipidicas como los acidos grasos
poliinsaturados son capaces de formar una amplia gama de estructuras quimicas con
funciones metabdlicas fundamentales. Sin embargo, el organismo humano no es capaz
de sintetizar todos los acidos grasos requeridos para realizar determinadas funciones
biologicas y es necesaria su ingesta a través de la alimentacion. Por este motivo, esos
acidos grasos que no se sintetizan de manera enddgena se denominan acidos grasos
esenciales. Los acidos grasos poliinsaturados de las series Omega-3 y Omega-6 son
esenciales y estan involucrados tanto en la estructura de la membrana celular como en el
desarrollo y funcionamiento del sistema cerebral y del sistema nervioso. Los acidos
grasos mas importantes de la serie Omega-3 son los &cidos eicosapentaenoico (EPA,
C20:5n-3) y docosahexaenoico (DHA, C22:6n-3). Existen evidencias reales
contrastadas de los efectos beneficiosos sobre la salud humana de estos dos &cidos
grasos poliinsaturados. EI EPA y DHA refuerzan el sistema cardiovascular debido a su
efecto antiinflamatorio y antitrombotico, y favorecen el correcto desarrollo y
funcionamiento de los sistemas nervioso central y ocular. Sin embargo, la poblacion en
diferentes partes del mundo tiene una ingesta demasiado baja de estos acidos grasos
Omega-3. Asi, los alimentos enriquecidos en acidos grasos Omega-3 son una de las
categorias de productos alimentarios de mas rapido crecimiento en la industria

alimentaria para paliar ese déficit.

Por su naturaleza poliinsaturada, los &cidos grasos Omega-3, son inestables y tienden a
oxidarse. Esto lleva a la formacion de sabores desagradables e incluso a la pérdida de
sus propiedades beneficiosas. Desde un punto de vista tecnoldgico, fortificar alimentos
con aceites que contengan alta proporcion de EPA y DHA es un desafio. Es
fundamental prevenir la oxidacion de lipidos en este tipo de productos. Son numerosos
y diversos los factores que pueden afectar a la oxidacion de lipidos en matrices
alimentarias complejas. Por este motivo, son necesarias diferentes técnicas para reducir
0 prevenir la oxidacion lipidica. Generalmente, los aceites ricos en &cidos grasos
Omega-3 se incorporan a matrices liquidas y semiliquidas en forma de emulsién y en
matrices solidas en forma de microencapsulados. De este modo, los resultados
obtenidos en un sistema alimentario, no pueden ser extrapolados a otro sistema

alimentario distinto y la técnica empleada para la incorporacion de estos ingredientes
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Resumen

funcionales a un producto alimenticio debe considerarse cuidadosamente. En estas
técnicas de estabilizacion es necesaria la adicion de emulsificantes y antioxidantes que
estabilizan fisicamente el sistema alimentario y retrasan, controlan y previenen los
procesos oxidativos a través de diferentes mecanismos como la eliminacion de radicales
libres, quelacion y poder reductor de iones metalicos. Los emulsificantes y
antioxidantes derivados de la hidrodlisis enzimética de proteinas alimentarias son una
alternativa de origen natural, preferible frente otras de origen sintético. De esta manera,
es un reto cientifico y técnico encontrar péptidos procedentes de la hidrolisis enzimatica
de proteinas alimentarias con propiedades tanto emulsificantes como antioxidantes, a un
nivel adecuado, para estabilizar fisica y oxidativamente emulsiones y microcapsulas de
aceites ricos en acidos grasos Omega-3 que serviran de vehiculo para la incorporacién a
matrices alimentarias. Candidatos para testar en estos alimentos, por su procedencia
natural y sostenible, son los hidrolizados de proteinas como la soja y subproductos de la

industria alimentaria como el lactosuero, y los descartes de pesca.

Asi, el objetivo de esta tesis doctoral es desarrollar procesos de estabilizacion de acidos
grasos Omega-3 mediante técnicas de emulsionado y microencapsulado, empleando
para ello agentes emulsificantes-antioxidantes de naturaleza peptidica, procedentes de la

hidrolisis enzimatica de proteinas alimentarias tales como lactosuero, soja y bacaladilla.

Para ello, esta investigacion cuenta con los siguientes objetivos especificos que dividen

este trabajo en tres secciones diferenciadas:

1. Obtencion de hidrolizados de proteinas alimentarias con actividad emulsificante y

antioxidante.

2. Estudio de la estabilidad fisica y oxidativa de emulsiones de aceites ricos en acidos

grasos Omega-3 estabilizadas con hidrolizados de proteinas alimentarias.

3. Microencapsulacion de emulsiones de aceites ricos en acidos grasos Omega-3
estabilizadas con hidrolizados de proteinas alimentarias mediante secado por

atomizacion.

En la primera seccion se llevan a cabo las reacciones de hidrélisis de los sustratos

proteicos: concentrado de proteina de lactosuero, aislado de proteina de soja y proteina
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Resumen

de bacaladilla. Estas proteinas se hidrolizan con las enzimas subtilisina (EC 3.4.21.62) y
tripsina (EC 3.4.21.4) a grados de hidrolisis comprendidos entre DH 2 y 14%.
Posteriormente, se determinan las propiedades emulsificantes, indices de actividad
(IAE) y estabilidad emulsionante (IEE), de cada hidrolizado y se desarrollan modelos
matematicos con cada enzima para optimizar estas propiedades en funcion del sustrato,
grado de hidrdlisis de los hidrolizados y pH de la emulsion (pH 2, 4, 6, 8). Los
coeficientes de correlacion de los modelos son R?=81.55% y 83.54% para IAE e IEE
respectivamente con subtilisina y R?=72.30% para IAE y 83.55% para IEE con tripsina.
Por tanto, los modelos matemaéticos ajustan bien los datos experimentales. De forma
general, grados de hidrélisis bajos y condiciones de pH alejadas del punto isoeléctrico
de las proteinas mejoran las propiedades emulsificantes. El hidrolizado de aislado de
proteina de soja obtenido con la enzima tripsina (50°C, pH 8) a DH 6.5% y pH de
emulsion igual a 8, es el hidrolizado que, segln el procedimiento de optimizacion,
presenta los indices de actividad y estabilidad emulsionante maximos. Ademas, para
determinar la capacidad de estabilizar emulsiones de estos hidrolizados, se evalla la
estabilidad fisica y oxidativa de una emulsién producida con el hidrolizado de
propiedades emulsificantes optimizadas, acelerando la oxidacion y durante un periodo
de almacenamiento de 10 dias a una temperatura de 20°C. La emulsion estabilizada con
el hidrolizado de aislado de proteina de soja bajo condiciones éptimas (DH 6.5%
obtenido con tripsina y pH de emulsion 8) es fisica y oxidativamente estable. Sin
embargo, cabe esperar una mejora de la estabilidad oxidativa si los hidrolizados con
propiedades emulsificantes presentan buena capacidad antioxidante. Asi, el estudio se
completa con la determinacion de las propiedades antioxidantes de los hidrolizados de
proteina de lactosuero, soja y bacaladilla. Se estudia la influencia del grado de
hidrélisis, el tipo de enzima utilizada y sustrato proteico sobre la capacidad quelante y
reductora de iones metalicos y sobre la actividad inhibidora de radicales libres de los
hidrolizados. En general, los hidrolizados procedentes de los tres sustratos proteicos
estudiados muestran una buena capacidad para actuar como quelantes de iones
metalicos. Los hidrolizados de aislado de proteina de soja y proteina de bacaladilla
muestran una mayor capacidad para inhibir al radical DPPH en comparacion con los de
concentrado de proteina de lactosuero. Respecto al poder reductor, los hidrolizados de

proteina de bacaladilla y concentrado de proteina de lactosuero presentan mejor
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Resumen

capacidad que los hidrolizados de aislado de proteina de soja. De forma general, los
hidrolizados obtenidos con la enzima subtilisina presentan mejores propiedades

antioxidantes que los hidrolizados obtenidos con la enzima tripsina.

Finalmente, en esta seccion, se seleccionan los hidrolizados de cada sustrato con
mejores propiedades emulsificantes y antioxidantes en conjunto. Los hidrolizados de
concentrado de proteina de lactosuero con mejor capacidad antioxidante se encuentran a
grados de hidrolisis entre 10 y 14% obtenidos con la enzima subtilisina a una
temperatura de reaccién de hidroélisis de 50°C y pH 8. Con los modelos matematicos
obtenidos se optimizan las propiedades emulsificantes en el rango de DH 10-14% en el
que los hidrolizados con subtilisina muestran las capacidades antioxidantes mayores.
Los valores maximos en las propiedades emulsificantes se obtienen con el hidrolizado
de concentrado de proteina de lactosuero obtenido con la enzima subtilisina (50°C, pH
8) a DH 10 y con pH de emulsién igual a 8. Este hidrolizado, por tanto se selecciona
como uno de los candidatos para el siguiente estudio. Los mejores valores en las
propiedades antioxidantes de los hidrolizados de aislado de proteina de soja se obtienen
a DH 2% con la enzima subtilisina a una temperatura de la reaccién de hidrélisis de 50
°C y pH 8. Al igual que con los hidrolizados de concentrado de proteina de lactosuero,
se optimizan las propiedades emulsificantes para los hidrolizados de aislado de proteina
de soja con subtilisina que presentan mayor capacidad antioxidante. El hidrolizado a
DH 2% obtenido con la enzima subtilisina (50°C, pH 8) también es el que presenta
mejor capacidad emulsificante a un pH de emulsion igual a 8. Por otro lado, en el
estudio de las propiedades emulsificantes, los hidrolizados de proteina de bacaladilla
solamente emulsifican a pH 2 para los DH 2, 4 y 6%. A otros pH, 4, 6 y 8, la emulsién
se desestabiliza e incluso ni llega a emulsificar. Por este motivo no es posible su ajuste a
un modelo matematico. Para ese sustrato en concreto, el hidrolizado de proteina de
bacaladilla a DH 4% obtenido con tripsina a una temperatura de reaccion de hidrolisis
de 50°C y pH 8 presenta los mejores valores de antioxidante y emulsificante en

conjunto.

Por tanto, en base a los resultados obtenidos, se eligen los tres hidrolizados candidatos

con las caracteristicas necesarias para lograr la estabilizacion de lipidos en matrices
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alimentarias como son las emulsiones de aceites enriquecidos en acidos grasos Omega-
3:

- El hidrolizado de concentrado de proteina de lactosuero a DH 10% obtenido
mediante hidrolisis enzimatica a una temperatura de 50°C y pH 8 con la enzima
subtilisina.

- El hidrolizado de aislado de proteina de soja a DH 2% obtenido mediante
hidrolisis enzimatica a una temperatura de 50°C y pH 8 con la enzima
subtilisina.

- El hidrolizado de proteina de bacaladilla a DH 4% obtenido mediante hidrolisis

enzimatica a una temperatura de 50°C y pH 8 con la enzima tripsina.

En la segunda seccion, se realiza un estudio acelerado de la estabilidad fisica y
oxidativa de emulsiones de aceite rico en acidos grasos Omega-3, estabilizadas con los
tres hidrolizados de proteinas seleccionados anteriormente, donde se comprueba su
eficacia durante un periodo de almacenamiento de 10 dias a una temperatura de 20°C.
El contenido de peroxidos en las emulsiones durante el periodo de almacenamiento
varia significativamente dependiendo del hidrolizado empleado. La emulsién a pH 2
estabilizada con proteina de bacaladilla a DH 4% hidrolizada con tripsina (BPH4), sufre
una oxidacion intensa en los primeros dias de almacenamiento reflejada en el
incremento de peroxidos. En la emulsién a pH 8 estabilizada con el hidrolizado de
aislado de proteina de soja al 2% con subtilisina (SPH2), el aumento es mas leve y
constante a lo largo del tiempo de almacenamiento. La emulsion a pH 8 estabilizada con
el hidrolizado de concentrado de proteina de lactosuero a DH 10% con subtilisina
(WPH10), presenta los valores de perdxidos mas bajos y se mantiene constante durante
todo el periodo de almacenamiento. En los productos de oxidacion secundarios se
confirma que la emulsion estabilizada con el hidrolizado de proteina de bacaladilla es la
mas oxidada seguida de la estabilizada con el hidrolizado de soja y la del hidrolizado de
lactosuero. Por otro lado, la emulsion preparada con el hidrolizado de proteina de
lactosuero hidrolizada al 10% con subtilisina (WPH10) presenta una excelente
estabilidad fisica en comparacion con las emulsiones estabilizadas con los hidrolizados
de proteina de soja (SPH2) y bacaladilla (BPH4). La distribucién monomodal inicial de

tamafo de gota de la emulsion de lactosuero (WPH10) permanece inalterada hasta el
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final del periodo de almacenamiento. Asi, la estabilidad fisica y oxidativa de las
emulsiones varia segin BPH4<SPH2<WPH10. Por tanto, los resultados reflejan que la
estabilidad fisica de las emulsiones juega un papel importante en su estabilidad
oxidativa, ya que, la emulsién estabilizada con el hidrolizado de proteina de lactosuero,
DH 10% hidrolizado con subtilisina y a pH de emulsién igual a 8, que proporciona la
mayor estabilidad fisica, tambien proporciona significativamente la mayor estabilidad
oxidativa. La emulsion estabilizada con el hidrolizado de proteina de lactosuero se

mantiene estable durante un periodo de 10 dias a una temperatura de 20°C en oscuridad.

Un paso maés en la estabilizacién de aceites ricos en acidos grasos Omega-3 son los
procesos de microencapsulacion. En la tercera seccidn de esta investigacion, se emplean
técnicas de microencapsulacion mediante secado por atomizacién, para microencapsular
emulsiones de aceite rico en acidos grasos Omega-3 estabilizadas a pH 8 con el
hidrolizado de proteina de lactosuero a DH 10% obtenido con la enzima subtilisina
(50°C y pHB8). En este estudio se producen microencapsulados diferentes que se
caracterizan fisica y oxidativamente para evaluar el efecto de la concentracion de aceite
y de distintos ratios de aceite/hidrolizado en la emulsion a encapsular, 2/0.5, 4/1, 8/2,
3/0.5, 6/1, 12/2, 4/0.5, 8/1, 16/2. Posteriormente, se evalla la estabilidad oxidativa de
los microencapsulados con mas carga de aceite (19, 26 y 32%) durante un periodo de
almacenamiento de 6 semanas a una temperatura de 25°C. Durante el proceso de
secado por atomizacion no se degrada el aceite y las microcapsulas son fisicamente
estables a todos los ratios de aceite/hidrolizado testados. Con estos estudios se
comprueba que el hidrolizado de proteina de lactosuero es un buen emulsificante y
antioxidante para la estabilizacion de microcapsulas de aceite rico en acidos grasos
Omega-3. El hidrolizado de concentrado de proteina de lactosuero a DH 10% con
subtilisina es efectivo en un amplio rango de concentraciones de aceite
microencapsulado. Junto con encapsulantes como el jarabe de glucosa, produce
microencapsulados con altas eficiencias de encapsulacion. Ademas, ayuda a ralentizar
los procesos de oxidacion del aceite rico en acidos grasos Omega-3 microencapsulado

durante un periodo de almacenamiento de 6 semanas a una temperatura de 25°.
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2.1. Acidos grasos

Los acidos grasos son cadenas hidrocarbonadas de entre 4 y 36 carbonos con un grupo
carboxilo en su extremo. Su formula general es R-COOH, donde R representa la cadena
hidrocarbonada que identifica a cada &cido graso concreto. Pueden clasificarse
atendiendo a su longitud de cadena siendo de cadena corta los que poseen menos de seis
carbonos en su estructura, media cuando contienen entre siete y doce carbonos y de
cadena larga si tienen mas de doce carbonos. Cuando los acidos grasos poseen
unicamente enlaces simples entre los &tomos de carbono de su estructura se denominan
acidos grasos saturados (AGS). Si presentan dobles enlaces carbono-carbono son acidos
grasos insaturados (AGI), denominandose monoinsaturados (AGMI) si solo presentan
un anico doble enlace y poliinsaturados (AGPI), si contienen dos 0 méas dobles enlaces

carbono-carbono (Figura 2.1).

/\/\_/\/\/\/\/\)]\ Acido graso samrado

oH

va:\/\\/\/\\/j\ Acido graso monoinsaturado
[+

Wﬁ\’mﬂ\ Acido graso poliinsaturado

Figura 2.1 Ejemplo de &cido graso saturado, monoinsaturado y poliinsaturado.

Los dobles enlaces de los acidos grasos insaturados que existen en la naturaleza son
normalmente de orientacion “cis”. Una configuracion “cis” significa que los atomos de
hidrégeno unidos a los dobles enlaces se encuentran en el mismo plano geométrico. Si
los atomos de hidrdgeno se encuentran en planos opuestos, la configuracion se

denomina “trans” (Figura 2.2).
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CIS TRANS

Figura 2.2 Esquema de configuracion “cis” y configuracion “trans”.

Los &cidos grasos poliinsaturados se clasifican en funcion de la posicion del primer
doble enlace comenzando por el metilo final, denominandose con la letra griega Omega
() o bien con la letra “n”. De esta manera, un acido graso denominado Omega-3 (®-3 0
n-3), tiene su primer doble enlace entre los carbonos 3 y 4, un acido graso Omega-6 (-
6 6 n-6) tiene el primer doble enlace entre los carbonos 6 y 7, y un acido graso Omega-9
(0-9 6 n-9) entre los carbonos 9 y 10. En el Anexo 8.1., se muestran ejemplos de acidos
grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados mas comunes en la dieta humana,
su nomenclatura sistematica segun la IUPAC (Union Internacional de Quimica Pura y
Aplicada), su formula y abreviatura habitual que se refiere a la longitud de cadena

seguida del nimero de insaturaciones y posicion de la primera insaturacion.

Los acidos grasos tienen un papel determinante en el organismo humano al ser los
constituyentes principales de lipidos con funciones estructurales y moduladoras de las
propiedades de la membrana celular (fosfolipidos, esfingolipidos)(De Carvalho and
Caramujo, 2018). Los acidos grasos insaturados y particularmente los acidos grasos
poliinsaturados pueden formar una amplia gama de estructuras quimicas que cumplen
con unas funciones Unicas (Watkins and German, 2008). De esta manera, los acidos
grasos poliinsaturados estan involucrados en procesos de transmision celular, como se

detalla mas adelante.

Por otro lado, los acidos grasos estan implicados en el almacenamiento y suministro de
energia para las células ya que son combustibles metabdlicos muy energéticos (Sanchez
and Ortega de la Torre, 2017). Asi, los acidos grasos se acumulan generalmente en

forma de triglicéridos (TAG) que son acilglicéridos procedentes de una molécula de
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glicerol esterificada con tres acidos grasos como se muestra en la Figura 2.3. En ella, se
identifican las tres posiciones que los &cidos grasos pueden ocupar en el TAG (extremas
sn-1-3 y central sn-2). Estos acidos grasos de los TAG son utilizados como material de
reserva de energia en las células adiposas. Los lipidos de almacenamiento o depdsito
contienen un alto porcentaje de acidos grasos, sobre todo saturados, y mayoritariamente,
de acido palmitico (C16:0) y acido estearico (C18:0). Estos lipidos que actian como
productores de energia para las células pueden ser exdgenos, derivados de la dieta, o
enddgenos derivados directamente de los tejidos del organismo (Gil and Sanchez de
Medina, 2017).

H
| 0
H-C-0 —-C— R, sn-1
?
R, ¢ —0—-C—H )

|
H—C—D—fli—R3 s1-3
| 0
H

Figura 2.3Esquema general de un triglicérido con las tres posiciones de los &cidos grasos (sn-1, sn-2 y
sn-3) en el esqueleto del glicerol, las extremas (sn-1 y sn-3) y la posicion central (sn-2). R1, R2 y R3
representan las cadenas hidrocarbonadas que identifican a cada acido graso.

El organismo humano, no es capaz de sintetizar todos los &cidos grasos requeridos para
realizar determinadas funciones bioldgicas. Por este motivo, es necesaria la ingesta a
través de la dieta de los &cidos grasos que no se sinteticen de manera enddgena. La
capacidad del organismo para producir un acido graso especifico se basa en un
mecanismo de desaturacion de los acidos grasos saturados o la ingestion de un precursor
convertible (Watkins and German, 2008). La tasa de conversion de los acidos grasos
saturados a otras formas depende del tipo de &cido graso y de la especificidad de las
enzimas desaturasas y elongasas hacia un acido graso en particular (Kadegowda and
Yu, 2015). Una vez absorbidos por las células, pueden sufrir desaturacion y/o
elongacion por estas enzimas localizadas en el reticulo endoplasmatico (Guillou et al.,
2010) produciendo una gran variedad de especies con distintas propiedades fisicas y

quimicas.
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Los acidos grasos en la dieta se ingieren en forma de TAG concretamente en forma de
grasas. Aproximadamente el 95% de la grasa de la dieta esta compuesta por TAG
(Shahidi and Zhong, 2010). La digestion de los acidos grasos como tal, comienza en el
estdmago, con la actuacion de una lipasa gastrica y de una esterasa inespecifica presente
en los alimentos (Levy et al., 2004). No obstante, la lipasa lingual hidroliza previamente
algunos acidos grasos de cadena corta y media. A continuacion, las sales biliares
presentes en el duodeno inhiben la actuacion de la lipasa emulsionando la fraccion
lipidica y formando pequefias gotas. Para evitar la inhibicién de la lipasa, esta se une a
la colipasa desplazando las sales biliares y permitiendo la hidrélisis de los TAG
(Martinez de la Victoria et al., 2017). Los acidos grasos de cadena corta son altamente
solubles por lo que son transportados del estbmago al higado, se absorben y son
utilizados como una fuente inmediata de energia a las células (Small, 1991; Willis et al.,
2011). En el pancreas, la lipasa pancreatica hidroliza los enlaces de las posiciones sn-1y
sn-3 del triglicérido generando 2-monoglicéridos (2-MAG) y acidos grasos libres que
son absorbidos por las celulas epiteliales de la mucosa intestinal. Esta lipasa
pancreatica, ademas de su especificidad hacia posiciones externas del TAG, tiene cierta
selectividad hacia acidos grasos de cadena media en detrimento de los de cadena larga
(Akoh, 2006). Una vez dentro de las células epiteliales, los 2-MAG vy acidos grasos
libres son transportados al reticulo endoplasmatico liso donde se resintetizan los TAG,
fosfolipidos y ésteres de colesterol y son modificados. En el aparato de Golgi forman
los quilomicrones, lipoproteinas que transportan esos TAG, que migran por el sistema

linfatico y sanguineo hasta alcanzar los musculos y el tejido adiposo.

Aproximadamente, el 80% de la grasa ingerida sigue la via 2-MAG por lo que la
composicion de los &cidos grasos en la posicion sn-2 de los TAG de los quilomicrones
es similar a la de los TAG ingeridos. Por tanto, la absorcion esta influenciada por la

estructura intramolecular y por la composicion de los &cidos grasos (Small, 1991).

Los acidos grasos saturados en la dieta se consideran menos deseables para la salud que
los &cidos grasos insaturados, ya que, se han asociado con una mayor incidencia de
ateroesclerosis (Jakobsen et al., 2004). Aunque existen estudios en los que &cidos grasos
saturados como el estearico (C18:0) son neutrales o incluso protectores en el desarrollo

de enfermedades -cardiovasculares (Crupkin and Zambelli, 2008). Los efectos
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fisiolégicos y biogquimicos de los acidos grasos saturados de la dieta dependen de la
cantidad ingerida y la forma final que adquieren en los tejidos del organismo
(Kadegowda and Yu, 2015).

Por otro lado, los acidos grasos insaturados desempefian un importante papel en
funciones metabodlicas que no producen energia (Watkins and German, 2008). En
concreto, los &cidos grasos poliinsaturados de las series Omega-3 y Omega-6 estan
involucrados tanto en la estructura de la membrana celular como en el desarrollo y
funcionamiento del sistema cerebral y del sistema nervioso (Koletzko et al., 2008). Sin
embargo, el organismo humano no puede desaturar en las posiciones 3 y 6 a partir de
acidos grasos de menor insaturacion por lo que no le es posible sintetizar estos acidos
grasos poliinsaturados y deben ser ingeridos en la dieta. Por este motivo, se denominan
acidos grasos esenciales. Estos acidos grasos esenciales son precursores de una gran
variedad de mediadores bioactivos que actlan sobre una gran familia de receptores
selectivos. La gran mayoria de las células y tejidos del cuerpo humano expresan al
menos uno de estos receptores, lo que implica que los acidos grasos esenciales influyan
en casi todos los aspectos de la fisiologia humana (Lands, 2012). Entre los mediadores
bioactivos de los que son precursores, destacan los eicosanoides (prostaglandinas,
prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos), por su implicacion en el control de la
coagulacién sanguinea, en la respuesta inmune y en procesos inflamatorios. De esta

manera, los eicosanoides estan implicados, en muchas alteraciones patoldgicas.

El principal componente de la serie Omega-6 es el acido linoleico (C18:2n-6) y en la
serie Omega-3 el acido a-linolénico (C18:3n-3). Estos acidos son elongados y
desaturados por el mismo sistema enzimatico microsomal que los transforma en
derivados de mayor tamafio de cadena y mayor grado de insaturacion (Valenzuela and
Dagach-Imbarack, 2017). Dado que son metabolizados por el mismo sistema
enzimatico, entre ellos existe una competencia de manera que con un exceso de uno se
causa una disminucién en el metabolismo del otro (Wall et al., 2010). Las principales
enzimas en estos procesos son la 5-desaturasa y la 6-desaturasa. La enzima 6-desaturasa
presenta mayor afinidad hacia el a-linolénico, por tanto, si el aporte nutricional de este
acido graso es muy elevado se va a dificultar el metabolismo del &cido linoleico

(Valenzuela and Dagach-lmbarack, 2017). Pero si, como suele ocurrir en dietas
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occidentales, el aporte nutricional del &cido linoleico es muy alto, la transformacién en
los derivados del a-linolénico serd marginal. En el Anexo 8.2. se muestra un esquema
de las rutas metabdlicas de ambos &cidos grasos. Los acidos grasos mas importantes,
principalmente por ser precursores de los eicosanoides, derivados del metabolismo del
acido linoleico y a-linolénico son el acido araquiddénico (AA, C20:4n-6) de la serie
Omega-6 y los &cidos grasos eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3) y docosahexaenoico
(DHA, C22:6n-3) de la serie Omega-3 (Figura 2.4).

/\/m\/\/\)ll\m Acido Linoleico

- - - oH Acido o-Linolénico
0
— — — — on Acido Araquidénico
o
- - - - = on Acido Eicosapentaenoico (EPA)
0
— — — — — — on Acido Docosahexaenoico (DHA)

Figura 2.4Estructura quimica de los principales &cidos grasos poliinsaturados de las series Omega-6 y
Omega-3.

Durante décadas los beneficios sobre la salud del EPA y DHA cuando son ingeridos en
la dieta han sido ampliamente estudiados. Estos &cidos grasos poliinsaturados estan
implicados en la produccion de moléculas antiinflamatorias (Calder, 2015). EI consumo
de EPA y DHA esté asociado con la prevencion de enfermedades coronarias, debido a
su efecto antiinflamatorio y antitrombdtico. Regulan la presion sanguinea y los niveles
de TAG en sangre (EFSA, 2016; Wall et al., 2010; Weichselbaum et al., 2013). Los
efectos cardioprotectores del EPA y DHA incluyen la prevencion de arritmias,
disminucion de la agregacion plaquetaria, mejora de la variabilidad de la frecuencia
cardiaca y disminucion de respuesta inflamatoria arterial (Jump et al., 2012; Shahidi and
Ambigaipalan, 2018). En relacion a los beneficios sobre la enfermedad cardiovascular
de estos dos &cidos grasos, existe una evidencia real contrastada en estas tres Gltimas
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décadas de investigacion, estudios observacionales y de cohorte, experimentos in vitro e
in vivo y ensayos clinicos (Elagizi et al., 2018; Rangel-Huerta and Gil, 2018; Vas Dias,
2015).

El DHA y el AA son fundamentales para el desarrollo temprano del sistema nervioso
central. Ademas, el DHA es un componente esencial en la estructura de la retina ocular
(Koletzko et al., 2008). Existen numerosos estudios sobre lactantes y nifios con
alimentacion suplementada en DHA que indican un claro beneficio sobre su sistema
nervioso y visual (Li et al., 2013; Uauya et al., 2001; Weichselbaum et al., 2013). Hay
estudios clinicos que han demostrado que el DHA tiene efectos preventivos en la
demencia e incluso existen estudios preclinicos y clinicos que indican que protege
contra el Alzheimer (Canhada et al., 2018; Larsen et al., 2011).

Los beneficios del EPA y DHA contra el cancer, de manera general, son dificiles de
establecer debido a las variedades que presenta la enfermedad. Es necesario evaluar el
efecto que provocan estos acidos grasos desde diferentes perspectivas, segun el tipo de
cancer, para obtener evidencias reales de su beneficio. Numerosos estudios evaltan los
efectos de los &cidos grasos Omega-3 en el cancer de mama, colon, leucemia, estbmago,
pancreas, prostata y pulmén. Nabavi et al. (2015), realizaron una revision exhaustiva
sobre estos estudios y concluyen que el efecto beneficioso de los &cidos grasos Omega-
3 en ciertos tipos de cancer, estd relacionado con su capacidad para modular la
transduccion de sefales asociada a la membrana plasmatica y la expresion de genes
asociados al cancer, ademas de su implicacién en procesos inflamatorios relacionados
con la enfermedad. Sin embargo, son necesarios mas ensayos clinicos que determinen
de manera mas evidente el papel terapéutico del EPA y DHA en el tratamiento de

determinados tipos de cancer (Nabavi et al., 2015).
2.2. Acilglicéridos

Los glicerolipidos o acilglicéridos engloban a los lipidos que contienen una molécula de
glicerol esterificada con uno, dos o tres &cidos grasos, mono-, di- y triglicéridos
respectivamente (Figura 2.5). Las posiciones en la cadena de glicerol donde se

esterifican los acidos grasos libres, como se ha descrito anteriormente en la Figura 2.3,
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en el esquema general de un TAG, se denominan sn-1 y sn-3 para las posiciones de los

extremos y sn-2 para la posicién central.

OH OCOR OCOR OCOR,

HO + RCOOH —> HO + HO + R,CO0 +H,0
OH OH OCOR OCOR,

Glicerol AcidoGraso MAG DAG TAG

Figura 2.5 Esquema de la reaccion de esterificacion de la que se obtienen monoglicéridos, diglicéridos y
triglicéridos (MAG, DAG, TAG respectivamente).

Los acilglicéridos, en forma de TAG, tienen una funcion fundamental como sustancias
de almacenamiento de energia en el organismo. Ademas, estos lipidos desempefian una
funcién importante en la lubricacién y en el acondicionamiento de las superficies
corporales, ejemplo de ello, son la mayoria de las glandulas sebaceas que segregan un
liqguido compuesto por TAG, isoprenoides como el escualeno y ceras (Gil and Sanchez
de Medina, 2017). Son vehiculo de transporte de vitaminas liposolubles A, D, E, K 'y
sirven como fuente de agentes emulsionantes. Asimismo, determinados diglicéridos y
moléculas derivadas de los fosfolipidos y esfingolipidos estan implicados en la
regulacion de la expresion génica en el nucleo celular (Gil and Sanchez de Medina,
2017).

Los acilglicéridos en la dieta, en forma de grasas y aceites, también son fuente de acidos
grasos y acidos grasos esenciales. Ademas, aportan a los alimentos propiedades
sensoriales y tecnoldgicas que los hacen mas aceptables para el consumidor. Estos
lipidos también suelen ir acompafiados de pequefias cantidades de fosfolipidos y
esteroles que se encuentran en los tejidos de origen animal o vegetal segun la

procedencia del alimento.

Como se ha tratado en el Apartado 2.1., los acidos grasos y por extension, los TAG se
absorberan y tendran una funcionalidad especifica segun su estructura y tipo de acidos
grasos. Al ingerir un TAG las lipasas lingual, gastrica y la pancreatica poseen alta
selectividad a hidrolizar en las posiciones externas del TAG (sn-1 y sn-3) dando lugar a

acidos grasos libres y 2-MAG (Porsgaard, 2006). La naturaleza de los acidos grasos en
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la molécula del TAG determina la velocidad de su hidrolisis. Los &cidos grasos de
cadena corta y media se hidrolizan méas rapidamente que los acidos grasos de cadena
larga, especialmente &cidos grasos poliinsaturados que presentan una velocidad de
hidrolisis mas lenta (Mu and Porsgaard, 2005). Ademas, cuando los acidos grasos de
cadena corta y media se sitlan en las posiciones externas del TAG, se liberan al medio
como acidos grasos libres, se absorben rapidamente y se transportan por la vena porta
hepéatica. Mientras que los 2-MAG que se producen tras la hidrolisis del TAG se
absorben por el sistema linfatico. Por tanto, para que los acidos grasos esenciales
ingeridos, como el EPA y DHA, puedan cumplir con su funcidon en los procesos
metabolicos de formacion de los eicosanoides, tienen que ser absorbidos correctamente,
por lo que deben estar situados en las posiciones centrales (sn-2) de los TAG de la dieta
(Akesson et al., 1978).

2.3. Fosfolipidos

Los glicerofosfolipidos o fosfolipidos contienen dos acidos grasos en el esqueleto del
glicerol y un grupo fosfato (Figura 2.6 A). Generalmente un acido graso saturado se
esterifica en la posicién sn-1y un acido graso poliinsaturado en la posicion central sn-2.
El grupo polar X de la posicién sn-3, que contiene un aminoalcohol (colina, serina etc.),
proporciona al fosfolipido su region hidréfila. Sus estructuras muestran por tanto una
parte polar y otra apolar. Los fosfoglicéridos se nombran segin el alcohol polar en el
grupo de cabeza, asi por ejemplo, la fosfatidilcolina tiene colina en su grupo polar.

Los fosfolipidos forman parte de la estructura de las membranas celulares al orientarse
en el entorno acuoso de la célula por agrupamiento de sus partes hidrofobicas y forman
bicapas que constituyen una barrera al paso de moléculas polares e iones (Rathayake
and Galli, 2009; Sanchez and Ortega de la Torre, 2017). El punto de partida para la
sintesis de fosfolipidos es el acido fosfatidico (Figura 2.6 B), sintetizado en el reticulo
endoplasmatico y en la membrana mitocondrial externa a partir del glicerol fosfato y
acidos grasos. La peérdida del fosfato del acido fosfatidico origina DAG que se utilizan
para la sintesis de fosfolipidos junto con un alcohol. En el Anexo 8.3. se muestra una
tabla con los principales componentes (alcoholes y acidos grasos) de los fosfoglicéridos

mas importantes de la membrana celular en el organismo humano. Estos fosfolipidos
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ademas contribuyen a la permeabilidad y fluidez de las membranas celulares (Erickson,
2008) y también son precursores de moléculas con un papel determinante en la

sefializacion celular como los tromboxanos (Sanchez and Ortega de la Torre, 2017).
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Figura 2.6 A) Esquema general de un fosfolipido. B) Estructura quimica del acido fosfatidico.

La variabilidad en la composicién de &cidos grasos que componen estos fosfolipidos de
membrana puede verse influenciada por la dieta (Sanchez and Ortega de la Torre, 2017)
y, por extension, la composicion de las membranas celulares dependeré de los alimentos

ingeridos.

Ademas, los fosfolipidos, aprovechando su caracter anfifilico, se utilizan en
alimentacion para estabilizacion de emulsiones aceite/agua o agua/aceite, ya que,
contribuyen a la disminucion de la tension interfacial. Ejemplo de ello, es el empleo de
yema de huevo o lecitina de soja, cuyo contenido en fosfolipidos es del 10%, para

estabilizar salsas, mayonesas, helados y en reposteria (Erickson, 2008).
2.4. Esfingolipidos

Los esfingolipidos tienen como estructura central un aminoalcohol insaturado de cadena
larga denominado esfingosina. La esfingosina deriva del acido palmitico (C16:0) y la
serina. Poseen en su estructura, como los fosfoglicéridos, una parte polar y otra apolar

pero no contienen en su esqueleto glicerol (Figura 2.7).
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Figura 2.7 Esquema general de un esfingolipido.

Los esfingolipidos son una familia compleja de compuestos como las ceramidas que son
la base de los esfingolipidos complejos, fosfoesfingolipidos y glicoesfingolipidos. Las
ceramidas poseen ademas de la base esfingoide un acido graso unido a una amida. Estos
acidos grasos son normalmente acidos grasos saturados o monoinsaturados de cadena
larga. Los fosfoesfingolipidos poseen en su estructura un grupo fosfato como la
esfingomielina y los glicoesfingolipidos contienen uno o mas residuos de azucares

unidos a la base esfingoide como los cerebrosidos (Ratnayake and Galli, 2009).

Los esfingolipidos, al igual que los fosfolipidos, son componentes estructurales de la
membrana celular y estdn implicados en su estabilidad y fluidez. Ademas, los
metabolitos derivados de los esfingolipidos tienen un papel importante como segundos
mensajeros celulares con funciones en un amplio espectro de procesos que regulan la
proliferacion y la muerte celular. Los esfingolipidos también son constituyentes
minoritarios de los alimentos y aunque no son nutrientes esenciales pueden influir en la
respuesta inmunologica del sistema linfatico asociado a las mucosas del intestino (Gil
and Chagoyén, 2017). También hay estudios recientes que sugieren su utilizacién en
terapias complementarias para patologias relacionadas con la neurodegeneracion o
sindrome metabdlico aunque son necesarios ensayos clinicos mas exhaustivos (Castro-
Gbmez et al., 2015).

2.5. Glucolipidos

Los glucolipidos son lipidos en los que los &cidos grasos de su estructura se unen
directamente a un glucido. Es decir, en ellos el esqueleto del glicerol presente en
glicerolipidos y glicerofosfolipidos, es sustituido por un azucar (Fahy et al., 2009). Los
glucolipidos también son denominados sacarolipidos por algunos autores. Aunque el
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término glucolipido definido por la IUPAC considera en esta categoria a los

glicoesfingolipidos, en esta clasificacion no se han incluido.

Algunos sacarolipidos, como la UDP-N-acetilglucosamina (Figura 2.8) forman
polisacaridos que cumplen funciones bioldgicas importantes en el metabolismo celular.
La UDP-N-acetilglucosamina actiia como sustrato para diferentes enzimas, permitiendo
generalmente, la incorporacion del N-acetilglucosamina a la cadena de oligosacaridos
de las proteinas. Esta N-acetilglucosamina es un compuesto que forma parte de
moléculas del organismo como los glicosaminoglicanos, componentes estructurales de

los tejidos conjuntivos como el &cido hialurénico (Martinez, 2017).
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Figura 2.8 Estructura quimica de UDP-N-acetilglucosamina.

2.6. Policéticos

Los policétidos son metabolitos de origen vegetal, microbiano o animal sintetizados por
complejos multienzimaticos, formados por un grupo de enzimas que comparten
caracteristicas con las enzimas que catalizan la biosintesis de acidos grasos. Estas
enzimas que intervienen en la sintesis de policétidos generan diversos compuestos
naturales, de los que un gran namero tienen caracter lipidico, de ahi que se consideren

una categoria mas de lipidos.
2.7. Esteroles

Los esteroles o esteroides tanto de origen animal como vegetal derivan del nicleo del
ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano que posee una estructura hidrocarbonada con

un anillo pentagonal y tres anillos hexagonales (Figura 2.9).
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Figura 2.9 Estructura quimica del esterano.

El principal esterol en los tejidos animales es el colesterol (Figura 2.10). Es una
molécula anfifilica con una parte polar y una apolar. No es un nutriente esencial pero es
fundamental en la membrana celular. Es precursor de otros esteroides como las
hormonas de las glandulas suprarrenales, como el cortisol que interviene en el
metabolismo de hidratos de carbono, proteinas y lipidos, o la aldosterona, que regula la
excrecion de sal y agua por los rifiones. También es precursor de hormonas sexuales
como los andrégenos y estrogenos y de la vitamina D. Ademas, del colesterol derivan
los &cidos biliares, que actdan emulsionando las grasas de la dieta para su correcta
absorcion. El principal 6rgano que lo suministra es el higado y de ahi va a los tejidos a
través de las lipoproteinas. La tasa de formacion de colesterol en el organismo depende
de la dieta pero existe también cierta sintesis endogena (Gil and Sanchez de Medina,
2017; Panish et al., 2002). El colesterol es importante para la salud del organismo
humano ya que anomalias en su sintesis 0 en el metabolismo de los acidos biliares se
asocian a las enfermedades cardiovasculares y célculos renales (Chen et al., 1974;
Leren, 1966).

Figura 2.10 Estructura quimica del colesterol.
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2.8. Isoprenoides

Los isoprenoides o terpenos son lipidos derivados del hidrocarburo de cinco carbonos 2-
metil-1,3-butadieno también denominado isopreno (Figura 2.11). La mayoria de los
terpenos en la naturaleza son de origen vegetal, fingico o bacteriano y pueden contener

de una a ocho unidades de isopreno.
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Figura 2.11 Esquema general de la molécula isopreno.

Ciertos terpenos como los carotenoides, son precursores de algunas vitaminas y esto
hace que tengan un papel importante en el organismo humano cuando son ingeridos en
la dieta. Los carotenoides son moléculas de origen vegetal sintetizados a partir de ocho
unidades de isopreno, como el f-caroteno (Figura 2.12). Este compuesto es un poderoso
antioxidante y es precursor de la vitamina A. Se encuentra en vegetales con pigmentos
coloreados (rojo, naranja, amarillo) y en los tejidos grasos animales en forma de
retinoides. Estos compuestos tienen repercusion en el funcionamiento de las células
epiteliales, en la modulacion del sistema inmunolégico intestinal, regulacion de los
depdsitos de grasa corporal, etc. Por otro lado, también hay carotenoides que no son
precursores de la vitamina A como la luteina y astaxantina que cumple funciones
relevantes en el organismo cuando son ingeridos. Asi, la luteina protege los tejidos
sensibles a la luz ademas de tener caracter antioxidante, y la astaxantina presenta efectos

preventivos contra algunas enfermedades oculares (Ortega et al., 2017).
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Figura 2.12 Estructura quimica del p-caroteno.
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3.1. Ingesta de lipidos

En nutricion humana, los lipidos constituyen los macronutrientes fundamentales para el
organismo junto con los glucidos y proteinas. El efecto sobre la salud de los lipidos
ingeridos en la dieta es de gran interés para la investigacion cientifica desde hace
décadas. Existen numerosos estudios publicados sobre recomendaciones de ingesta de
lipidos con objeto de prevenir enfermedades crénicas y mantener una salud adecuada,
ejemplo de ello, es la revision realizada por Smit et al. (2009) sobre los requerimientos

de grasas y acidos grasos y los criterios para el desarrollo de pautas dietéticas.
3.1.1. Recomendaciones nutricionales sobre ingesta de lipidos

Las recomendaciones sobre la ingesta de lipidos varian, a veces sustancialmente, de
unos paises a otros. Para establecer unos valores de ingesta recomendada, los estudios
publicados se refieren a la evidencia que exista en relacion con la ingesta total de grasas
y la obesidad, aumento de peso, enfermedad cardiovascular, sindrome metabdlico y
cancer fundamentalmente. Aun asi, existen todavia controversias para establecer las
recomendaciones nutricionales sobre lipidos (Aranceta and Pérez-Rodrigo, 2012). En
general, existe una tendencia a limitar la ingesta total de grasas y en particular de

determinados &cidos grasos.

La Organizacién de Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) y la
Organizacion Mundial de Salud (WHO) aportan a la comunidad internacional
recomendaciones basadas en evidencias cientificas en materia de alimentacion y
nutricion. En relacion a grasas comestibles para nutricion humana la consulta de
expertos FAO/WHO més reciente data de 2008. En esta consulta se identifican cuatro
grados de evidencia para concluir que la grasa total y los acidos grasos afectan de
manera importante a la salud: convincente, probable, posible e insuficiente. Los criterios
empleados en la consulta de 2008 para juzgar estos grados de evidencia son los
acordados en el informe de la FAO/WHO de 2003 y revisados en 2007, “Dieta,
Nutricion y Prevencion de enfermedades cronicas” (WHO/FAO, 2003). Para que se
formule una recomendacion se necesita una evidencia de grado convincente o probable

(FAO, 2008). La Tabla 3.1 y la Tabla 3.2 muestran un resumen de ingestas dietéticas
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diarias recomendadas de grasa y acidos grasos para lactantes (0-24 meses), nifios (2-18

afos) y adultos acordadas en esta consulta de expertos FAO/WHO.

Tabla 3.1 Ingestas dietéticas diarias recomendadas de grasa y acidos grasos: Lactantes (0-24 meses) y
nifios (2-18 afios)(FAO, 2008).

Grasa/AG Grupo de edad Cantidad Grado de Evidencia

40-60%E. Basado en el % total
0-6 meses Convincente
de grasa en la leche humana

Reduccidn gradual dependiendo

Grasa Total 6-24 meses Convincente
de la actividad fisica hasta 35%E

2-18 afios 25-35%E Probable

8%E. Nifios de familias con
evidencia de dislipidemia
familiar (LDL-C elevado) deben
AGS 2-18 afios Probable
recibir  cantidades de AGS
menores pero no reducir la

ingesta total de grasa

AGMI = GT (%E) — AGS (E%) -
AGMI 2-18 afios Probable
AGPI (E%)- AGT (E%)

6-24 meses <15%E Probable
Total AGPI
2-18 afios 11%E Probable
w-6 AGPI
AA 0-6 meses 0.2-0.3%E Convincente
LA 0-24 meses 3.0-4.5%E, <10%E Convincente, Probable
w-3 AGPI
0-6 meses 0.2-0.3%E Convincente
ALA
6-24 meses <3%E Probable
0-6 meses 0.1-0.18%E Convincente
DHA
6-24 meses 10-12mg/kg/dia Probable
2-4 afios 100-150 mg/dia Probable
EPA+DHA 4-6 afios 150-200 mg/dia Probable
6-10 afios 200-250 mg/dia Probable
TFA 2-18 afios <1%E Convincente
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Tabla 3.2 Ingestas dietéticas diarias recomendadas de grasa y acidos grasos: Adultos. # Colesterol de baja densidad. ® Colesterol T
GT (%E) — AGS(E%)-AGPI(E%)-AGT(E%).? Acidos Grasos Trans totales a partir de fuentes de rumiantes y de grasas industriales

Grado de Evidencia

Grasa/AG Cantidad Convincente Probable Posible
Grasa Total 15-35%E No relacién con accidentes cardiovasculares,
B cancer o subtipos de cancer
C12:0-16:0 I LDL* y TC/HDL»Cb en comparacion con cis AGMI o AGPI; . "
9
AGS <10%E LDL pero sin efecto en TC/HDL en comparacién con hidratos de carbono " Riesgo de diabetes
AGMI Por diferencia® { LDLYy total/HDL cuando sustituyen a AGS (C12:0-16:0) { Riesgo de sindrome me
{ Riesgo de sindrome
metabdlico, diabetes
Ver arriba, para intercambio de AGS por AGPI
/N Peroxidacion lipidica cc
LAy ALA son esenciales consumo elevado, especi
119
Total AGPI 6-11%E cuando la ingesta de toco
J Riesgo de accidentes cardiovasculares cuando los AGPI reemplazan a los baja
AGS
Minimo especifico para |
deficiencia no claro
-6 AGPI 2.5-9%E Ver arriba, para intercambio de AGS por AGPI \ Riesgo de sindrome metabdlico, Minimo especifico para |
e LA es esencial diabetes deficiencia no claro
{ Riesgo de accidentes cardiovasculares cuando los AGPI reemplazan a
w-3 AGPI 0.5-2%E los AGS
ALA es esencial
J HDLy /N TC/HDL-C en comparacién con AGS (C 12:0-16:0), cis AGMI o T Riesgo de accidentes cardiovasculares
AGPI fatales y de muerte subita cardiaca
AGT? <1%E
/M Riesgo de accidentes cardiovasculares /I\ Riesgo de sindrome metabdlico,
diabetes
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En la Tabla 3.1 y la Tabla 3.2 las ingestas recomendadas se han expresado en porcentaje
de energia (E%), es decir, el porcentaje de la ingestion diaria de energia. Los
requerimientos deben ajustarse a grupos poblacionales determinados, de ahi que se
dividan para lactantes, nifios y adultos fundamentalmente, ya que, las necesidades

nutricionales varian segun la edad y actividad fisica.

Los requerimientos de grasa total expresados en porcentaje de energia, % E, para un
adulto sano establecen un minimo entorno al 15-20% E y maximo de 30-35% E
(Aranceta and Pérez-Rodrigo, 2012). Asi, se establece un rango de entre un 15y 35% E
para adultos como se muestra en la Tabla 3.2. Para lactantes de 0 a 6 meses los
requerimientos son superiores y se sitGan entre un 40-60% E y para nifios entre un 25-
35% E (Tabla 3.1).

Los criterios para establecer las recomendaciones sobre ingesta de grasas saturadas se
basan en datos obtenidos de estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos relacionados
con la enfermedad cardiovascular (Smit et al., 2009). Existen evidencias convincentes
de que la sustitucion de &cidos grasos saturados por acidos grasos poliinsaturados
disminuye el riesgo de enfermedad cardiovascular. Ejemplo de ello, son los estudios de
cohorte sobre la relacion de grasas en la dieta y la enfermedad cardiovascular realizados
por Li et al.(2015). Los estudios se realizaron en adultos sanos y durante un periodo de
seguimiento de 24-30 afios y llegaron a la conclusion de que reemplazar el 5% de la
ingesta de energia de grasas saturadas por una ingesta equivalente de AGPI, AGMI y/o
carbohidratos integrales de alta calidad produce un menor riesgo de cardiopatia
coronaria, concretamente un 25%, 15% y 9% menos respectivamente. Asimismo, en un
meta-analisis realizado en adultos sanos y en un periodo de 2-4 afios en el que se
sustituye el 5% de la ingesta de energia procedente de grasas saturadas por el
equivalente en AGPI, se reduce en un 27% la mortalidad por enfermedad coronaria
(Wang et al., 2016a). Hay una evidencia posible, como se muestra en la Tabla 3.2, de
que la ingesta elevada de AGS pueda aumentar el riesgo de diabetes. La sustitucién de

estos acidos grasos por AGPI puede disminuir ese efecto negativo (Julibert et al., 2019).

Es necesario destacar que no todos los AGS afectan de la misma manera. Los acidos
laurico, miristico y palmitico (C12:0, C14:0 y C16:0 respectivamente) son menos

recomendables que el acido estearico (C18:0), ya que, este ultimo no tiene el efecto
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negativo sobre los niveles de colesterol que atribuyen a los primeros (Ohlsson, 2010).
Los valores recomendados de ingesta de AGS, como se muestra en la Tabla 3.2, se
sittan por debajo del 10% E para adultos sanos (Aranceta and Pérez-Rodrigo, 2012).
Asimismo, para nifios y adolescentes se recomienda una dieta baja en AGS, 8% E,
(Tabla 3.1), ya que reducir la ingesta de AGS desde una edad temprana puede ayudar a
reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular y niveles elevados de colesterol en la
edad adulta (Morenga and Montez, 2017).

Como ya se trato en el Apartado 2.1., los &cidos linoleico (C18:2n-6) y a-linolénico
(C18:3n-3) son necesarios para el desarrollo de numerosas funciones bioldgicas y
esenciales en la dieta porque no pueden ser sintetizados por el organismo humano. En la
Tabla 3.2, se muestran las recomendaciones sobre ingesta de AGPI totales (Omega-3 y
Omega-6) que se situan entre el 6-11% E. La ingesta recomendada de &cidos grasos
Omega-6 se situa en torno al 4% E con un maximo de 9% E y un minimo del 2.5%
(EFSA, 2016; FAO, 2008), y las recomendaciones de ingesta para los AGPI Omega-3
en un rango del 0.5-2% E (EFSA, 2010, 2012). En concreto, la ingesta para EPA y
DHA se establece para adultos sanos en 250-500 mg/dia (EFSA, 2012). Para nifios se
establece segun edad en un rango de 100 a 250 mg/dia (Tabla 3.1).

La mayor parte de las publicaciones cientificas sobre ingestas de lipidos recomendadas
se refieren también a la relacion Omega-6/0Omega-3. Los acidos grasos Omega-6 y
Omega-3 no son convertibles y compiten en su metabolismo ya que comparten el
mismo sistema enzimatico, tienen efectos fisioldgicos opuestos siendo precursores de
los eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, etc.), como se tratd en el
Apartado 2.1. Estas moléculas derivan principalmente del EPA y AA. La ingesta de
AGPI Omega-3 estd asociada a una menor produccion de eicosanoides inflamatorios
(Calder, 2015) y se asocian a la prevencion de la enfermedad cardiovascular y otras
patologias relacionadas con la inflamacidn crénica como determinadas enfermedades
intestinales (Lands et al., 2018; Scaioli et al., 2017). Estudios recientes, siguen
corroborando los beneficios que desde hace décadas se han asociado a su ingesta (Back
and Hansson, 2019). Concretamente, Hu et al. (2019) han realizado un meta-anélisis de
13 ensayos clinicos aleatorios sobre la suplementacion con &cidos grasos Omega-3 de

origen marino (EPA, DHA). Concluyen que las reducciones de riesgo de enfermedad
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coronaria y muerte por enfermedad cardiovascular se asocian linealmente con la dosis
diaria de suplementos de EPA y DHA e incluso se podrian lograr mayores beneficios
con dosis mas elevadas que las utilizadas en esos ensayos clinicos. Por otro lado, los
eicosanoides derivados del AA son mediadores proinflamatorios también necesarios
para el organismo humano y biol6gicamente activos en cantidades muy pequefias
(Calder, 2017; Simopoulos, 2016). Sin embargo, si se forman en grandes cantidades,
contribuyen a la formacion de trombos, trastornos alérgicos e inflamatorios
(Simopoulos, 2016). Por este motivo, una dieta rica en acidos grasos Omega-6 cambia
el estado fisiolégico a uno proinflamatorio y protrombdtico, con aumentos en la
viscosidad de la sangre, vasoconstriccion y proliferacion celular (Simopoulos, 2016).
Para regular la produccion de mediadores proinflamatorios, derivados de los acidos
grasos Omega-6, y antiinflamatorios, derivados de los acidos grasos Omega-3, €s
necesario mantener en la dieta un equilibrio Omega-6/0Omega-3 (Yang et al., 2016). La
proporcion optima entre las dos especies se sitla en 1-5/1 (Simopoulos, 2008; Yang et
al., 2016). Son numerosos los estudios clinicos aleatorios en humanos que indican que
una relacién de los acidos grasos Omega-6/0Omega-3 baja reduce la agregacion
plaquetaria, la coagulacion y el riesgo de trombosis y en general, la respuesta
inflamatoria del organismo (Dinicolantonio and O’Keefe, 2018; Dinicolantonio and
Okeefe, 2019). Ejemplo de ello, es el estudio realizado por Nelson y Hickey (2004) en
el que se reduce la ingesta de LA con ALA en adultos con peso normal y con sobrepeso
y, en un periodo de tiempo de 4 dias, se obtuvo para ambos grupos una reduccién de los
receptores proinflamatorios. También, en un estudio reciente sobre la incorporacion de
LA y ALA en ceélulas endoteliales y la produccion de mediadores antiinflamatorios
cuando se exponen a diferentes proporciones de los dos &cidos grasos, confirma que una
relacion LA/ALA baja ejerce efectos antiinflamatorios y, sugiere que el LA en ese
modelo celular de inflamacion endotelial puede no ser proinflamatorio (Bork et al.,
2019).

Sin embargo, en dietas occidentales, la relacion Omega-6/Omega-3 estd en 15-20/1
(Simopoulos, 2016). El desequilibrio en la ingesta de estas familias de &cidos grasos es
desmesurado debido a que la industria ha dado lugar a producciones excesivas de
aceites y grasas ricas en acidos grasos Omega-6 frente a una produccion mas reducida

de aceites y grasas ricos en acidos grasos Omega-3 (Simopoulos, 2002). EI aumento en
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el consumo de acidos grasos Omega-6 se remonta a principios del siglo pasado debido
al desarrollo de la tecnologia de la industria del aceite vegetal, y al comienzo de la
alimentacion del ganado domeéstico con granos que son ricos en acidos grasos Omega-6
(Simopoulos, 2002). El desequilibrio Omega-6/0Omega-3 repercute negativamente en la
regulacién de los procesos de inflamacion del organismo y en consecuencia en el
sistema cardiovascular como se ha tratado anteriormente. Ademas, ese desequilibrio
LA/ALA prolongado en la ingesta, también se ha asociado a afecciones neuroldgicas
por los cambios que puede ejercer en el sistema endocannabinoide cerebral encargado

de la regulacién de los procesos cognitivos y emocionales (Zamberletti et al., 2017).

De este modo, las tendencias actuales del mercado alimentario, estan en consonancia
con las conclusiones que se derivan de la investigacion actual en esta materia y llevan a
sustituir aceites alimentarios vegetales ricos en acidos grasos Omega-6, como el de

girasol, por aceites ricos en acidos grasos Omega-3 como los de chia, pescado, etc.
3.1.2. Fuentes de acidos grasos Omega-6 y Omega-3

En general, las principales fuentes de acidos grasos Omega-3 son de origen marino
mientras que las principales fuentes de acidos grasos Omega-6 son de origen vegetal.

3.1.2.1. Principales fuentes de acidos grasos Omega-6

Los aceites vegetales constituyen una fuente importante de acidos grasos Omega-6,
aungue su composicion varia segun su origen y proceso tecnoldgico al que haya sido
sometido. La Tabla 3.3, muestra el porcentaje en peso de cada familia de acidos grasos
de los principales aceites vegetales comerciales (Orsavova et al., 2015). Los aceites
vegetales muestran una composicion elevada en AGMI y AGPI, siendo los acidos
grasos mas predominantes en los perfiles lipidicos vegetales el palmitico (C16:0),
linoleico (C18:2n-6) y oleico (C18:1n-9)(Akoh, 2008). También el acido esteérico
(C18:0) suele ser un componente menor en la mayoria de los aceites vegetales (Akoh,
2008). Dentro de los AGPI el porcentaje de acidos grasos de la serie Omega-3 es
practicamente testimonial frente a la elevada composicion en acidos grasos Omega-6.
En el aceite de coco se observa que el porcentaje de acidos grasos saturados es

considerablemente mas elevado que en el resto de aceites vegetales en detrimento de los
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acidos grasos insaturados. Los mas utilizados a nivel mundial son el aceite de soja,

palma, colza y girasol (Akoh, 2008).

Tabla 3.3 Composicion en acidos grasos de aceites vegetales comerciales. Adaptado de Orsavova et
al.(2015).

Aceites (% Acidos grasos) AGS AGMI AGPI Omega-3 Omega-6

Almendra 9.3 67.9 22.8 0.0 22.8
Cacahuete 10.7 71.1 18.2 0.0 18.2
Cafiamo 9.2 28.1 62.8 0.4 62.4
Cartamo 9.3 11.6 79.1 0.1 79.0
Coco 92.1 6.2 1.6 0.0 1.6
Colza 6.3 72.8 20.9 1.2 19.6
Girasol 9.4 28.3 62.4 0.2 62.2
Oliva 19.4 68.2 18.0 1.6 16.4
Palma 49.1 39.9 11.0 0.5 10.5
Salvado de arroz 22.5 44 33.6 0.5 33.1
Semilla de calabaza 19.6 26.1 54.3 0.1 54.2
Sésamo 16.9 42 41.2 0.2 40.9
Soja 16.1 26.2 57.7 5.9 51.8
Uva 10.4 14.8 74.9 0.2 74.7
3.1.2.2. Principales fuentes de acidos grasos Omega-3

El mayor contenido de acidos grasos Omega-3 se encuentra en especies marinas como
peces, krill y microalgas. La fuente de acidos grasos Omega-3 mas utilizada desde el
punto de vista industrial ha sido el aceite de pescado. La composicién y contenido
lipidico de los peces varia segln diversos factores como la especie, estacion del afo,
salinidad, etc. (Garcia-Moreno et al., 2013). La creciente demanda de produccion de
EPA y DHA en el mercado alimentario a partir de aceite de pescado se traduce en un
consumo no sostenible de recursos naturales y genera un impacto ambiental importante
(Finco et al., 2016). También, el crecimiento del consumo de animales de piscifactoria,
que son alimentados con una dieta a base de pescado y harina de pescado, consume

recursos animales y no es sostenible. Esto ha provocado una demanda de productos de
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alimentacion para estos peces que son alternativas sostenibles de origen terrestre, pero
que no tienen el mismo valor nutritivo ya que no contienen EPA y DHA en su
composicion. Para solucionar este inconveniente, una via de investigacion todavia en
desarrollo, es la produccion de aceites vegetales a partir de semillas terrestres
transgénicas enriquecidas en EPA y DHA (Bimbo, 2013; Sprague and Tocher, 2017) y
el uso de microalgas modificadas genéeticamente (Betancor et al., 2017). Los estudios
mas recientes y con mejores resultados sobre el uso de aceites de cultivos transgénicos
como ingredientes en alimentacidn para peces para mejorar su perfil lipidico han sido

con Camelina Sativa transgénica (Betancor et al., 2017).

Por otro lado, desde hace afios la investigacion cientifica se ha dirigido hacia la
busqueda de nuevas fuentes de acidos grasos Omega-3 alternativas al pescado, como el
aceite de krill, de interés por su elevado contenido en EPA y DHA y en fosfolipidos
(Bimbo, 2013). Sin embargo, aun se requieren mas avances para corroborar que la
captura de krill se encuentra en niveles sostenibles para mantener el equilibrio ambiental
(Adarme-Vega et al., 2014). Otra fuente cada vez mas relevante y de creciente interés es
el uso de microalgas, hongos y bacterias marinas, es decir, organismos unicelulares
capaces de producir acidos grasos Omega-3. Sin embargo, se necesita el estudio y
desarrollo de procesos mas rentables capaces de satisfacer la demanda de produccion de
estos acidos grasos a partir de estas fuentes (Finco et al., 2016). C. conhii y
Schizochytrium son las especies de microalgas mas utilizadas para la produccion de
DHA (Ansorena and Astiasaran, 2013). El contenido en lipidos de Schizochytrium
puede ser superior al 50% de su composicion, del que el 17% vy el 42% son acidos
grasos Omega-6 y Omega-3, respectivamente. Los desarrollos en este campo, se centran
en aumentar el contenido de EPA en los aceites de microalgas a partir de nuevas cepas
de Schizochytrium con contenidos de EPA entre 10 y 16% (Fedorova-Dahms et al.,
2011). Ferreira et al. (2019), realizaron una revision sobre la produccion de lipidos
funcionales a partir de las microalgas mas estudiadas tanto de agua dulce como de agua
de mar. En esta revision, evalian cémo las condiciones y los sistemas de cultivo son
elementos decisivos en el rendimiento del proceso. Asi, el suministro de CO, y luz a los
cultivos de microalgas promueve una mayor productividad de AGPI. Ademas, proponen
a la especie Chlorella como candidato potencial para el cultivo en instalaciones

industriales, ya que, ha mostrado un alto contenido en AGPI, alrededor de un tercio de
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su composicién lipidica, y ademas, es capaz de crecer en condiciones adversas como
pueden ser aguas residuales utilizadas como medio de cultivo para su aprovechamiento
(Ferreira et al., 2019).

La Tabla 3.4 muestra el porcentaje en peso de las principales familias de acidos grasos

en aceites comerciales procedentes de distintas especies marinas.

Tabla 3.4 Composicién en acidos grasos de aceites marinos comerciales (Bimbo, 2013; Morales-Medina
et al., 2013, 2015a).* Microalgas, hongos y bacterias marinas.

Aceites (% Acidos grasos) AGS AGMI Omega-3 EPA+DHA
Krill (Antértico) 370 30.0 28.0 23.0
Anchoa (Mediterraneo) 36.0 29.0 30.0 26.0
Sardina (Mediterraneo) 38.0 17.0 36.0 24.2
Jurel (Mediterraneo) 470  26.0 27.0 23.7
Bacalao (Mediterraneo) 21.0 440 27.0 23.0
Bacalao (Pacifico) 220 28.0 42.0 38.0
Bacaladilla (Mediterraneo) 271 373 28.9 24.6
Salmén (Pacifico) 21.0 320 27.0 20.0
Anguila (Pacifico) 23.0 42.0 29.0 22.0
Organismos Unicelulares y microalgas *

Ulkenia 39.0 0.0 47.0 46.0
Schizochytrium 42.0 5.0 42.0 41.0
Crypthecodinium cohnii 38.0 17.0 42.0 42.0
Yarrowia lipolytica 6.0 7.0 43.0 36.0
Marine Chlorella 23.0 27.0 39.0 37.0

Otra fuente alternativa rentable y competitiva a nivel industrial es el aceite de pescado
procedente de descartes pesqueros. Los descartes de pesca son la parte de la captura
total que no se retiene para la venta y es devuelta al mar (Garcia-Moreno et al., 2013).
Estos descartes suponen un problema econémico y medioambiental por lo que diversos
organismos internacionales han puesto en marcha politicas para prohibir esta practica
(Blanco et al., 2018). En este contexto, existen estudios interesantes sobre el
aprovechamiento de los descartes para desarrollar productos de alimentacion y

aplicaciones farmacéuticas, dado que, su composicion bioquimica contiene proteinas de
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gran valor y lipidos con un elevado contenido en &cidos grasos Omega-3, EPA y DHA
principalmente (Pérez-Galvez et al., 2018). Como ejemplo, la Tabla 3.5 muestra el
porcentaje de los acidos grasos EPA y DHA de aceite extraido de las principales
especies de descarte en el Mar de Alboran en la estacion de verano (Morales-Medina et
al., 2015a).

Tabla 3.5 Porcentaje en peso de EPA y DHA en el aceite extraido de las principales especies de descartes
del Mar de Alboran en verano. Adaptado de Morales-Medina et al.(2015).

% AG Aligote  Bacaladilla  Boga Jurel Pintarroja  Sardina
EPA+DHA 21.4 24.6 24.6 23.7 26.6 24.2

En la misma linea, Vazquez et al. (2019), realizaron un estudio de valorizacion de cinco
especies de descarte de pesca (Bacaladilla, Escacho, Caballa, Pez Escorpion Rojo y
Faneca) en el que entre otros desarrollos, como la obtencion de hidrolizados con
propiedades antihipertensivas y antioxidantes, también aislaron y obtuvieron aceites de
pescado con una relacion de acidos grasos Omega-3/Omega-6 superior a 5.6 y
porcentajes de EPA+DHA entre el 12.5 y 25%.

3.1.3. Lipidos funcionales y disefio de productos

Los avances en nutricion y medicina evidencian la estrecha relacion que existe entre
alimentacion y salud. EI consumidor demanda productos de alimentacion que no
solamente nutran sino que ademas ayuden a mejorar la salud e incluso a prevenir ciertas
patologias. Por este motivo, la industria alimentaria destina grandes esfuerzos al disefio
de productos que aporten beneficios al organismo humano. Se estima que en el afio
2021 se inviertan en los paises desarrollados méas de 300 mil millones de ddlares en el
desarrollo de este tipo de productos alimenticios, denominados funcionales (Dominguez
Diaz et al., 2020).

El organismo encargado en la Union Europea de evaluar y validar los expedientes sobre
la evidencia cientifica de las alegaciones de salud de un alimento funcional es la EFSA
(Autoridad Europea para la Seguridad de los Alimentos). El proceso de validacion es
estricto e implica tres criterios: 1) que la sustancia bioactiva esté suficientemente

caracterizada, 2) la declaracion propuesta debe comprender un efecto fisiologico
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beneficioso y 3) se debe establecer una relacion de causa y efecto entre la sustancia

bioactiva y el efecto fisioldgico beneficioso (De Boer et al., 2016).

Los lipidos funcionales son lipidos con una funcién nutricional y fisiologica que aportan
beneficios especificos sobre la salud cuando se consumen, como son los AGPI, AGMI,
fosfolipidos y fitoesteroles. En la industria alimentaria, es comin denominar también
como lipidos funcionales aquellos que aportan una funcionalidad especifica en base a
sus propiedades fisicoquimicas, que ayuden al desarrollo y formulacion del producto
alimentario. Asi, los acidos grasos de cadena media, por ejemplo, ademas de su uso
como fuente de grasa para nutricibn médica en pacientes con sindromes de
malabsorcion de grasa y bebés prematuros, han sido muy valorados por tecnologos y
formuladores de alimentos por sus atributos fisicos como la solubilidad y calidad
organoléptica (Akoh, 2006).

Los acidos grasos Omega-6 y Omega-3 son los lipidos funcionales por excelencia que
se encuentran de forma natural mayoritariamente en aceites comestibles vegetales y
marinos. Como se tratd anteriormente, la poblacion en numerosos paises del mundo
tiene una ingesta demasiado baja de EPA y DHA por su bajo consumo de especies
marinas. Asi, desde hace afios, la industria alimentaria ha concentrado sus esfuerzos en
la introduccion de aceites de pescado, krill y algas en alimentos para atenuar el
desequilibrio de los &cidos grasos Omega-6/0Omega-3 en las dietas. Incluso se modifican
dietas animales para el enriquecimiento de productos carnicos, huevos y lacteos
(Bernardi et al., 2016; Jacobsen et al., 2013a). Asi por ejemplo, Bruneel et al.(2013),
realizaron un estudio en el que se suministraron microalgas (5-10%) en la dieta de
gallinas ponedoras para enriquecer los huevos con &cidos grasos Omega-3. Obtuvieron
entre 2.1-3.3 mg de EPA y 42.9-48.7 mg de DHA por huevo, confirmando que la
composicion de acidos grasos de la yema de huevo se ve significativamente afectada
por la dieta de las gallinas (Coorey et al., 2015). Por otro lado, existen numerosos
productos en el mercado enriquecidos en &cidos grasos Omega-3 como productos
horneados, lacteos, salsas, huevos, formulas infantiles y nutracéuticos (Birch and
Bonwick, 2019). En la Tabla 3.6 se muestran ejemplos de distintos productos en el
mercado enriquecidos con acidos grasos Omega-3.
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Tabla 3.6 Ejemplos de productos enriquecidos en Omega-3 en el mercado mundial. Adaptado de

Jacobsen et al.(2013).

Tipo de producto

Ejemplos en el mercado

Pan y productos horneados

Diamant Vital Omega-3 Kruste, (Diamant Miihle,

Alemania)

Tip Top Up, Pan en rebanadas y magdalenas (Tip

Top bakeries, Australia)

Nutribread (William Jackson Bakery, Reino Unido)

Leche y derivados

Leche Puleva Omega-3 (Lactalis Puleva, Espafa)

Mleko leche Omega-3-UHT (SM Sudowa, Polonia)
Omi-3 yogurt (SM Siedlece, Polonia)

Plus Omega-3-Leche y Omega-3-yogurt (Parmalat,
Italia)

Zumos y refrescos

Zumo Tidal Wave Superfood (Naked Juice,
California, USA)

Zumos Bertrams Omega functional (Bentrams,
Reino Unido)

My way wellness drink (Designer Foods, Alemania)

Chikara Mizu soft drink (Kirin Breweries, Japon)

Huevos

Huevos DHA Gold (Omega Tech, USA)

Huevos Oro Omega-3 (Unione Cascine Vapladana,

Italia)

Huevos plus (Polgrim’s Pride, USA)

Productos carnicos

Salchichas Strasburg (Hans, Australia)

Hamburguesas Omega cool (Pals, Noruega)

Omega-3 Jamén Cocido (Carnicas Serrano, Espafia)
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La incorporacién de lipidos funcionales a alimentos presenta desafios relacionados con
la solubilidad, con las caracteristicas organolépticas (olor, sabor, color, textura) y
especialmente con la estabilidad fisica y oxidativa. Los aceites ricos en acidos grasos
Omega-3 pueden ser incorporados a una matriz alimentaria directamente, o bien,
incorporados como aceites preemulsionados a través de técnicas de emulsionado o
encapsulado. Dependiendo de la matriz alimentaria a enriquecer, una técnica para
incorporar los acidos grasos Omega-3 puede ser mas adecuada que otra. Asi, Let et
al.(2007) evaluaron la incorporacion directa de aceite de pescado y de aceite de pescado
preemulsionado en leche, yogur y aderezos para ensalada. Encontraron que la
incorporacion directa del aceite aumentaba la estabilidad oxidativa en el caso de yogurt
y los aderezos, mientras que el uso de una preemulsion, mejoraba la estabilidad de la
leche enriquecida en acidos grasos Omega-3. En un estudio sobre la elaboracion de
nuggets de pollo congelados enriquecidos con microcapsulas de acidos grasos Omega-3
utilizando aceite de pescado, se mostré el efecto protector de la microencapsulacion
contra la oxidacion de lipidos especialmente durante el primer mes de almacenamiento
y ademas, las caracteristicas sensoriales no se vieron afectadas por el enriquecimiento
(Jiménez-Martin et al., 2016).

También, es posible incrementar el contenido de &cidos grasos Omega-3 directamente
en los aceites comestibles mediante métodos fisicos como la cristalizacion a baja
temperatura, destilacion molecular, complejacion con urea, extraccion con fluidos
supercriticos (Muggli, 2007). Ejemplo de ello, es el estudio realizado por Vazquez and
Akoh (2012) en el que se aumento el contenido de acido estearidénico (SDA, C18:4n-3)
de aceite de soja mediante cristalizaciones a baja temperatura de un contenido inicial del
23% hasta un 45% de SDA. Asi, ese aceite enriquecido obtenido podria usarse como
ingrediente de partida para la produccion de alimentos funcionales. También mediante
métodos enzimaticos, que usan enzimas especificas en reacciones de esterificacion,
interesterificacion, aciddlisis o glicerolisis, puede incrementarse en los aceites el
contenido en estos acidos grasos esenciales. Estos métodos enziméticos son la base para
el desarrollo de los llamados lipidos estructurados.

Los lipidos estructurados son lipidos modificados por procesos quimicos o enzimaticos

que presentan una composicion de acidos grasos determinada con un propdsito concreto
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y teniendo en cuenta las posiciones en la cadena principal del glicerol de partida (Akoh,
2006; Morales-Medina et al.,, 2013). Existen distintas variedades de lipidos
estructurados en forma de MAG, DAG y TAG, siendo estos ultimos, los que mas
frecuentemente se disefian para lograr unos efectos metabdlicos especificos para el
tratamiento de determinadas patologias o para ciertas deficiencias en la nutricién
(Hashempour-Baltork et al., 2016). Estos TAG estructurados se disefian teniendo en
cuenta los mecanismos de absorcion y transporte de acidos grasos en el organismo
humano. Como se tratd en el Apartado 2.1., la estructura del TAG que se mantiene
“inalterada” durante el proceso de digestion es la 2-MAG, ya que, las lipasas del aparato
digestivo son especificas para las posiciones externas (sn-1,-3). De esta manera, el acido
graso situado en la posicion central (sn-2) del TAG sera el que mejor se absorba (Xu,
2000). Los acidos grasos, especialmente los AGPI, tienen una estructura labil por lo que
el proceso de sintesis de los TAG estructurados més adecuado es el enzimatico
(Morales-Medina et al., 2013). Se emplean lipasas para producir TAG funcionales “a
medida” con una regiodistribucion de los acidos grasos especifica. La regiodistribucion
de mas interés para nutricion clinica es la MLM que tiene acidos grasos de cadena
media (M) en las posiciones externas del TAG (sn-1,-3) y &cidos grasos esenciales
(Omega-3, Omega-6), que son de cadena larga (L), en la posicion central (sn-2)
(Morales-Medina et al., 2013). Los &cidos grasos de cadena media, situados en las
posiciones externas del TAG son una fuente de energia inmediata, mientras que, los
acidos grasos de cadena larga, de més dificil digestion, al estar situados en la posicion
central, permaneceran en esa region y esto facilitara su absorcién. De este modo,
Marin-Suérez et al. (2017), propusieron un tratamiento enzimético basado en la
interesterificacion de aceite de sardina con aceite de girasol alto oleico, para producir
aceites con mayor contenido en acidos grasos funcionales en la posicioén sn-2 de los
TAG.
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3.2. Estabilidad oxidativa de los AGPI Omega-3

La oxidacion de los lipidos funcionales altera sus propiedades bioactivas, varia la

calidad organoléptica y reduce la vida util de los productos a los que son incorporados.

La estabilidad oxidativa de un producto de alimentacion esta influenciada, ademas de
por los factores cataliticos de su entorno (oxigeno, temperatura, luz, iones metalicos,
etc.), por su procesado y de manera determinante, por su composicion y estructura
lipidica. Los AGPI son altamente susceptibles a la oxidacion debido a su elevado grado
de insaturacion. La distribucion de los acidos grasos en el TAG también desempefia un
papel importante en esa susceptibilidad (Shahidi and Zhong, 2010). Asi, hay estudios
que revelan que la ubicacion de AGPI en la posicion central del esqueleto de glicerol
ayuda a su estabilidad frente a la oxidacion (Shen and Wijesundera, 2009). La oxidacién
lipidica ocurre por tres mecanismos posibles: autoxidacion inducida por oxigeno
molecular (O;), fotooxidacion inducida por oxigeno singlete (*O,) y en menor medida
por la oxidacién enzimatica producida por enzimas lipoxigenasas (Frankel E.N., 2005).
La fotooxidacion juega un papel importante en el inicio de la autoxidacion lipidica. La
Figura 3.1 muestra un esquema de estos dos mecanismos mas determinantes. La
fotooxidacion tiene lugar en presencia de una fuente de energia luminosa, oxigeno y
compuestos que se excitan electronicamente cuando son activados por la luz como
pueden ser determinados pigmentos (Min and Boff, 2002). Estos compuestos excitados
electrénicamente al reaccionar con oxigeno dan lugar a oxigeno singlete que reacciona
con los lipidos insaturados formando compuestos de oxidacion primaria denominados,
hidroperdxidos (LOOH).

En la autoxidacién lipidica se diferencian tres etapas: iniciacion, propagaciéon y
terminacion. Los hidroperdxidos procedentes de la fotooxidacion se descomponen en
radicales libres por la accion de iniciadores como el calor y la presencia de iones
metalicos. Estos radicales a su vez, reaccionan con lipidos insaturados (LH) a los que
extraen un radical hidrogeno (He) y se generan radicales lipidicos libres (Le) que
reaccionan con oxigeno produciendo radicales peroxilo (LOO¢). Los radicales peroxilo
reaccionan con moléculas de lipidos insaturados y se vuelven a generar hidroperoxidos

y radicales lipidicos libres de forma continuada hasta alcanzar el nivel maximo de
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formacion de hidroperoxidos, a partir del cual, se descompondran en radicales alcoxilo
(LOe), que a traves de sucesivas reacciones (reacciones de escision o y P,
recombinacion de radicales, etc.) en la etapa de terminacion, formaran una serie de
productos de oxidacion secundaria (aldehidos, cetonas, alcoholes, etc.) (Akoh, 2008;
Schaich et al., 2013).

LH
Luz Luz
FS — F$*— 0,* —>
0:
Fotooxidacion \
LOOH s
Iniciacion
Calor | Me*
v
L
O; Calor Volatiles
LOOH oy LO- > (alcoholes, acidos,
LOO- cetonas, aldehidos)

OH- e
Terminacion

LH

Propagacion

Figura 3.1 Mecanismos de oxidacion lipidica. Adaptado de Muggli R. (2007). FS-Compuesto
fotosensible, LH-Lipido insaturado, LOOH-Hidroperoxidos, LOO-<-Radical peroxilo, LOe--Radical
alcoxilo, Le-Radical lipidico.

Los hidroperdxidos no poseen olor ni sabor, sin embargo, los productos de oxidacion
secundaria se caracterizan por su volatilidad, mal olor y sabor. Algunos de los productos
de oxidacion secundaria mas comunes de los acidos grasos Omega-3 son el propanal, 2-
pentenal, 3-hexenal, 4-heptenal, 2,4-heptadienal, 2,6-nonadienal y 2, 4, 7-decatrienal. El
sabor y olor que generan estos compuestos son muy caracteristicos, a rancio y a
pescado. Ademas, es importante destacar que el consumidor tiene el umbral bajo para
detectar sabores de este tipo a niveles menores que los sabores desagradables formados

debido a la oxidacién de los acidos grasos Omega-6 (Frankel E.N., 2005).

En conclusién, la oxidacién de los lipidos da lugar a la formacion de olores y sabores
indeseables, compuestos no saludables y en casos extremos se puede hasta reducir el
nivel de AGPI con la consecuente pérdida del valor nutricional de los lipidos en

cuestion (Jacobsen et al., 2013b). Por tanto, un requisito indispensable para el desarrollo
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de productos enriquecidos en AGPI es evitar o al menos retrasar el mayor tiempo

posible la oxidacion.

3.2.1. Antioxidantes

Para lograr la estabilidad oxidativa en aceites y productos de alimentacion enriquecidos
en AGPI es necesaria la intervencion de determinados compuestos con propiedades
antioxidantes que inhiban o prevengan la oxidacion lipidica. Ademas, hay tener en
cuenta el manejo de estos productos durante su procesado, almacenamiento, etc. Asi, en
los aceites marinos y otros aceites comestibles, se sabe que las sucesivas etapas de
extraccion y refino tienen un impacto negativo en la estabilidad oxidativa. Esto es
debido a que en ellas puede haber exposicion directa al oxigeno y ademas, se puede
producir la eliminacion de antioxidantes intrinsecos a la materia prima o aceite crudo
como a-tocoferol, ubiquinona (Q10), acido ascorbico, carotenoides, aminoacidos y
proteinas (Oterhals and Berntssen, 2010). De este modo, hay que extremar la precaucion
en estas etapas para que se retengan estos componentes en el aceite refinado, que junto
con la adicion de otros antioxidantes extrinsecos, logren una estabilidad oxidativa en el

tiempo.

Los productos de alimentacidn pueden presentar distintos componentes y fases. En estos
casos, la eficacia de un antioxidante no es facilmente predecible. En sistemas
alimentarios complejos esta eficacia esta influenciada por diversos factores, como la
calidad de la materias primas, procesado y composicion de la matriz alimentaria, todos
ellos a tener en cuenta en su eleccion (Jacobsen, 2010). Ademas, también se ve afectada
por la concentracion del antioxidante en la matriz, ya que puede ocurrir que a
concentraciones altas el antioxidante provoque el efecto contrario (Jacobsen et al.,
2013b; Yordi et al., 2012).

Los antioxidantes se clasifican en funcion de su mecanismo de actuacion, aunque
algunos pueden presentar mas de uno. En general, se dividen en dos grandes grupos:
antioxidantes primarios y antioxidantes secundarios (Frankel E.N., 2005). Los
antioxidantes primarios, se caracterizan por su capacidad de captar radicales libres
peroxilo y alcoxilo que generan y propagan la oxidacion y convertirlos en productos

méas estables. Los antioxidantes secundarios pueden inhibir la oxidacién por
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mecanismos diferentes, actuando como agentes reductores o quelantes de iones
metalicos, que son potentes catalizadores de las reacciones de oxidacion, o como
atrapadores de oxigeno. Los antioxidantes primarios y secundarios suelen presentar
efectos sinérgicos por lo que se suelen usar de manera conjunta (Aubourg et al., 2004).
Por otro lado, dependiendo de su origen se distingue entre antioxidantes sintéticos y
antioxidantes naturales. También existen determinados compuestos que poseen cierta
sinergia con los antioxidantes y se utilizan conjuntamente en alimentos; entre ellos
podemos citar determinados antimicrobianos y moduladores de pH como lactatos,
fosfatos, citratos, tartratos, malatos y derivados del acido adipico (Carocho et al., 2017,
2018). En la Tabla 3.7, se incluye la lista de aditivos alimentarios antioxidantes y
sinérgicos aprobados por la EFSA con su clase, nombre y nimero E. Aungue la
procedencia natural y sintética de los antioxidantes no se indica en las tablas oficiales,
gue muestran las cantidades y los permisos de uso de cada aditivo en cada tipo de
alimento (Carocho and Ferreira, 2013), es importante distinguir entre uno y otro grupo,
ya que, el consumidor demanda aditivos de origen natural y las tendencias actuales de
mercado y en investigacion van orientadas a la sustitucion de antioxidantes sintéticos
por antioxidantes naturales.

Tabla 3.7 Lista de antioxidantes alimentarios y sinérgicos aprobados por la EFSA. Adaptado de Carocho
et al.(2018).

Aditivo Nombre Numero E
Acido ascorbico 300
Ascorbato sédico 301
Ascorbatos
Ascorbato calcico 302
Esteres de acido ascérbico 304
Extracto de tocoferol 306
o Tocoferol 307
Tocoferoles
¥ Tocoferol 308
& Tocoferol 309
Galato de propilo 310
Galatos Galato de octilo 311
Galato de dodecilo 312
Acido eritorbico 315
Eritorbatos
Eritorbato sédico 316
Terbutilhidroguinona (TBHQ) 319
Butilatos Butilhidroxianisol (BHA) 320
Butilhidroxitolueno (BHT) 321
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Aditivo Nombre Numero E
Lactato sodico 325
Lactatos Lactato potasico 326
Lactato célcico 327
Acido citrico 330
Citratos s6dicos 331
Citratos Citratos potasicos 332
Citratos célcicos 333
Citrato triamonico 380
Acido tartarico 334
Tartratos sédicos 335
Tartratos potasicos 336
Tartratos
Tatrato mixto de sodio y potasio 337
Acido metatartrarico 353
Tartrato célcico 354
Acido fosforico 338
Fosfatos sodicos 339
Fosfatos Fosfatos de potasico 340
Fosfatos célcicos 341
Fosfatos de magnesio 343
Malatos s6dicos 350
Malatos Malatos de potasio 351
Malatos célcicos 352
Acido adipico 355
Adipatos Adipato sodico 356
Adipato potasico 357
Etilendiaminotetracéticos (EDTA) EDTA célcico disddico 385
Romero Extracto de romero 392
3.2.1.1 Antioxidantes sintéticos

El uso de antioxidantes sintéticos se remonta al siglo pasado y han sido ampliamente
utilizados en alimentacion. Entre ellos destacan el butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT) y terbutilhidroquinona (TBHQ). Estos son compuestos
fenolicos muy eficaces para romper enlaces porque pueden donar atomos de hidrdgeno
a los radicales libres y producir radicales fenoxilo relativamente estables, ya que, en el
radical fenoxilo, el electron no pareado se deslocaliza alrededor del anillo aromético y
se estabiliza por una energia de alta resonancia (Jacobsen et al., 2013b). Esa efectividad
hace que se utilicen habitualmente también para la proteccion de aceites vegetales
comerciales con alto contenido en AGPI. Como ejemplo, en un estudio comparativo de

distintos antioxidantes (TBHQ, palmitato de ascorbilo, extracto de romero y a- ¥- Yy -6
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tocoferol) en el que se evalud el indice de estabilidad a distintos aceites vegetales
comerciales como el aceite de girasol alto oleico, colza alto oleico, colza muy alto
oleico y cartamo alto oleico, se confirmd que la adicion de TBHQ en solitario o en
combinacion con otros antioxidantes como el palmitato de ascorbilo, dieron el mayor
incremento en la estabilidad oxidativa de los aceites estudiados comparados con los
otros antioxidantes utilizados, alcanzando un maximo de estabilidad oxidativa de 55.7
horas en el aceite de girasol alto oleico con TBHQ en combinacion con palmitato de
ascorbilo y mezcla de tocoferoles (Merrill et al., 2008). Sin embargo, el uso de estos
compuestos fendlicos sintéticos esta restringido por los posibles efectos secundarios

sobre la salud humana (Carocho and Ferreira, 2013; Ito et al., 1985).

También son usados frecuentemente en la industria, y su inocuidad no estd tan
cuestionada, determinados acidos y sus derivados como el etilendiaminotetracético
(EDTA), que actian como desactivadores de metales o agentes quelantes, o como el
palmitato de ascorbilo (PA), galatos de propilo (GP), octilo (GO) y dodecilo (GD) que
actan como atrapadores de oxigeno y evitan enranciamiento (Reische et al., 2002;
Wreesmann, 2011).

Los antioxidantes sintéticos ademas de su eficacia suelen tener un bajo coste y alta
estabilidad en alimentos. Sin embargo, hay distintos estudios en matrices alimentarias
con acidos grasos Omega-3 en los que la eficacia de estos antioxidantes es diferente.
Asi, en aderezos para ensaladas y mayonesas enriquecidas en &cidos grasos Omega-3, el
EDTA, por su efecto quelante de iones metélicos, resulta ser un buen antioxidante en
estas matrices en las que los metales de transicion juegan un papel determinante como
potentes catalizadores de la oxidacion lipidica (Let et al., 2007a). De esta manera, el
EDTA es capaz de reducir la formacion de radicales libres, hidroperdxidos lipidicos,
compuestos voléatiles y sabores a rancio y pescado (Jacobsen et al., 2001a; Let et al.,
2007a). Sin embargo, en matrices como la leche y bebidas lacteas enriquecidas en
acidos grasos Omega-3, en las que parece tener menor importancia en la oxidacion el
efecto catalitico de los metales de transicion, principalmente por su menor contenido en
hierro en comparacion con los aderezos y mayonesas (Jacobsen et al., 2008a), no reduce
la formacion de volatiles pero si la formacion de sabores desagradables (Timm-Heinrich

et al., 2004). Por otro lado, en otro tipo de productos como las barritas energéticas
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enriquecidas en acidos grasos Omega-3, no solo no protege contra la oxidacién sino que
ademas disminuye su estabilidad oxidativa (Nielsen and Jacobsen, 2009). Otros
antioxidantes estudiados como el palmitato de ascorbilo y el galato de propilo en las
mismas matrices, ejercen una funcion prooxidativa que puede deberse a su capacidad
para reducir Fe** a Fe*" (Kristinova et al., 2014; Murakami et al., 2000), sobre todo en
mayonesas enriquecidas en las que se puede liberar el hierro unido a las proteinas en la
yema de huevo (Jacobsen et al., 2008b; Let et al., 2007a). Esto da una idea de la
complejidad de la estabilidad oxidativa en los productos de alimentacidn enriquecidos
en AGPI, ya que, factores muy diferentes, como el pH, las distintas fases del alimento,
componentes y calidad de las materias primas, aditivos, procesado, almacenamiento e
incluso el tipo de AGPI (Omega-3, Omega-6) pueden influir en la eficacia de los
antioxidantes sintéticos y también en los naturales (Frankel E.N., 2005; Jacobsen, 2010;
Jacobsen et al., 2008b; Timm-Heinrich et al., 2004).

A pesar del uso extendido de los antioxidantes de origen sintético, uno de los retos
cientificos en alimentacion en estas Gltimas décadas ha sido y es el desarrollo de
compuestos antioxidantes de origen natural, como los derivados de proteinas

alimentarias, vitaminas y extractos de plantas (Shahidi, 2000).
3.2.1.2. Antioxidantes de origen natural

El estudio y uso cada vez méas extendido de antioxidantes naturales se debe a sus
buenos perfiles de seguridad alimentaria que los hacen mas atractivos para el
consumidor. Ademas, estos aditivos naturales pueden contener diferentes compuestos
con distintas propiedades antioxidantes, que pueden prevenir y reducir la oxidacion
lipidica por diferentes mecanismos en sistemas complejos como los alimentos

procesados (Jacobsen et al., 2019).

Los tejidos vegetales contienen numerosos compuestos bioactivos, entre ellos, potentes
antioxidantes que han sido utilizados en alimentacién durante siglos para preparar y
conservar alimentos (De Paula Paseto Fernandes et al., 2018). Estos compuestos
antioxidantes principalmente son compuestos fendlicos que derivan del metabolismo
secundario de la mayoria de las plantas y se pueden dividir en diferentes clases: &cidos

hidroxibenzoicos, 4&cidos hidroxicinamicos, cumarinas, lignanos, chalconoides,
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flavonoides, ligninas y xantonas (Carocho and Ferreira, 2013; Carocho et al., 2018). La
mayoria de los polifenoles tienen algiun tipo de actividad biologica, ya sea
antiinflamatorio, antimicrobiano, antioxidante o antitumoral (Carocho and Ferreira,
2013). Uno de los extractos vegetales mas estudiados es el de romero (Rosmarinus
officinalis L.) cuyo contenido en polifenoles con alto poder antioxidante es muy
elevado. Los principales polifenoles en el extracto de romero son el acido carnosico,
acido rosmarinico, carnosol y rosmaridifenol y menos relevantes son también otros
compuestos diterpenoides, flavonoides y derivados del acido hidroxicindAmico (Berdahl
and McKeague, 2015). Este extracto, tiene la capacidad de actuar como un agente
reductor al donar atomos de hidrégeno a través de sus compuestos fenolicos (Masuda et
al., 2001). El extracto de romero es utilizado en numerosos productos de alimentacion
como aceites, salsas, caldos, carnes y pescados procesados, leche deshidratada, snacks
(Carocho et al., 2018). Actualmente, es el Unico extracto vegetal que esté incluido en la
lista europea de aditivos alimentarios, con el numero E-392 (Reglamento de la UE
1129/2011) y esta considerado por su seguridad como aditivo Quantum Satis, es decir,
gue no tiene una ingesta diaria admisible (mg/Kg peso corporal) y se puede incorporar a
los alimentos en la cantidad necesaria para el procesado del producto, de acuerdo con
las buenas préacticas de fabricacion (Carocho et al., 2018). Puede ser utilizado en
solitario o bien con otros antioxidantes (Hra$ et al., 2000; Moen et al., 2017). Su
capacidad antioxidante también se ha evaluado en distintas matrices alimentarias con
acidos grasos Omega-3 en su composicion. Asi, en leche enriquecida con aceite de
pescado, el extracto de romero en concentraciones de 100 y 300 mg/kg de producto
aumenta la estabilidad oxidativa del producto enriquecido. Esto se debe a que
disminuye la formacion de hidroperoxidos lipidicos y productos de oxidacién
secundaria, aunque en el panel sensorial se detecta sabor al extracto (Serensen, 2010).
Sin embargo, en otras matrices como surimi enriquecido con aceite de pescado parece
tener efectos prooxidativos débiles cuando se usa en una concentracion de 750 mg/kg de
producto (Perez-Mateos et al., 2006), a pesar de que en estudios previos en geles
comestibles elaborados con carne de caballa, se apreciaba mejoria en la estabilidad
oxidativa (Perez-Mateos et al., 2002).

Otros extractos vegetales como el de orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thimus

vulgare) y té verde (Cammellia sinensis) también han sido evaluados en este tipo de
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matrices; mayonesa y aderezos para ensaladas (Serensen et al., 2010), bebidas lacteas
(Boroski et al., 2012; Sgrensen, 2010), surimi (Perez-Mateos et al., 2006), con

resultados similares a los obtenidos para el extracto de romero.

Por otro lado, los tocoferoles son compuestos monofendlicos naturales con propiedades
antioxidantes. Dependiendo del nimero y posicion de los grupos metilo unidos al anillo
aromatico se denominan a-, B-, y- y o- (Shahidi and Ambigaipalan, 2015). Estos
compuestos estan especialmente presentes en aceites vegetales ricos en acidos grasos
insaturados, aproximadamente 100-1000 ppm de tocoferoles mixtos, en grasas animales
hasta 100 ppm y aceites de pescado 250-350 ppm (Kamal-Eldin and Budilarto, 2015).
Los aceites vegetales contienen principalmente tocoferoles o y 7y, mientras que las
grasas animales y los aceites de pescado contienen principalmente a-tocoferol (Shahidi
and Ambigaipalan, 2015). Estos compuestos son denominados cominmente como
vitamina E (Kamal-Eldin and Budilarto, 2015). Los mecanismos antioxidantes de los
tocoferoles se basan en la transferencia de atomos de hidrogeno y eliminacion de
oxigeno singlete y otras especies reactivas, inhibiendo asi la peroxidacion lipidica (Lee
and Min, 2006). Sin embargo, se sabe que estos antioxidantes pierden eficacia a altas
concentraciones (Kamal-Eldin and Budilarto, 2015). Asi, el a-tocoferol que actia como
inhibidor de la oxidacion de AGPI, se vuelve menos efectivo a medida que su
concentracion aumenta mas alla de cierto umbral (Fuster et al., 1998; Kulas and
Ackman, 2001). En sistemas alimentarios complejos, como matrices enriquecidas en
acidos grasos Omega-3, en los que la oxidacion puede producirse por mecanismos muy
diversos, la adicion de tocoferoles puede ser insuficiente para lograr la estabilidad
oxidativa del producto (Jacobsen et al., 2008b). Asi, por ejemplo, en leche enriquecida
con aceite de pescado la adicion de a-tocoferol en solitario en una concentracion de
1.1mg/kg de leche tiene efectos antioxidantes débiles (Jacobsen et al., 2013b); sin
embargo, la adicidn de acido citrico, que tiene efecto quelante, podria proteger y ayudar
a los tocoferoles durante la oxidacion (Frankel E.N., 2005) mejorando asi su actividad

antioxidante en leche enriquecida en aceite de higado de bacalao (Let et al., 2004).

Ademaés del acido citrico, también han sido evaluados en alimentos con &cidos grasos
Omega-3 en su composicion, el acido ascérbico y cafeico. Los mecanismos

antioxidantes del acido ascorbico se basan en la donaciéon de &tomos de hidrogeno a los

64



Antecedentes bibliograficos

radicales lipidicos, la eliminacion del oxigeno singlete y molecular (Lee and Min,
2006). Sin embargo, en matrices complejas con &cidos grasos Omega-3 en su
composicion, como la mayonesa enriquecida en aceite de pescado, muestra un fuerte
caracter prooxidante a concentraciones mayores o iguales a 40 mg/kg de producto
(Jacobsen et al., 1999; Oterhals and Berntssen, 2010). Esto puede deberse a que el acido
ascorbico es altamente susceptible a la oxidacion en presencia de iones metalicos como
el Cu®* y Fe*" y esa oxidacion puede verse afectada por el pH y la actividad del agua
(Lee and Min, 2006). Similar comportamiento presenta el acido cafeico cuando se
utiliza en barritas energéticas enriquecidas en concentraciones menores o iguales a 15
mg/kg de producto. En este estudio también se atribuyen los efectos prooxidantes del
cafeico a su capacidad de reducir iones metalicos presentes en el alimento (Horn et al.,
2009).

Mas novedoso es el uso de algas marinas como antioxidantes en alimentacion. Las algas
marinas son fuente de numerosos compuestos con propiedades bioactivas (Holdt and
Kraan, 2011), entre ellos compuestos antioxidantes como polifenoles, carotenoides,
tocoferoles y determinados péptidos (Heffernan et al., 2014). Su uso como antioxidantes
ha sido evaluado en diferentes alimentos con acidos grasos Omega-3 en su composicion
(Jacobsen et al., 2019). Babakhani et al. (2016), estudiaron un extracto etanélico del
alga marina comudn Polysiphonia fucoides en carne picada de caballa y comprobaron
que era muy eficaz retardando la oxidacion de lipidos y protegia contra la pérdida de
tocoferoles, siendo tan eficiente como el antioxidante sintético BHT. Otras matrices en
las que se han evaluado extractos de algas marinas con buenos resultados frente a la
oxidacion lipidica son mayonesa enriquecida con aceite de pescado (Honold et al.,
2016), aceite de pescado y leche (Kindleysides et al., 2012), y barritas de granola
enriquecidas con aceite de pescado (Hermund and Yes, 2015; Hermund et al., 2016).

Por otro lado, las proteinas derivadas de alimentos tanto de origen vegetal como animal,
merecen atencion especial debido a la gran cantidad de propiedades bioactivas que
poseen, entre ellas, la capacidad antioxidante (Elias et al., 2008; Hettiarachchy et al.,
2011). Las proteinas son macromoléculas presentes en los seres vivos formadas por
aminoacidos unidos por enlaces peptidicos, estos son, enlaces entre el grupo amino, -

NH., de un aminoéacido y el grupo carboxilo, -COOH, de otro aminoacido (Figura 3.2).
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Los grupos funcionales de la cadena lateral de las proteinas son los que contribuyen a
sus propiedades estructurales y funcionales (Aluko, 2015; Wu et al., 2003). Ademas, el
pH del medio en el que se encuentren los aminoacidos influird en su reactividad, asi, por
debajo de la constante de disociacién acida (pKa), retendran atomos de hidrdgeno
mientras que, para valores de pH por encima de la pKa, se ionizaran y tendran carga
negativa (Hunt and Dalgleish, 1994; Lee et al., 1992). Esto quiere decir que el pH de
una matriz alimentaria es un factor importante en el posible efecto antioxidante de los
aminoéacidos (Aluko, 2015).

N\l
H/ F|§ \O—H

Figura 3.2 Estructura general de las proteinas.

Asi, las proteinas y sus derivados pueden inhibir la oxidacion lipidica por diferentes
mecanismos como la inactivacion de especies reactivas del oxigeno, la eliminacion de
radicales libres, mediante la quelacion de metales de transicion, reduccion de
hidroperdxidos e incluso mediante la alteracion de las propiedades fisicas de los
sistemas alimentarios complejos a los que son incorporadas (Elias et al., 2008). Se ha
demostrado que proteinas procedentes de la leche y de la soja pueden inhibir la
oxidacidn lipidica en sistemas alimentarios complejos. Elias et al. (2005), comprobaron
que las proteinas del lactosuero de la leche de vaca son capaces de inhibir las reacciones
de oxidacion lipidica en emulsiones de aceite de pescado en agua por eliminacion de
radicales libres y por quelacion de metales de transicion prooxidativos, aunque el
mecanismo especifico por el que ocurre no esta totalmente claro. Estos mismos autores
pusieron de manifiesto que algunos residuos aminoacidos hidrofébicos de la proteina
tienen el potencial de inhibir las reacciones de oxidacion de lipidos (Elias et al., 2005)
ya que, se oxidaban preferentemente y provocaban la eliminacion de radicales libres y la
repulsion electrostatica de metales de transicion prooxidantes a valores por debajo del
punto isoeléctrico de la proteina (Elias et al., 2005; Stadtman, 1993). Por este motivo,

en este estudio la presencia en la fase continua de la emulsion de aceite de pescado de
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bajas concentraciones de B-lactoglobulina, 250 y 750 ug/ml, inhibia significativamente

la oxidacion lipidica (Elias et al., 2005).

La proteina de soja también puede inhibir la oxidacion de acidos grasos Omega-3 en
emulsiones alimentarias (Di Giorgio et al., 2019; Zhao and Xiong, 2015). En un estudio
sobre el efecto de la adicion de proteinas y péptidos de soja en la oxidacion de éster
etilico de EPA secado y estabilizado con maltodextrina, se observé que se mejoraba su
estabilidad oxidativa durante un periodo de 7 dias. Esto podria ser debido a la
eliminacién de radicales libres prooxidantes por parte de la proteina y sus péptidos,

incluso en condiciones de alta humedad (Park et al., 2005).

Por otro lado, se sabe que las propiedades bioactivas de las proteinas, entre ellas la
capacidad antioxidante, pueden mejorarse mediante procesos quimicos, enzimaticos y
fisicos (Jeewanthi et al., 2015). Asi, los péptidos derivados de la hidrélisis de proteinas
tienen una actividad antioxidante sustancialmente mayor que las proteinas intactas
(Elias et al., 2008). Estos péptidos son segmentos de aminoacidos de las proteinas
nativas que se han liberado de ella por medio de estas reacciones de hidrdlisis quimicas
o0 enzimaticas (Adler-Nissen, 1986; Aluko, 2015). La hidrdlisis enzimatica de proteinas
consiste en la fragmentacion de moléculas de proteinas en péptidos pequefios de
diversos tamafos y en aminoacidos, catalizada por enzimas proteoliticas denominadas
proteasas (Sbroggio et al., 2016). La hidrolisis enzimatica, por seguridad y calidad
alimentaria, es preferible a la hidrdlisis quimica (Aluko, 2015). Las condiciones del
proceso son mas moderadas y controlables y generalmente, no produce ningin producto
de degradacion tdxico, ya que, esta hidrdlisis es mas selectiva porque utiliza proteasas
que son especificas para un determinado tipo de enlace (Espejo-Carpio, 2012). Las
propiedades funcionales de los péptidos derivados de la hidrélisis enzimatica dependen
en gran medida de la fuente de la que procede la proteina y de las condiciones de la
hidrolisis, como el grado de hidrolisis alcanzado (DH) (i.e. nimero de enlaces
peptidicos escindidos), tipo de enzima empleada, pH Yy ratio enzima/sustrato
(Chalamaiah et al., 2012; Ipsen et al., 2001). Ademas, la hidrdlisis enzimatica de las
proteinas influye en el peso molecular, la hidrofobicidad y en sus grupos polares (Adler-
Nissen, 1986) lo que a su vez afecta a su capacidad como antioxidantes (Kristinsson and

Rasco, 2000; Wu et al., 2003). Los péptidos por su estructura son menos propensos al
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plegamiento conformacional que las proteinas. Esto asegura que la mayoria de sus
grupos reactivos estén siempre disponibles para reacciones antioxidantes y ademas, son
solubles en un rango de pH mas amplio que las proteinas de partida (Aluko, 2015). Eso
los hace adecuados para matrices alimentarias liquidas y semiliquidas. El estudio sobre
el uso de hidrolizados de proteinas como agentes antioxidantes en alimentos es extenso.
La Tabla 3.8 muestra algunos ejemplos de hidrolizados derivados de proteinas de
distinto origen con capacidad antioxidante en diferentes sistemas alimentarios.

Tabla 3.8 Ejemplos de hidrolizados derivados de proteinas de distinto origen con capacidad antioxidante
en diferentes sistemas alimentarios.

Fuente del hidrolizado de proteina

Sistema alimentario

Referencia

Lactosuero Microcapsulas de aceite de pescado Tamm et al. (2015)
Caseina Carne picada de ternera Diaz and Decker (2004)
Yogur Leche enriquecida en Omega-3 Farvin et al. (2010)
Huevo Carne picada de ternera y de atlin Sakanaka and Tachibana (2006)
Soja Hamburguesas empanadas de cerdo Pefia-Ramos and Xiong, (2003)
Patata Emulsiones carnicas para productos de Nieto et al., (2009)
charcuteria
Guisante Emulsiones y microcapsulas de aceite de Tamm et al.(2016b)
pescado
Arroz Microcapsulas de aceite de linaza Gomes and Kurozawa (2020)
Sardina Emulsiones de aceite de pescado Garcia-Moreno et al.(2016)
Carpa comun Emulsiones de aceite de pescado Ghelichi et al. (2017)
Jurel Microcapsulas de aceite de pescado Morales-Medina et al. (2016)
Bacalao Emulsiones de aceite de pescado Farvin et al.(2014)
Bacaladilla Bebida de té Egerton et al.(2018)

Las proteinas del lactosuero consisten principalmente en proteinas globulares siendo las
mas abundantes la B-lactoglobulina (55%) y a-lactoglobulina (24%) (Garcia-Moreno et
al., 2018; Hu et al., 2003a). Se sabe que los hidrolizados de proteina de lactosuero
mejoran la solubilidad y la emulsificacién en un rango amplio de pH comparados con
sus proteinas intactas (Jeewanthi et al., 2015; Sinha et al., 2007). Esto se debe a que la
hidrolisis produce una disminucion de su peso molecular que puede afectar a la
exposicién de sus grupos hidréfobos (Tavano, 2013) y aumentar su actividad superficial
y, en consecuencia, aumentar la estabilidad y viscoelasticidad de las peliculas
interfaciales (Davis et al., 2005) en los sistemas complejos de los que formen parte,

como pueden ser emulsiones de agua y aceite (Tamm et al., 2012, 2015). Por su
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composicion en determinados aminoacidos, hidrofébicos principalmente, su
conformacién en la secuencia peptidica y el tamafio molecular tras la hidrolisis, los
hidrolizados de proteina de lactosuero poseen capacidad antioxidante (Elias et al., 2005;
Garcia-Moreno et al., 2014a; Pefia-Ramos et al., 2004; Vavrusova et al., 2015). Son
captadores de radicales libres y quelantes de hierro, y tienen capacidad para la
inactivacion de especies reactivas del oxigeno (Caetano-Silva et al., 2018; Conway et
al., 2013). Esto les confiere gran potencial como antioxidantes en sistemas alimentarios
complejos como pueden ser alimentos enriquecidos en &cidos grasos Omega-3. Asi,
Tamm et al. (2015) estudiaron la capacidad de las proteinas del suero de la leche (j3-
lactoglobulina) parcialmente hidrolizadas, a grado de hidrolisis 3% y 6%, tanto con
enzima Alcalasa como con tripsina, para estabilizar microcapsulas de aceite de pescado.
El estudio oxidativo reveld que después de 3 semanas de almacenamiento las muestras
con B-lactoglobulina sin hidrolizar habian aumentado considerablemente su contenido
en hidroperoxidos con respecto a las otras muestras que contenian hidrolizados de [3-
lactoglobulina. Las muestras con hidrolizados de la proteina tuvieron una estabilidad
oxidativa similar hasta las 7 semanas de almacenamiento pero, posteriormente, las
muestras a DH 6% con tripsina fueron las que obtuvieron menor concentracion de
hidroperdxidos, 39.6+5.9 mmol/kg de aceite frente a 122.6+£6.8 mmol/kg de aceite de la
proteina intacta, tras 11 semanas de almacenamiento respecto a las demas muestras.
Esto puede deberse a la especificidad de la enzima tripsina dentro de la molécula de p-
lactoglobulina (Cheison et al., 2011) comparada con la Alcalasa (Tamm et al., 2015) y a
que el grado de hidrolisis mayor puede aumentar la cantidad de aminoacidos
antioxidantes accesibles (Elias et al., 2008; McClements and Decker, 2000; Tamm et
al., 2015; Zhou et al., 2012). En estudios posteriores, se confirmé la capacidad de los
hidrolizados de proteinas de lactosuero para estabilizar fisica y oxidativamente
microcapsulas de aceite de pescado en comparacion con la proteina intacta ya que se
volvié a retrasar la formacion de hidroperoxidos en las muestras que contenian
hidrolizados de proteina de lactosuero a DH 6% hidrolizado con tripsina (Tamm et al.,
2016b). Ademas, se ha comprobado el efecto antioxidante de los hidrolizados de
proteina de lactosuero en otros sistemas complejos como el surimi, capaz de
estabilizarlo oxidativamente hasta un periodo de nueve dias en refrigeracion (Cui et al.,
2017).
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Por otro lado, también han sido estudiados los hidrolizados derivados de la proteina de
la soja. Al igual que ocurre con el lactosuero en la industria lactea, también se generan
subproductos derivados de la fabricacion de productos de alimentacion a base de soja
que pueden ser aprovechados y rentabilizados. Ejemplo de ello, son los hidrolizados de
suero de soja generado en la produccion de tofu que contienen péptidos antioxidantes
que pueden utilizarse en la industria alimentaria (Singh and Banerjee, 2013). A los
hidrolizados de proteina de soja se les atribuye la capacidad para actuar como quelantes
de iones metalicos, eliminar radicales libres (Gibbs et al., 2004) y prevenir la
penetracion, en matrices alimentarias, de iniciadores de la oxidacién lipidica por su
capacidad para formar una membrana alrededor de las gotas de grasa o aceite (Moure et
al., 2006; Pefia-Ramos and Xiong, 2002). Como se explicé anteriormente, dependiendo
de las condiciones en las que se produce la hidroélisis, el tipo de enzima utilizada y grado
de hidrdlisis alcanzado, la actividad antioxidante de los hidrolizados producidos puede
variar. Ya en 1995, Chen et al. (1995) estudiaron los efectos antioxidantes contra la
peroxidacion de acido linoleico en un sistema acuoso a pH 7 de los hidrolizados de
proteina de soja, P-conglicinina, durante 24 horas con cinco enzimas diferentes:
proteasa de Aspergillus oryzae, proteasa de Bacillus subtilis, proteasa de Aspergillus
melleus, proteasa de Bacillus sp. y proteasa de pepsina de la mucosa gastrica porcina. El
efecto de la hidrolisis se reflejo en el aumento de la capacidad antioxidante para todas
las enzimas utilizadas. El hidrolizado mas activo fue el producido con proteasa Bacillus
sp. y se observo que no aumentd la estabilidad oxidativa del &cido linoleico en el
sistema acuoso conforme aumentaba el DH (Chen et al., 1995). Esto podria ser
extrapolable a productos de alimentacion emulsionados (Moure et al., 2006). También
Pefia-Ramos and Xiong (2002) hidrolizaron aislado de proteina de soja con pepsina,
papaina y quimotripsina (37°C) purificadas y sin purificar con Alcalasa, Protamex y
Flavourzyme (50°C) a distintos DH, 1.7-20.6%. Probaron estos hidrolizados en un
sistema oxidante de liposomas y se disminuyo la formacion de peroxidos entre el 28-
65%, con la proteina tanto hidrolizada como sin hidrolizar a excepcién del hidrolizado
con papaina. Las muestras que tuvieron el mayor efecto inhibidor sobre la oxidacion de

lipidos fueron las de quimotripsina y Flavourzyme.

Mas reciente es el estudio de Zhang et al. (2018), que investigaron el efecto de la
hidrolisis enzimatica con la proteasa Neutrasa (E/S = 0.5%, 2%, 4%, 5%, 6% y DH =
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1.8%, 2.9%, 4.6%, 5.7%, 6.2%) en las propiedades antioxidantes de conjugados de
proteina de soja-maltodextrina. Algunos de estos conjugados fueron ya testados como
agentes encapsulantes y emulsionantes de aceite de pescado en otros estudios previos de
los autores con resultados prometedores (Zhang et al., 2014, 2015). La hidrolisis liberd
parcialmente grupos hidréfobos de la proteina de soja y los hidrolizados mostraron una
capacidad de eliminacion de radicales y actividad de quelacion de hierro mas eficiente
comparada con la proteina aislada (Zhang et al., 2018). Sin embargo, la actividad
inhibidora de los hidrolizados de conjugado disminuyo significativamente a medida que

el DH aumentd.

Directamente en alimentos como carne picada cocida de ternera, se han evaluado los
efectos de los hidrolizados de proteina de soja con Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis a DH elevados , 13.4 y 26.1%, comprobando que reducen la formacién de
perdxidos, 12.9 y 20.1% de reduccion respectivamente, tras 15 dias de almacenamiento
a-20°C (Zhang et al., 2010). En otro estudio de estabilidad oxidativa con hamburguesas
empanadas de cerdo cocinadas a 70°C vy refrigeradas a 4°C durante 7 dias, que
contenian hidrolizado de aislado de proteina de soja (0.5 horas con quimotripsina o
Flavourzyme), se comprobd que la hidrolisis mejoraba la capacidad del aislado de
proteina de soja para retrasar la formacion de dienos conjugados, sin embargo, no fue

capaz de retrasar la produccién de peroxidos (Pefia-Ramos and Xiong, 2003).

También han sido objeto de estudio desde hace afios las proteinas de pescado como
materias primas para la produccion de hidrolizados de proteinas con actividad
antioxidante (Aluko, 2015). Se sabe que la industria de procesamiento de pescado
produce mas del 60% de subproductos (piel, cabeza, visceras, etc.) que contienen gran
cantidad de proteinas que pueden ser revalorizadas mediante hidrdlisis enzimatica para
la obtencién de péptidos con distintas funcionalidades como antioxidantes,
antihipertensivos, inmunomoduladores y antimicrobianos (Chalamaiah et al., 2012;
Pérez-Galvez et al., 2018). Como se trat6 en el Apartado 3.1.2.2. , los descartes de pesca
también pueden utilizarse para este fin. A los hidrolizados de pescado se les atribuye
una alta capacidad para inhibir la peroxidacion lipidica y estabilizar radicales libres
asociada a la presencia de aminoéacidos hidr6fobos (Harnedy and Fitzgerald, 2011; He et

al., 2013). La liberacion de péptidos antioxidantes también depende de las propiedades
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de la especie hidrolizada (Pérez-Galvez et al., 2018) ademas de otros factores ya
mencionados. Garcia-Moreno et al. (2014b), evaluaron las propiedades antioxidantes de
hidrolizados de proteinas, a DH 13.2 a 21.0% con subtilisina + tripsina, procedentes de
distintas especies de descarte: sardina, jurel, dorada, boga y pintarroja. Los hidrolizados
de sardina y jurel mostraron la mayor capacidad para captar radicales libres con ICs, de
0.91 a 1.78 mg de proteina/ml, los de boga y sardina el mayor poder reductor y los de
sardina y pintarroja el mayor poder quelante con ICsy de 0.32 mg de proteina/ml. Asi,
los autores concluyeron que la sardina era la especie de descarte evaluada con el mayor
potencial para la produccion de hidrolizados con actividad antioxidante. Como en otros
sustratos, la capacidad antioxidante de los hidrolizados se ve afectada por otros factores.
Diversos estudios evaltan la influencia del grado de hidrolisis alcanzado y de las
proteasas empleadas (Egerton et al., 2018; Garcia-Moreno et al., 2016a; Klompong et
al.,, 2007; Morales-Medina et al.,, 2016). Ademas de actividad antioxidante, los
hidrolizados de proteinas procedentes de pescado suelen mostrar propiedades
fisicoquimicas mejoradas como capacidad emulsificante (Klompong et al., 2007;
Pacheco-Aguilar et al., 2008), capacidad de retencion de agua, capacidad de retencion
de aceite y solubilidad (Geirsdottir et al., 2011) lo que puede ser de utilidad para la
formulacién de determinados alimentos (He et al., 2013). Morales-Medina et al. (2016)
estudiaron las propiedades funcionales y antioxidantes de dos hidrolizados de proteinas
procedentes de especies de descarte de pesca, sardina y jurel, hidrolizadas a DH 5% y
10% con dos enzimas diferentes, subtilisina y tripsina. Encontraron que, en general,
independientemente de la enzima utilizada, las capacidad para captar radicales libres y
el poder reductor de los hidrolizados disminuian con el aumento del grado de hidrolisis
mientras que la actividad quelante tenia el comportamiento opuesto. El hidrolizado mas
activo fue el de grado de hidrolisis 5%. Posteriormente, los hidrolizados se utilizaron
como emulsificantes y antioxidantes en emulsiones con aceite de pescado al 5% para
microencapsular. A DH 5% se obtuvieron emulsiones fisicamente estables que se
microencapsularon y almacenaron durante 12 semanas a 20°C. Sin embargo, en las
microcapsulas no se pudo establecer una correlacion clara entre la actividad
antioxidante de los hidrolizados y la oxidacion del aceite. También Ghelichi et al.
(2017), estudiaron la estabilidad fisica y oxidativa de emulsiones de aceite de pescado al

5% estabilizadas con hidrolizados de proteina de huevas de carpa comun a distintos
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grados de hidrolisis, entre 7.6% y 10.2%, obtenidos a diferentes tiempos (30, 60, 90 y
120 minutos) con subtilisina. Los hidrolizados, en los ensayos realizados in vitro,
mostraron capacidad para captar radicales libres y para quelar metales. Todos los
hidrolizados estabilizaron fisicamente las emulsiones durante un periodo de 7 dias y de
manera mas significativa los hidrolizados a 60 y 120 minutos. Ademas, retrasaron la
formacion de peroxidos y productos de oxidacion secundaria en las emulsiones,
evitando asi la pérdida de acidos grasos Omega-3, especialmente en la Gltima etapa de
almacenamiento de 4 a 7 dias. Sin embargo, a partir del séptimo dia, la formacion de
peroxidos y volatiles comenzaron a degradar las emulsiones de manera mas

significativa.
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3.2.2. Técnicas de estabilizacion de AGPI Omega-3

El principal inconveniente de la incorporacion de AGPI a alimentos es la aparicion de
reacciones de oxidacion, ya que, como se ha discutido en el apartado anterior, son
altamente inestables. Por tanto, los procesos de estabilizacion utilizados para
protegerlos juegan un papel determinante. La estabilizacion en alimentos se puede llevar
a cabo afiadiendo directamente antioxidantes y también empleando procesos de
emulsificacion o microencapsulacion. Ademéas la produccién de emulsiones o
microcapsulas no solo sirve para proteger al lipido funcional en cuestion, sino que
también, proporciona una via para su incorporacion en alimentos (Morales-Medina et
al., 2016). Generalmente en matrices alimentarias liquidas o semiliquidas, la
incorporacion se realiza en forma de emulsién mientras que en matrices solidas se

emplea la microencapsulacion (Jacobsen, 2010).
3.2.2.1. Adicion directa de antioxidantes

La adicion de antioxidantes es el método mas efectivo para controlar la velocidad y el
alcance de la oxidacion lipidica en los alimentos (Shahidi and Ambigaipalan, 2015).
Los antioxidantes alimentarios deben ser inocuos, estables al procesado, féciles de
incorporar, solubles en el producto, econdémicos y efectivos a bajas concentraciones
(Kiokias et al., 2008). Por otro lado, para que un antioxidante sea eficaz es necesario
tener en cuenta la complejidad del sistema alimentario en el que se incorpora (Jacobsen
et al., 2013b). Algunos productos suelen tener diferentes fases con distintos ingredientes
por las que el antioxidante tiene mayor o menor afinidad. Asi, segun la teoria Ilamada
“paradoja polar” los antioxidantes polares seran mas activos en medios apolares y
viceversa (Porter, 1993). Este planteamiento se completa con la teoria que propone
lipofilizar los antioxidantes hidrofilicos para cambiar su ubicacion, dividirlos en
diferentes fases y mejorar su actividad antioxidante (Frankel et al., 1994; Laguerre et
al., 2009, 2010; Serensen, 2010). Sin embargo, en sistemas mas complejos, como los
alimentos enriquecidos en &cidos grasos Omega-3, es complicado extrapolar resultados
de una matriz alimentaria a otra (Jacobsen, 2015). Esto se debe a que la eficacia de los
antioxidantes también dependera, ademas de su ubicacion fisica en la matriz
alimentaria, de la presencia de otros componentes con los que pueda interaccionar

como prooxidantes, antioxidantes, emulsificantes y de las condiciones del medio como
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puede ser el pH del alimento (McClements and Decker, 2000; Sgrensen et al., 2008). De
este modo, el mismo antioxidante puede ejercer efectos diferentes en distintos sistemas
alimentarios (Jacobsen, 2015). A menudo, se utilizan antioxidantes como los tocoferoles
para proteger el aceite de pescado contra la oxidacion (Jacobsen et al., 2013b), y sin
embargo, su efectividad en alimentos enriquecidos en este aceite no es tan clara
(Jacobsen, 2015). Asi por ejemplo, cuando se trata el aceite de caballa con a-tocoferol
en concentraciones de 50 y 100 partes por millon (ppm) se inhibe la oxidacion de
lipidos en un 75 y 80% tras 66 dias a -40°C (Zuta et al., 2007), pero en matrices mas
complejas como leche y mayonesa enriquecidas en &cidos grasos Omega-3, los
tocoferoles no ejercen efectos antioxidantes significativos (Jacobsen, 2015; Jacobsen et
al., 2001b). Al igual que con los tocoferoles, hay diversos estudios en los que se evalla
el efecto de diferentes antioxidantes en distintos alimentos enriquecidos con aceite de
pescado (Horn et al., 2009; Jacobsen et al., 1999, 2000, 2001b, 2008b; Let et al., 2004,
2005, 2007a; Nielsen and Jacobsen, 2009; Nielsen et al., 2007; Timm-Heinrich et al.,
2004) y que confirman la complejidad de predecir el comportamiento antioxidante de un
sistema alimentario a otro. La Tabla 3.9 muestra un resumen de la eficacia de distintos
antioxidantes en diferentes alimentos enriquecidos en &cidos grasos Omega-3. Asi, el
palmitato de ascorbilo presenta actividad prooxidativa en mayonesa y en barritas
energéticas (Horn et al., 2009), mientras que en aderezos para ensaladas y en bebida
lactea se encontraron efectos antioxidantes débiles e incluso prooxidativos (Jacobsen et
al., 2008a; Let et al., 2007b). Por otro lado, el galato de propilo y el &cido galico
también presentan actividad prooxidante en mayonesa y bebida lactea (Jacobsen et al.,
1999; Nielsen et al., 2004) y el &cido cafeico evaluado en barritas energéticas disminuye
la estabilidad oxidativa (Horn et al., 2009). También han sido evaluadas en matrices
enriquecidas en acidos grasos Omega-3 mezclas de antioxidantes que muestran efectos
sinérgicos con objeto de mantener la estabilidad oxidativa de la matriz por diferentes
mecanismos. Por ejemplo, se descubrid que la eficacia del EDTA en aderezos para
ensaladas enriquecidos en aceite de pescado, puede mejorarse mediante la adicidn
simultanea de palmitato de ascorbilo y y-tocoferol (Let et al., 2007b). La evolucion de
los perdxidos en el aderezo para ensalada en funcion del tiempo de almacenamiento, de
6 semanas, con los antioxidantes en solitario y adicionados conjuntamente resulto ser

mucho mejor para las muestras en las que se habia utilizado una mezcla de los tres
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antioxidantes, con PV < 4 meg/kg. Lee et al.(2005) incorporaron a carne picada de res
enriquecida en acidos grasos Omega-3, varias combinaciones de mezclas de
antioxidantes y se consiguio la estabilizacion oxidativa mas eficaz durante 6 dias a 4°C

con la mezcla de citrato de sodio, eritorbato sddico y extracto de romero.

También en un estudio para estabilizar aceite de sardina rico en acidos grasos Omega-3,
se encontrd que a-tocoferol, en concentraciones de 50-207 ppm, optimizo la reduccion
de la formacion de hidroperdxidos en el aceite de sardina cuando se combind con
palmitato de ascorbilo a una concentracion de 450 ppm y acido citrico a concentracion
de 50 ppm. Sin embargo, los productos secundarios de oxidacién se redujeron para
concentraciones de a-tocoferol de 478-493 ppm, con 390-450 ppm de palmitato de
ascorbilo y 50 ppm de acido citrico (Morales-Medina et al., 2015b).

Como se ha visto hasta ahora, ademas de la adicion de antioxidantes, en determinados
alimentos enriquecidos en acidos grasos Omega-3, son necesarias otras estrategias para
mejorar la estabilidad oxidativa y que sirvan ademas como vehiculo para la

incorporacion al alimento.
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Tabla 3.9 Efecto antioxidante en diferentes matrices alimentarias enriquecidas en acidos grasos Omega-3. Adaptado de Jacobsen (Z

Palmitato de Acido Galato de o
Producto Tocoferol ) o EDTA ) Acido gal
ascorbilo ascorbico propilo
Leche Antioxidante débil )  Antioxidante () - Antioxidante () - -

Bebida lactea

Yogur liquido

Aderezos

Mayonesa

Barritas energéticas

Antioxidante débil ()

Antioxidante débil a
prooxidante (o)
Antioxidante a

prooxidante débil (n)

Prooxidante (m)

Prooxidante ()

Prooxidante
()

Prooxidante ()

Prooxidante (e,a)

Antioxidante (g)

Antioxidante ()

Antioxidante (k)

Antioxidante (hd)

Prooxidante (o)

Prooxidante (e,b)

Prooxidante

antioxidante d

Prooxidant

Jacobsen et al. (1999) (a), Jacobsen et al.(2000) (b); Jacobsen et al. (2001b) (c); Jacobsen et al. (2001a) (d); Jacobsen et al. (2001c)
Timm-Heinrich et al. (2004) (g); Nielsen et al. (2004) (h); Let et al. (2004) (i), Let et al. (2005) (j), Let et al. (2007b) (k); Nielsen e
Horn et al. (2009) (n); Nielsen and Jacobsen (2009) (o).
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3.2.2.2. Procesos de emulsionado

El uso de emulsiones de aceite de pescado como sistema para la incorporacion de acidos
grasos Omega-3 ha sido investigado en diferentes matrices alimentarias (Jacobsen,
2015; Walker et al., 2015). Una emulsion alimentaria es un alimento constituido por dos
liquidos inmiscibles y una interfase, aunque este término puede extenderse a sistemas
alimentarios multifasicos que contengan al menos una fase hidrofilica (agua) y una fase
lipofilica (aceite), con una de ellas dispersa en forma de gotas en la otra (Genot et al.,
2013). En las emulsiones aceite/agua (o/w), la fase oleosa se dispersa en el agua (leche,
salsas, sopas) y en las emulsiones agua/aceite (w/o0) el agua se dispersa en aceite
(untables, mantequilla, margarina) (Berton-Carabin et al., 2014; Kralova and Sjoblom,
2009). Las emulsiones por naturaleza son termodindmicamente inestables, tienden a
desestabilizarse fisicamente en el tiempo. Los principales mecanismos de
desestabilizacion de emulsiones se reflejan en la Figura 3.3 y son: floculacién (i.e. dos o
mas gotas de la fase dispersa se agregan), coalescencia (i.e. dos 0 mas gotas de la fase
dispersa se fusionan para formar una sola gota de mayor tamario debido a la ruptura de
la pelicula interfacial) y creaming o cremado (i.e. las gotas o agregados se desplazan
hacia arriba o hacia abajo y comienza a producirse la separacion de las fases) (Genot et
al., 2013). Esto mismo puede ocurrir al incorporar a un alimento aceites con alto
contenido en &cidos grasos poliinsaturados Omega-3, por tanto, es necesario no solo
solventar los problemas de estabilidad oxidativa derivados de su alta reactividad por su
estructura quimica, sino también los problemas de estabilidad fisica (Genot et al., 2013).
Los aceites ricos en acidos grasos poliinsaturados Omega-3 son liquidos a temperatura
ambiente e inmiscibles en agua, de esta manera, cuando se mezclan en una matriz
alimentaria acuosa tienden a desestabilizarse. Por este motivo, es necesaria la presencia
de algiin componente con propiedades anfifilicas que pueda interactuar en la interfase
aceite-agua y reducir la tension superficial (Jacobsen, 2015). Es necesaria la presencia
de emulsificantes que se dispersaran en la fase en la que sean mas solubles para formar
la emulsién. En la industria alimentaria suelen utilizarse como emulsificantes proteinas,

fosfolipidos y otros tensioactivos tanto de origen natural como sintético.
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Emulsion estable Floculacién Coalescencia Creaming

Figura 3.3 Mecanismos de desestabilizacion de emulsiones. Adaptado de Genot et al.(2013).

Ademas de servir de vehiculo para la incorporacion de acidos grasos Omega-3 a
alimentos, se utilizan emulsiones o/w para proteger estos lipidos contra la oxidacion, ya
que, proporcionan una barrera fisica entre el aceite con acidos grasos Omega-3 y los
compuestos 0 agentes prooxidantes (Garcia-Moreno et al., 2016a; Ghelichi et al., 2017;
Gumus et al., 2017; Hermund et al., 2016; Let et al., 2007a; Walker et al., 2015). Aun
asi, la propia emulsién utilizada para proteger puede ser vulnerable a estos prooxidantes.
La estabilidad oxidativa de los lipidos en la emulsiones puede verse afectada por
numerosos factores. La interfase aceite-agua tiene un papel critico en la oxidacion de
lipidos, ya que, en ella tiene lugar el contacto entre el aceite y los prooxidantes que
puedan existir en la fase acuosa (Berton-Carabin et al., 2014). De este modo, las
moléculas que conformen la interfase, principalmente emulsificantes, y el area
interfacial, determinada por la distribucion de tamafio de gota, influiran en la estabilidad
oxidativa de la emulsion (McClements and Decker, 2000). Un tamafio de gota muy
pequefio conforma un area interfacial grande que puede aumentar la tasa de oxidacion,
ya que, hay mas superficie de contacto para los antioxidantes (Jacobsen, 2010). Pero a
su vez, un tamafio de gota grande puede interferir en la absorcion del emulsificante y en
su efectividad (Ries et al., 2010). En general en emulsiones alimentarias se encuentran
una amplia gama de tamarios de gota en un rango de 0.1 a 20 um (Berton-Carabin et al.,
2014).

En la interfase la composicion del emulsificante y su carga eléctrica son importantes
para repeler o atraer metales prooxidativos (Mei et al., 1998). La interfase a su vez se
vera afectada por la composicion de la emulsion, las interacciones entre los distintos

componentes y su distribucion, es decir, por el reparto en las fases e interfase segin la
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afinidad por ellas (Berton-Carabin et al., 2014; Jacobsen, 2015). También se vera
afectada por el pH, ya que, algunos componentes de la emulsion, como los
emulsificantes, pueden tener grupos ionizables que asuman diferentes cargas en funcién
de las condiciones acidas, neutras o basicas (McClements and Decker, 2018). Ademas,
la solubilidad de compuestos prooxidantes podria aumentar o disminuir segun el pH y
eso afectaria a la tasa de oxidacion (Ferreira Ferreira da Silveira et al., 2020). En la
estabilidad oxidativa de las emulsiones puede influir el propio proceso de
emulsificacion en el que se necesita el aporte de energia ya sea por alta presion,
ultrasonidos o agitacion intensa para la formacion de la emulsion (McClements, 2005) y
pueden provocar el contacto entre los acidos grasos poliinsaturados con oxigeno y otros
agentes prooxidativos. No obstante, a pesar de todos estos factores criticos en la
oxidacion lipidica, la interfase puede ser una barrera eficaz para la estabilidad oxidativa
de las emulsiones (Genot et al., 2013). Esa eficacia puede potenciarse por las
caracteristicas de los emulsificantes y antioxidantes ubicados en ella (McClements and
Decker, 2000).

Pernin et al.(2019) estudiaron, durante 7 dias a temperatura ambiente, la estabilidad
oxidativa de emulsiones de aceite de pescado en agua que contenian 250g/kg de DHA y
compararon las proteinas de lactosuero como emulsionantes y Tween 80 (i.e.
monooleato de polioxietilensorbitano, emulsificante ampliamente utilizado en
alimentacion) y utilizaron como antioxidantes eugenol, acido feralico y a-tocoferol en
solitario y mezclados. Demostraron que la naturaleza del emulsionante es importante, ya
que, los antioxidantes que consiguieron estabilizar oxidativamente la muestra, eugenol y
a-tocoferol, mostraron su actividad antioxidante en presencia de las proteinas de
lactosuero y no con Tween 80. Las emulsiones formuladas con proteinas de lactosuero
fueron significativamente mas estables que las de Tween 80 segun la evolucion de los
hidroperdxidos y compuestos secundarios de oxidacion. Esto puede ser debido a varios
motivos; uno que el lactosuero, como se tratd en el Apartado 3.2.1.2., posee actividad
antioxidante (Elias et al., 2005) y otro por la capacidad de esos antioxidantes para
posicionarse de manera diferente en el sistema dependiendo del emulsificante utilizado
(Lopez-Martinez and Rocha-Uribe, 2018; Silva et al., 2017; Stockmann et al., 2000). Es

probable que la estructura del Tween 80 limite a los antioxidantes la accesibilidad a la
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interfase donde comienza la oxidacion lipidica no pudiendo ejercer correctamente su
actividad (Berton-Carabin et al., 2014).

También hay diversos estudios que recomiendan el empleo en las emulsiones
alimentarias de un mismo agente con propiedades emulsificantes y antioxidantes que
pueda exhibir esas propiedades en la interfase donde se inicia la oxidacion (Garcia-
Moreno et al., 2016a; McClements and Decker, 2018). Son moléculas antioxidantes y
emulsificantes que ejercen una actividad protectora eficaz contra la oxidacion debida a
su ubicacion en el area critica del sistema (Genot et al., 2013). En este sentido,
determinadas proteinas pueden reunir esas dos capacidades. Las proteinas son
generalmente biopolimeros anfifilicos por la polaridad diferente de los aminoacidos que
las componen. Se absorben en la interfase formada durante el proceso de emulsificacion
orientando sus grupos hidrofilicos a la fase acuosa y sus grupos lipofilicos en la fase
oleosa (Genot et al., 2013) y asi se reduce la tensién interfacial logrando la estabilidad
de la emulsion. Por otro lado, también ciertas proteinas y sus hidrolizados, como se ha
visto anteriormente, poseen actividad antioxidante (Aluko, 2015; Elias et al., 2008).
Como ejemplo, proteinas procedentes del lactosuero (Hou et al., 2019; Villiere et al.,
2005), soja (Shao and Tang, 2014; Zhao and Xiong, 2015) y pescado (Taheri et al.,
2014) pueden presentar actividad emulsificante y antioxidante. Sin embargo, se han
realizado escasos estudios en los que se analice la estabilidad fisica y oxidativa en
sistemas alimentarios complejos como las emulsiones de aceite de pescado en agua para
incorporar a alimentos con un Unico agente emulsificante-antioxidante (Garcia-Moreno
et al., 2016a; Morales-Medina et al., 2016). Garcia-Moreno et al. (2016) investigaron las
propiedades antioxidantes y emulsificantes de hidrolizados de proteinas de sardina y
pintarroja, a DH 3, 4, 5 y 6%, para estabilizar fisica y oxidativamente emulsiones de
aceite de pescado en agua. Obtuvieron resultados prometedores con los hidrolizados de
grado de hidrolisis mas bajo segun los indices de peroxidos, el analisis de productos de
oxidacion secundaria y la distribucion del tamafio de particula obtenidos tras 7 dias de
incubacion a 20°C en oscuridad. Se observo que los perdxidos aumentaban rapidamente
en los cuatro primeros dias, sobre todo, en las emulsiones con hidrolizado de sardina
DH 5y 6% y con pintarroja DH 3%. Los mejores resultados de estabilidad fisica se
obtuvieron con el hidrolizado de sardina DH 3%, logrando tamarfios de gota pequefios a
dia 1 de D430.245+0.001 um y a dia 10 igual a D43 0.349+0.002 pum. Estos resultados
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concuerdan con los datos obtenidos por Joye and McClements (2014), que obtuvieron
emulsiones estables con tamafios de gota pequefios en hidrolizados de gluten con DH
3%.

También ha sido evaluada la capacidad antioxidante y emulsificante de otros
hidrolizados de proteina como la proteina de patata para estabilizar emulsiones
alimentarias. Asi, Nieto et al. (2009) sugirieron el empleo de hidrolizados de proteina de
patata para estabilizar fisica y oxidativamente emulsiones de carne tipo salchicha con un
porcentaje de grasa del 15-30%. Sin embargo, son necesarios mas estudios que
corroboren estas investigaciones y optimicen el empleo de este tipo de moléculas
proteicas emulsificantes-antioxidantes en emulsiones alimentarias, asi como, mas
estudios de viabilidad para incorporarlas a su vez a alimentos (Jacobsen, 2015;
McClements and Decker, 2018).

Actualmente, las investigaciones se dirigen principalmente a la identificacion de
antioxidantes-emulsificantes naturales y a la obtencion de nuevas moléculas de este tipo
a partir de ingredientes de origen natural (McClements and Decker, 2018). En este
sentido, se estan utilizando en investigacion herramientas computacionales (i.e.
bioinformética) para estudiar y predecir la doble actividad emulsificante y antioxidante

de péptidos derivados de una fuente natural (Garcia-Moreno et al., 2020).
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3.2.2.3. Procesos de microencapsulacion

La microencapsulacion es el proceso de contener o envolver cualquier ingrediente
activo, como pueden ser aceites ricos en acidos grasos Omega-3, dentro de otra
sustancia de recubrimiento formando microcapsulas (Figura 3.4) (Kaushik et al., 2015).
En estos procesos, pequefias particulas o gotas estan rodeadas por una sustancia
denominada encapsulante que actGa de barrera para protegerlas de los efectos
ambientales (oxigeno, luz, iones metalicos, temperatura, humedad, etc.) para mejorar su
estabilidad fisica y oxidativa (Garg et al., 2006). En la microencapsulacion, el
ingrediente activo se difunde gradualmente a través de las paredes de la microcapsula
para su posterior liberacion controlada (Fang and Bhandari, 2010). De esta manera
ademas, se puede enmascarar el sabor de los aceites y también se puede mejorar la
seguridad, la calidad y el valor nutricional del producto de alimentacion en el que esté
incorporado (Bakry et al., 2016).

Aceite Recubrimiento

Figura 3.4 Esquema simplificado de la composicion de una microcépsula de aceite. Adaptado de (Bakry
etal., 2016).

Existen numerosas técnicas de encapsulacion, algunas bajo patente, para la
encapsulacion de acidos grasos Omega-3 como la extrusion (Saleeb and Arora, 1999)
secado por lecho fluidizado (Ponginebbi and Publisi, 2008) o por formacion de
complejos de inclusién y posterior liofilizado (Schmid et al., 2001). Sin embargo, estas

técnicas suelen ser menos econdémicas o presentar algunos inconvenientes en la
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incorporacion a matrices alimentarias en comparacion con otras mas utilizadas, como
pueden ser tamafios de particula demasiado altos para incorporacion a alimentos o
procesos que influyen negativamente en la estabilidad de los &cidos grasos Omega-3 de
los aceites (Kaushik et al., 2015). A nivel industrial, las técnicas mas implementadas
para la microencapsulacion de aceites con acidos grasos Omega-3 son el secado por
atomizacion, previa preparacion de la emulsion o/w, y la coacervacion compleja (Bakry
et al., 2016; Kaushik et al., 2015). Mas novedoso y prometedor es el uso de técnicas
electrodinamicas como el electrospraying y electrospinning, en fase de investigacion
(Anu Bhushani and Anandharamakrishnan, 2014; Hermund et al., 2019; Zhang et al.,
2011).

3.2.2.3.1. Técnicas electrodinamicas

Son técnicas de encapsulacion directa versatiles y adecuadas para la produccion de
nano-microfibras (electrospinning) o nano-microparticulas (electrospraying) que
contienen compuestos bioactivos como aceites enriquecidos en acidos grasos Omega-3
(Aceituno-Medina et al., 2013; Stephansen et al., 2014). Estos procesos utilizan un
campo electrostatico de alto voltaje para cargar la superficie de gotas formadas al final
de un tubo capilar que contienen el aceite a encapsular y un polimero. Cuando las
fuerzas eléctricas superan la tension superficial, se expulsa un chorro cargado
eléctricamente y se produce la evaporacion del solvente dando como resultado fibras o
particulas secas (Anu Bhushani and Anandharamakrishnan, 2014; Frenot and
Chronakis, 2003; Garcia-Moreno et al., 2016b). El inconveniente de esta técnica es su
baja capacidad de produccion respecto a otras técnicas. Garcia-Moreno et al. (2016b),
investigaron la encapsulacion de aceite de pescado en nanofibras de alcohol de
polivinilo mediante electrospinning. Utilizaron como emulsificantes aislado de proteina
de lactosuero e hidrolizado de proteina de sardina a DH 4%. EIl primero exhibié mayor
capacidad emulsificante y dio lugar a emulsiones mas estables fisicamente, con un
tamafio de gota mas pequefio. Se obtuvo una alta eficiencia de encapsulacion de
92.4+2.3%. Sin embargo, las fibras presentaron un mayor contenido de hidroperoxidos
y productos de oxidacién secundarios en comparacion con el aceite de pescado

emulsionado y sin proteccion. Esto podria ser debido, segun los autores, a la presencia

84



Antecedentes bibliograficos

de trazas de metales en el polimero encapsulante que catalizarian la oxidacion de los

acidos grasos Omega-3 presentes en el aceite (Garcia-Moreno et al., 2016b).
3.2.2.3.2. Coacervacién compleja

La coacervacion es la separacion de dos fases liquidas en una solucion coloidal por la
modificacion del pH del sistema, que hace que varie la solubilidad de las moléculas y se
forme una nueva fase, coacervado, que envuelve la fase a encapsular (Dobetti and
Pantaleo, 2008). Posteriormente, es necesario el endurecimiento o secado para formar la
capsula que contiene el aceite (Bakry et al., 2016). La coacervacion puede ser simple o
compleja, dependiendo de la utilizacion de un polimero o varios para formar la cubierta
encapsulante (Eratte et al., 2018). La coacervacion compleja es una técnica muy
utilizada para la encapsulacion de aceites con &cidos grasos Omega-3, ya que, se
consiguen tamarios de particula pequefios que contribuyen a una mejor eficiencia de
encapsulacion (Rusli et al., 2006; Soottitantawat et al., 2003). También evita que el
aceite migre a la superficie de la particula por lo que la concentracion de aceite
superficial es normalmente baja en comparacion con otros métodos. Una baja
concentracion de aceite en la superficie mantiene mejor las propiedades sensoriales y la
estabilidad oxidativa (Barrow et al., 2009). Sin embargo, tiene algunos inconvenientes
como que los coacervados formados con esta técnica son estables en un rango estrecho
de pH y requiere un monitoreo cuidadoso y largos periodos de tiempo (Zhang et al.,
2009). Eratte et al. (2014) produjeron y caracterizaron microcapsulas de aceite de atun
mediante el uso de coacervados de aislado de proteina de lactosuero y goma arabiga.
Compararon los métodos de secado por atomizacion y secado por liofilizacion. En
ambos casos obtuvieron un incremento en la estabilidad oxidativa respecto al control.
Ademas, el secado por atomizacion fue la mejor opcion para retirar el agua de las
capsulas como se refleja en el indice de estabilidad oxidativa que obtuvieron los autores,

tiempo de induccion de 22.1 horas frente a 13.2 horas obtenido con liofilizacion.

También, la patente de Krumbholz et al. (2001) se refiere a la microencapsulacién de
acidos grasos Omega-3 y Omega-6 o derivados mediante coacervacion compleja
utilizando dos capas de polimeros, la primera una gelatina, caseina o alginato que
recubre el interior de la microcapsula mediante fuerzas interfaciales, y la segunda capa
polimérica de otra gelatina, goma arabiga o pectina que se adhiere a la segunda por
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fuerzas electrostaticas logrando la estabilidad fisica y oxidativa de estos

microencapsulados.
3.2.2.3.3. Secado por atomizacién

El secado por atomizacion o spray drying, es la técnica de encapsulacion mas extendida
en la industria alimentaria para encapsulacién de aceites con acidos grasos Omega-3
(Barrow et al., 2013; Kaushik et al., 2015) al ser un proceso relativamente simple y
econdémico en comparacion con otros (Bakry et al., 2016). La microencapsulacion de
aceites mediante secado por atomizacion consiste en la preparacion y homogeneizacion
de una emulsion de o/w, que se hace pasar por un atomizador o boquilla de
pulverizacion hasta la camara en la que se produce la deshidratacion de las particulas
atomizadas mediante una corriente de aire a alta temperatura que conduce a una
evaporacion muy rapida del agua, con el consiguiente atrapamiento casi instantaneo del
aceite (Bakry et al., 2016; Carneiro et al., 2013; Kaushik et al., 2015; Trojanowska et
al., 2017) (Figura 3.5).

Emulsion

Atomizador

Aire Caliente

Microparticulas

Figura 3.5 Esquema del proceso de secado por atomizacion.

La eficiencia en la encapsulacion viene determinada por el porcentaje de aceite
encapsulado y la estabilidad fisica y oxidativa de las microcépsulas a lo largo del
tiempo. Un porcentaje elevado en las microcapsulas de aceite no encapsulado es un

catalizador de oxidacién de las propias capsulas y de la matriz alimentaria a la que se
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incorporen (Drusch and Berg, 2008). Para una eficiente microencapsulacion de aceites
ricos en acidos grasos Omega-3 mediante secado por atomizacion, es necesario tener en
cuenta factores como la formulacion de la emulsion previa, es decir, la seleccion del
agente encapsulante, emulsificante y antioxidante adecuados y sus concentraciones, tipo
de aceite y concentracion, y, las condiciones del proceso como la temperatura de
entrada y salida del aire calefactor, temperatura de entrada de la alimentacion, caudal de
alimentacion y caudal de aire. Ademas de las ventajas econOmicas, equipacion
facilmente disponible y procesado sencillo, el secado por atomizacion tiene la ventaja
de tener la capacidad de controlar el tamafio medio de particula de las microcapsulas
secadas y, como inconveniente, tiene la limitacion de que solo unos pocos agentes
encapsulantes son compatibles con esta técnica debido a las altas temperaturas que han
de soportar (Desai and Park, 2005). En general, los carbohidratos suelen ser buenos
encapsulantes para esta técnica por su estabilidad, solubilidad en agua y por su
tendencia a formar una red fina y densa durante el secado (Calvo et al., 2012; Charve
and Reineccius, 2009; Drusch et al., 2009). Chen et al. (2016) evaluaron la estabilidad
de microcépsulas de un aceite rico en DHA con diferentes mezclas de encapsulantes: la
primera con almidon modificado-goma arabiga-maltodextrina, la segunda con aislado
de proteina de soja-goma arabiga-maltodextrina y la tercera con caseina-glucosa-
lactosa. Esta ultima fue la de mas alta eficiencia de encapsulacion, 98.66%, con un
tamafio de particula de D43 14.173 um y las mas estable fisica y oxidativamente tras la
oxidacion acelerada durante ocho semanas a 45°C. También hay patentes relacionadas
con materiales encapsulantes aptos para secado por atomizacion que promueven una
buena estabilidad oxidativa (Drusch and Mannino, 2009). Asi, Fimreite (2004) patentd
la encapsulacion de &cido linoleico conjugado en una matriz basada en almidon
derivado de n-octenilsuccinato (almidon n-OSA) mediante secado por pulverizacion en
una atmdsfera inerte que logré una mayor estabilidad del ingrediente funcional.
También en la encapsulacion de aceite de pescado se ha estudiado el empleo de almidén
n-OSA en combinacion con otros carbohidratos, con buenos resultados en estabilidad
oxidativa de las microcépsulas dependiendo del grado de hidroélisis de la molécula de
almidoén y su contenido en azucares reductores (DE%) (Drusch et al., 2007, 2009). Otras
combinaciones evaluadas han sido las de concentrado de proteina de lactosuero-

caseinato sodico en solitario 0 combinados con goma arabiga, con jarabe de glucosa o
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maltodextrina (Takeungwongtrakul et al., 2015). En este estudio, para encapsular aceite
de camaron las eficiencias de encapsulacion fueron muy bajas salvo para la
combinacion con jarabe de glucosa, con una eficiencia de 86.31+1.88%, a la que se le
hizo un seguimiento en su estabilidad oxidativa durante 6 semanas a 30°C, con uso de
antioxidantes y sin él. A pesar del considerable incremento en el valor de perdxidos a
partir de la cuarta semana, los valores de estos productos de oxidacion primaria, incluso
para la muestra que no contenia antioxidantes, fueron aceptables. Otros estudios, que
también evaltan la combinacion de proteinas y sus hidrolizados con carbohidratos,
confirman que las proteinas alimentarias poseen efectos sinérgicos con estos
encapsulantes y son capaces de estabilizar las microcapsulas a lo largo del tiempo
(Drusch et al., 2007, 2012; Di Giorgio et al., 2019; Lozinska et al., 2020; Serfert et al.,
2013; Tamm et al., 2015, 2016a).

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los factores clave en el proceso de
encapsulacion mediante secado por atomizacion es la formulacion de la emulsion
previa. Es necesario partir de una emulsién estable tanto fisica como oxidativamente,
por lo que los componentes que la conforman son fundamentales. Ya se tratd en el
Apartado 3.2.2.2., que una misma molécula emulsificante y antioxidante, que sea capaz
de situarse en la interfase de la emulsion para frenar la oxidacion y estabilizarla
fisicamente, es un reto con consecuencias importantes de cara a la estabilidad en el
tiempo de las microcépsulas de aceite de pescado. En este sentido, hay estudios en los
que se han utilizado proteinas e hidrolizados de proteinas alimentarias para estabilizar
microcapsulas de aceites ricos en acidos grasos Omega-3 producidas mediante secado
por atomizacion. Wang et al. (2016b) realizaron un estudio sistematico para
microencapsulacion de aceite de pescado con aislado de proteina de lactosuero.
Evaluaron seis emulsiones para encapsular: A. ratio aceite:proteina 10:1 + tratamiento
térmico (80°C, veinte minutos) para mejorar el “cross-linking” de las proteinas en la
interfase agua-aceite y 10% sdlidos, B. ratio aceite:proteina 10:1 sin tratamiento térmico
y 10% sélidos, C. ratio aceite:proteina 5:1+tratamiento térmico y 10% soélidos, D. ratio
aceite:proteina 1:1 sin tratamiento térmico y 25% soélidos, E. ratio aceite:proteina 1:1 sin
tratamiento térmico y 10% sélidos, F. ratio aceite:proteina 1:2 sin tratamiento térmico y
10% solidos. Los resultados mostraron dos tendencias en los cambios del indice de

peréxidos de los encapsulados sometidos a una temperatura de 40°C durante 50 dias.
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Las microcapsulas con alto contenido de aceite (A, B, C) mostraron un aumento
sostenido mientras que las muestras con contenido de aceite bajo (D, E, F) aumentaron
mas rapidamente alcanzando niveles maximos después de 30-40 dias. El tratamiento
térmico de la proteina podria ayudar en la eficiencia de encapsulacion y las muestras

con mayor concentracion de proteina de lactosuero mostraron una mejor estabilidad.

También, en el apartado de antioxidantes de origen natural, se trato la capacidad de los
hidrolizados de proteinas del suero de la leche para estabilizar fisica y oxidativamente
microcapsulas de aceite de pescado producidas mediante la técnica de secado por
atomizacion, llegando a lograr hasta 11 semanas de almacenamiento para hidrolizados
de B-lactoglobulina con tripsina y DH 6% (Tamm et al., 2015, 2016b). Sin embargo,
otros hidrolizados de proteinas derivadas de la leche, como las caseinas, presentaban
con esta técnica una menor eficiencia de encapsulacion y menor estabilidad en el tiempo

comparada con la proteina intacta (Drusch et al., 2012).

Las proteinas de soja también han sido estudiadas en microencapsulacion de aceites
ricos en acidos grasos Omega-3 como emulsificantes y encapsulantes para estabilizar
microcépsulas producidas mediante secado por atomizacién. Di Giorgio et al. (2019)
realizaron un estudio sobre la microencapsulacion de aceite de pescado mediante secado
por atomizacion utilizando proteinas procedentes de la soja como agente emulsificante y
encapsulante a distintos ratios aceite:proteina (1:1, 2:1, 3:1, 4:1), y con distintos
procesos de emulsificacion previa a la encapsulacion. En este estudio se obtuvieron
eficiencias de encapsulacion del 88% y tamafios de particula en torno a 2.5 um. Sin
embargo, los procesos previos de emulsificacion testados, homogeneizacién con
agitacion intensa mediante ultraturrax y ultrasonicacion, causaron oxidacién
inicialmente en el aceite. Los autores concluyen que, en el estudio de estabilidad
oxidativa acelerada, existen buenas perspectivas de cara a futuros estudios con la

muestra homogeneizada solo mediante ultraturrax y con un ratio aceite:proteina de 1:1.

Otros estudios interesantes, que evaltan microcapsulas producidas mediante secado por
atomizacién y que estudian la capacidad de hidrolizados de proteinas alimentarias para
estabilizarlas fisica y oxidativamente, son los de Tamm et al. (2016b) y Morales-
Medina et al. (2016). En el primero, se evaluo la influencia de la hidrolisis enzimatica

sobre el efecto antioxidante del aislado de proteina de guisante y sobre las propiedades
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fisicoquimicas de la interfase aceite-agua en emulsiones de aceite de colza
microencapsuladas mediante secado por atomizacion. Se alcanzaron distintos grados de
hidrolisis, DH 1, 2, 4, 6, 8%, y se probaron dos enzimas (subtilisina y tripsina). De los
hidrolizados con subtilisina sélo el hidrolizado a DH 1% consiguié una emulsion
estable. Sin embargo, las emulsiones que contenian hidrolizados derivados de tripsina
fueron estables durante el secado por atomizacion y se consiguieron altas eficiencias de
microencapsulacion, 94.5-95.6%, y también, los resultados del estudio oxidativo
mostraron mayor potencial para reducir la oxidacion con respecto a la proteina intacta
(Tamm et al., 2016a). Morales-Medina et al. (2016), como se tratd en el apartado de
antioxidantes naturales, investigaron las propiedades de los hidrolizados de proteinas de
sardina y jurel con subtilisina o con tripsina para la microencapsulacion de aceite de
pescado mediante secado por atomizacion. Obtuvieron emulsiones fisicamente estables
para microencapsular con los hidrolizados a DH 5% de ambos sustratos y con los dos
tipos de enzima. La eficiencia de encapsulacion llego a ser de hasta el 98+0.1%. De este
modo, los autores confirmaron la idoneidad de los hidrolizados de pescado para su uso
en emulsiones con aceite rico en &cidos grasos Omega-3 secadas por atomizacién
(Morales-Medina et al., 2016).
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Objetivos

La estabilidad oxidativa es el principal desafio en la incorporacién de acidos grasos
Omega-3 a matrices alimentarias, como se ha discutido en los antecedentes
bibliograficos descritos en el Apartado 3. La oxidacion lipidica da lugar a alteraciones
en la estabilidad, olor y sabor de los alimentos. Esto hace necesario el empleo de
técnicas de estabilizacion con componentes antioxidantes y emulsificantes que
aumenten la estabilidad oxidativa. La efectividad de estas técnicas dependerd de la
complejidad de la matriz alimentaria de que se trate (Jacobsen, 2010, 2015). De este
modo, los resultados obtenidos en un sistema alimentario, no pueden ser extrapolados a
otro sistema alimentario distinto y la técnica empleada para la incorporacion de estos
ingredientes funcionales a un producto alimenticio debe considerarse cuidadosamente
(Jacobsen, 2015). En este sentido, es un reto cientifico y técnico encontrar péptidos
procedentes de la hidrolisis enzimética de proteinas alimentarias con propiedades tanto
emulsificantes como antioxidantes, a un nivel adecuado, para estabilizar fisica y
oxidativamente emulsiones y microcapsulas de aceites ricos en acidos grasos Omega-3
que serviran de vehiculo para la incorporacion a matrices alimentarias. Candidatos
idoneos para testar en estos alimentos por su procedencia natural y sostenible son los
hidrolizados de proteinas como la soja y subproductos de la industria alimentaria como

el lactosuero, y los descartes de pesca.

El objetivo general de esta tesis doctoral es desarrollar procesos de estabilizacion de
acidos grasos Omega-3 mediante técnicas de emulsionado y microencapsulado,
empleando para ello emulsificantes naturales, con propiedades antioxidantes, de
naturaleza peptidica, procedentes de la hidrélisis enzimatica de proteinas alimentarias:

lactosuero, soja y bacaladilla.
Esta investigacion cuenta con los siguientes objetivos especificos:

1. Obtencién de hidrolizados de proteinas alimentarias con actividad emulsificante y

antioxidante.

2. Estudio de la estabilidad fisica y oxidativa de emulsiones de aceites ricos en acidos

grasos Omega-3 estabilizadas con hidrolizados de proteinas alimentarias.
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3. Microencapsulacion de emulsiones de aceites ricos en acidos grasos Omega-3
estabilizadas con hidrolizados de proteinas alimentarias mediante secado por

atomizacion.
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Materiales y métodos

5.1. Materiales

Los materiales utilizados en esta investigacion se agrupan en: sustratos proteicos,

enzimas y aceite.
5.1.1. Sustratos proteicos

Los sustratos seleccionados son buenos candidatos para la generacién de péptidos con
actividad emulsificante y antioxidante, segun se ha descrito en los antecedentes
bibliograficos, ademas de su procedencia sostenible. El lactosuero es un subproducto de
la industria quesera considerado desde hace décadas un componente valioso desde el
punto de vista funcional (Muro Urista et al., 2011). El concentrado de proteina de
lactosuero (WPC) y sus hidrolizados son ampliamente utilizados en alimentacion
(Iriondo-Dehond et al., 2018) y resulta util y significativo poder compararlo con los
otros dos sustratos, soja y bacaladilla. EI consumo de aislado de proteina de soja (SPI)
y, en general, los productos de soja en todo el mundo han ido en aumento por su
excelente valor nutricional y su precio asequible (Chua and Liu, 2019). Esta tendencia
se debe ademas a la demanda que existe en la actualidad a usar ingredientes vegetales
como fuente de proteinas por razones de salud, dieta y sensibilidades alimentarias
(Djuardi et al., 2020). También el aislado de proteina de soja y sus hidrolizados tienen
propiedades de interés para aplicaciones industriales como su capacidad emulsificante,
espumante y como antioxidante al igual que el lactosuero (Djuardi et al., 2020). Por otro
lado, la industria pesquera genera gran cantidad de subproductos y una parte importante
de estos la conforman los descartes de pesca (Blanco et al., 2018; Garcia-Moreno et al.,
2013). Los descartes representan no solo una infrautilizacion irresponsable de las
reservas pesquera, sino que también tienen un impacto negativo en los ecosistemas
marinos (Groenewold and Fonds, 2000). En el Mar Mediterraneo Occidental, la
mayoria de los descartes de pesca por arrastre son de bacaladilla. Como se traté en el
Apartado 3.2.1., la hidrélisis enzimatica de las proteinas procedentes de descartes de
bacaladilla (BP) induce propiedades bioactivas con numerosas aplicaciones industriales
en alimentacion (emulsificante, antioxidante, espumante, capacidad de retencion de
agua) (Egerton et al., 2018; Garcia-Moreno et al., 2017).
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De esta manera, los tres sustratos y sus hidrolizados son candidatos con gran potencial

para lograr la estabilidad fisica y oxidativa en aceites y productos de alimentacion

enriquecidos en AGPI. Por tanto, en esta investigacion como sustratos proteicos se han

utilizado: concentrado de proteina de lactosuero (WPC), aislado de proteina de soja

(SPI), proteina de bacaladilla procedente de descarte de pesca (BP)

Bacaladilla (Micromesistius poutassou) de descarte adquirida en el puerto
pesquero de Motril (Granada, Espafia). El contenido de proteina de la bacaladilla
era de 18.44% en peso. El pescado entero se triturd en una picadora Sammic
SK-3 (Guiplzcua, Espafia) de acuerdo con el proceso descrito por Garcia-
Moreno et al. (2014b) y la mezcla se conservo a -80 °C hasta su uso.
Concentrado de proteina de lactosuero procedente de Wheyco GmbH
(Hamburgo, Alemania). El contenido de proteina de lactosuero era de 34.59% en
peso.

Aislado de proteina de soja procedente de Solae LLC (San Luis, Misuri EE.
UU.). El contenido de proteina del aislado de proteina de soja era de 85.9% en

peso.

5.1.2. Enzimas

Para la hidrdlisis enziméatica de los sustratos proteicos se utilizaron dos tipos de

enzimas:

Subtilisina (EC 3.4.21.62)

La enzima subtilisina, comercializada como Alcalasa 2.4 L por Novozymes
(Bagsvaerd, Dinamarca), es una serino-proteasa de origen bacteriano originada
por Bacillus licheniformis. Es estable en un rango de pH entre 5 y 11.5 con
maxima actividad entre 50 y 60°C. Esta enzima ataca preferentemente al
carboxilo terminal de los aminoacidos hidrofobicos (Espejo-Carpio, 2012).
Tripsina (EC 3.4.21.4)

La enzima tripsina, comercializada como PTN 6.0S por Novozymes (Bagsvaerd,
Dinamarca), es una proteasa de origen animal que se encuentra en el aparato
digestivo de numerosos vertebrados. Es estable en un rango de pH entre de 7y 9

y a temperaturas entre los 30 y 60°C (Guadix et al., 2000). Esta enzima tiene
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preferencia por las posiciones del carboxilo terminal de residuos de arginina y
lisina, ambos aminoacidos con grupos cargados positivamente (Espejo-Carpio,
2012).

5.1.3. Aceite

El aceite de pescado refinado utilizado en esta investigacion, Omevital 18/12 TG Gold,
procede de BASF Personal Care and Nutrition GmbH (lllertissen, Alemania). La
composicion de acidos grasos se determind mediante cromatografia de gases (CG)
como describe Morales-Medina et al. (2016). Se obtuvo un contenido de &cido
eicosapentaenoico (C20:5n-3) del 20.29+0.08% Yy de acido docosahexaenoico (C22:6n-
3) del 16.97+0.09%. EIl valor de perdxidos (PV) del aceite refinado se midi6 como se
describe en el Apartado 5.2.5.1. y fue de 0.49+0.09 meq O./kg de aceite. El aceite se

almaceno a -80°C y en oscuridad hasta su uso.
5.2. Metodologia

La metodologia empleada en esta investigacion se describe en los siguientes apartados:
5.2.1. Hidrdlisis enzimatica de sustratos proteicos

En cada sistema sustrato-enzima, las reacciones de hidrolisis tuvieron lugar en un
reactor mezcla perfecta encamisado. Para cada sustrato, se tomaron 40 g de proteina, y
se homogeneiz6 con agua desmineralizada hasta alcanzar un volumen final de 400 ml.
Por la camisa de calefaccién se hizo pasar agua caliente procedente de un bafio
termostatico Julabo High Tech de Julabo GmbH (Seelbach, Alemania) ajustado para
mantener la temperatura constante en el interior del reactor. La agitacién se generd
mediante un agitador magnético Agimatic-E de J.P. Selecta S.A. (Abrera, Espafia) a 500
r.p.m. La temperatura y el pH de reaccion se fijaron en 50°C y en 8 respectivamente.
Estas condiciones de reaccion son adecuadas para la actividad y estabilidad de ambas
enzimas (Adler-Nissen, 1986; Espejo-Carpio et al., 2013; Guadix et al., 2000). Fijadas
las condiciones de reaccion se afiade la enzima para el inicio de la hidrdlisis. Durante las
reacciones de hidrdlisis en medio basico, se generan protones al romper los enlaces

peptidicos y, para mantener el pH en el valor deseado es necesaria la adicién de base
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(NaOH) (Camacho et al., 2001). Para el control de la reaccién y su monitorizacion se
utilizoé un titrino automatico 718 Stat Titrino de Metrohm (Herisau, Suiza) con sonda de
temperatura y pH y bureta de dosificacion de la disolucién de NaOH (1M). La Figura

5.1 muestra el dispositivo para la hidrdlisis enzimética de los sustratos proteicos.

Reactor encamisado

Figura 5.1 Dispositivo para hidr6lisis enzimatica de proteinas.

Se produjeron los hidrolizados con los siguientes grados de hidrolisis (DH) 2, 4, 6, 10y
14%. El grado de hidrolisis se determind mediante el método de pH-stato (Camacho et
al., 2001) que relaciona el consumo de base con el numero de enlaces peptidicos

escindidos de acuerdo con la Ecuacion (1):

BN
DH = b

= ———F—FF 100 1
a"mp'hTOT ()

Donde B (ml) es la cantidad de base consumida, Ny, (eq /L) es la normalidad de la base,
a es el grado promedio de disociacion de los grupos a-NH; liberados durante la
hidrolisis, m, (g) es la masa de proteina en el sustrato y hror (meg/g) es el nimero de

equivalentes de enlaces peptidicos por gramo de proteina (Adler Nissen, 1986).
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5.2.2. Caracterizacion de hidrolizados

Se determinaron las capacidades emulsificante y antioxidante de cada hidrolizado. Una
vez seleccionados los hidrolizados con mejores capacidades se determiné su perfil de

aminoéacidos y la distribucion del tamafio molecular.
5.2.2.1.  Determinacion de las propiedades emulsificantes

La actividad emulsificante se define como la cantidad maxima de aceite que puede ser
emulsionada por una cantidad fija de proteina, y la estabilidad de la emulsion, a menudo
se ha definido por la velocidad de separacion de fases en agua y aceite durante el
almacenamiento de la emulsion (Pearce and Kinsella, 1978). La actividad y estabilidad
emulsificante se evaluaron de acuerdo con el método descrito por Klompong et al.
(2007) basado en el de Pearce y Kinsella (1978) con algunas modificaciones. Este
método evalUa la desestabilizacion de la emulsion (i.e. separacion de las fases de aceite
y agua por coalescencia de gotas de aceite) por los cambios en la turbidez de las

muestras, que se cuantifican por el aumento de absorbancia.

Para cada muestra de hidrolizado, la actividad y la estabilidad emulsificante se
determinaron a diferentes pH: 2, 4, 6 y 8. Las muestras de hidrolizados se disolvieron en
agua ultra pura y el pH se ajustd con NaOH 1 M o HCI 1 M. La solucién acuosa a una
concentracion de proteina del 0.5% se mezcl6 con un 15% de aceite vegetal (i.e. aceite
de girasol) y se homogeneiz6 usando un Ultra Turrax de IKA Werke GmbH & Co.
(Staufen, Alemania) a 16000 rpm durante 2 minutos (Figura 5.2). Se pipetearon dos
alicuotas de la emulsién de 50 pl a 0 y 10 minutos y se diluyeron con 5 ml de solucion
de dodecil sulfato de sodio al 0.1% (SDS). La absorbancia de las muestras se determind
en una cubeta de cuarzo de 10 mm con un espectrofotdmetro Cary 100 Bio (Varian,
EE. UU.) a una longitud de onda de 500 nm. El indice de actividad emulsionante (EAI)
y el indice de estabilidad de la emulsion (ESI) se calcularon mediante las Ecuaciones (2)

y (3), respectivamente:

m?\ 2-2.303-A4,'DF
IAE = (2)

g (1-6) -mp
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Ao'At

I[EE (min) =
0 — Ao

(3)

Donde Ag y Ajo fue la absorbancia medida en el tiempo inicial y después de At=10 min,
respectivamente. Las variables mp y 0 representan la masa de proteina (g) y la fraccion

de volumen de aceite en la emulsion y DF es el factor de dilucion.

Figura 5.2 Ultra Turrax de IKA Werke GmbH & Co.
5.2.2.2.  Andlisis de las propiedades antioxidantes

La actividad antioxidante de los hidrolizados se determiné empleando tres métodos de
analisis: actividad inhibidora de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Picot et al.,
2010), poder reductor de Fe** (Oyaizu, 1986) y actividad quelante de metales (Decker
and Welch, 1990).

5.2.22.1. Determinacion de la actividad inhibidora de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Para la determinacion de la actividad inhibidora de DPPH se mezcl6 1 ml de cada
solucion de hidrolizado con 1 ml de DPPH 0.1 mM en metanol y se agitd e incubd
durante 30 minutos en la oscuridad. Despues se midié la absorbancia a 515 nm. Como
blanco se us6 agua destilada en lugar de muestra y un control de muestra usando

metanol en lugar de solucion DPPH. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

La actividad inhibidora de DPPH se calculé mediante la Ecuacion (4):
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Amuestra - Acontrol

Inhibicién DPPH % = (1 — )-100  (4)

Ablanco

Donde Amuestra, Acontrol Y Ablanco SON las absorbancias de la muestra, el control y el blanco

respectivamente.

Los resultados se expresaron en términos de ICsp, concentracion inhibitoria media del
hidrolizado, en mg/ml. Es decir, la concentracion de hidrolizado necesaria para inhibir
al radical DPPH en un 50%.

5.2.2.2.2. Determinacion de poder reductor de Fe**

Para la determinacion del poder reductor se mezclaron 1 ml de solucion de hidrolizado
con 1 ml de tampon fosfato 0.2 ml y con 1 ml de ferrocianuro de potasio (1%). La
mezcla se incubd a 50°C durante 20 minutos. Después, se afiadid 1 ml de tricloroacético
(10%) y las muestras se centrifugaron (3000 xg, 10 minutos). Luego, se afiadieron 0.2
ml de solucion de cloruro ferrico (1%) a 1 ml de sobrenadante y 1 ml de agua destilada.
Después de 10 minutos a temperatura ambiente, se midi6 la absorbancia a 700 nm. Las
mediciones se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron en términos de
ICso del hidrolizado en mg/ml, que representa la concentracion de hidrolizado que da

una absorbancia de 0.5.
5.2.2.2.3. Determinacion de la actividad quelante de Fe®*

Para la determinacion de la actividad quelante se mezclaron 1 ml de solucion de
hidrolizado con 3.7 ml de agua destilada y 0,1 ml de solucion de cloruro ferroso 2 mM.
La reaccion se inhibi6 después de 3 minutos afiadiendo 0,2 ml de solucion de ferrozina
5 mM. Después, las muestras se agitaron vigorosamente y se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos. La absorbancia se midio a 562 nm. Se usé agua destilada
como blanco y como control de muestra no se afiadié ferrozina. Las mediciones se
realizaron por triplicado. La actividad quelante de metales se calculé mediante la

Ecuacion (5):
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A —A 5
Actividad quelante de metales (%) = (1 — Mmuestra Contml) -100 ©)

Ablanco

Donde Amuestra, Acontrol Y Ablanco SON 1as absorbancias de la muestra, el control y el blanco

respectivamente.

Los resultados se expresaron en términos de 1Csq del hidrolizado en mg/ml, estimado
como la concentracién de hidrolizado que pudo quelar la mitad de iones Fe** en el

ensayo.
5.2.2.3.  Determinacion del perfil de aminoacidos

La composicion de aminoacidos se determind por digestion acida de las muestras y
separacién por cromatografia de fase inversa de acuerdo con Liu et al. (1995). La
separacion se llevé a cabo utilizando un sistema Waters Alliance 2695 AccQ-Tag D de
Waters Corporation (Milford, Massachusetts, EE.UU.) como se describe a continuacion.
Se disolvieron 100 mg de muestra de hidrolizado en polvo en 5 ml de HCI 6 M durante
24 horas a 112°C. Esta reaccién se realiz6 bajo atmdésfera de nitrogeno para evitar la
oxidacion de aminoacidos. Después de enfriar, las muestras se diluyeron con agua ultra
pura una concentracion de proteina de 10 mg/ml y se filtraron a traves de un filtro de
jeringa de 0.45 um (Cronun 25 mm PES FFPS2545, EMD Millipore, Billerica, MA, EE.
UU.) para eliminar las particulas en suspension. Una alicuota de 10 pl de este filtrado se
mezclo con 70 ul de tampodn de borato y 20 pl del reactivo de derivacion (AccQ® Fluor
Reagent WATO052880, Waters Corporation), que consiste en una solucion de 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) en acetonitrilo. La reaccion
tuvo lugar a 55°C durante 10 minutos, formando derivados de urea asimétricos que
presentan una alta emision de fluorescencia. Los derivados se separaron posteriormente
por cromatografia de fase inversa, empleando el sistema Waters Alliance 2695 montado
con la columna AccQ-Tag (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, EE. UU.). Las
muestras se eluyeron en una fase movil compuesta de AccQ-Tag Eluente A, acetonitrilo
y agua a 37°C y los derivados se detectaron después de la separacion por el detector de

fluorescencia de barrido Waters 474.
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5.2.2.4. Distribucion de tamafio molecular

La distribucion del tamafio molecular de los hidrolizados se determind mediante un
sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) de Pharmacia LKB
Biotechnology (Uppsala, Suecia) montado con una columna GL Superdex Peptide
10/300 de GE Healthcare (Uppsala, Suecia) de acuerdo con Espejo-Carpio et al. (2013).
Se diluyeron las muestras de los hidrolizados liofilizados en agua ultra pura a una
concentracion de proteina de 5 mg/ml. Para realizar el analisis, se inyecté una alicuota
de 500 pL de la disolucion anterior y se eluyd a 0.5 ml/min utilizando 0.5 ml/min de
agua como fase mavil. Al final de la columna se monitoriz6 la absorbancia fijada en 280
nm. Se utilizaron como patrones Glicina (75 Da), alanina (89 Da), Phe-Gly-Gly (279
Da), (Gly) 6 (360 Da), vitamina B12 (1355 Da), insulina (5733 Da), aprotinina (6511
Da) y ribonucleasa (13700 Da). Cada muestra se proceso por triplicado.

5.2.3. Emulsionado

El proceso de emulsionado requiere aporte de energia y la presencia de un emulsionante
para la formacion y estabilidad de la emulsion. Para la produccién de las emulsiones se
sigue la metodologia empleada por Garcia-Moreno et al.(2016a). Se fijé un contenido
en proteina del 2% (p/p) y 5% (p/p) de aceite de pescado. En primer lugar, se realiza
una pre homogeneizacion agitando en Ultra Turrax (IKA Werke GmbH & .Co., Staufen,
Alemania) a 16000 rpm durante 2 minutos y se afiade el aceite de pescado durante el
primer minuto (Figura 5.2). Después, la homogeneizacion se realizd en un
homogeneizador de alta presion (Panda Plus 2000, GEA Niro Soavi, Libeck, Alemania)
a 450/75 bar en tres ciclos (Figura 5.3). En el homogeneizador de alta presion, la
emulsion primaria o pre emulsion, obtenida tras la pre homogeneizacion en Ultra
Turrax, se fuerza a pasar por la cdmara de presion a través de una valvula. La
combinacion de cizalladura intensa, cavitacién y condiciones de flujo turbulento

transforma las gotas a un tamafio de particula entre 0.1 y 2 um (Genot et al., 2013).
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Figura 5.3 Homogeneizador de alta presion Panda Plus 2000 de GEA Niro Soavi S.p.A.
5.2.4. Determinacion de las propiedades fisicas de las emulsiones

Las propiedades fisicas de las emulsiones de aceites enriquecidos en &cidos grasos
Omega-3 se evaluaron mediante la determinacidn del potencial zeta, distribucion de
tamafo de gota, test de creaming y, por microscopia éptica, se caracterizaron de forma

cualitativa las estructuras fisicas de las emulsiones.
5.24.1. Potencial zeta

Como medida inicial de estabilidad fisica de las emulsiones, se determiné el potencial
zeta a dia 1 para obtener informacion sobre la carga superficial de las particulas/gotas en

la interfase aceite-agua de las emulsiones.

El potencial zeta se determind en un Zetasizer Nano ZS de Malvern Instruments Ltd.
(Worcestershire, Reino Unido). Las emulsiones se diluyeron 1:1000 en agua destilada
ajustando el pH a la emulsion original, esto es; pH igual a 2 para BPH4 y pH igual a 8

para WPH10 y SPH2. Las mediciones se hicieron por triplicado.
5.2.4.2.  Determinacién del tamafio de gota de las emulsiones

La distribucion del tamafio de gota se determind por difraccion laser en un analizador de
tamafo de particulas por difraccion laser Mastersizer 2000 de Malvern Instruments Ldt.
(Wortcestershire, Reino Unido). Se usaron los indices de refraccion del aceite de girasol
(1.469) y el agua (1.330) para particulas y dispersantes, respectivamente. Las

distribuciones de tamafio de gota se obtuvieron en diametro del percentil 90 (Dgo),
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didmetro medio en volumen o de Brouckere (D43) y didmetro en volumen/superficie o

de Sauter (Ds2), Ecuaciones (6) y (7). Las medidas se realizaron por duplicado.

-t 6)
4,3 an'd?
D.o = xn-d}
2= S ©

Donde n; es el nimero de gotas de aceite con diametro d;.
5.2.4.3.  Test de creaming y caracterizacion cualitativa de la estructura

En estados méas avanzados de agregacion en las emulsiones se puede dar separacion de
fases y para evaluar ese efecto se emplea el test de creaming. Las emulsiones se
colocaron en tubos graduados por duplicado y el indice de formacion de crema se
calculo durante el almacenamiento en porcentaje de separacion de fases (Petursson et
al., 2004).

Se evallo la estructura de la emulsion de forma cualitativa por microscopia Optica con
20x/63x en un microscopio Axio Zeis Lab Al de Carl Zeiss Suzhou Co., Ldt. (Suzhou,
China).

5.2.5. Evaluacion de la estabilidad oxidativa de las emulsiones

La estabilidad oxidativa de las emulsiones se evalu6 mediante la determinacion del
contenido de peroxidos e indice de anisidina y la cuantificaciéon e identificacion de

productos de oxidacion secundarios volatiles segun se describe a continuacion.
5.2.5.1.  Determinacién del contenido de peroxidos (PV) de las emulsiones

Las extracciones del aceite se realizaron a temperatura ambiente con una mezcla de 2-
propanol/hexano (1:1, v/v) centrifugando a 670 g durante 2 minutos y evaporando,
posteriormente, el hexano del sobrenadante que contiene el aceite mediante una

corriente de N,.

El contenido de hidroperdxidos se determind utilizando el ensayo de tiocianato (Drusch

et al., 2012). Para ello, se diluyeron 10 mg de aceite extraido con 5 ml de 2-propanol y
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se mezclaron con 50 pul de cloruro de hierro Il 'y 50 pl de tiocianato de amonio. Las
muestras se incubaron durante 30 minutos a 60°C. La absorbancia se midio a 485 nm.
Las extracciones se realizaron por duplicado y las muestras se realizaron por

cuadruplicado.
5.2.5.2. Determinacién del indice de anisidina (Al) de las emulsiones

El método de determinacion se llevo a cabo de acuerdo con la norma ISO 6885: 2006.
Se basa en la reaccion de la p-anisidina diluida en acido acético con los aldehidos o y 3
insaturados presentes en el aceite extraido. Los resultados se expresaron como 100
veces el incremento de la absorbancia, medido a una longitud de onda de 350 nm en una
celda de 10 mm, de una solucién de prueba cuando se hizo reaccionar con anisidina en
las condiciones de especificadas en el Estandar Internacional (ISO, 2006). Las muestras

se realizaron por triplicado.

5.2.5.3.  Cuantificacion e identificacién de productos de oxidacion secundarios

volatiles (Dynamic Headspace GC-MS)

La determinacién de los productos de oxidacion secundaria se realizé con la técnica
headspace segin Garcia-Moreno et al. (2016a) con algunas modificaciones. Se pesaron
aproximadamente 4 g de emulsion y 30 mg de patron interno (4-metil-1-pentanol, 30
ug/g de agua) en una botella de purga de 100 ml. A esto, se le afiadieron 5 ml de agua
destilada y 1 ml de antiespumante (Synperonic 800 ul/l de agua). La botella de purga se
calent6 en un bafio de agua a 45°C mientras se purgaba con nitrégeno (flujo 150 ml/min,
30 minutos). Los productos de oxidacion secundaria volatiles quedaron atrapados en
tubos Tenax GR. Los volatiles se desorbieron nuevamente por calor (200°C) en un
desorbedor térmico automatico (ATD-400, Perkin Elmer, Norwalk, CN, EE.UU), con
una trampa fria a -30°C y se liberéd nuevamente (220°C). La muestra se condujo a un
cromatégrafo de gases (HP 5890I1A, Hewlett Packard, Palo Alto, CA, EE.UU;
Columna: DB-1701, 30 m x 0.25 mm x 1.0 um; J&W Scientific, CA, EE.UU). La
temperatura inicial del horno fue de 45 °C durante 5 min, aumentando con 1.5 °C/min
hasta 55°C, con 2.5°C/min hasta 90°C, y con 12.0°C/min hasta 220°C, donde se
mantuvo durante 4 minutos. Los compuestos individuales se analizaron por

espectrometria de masas (detector selectivo de masas HP 5972, Agilent Technologies,
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EE.UU.; Modo de ionizacion de electrones, 70 eV; relacion de masa-carga entre 30 y
250). Los compuestos individuales se identificaron mediante busquedas en la biblioteca
MS (Wiley 138 K, John Wiley and Sons, Hewlett-Packard) y se cuantificaron mediante
curvas de calibracion. Los estandares externos empleados fueron 3-metil-butanal, 3-
metil-butanol, 1-penten-3-ona, pentanal, 1-penten-3-ol, (E)-2-pentenal, 1-pentanol,
hexanal, (E)-2-hexenal, heptanal, (Z)-4-heptenal, octanal, benzaldehido, (E, E) -2,4-
heptadienal, (E,Z)-2,6-nonadienal, (E,E)-2,4-octadieno, 2-etilfurano y 2-pentifurano.

Las mediciones se realizaron por triplicado en cada muestra.
5.2.6. Microencapsulacion mediante secado por atomizacion

El secado por atomizacion para la microencapsulacion de las emulsiones se realiz6 en
un secadero de laboratorio Buchi B-190 Spray Dryer de Biichi Labortechnik (Flawill,
Suiza) (Figura 5.4). La emulsion (1) se bombea hacia la cdmara de secado (6) donde se
encuentra el atomizador (3) que la pulveriza mediante aire comprimido (4). Las
pequefias gotas de emulsion se secan y son arrastradas por el aire hasta el ciclon (7)
donde son separadas. Las particulas se recogen en el receptaculo del producto (8) y el
aire sale al exterior libre de particulas. A la salida del cicldn se encuentra el ventilador
de aspiracion (9) que genera la circulacion de aire en el equipo. La entrada de aire se
encuentra en la parte superior del equipo (2) donde esta la resistencia eléctrica (5) que
calienta el aire hasta la temperatura deseada. Para controlar la temperatura del aire a la
entrada y a la salida de la camara de secado se utilizan dos sondas de temperatura (10).

Los secados se realizaron a caudal de aire de 25 Nm®/h. Por el atomizador de 0.5 mm de
diametro se hizo pasar 600 L/h de aire comprimido (Espejo-Carpio, 2012) para
proporcionar un tamafio de particula adecuado. Se fijé una temperatura de entrada de
aire de 180°C y el caudal de entrada de las emulsiones se ajusté para obtener una

temperatura de salida de aire de 90°C.
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a8

{4

Figura 5.4 Esquema del secadero por atomizacion Biichi B-190 (Espejo-Carpio, 2012).
5.2.7. Caracterizacion fisica de los microencapsulados

La caracterizacion fisica de los microencapsulados se llevd a cabo mediante la
determinacion del contenido en humedad, actividad del agua, eficiencia de
encapsulacion y distribucién del tamarfio de particula.

5.2.7.1. Humedad

El contenido de humedad de las capsulas secadas por atomizacion se determind usando
una balanza infrarroja AD-471A de A&D (Tokio, Japon). Aproximadamente, 1 g de

microencapsulado (polvo) se calentd a 105°C durante 90 minutos hasta peso constante.
5.2.7.2.  Actividad de agua

Las medidas de actividad de agua se realizaron en un analizador LabMASTER-aw de

Novasina AG (Lachen, Suiza). La temperatura se ajusté a 20°C.
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5.2.7.3. Eficiencia de microencapsulacion (EM)

La eficiencia de microencapsulacion (EM) se determind segun el método descrito por
Danviriyakul et al. (2002) con algunas modificaciones. Para ello, se afiadieron 2.5 g de
capsulas en 15 ml de hexano y se agitdé la mezcla durante 2 minutos utilizando un
agitador tipo vértex. Posteriormente, se centrifugd a 2720 g durante 20 minutos y se
recogieron 5 ml de sobrenadante. Con este volumen fue posible calcular el aceite no
encapsulado con la Ecuacion (8) evaporando el hexano mediante una corriente de N, y

pesando el aceite contenido en ese volumen. Cada medida se realizé por duplicado.

A — A
EM % = (——£.100) (8)

Ar

Donde At es la masa de aceite total tedrico (g) y Ane €s la masa de aceite no

encapsulado (g).
5.2.7.4. Distribucion del tamafio de emulsion reconstituida

Para la determinacion del tamafio de gota se reconstituyeron las emulsiones
microencapsuladas disolviendo el polvo en agua destilada para alcanzar el mismo

contenido de solidos que las emulsiones originales.

La distribucion del tamafio se determind por difraccion laser como se ha descrito en el
Apartado 5.2.4.2. La distribucion de tamafio se obtuvo en didmetro del percentil 90
(Dgo), didmetro medio en volumen o de Brouckere (Ds3) y didmetro en
volumen/superficie o de Sauter (D3>), Ecuaciones (6) y (7). Las medidas se realizaron

por duplicado.

5.2.8. Evaluacidn de la estabilidad oxidativa de los

microencapsulados

La estabilidad oxidativa de los microencapsulados se evalu6 mediante la determinacién
del contenido de peroxidos. Las extracciones del aceite y el valor de peroxidos (PV) de
los microencapsulados se realizaron como se ha descrito en el Apartado 5.2.5.1.,
disolviendo previamente la proporcion de microencapsulado correspondiente a 30 mg
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de aceite en 2.5 ml de agua. Las extracciones se realizaron por duplicado y las muestras

se realizaron por triplicado.
5.2.9. Analisis estadistico

El andlisis de varianza (ANOVA) para identificar diferencias significativas se realizo
mediante el software Statgraphics (version 5.1) de Statgraphics.Net. (Madrid, Esparia).
Los valores medios se compararon mediante el test de Tukey de multiples rangos. Las

diferencias entre medias se consideraron significativas a valores de p<0.05.
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6.1. Obtencién de hidrolizados de proteinas alimentarias con

actividad emulsificante y antioxidante

6.1.1. Objetivos y tareas

El objetivo de este capitulo es la obtencion de péptidos con actividad emulsificante y
antioxidante mediante la hidrolisis enzimatica de concentrado de proteina de lactosuero,

aislado de proteina de soja y proteina de bacaladilla.

En primer lugar, se llevan a cabo las hidrolisis enziméticas de los sustratos proteicos en
un amplio rango de grados de hidrdlisis. Posteriormente, se determinan las propiedades
emulsificantes de cada hidrolizado y se desarrollan modelos matematicos para optimizar
estas propiedades en funcién del sustrato, grado de hidrdlisis de los hidrolizados y pH
de la emulsién. Debido a la distinta especificidad de las enzimas se propuso un modelo
para cada enzima estudiada. El procedimiento de optimizacion permite seleccionar el
hidrolizado con las mejores propiedades emulsificantes a un pH de emulsion
determinado. Para validar ese resultado se estudia la estabilidad fisica y oxidativa de
una emulsién producida con el hidrolizado de propiedades emulsificantes optimizadas
de acuerdo a los modelos obtenidos.

A continuacion, se evalla la capacidad antioxidante de los hidrolizados. Se estudia la
influencia del grado de hidrolisis, el tipo de enzima utilizada y sustrato proteico sobre

las propiedades antioxidantes de los hidrolizados.

Finalmente, se seleccionan los hidrolizados con mejores propiedades emulsificantes y

antioxidantes de cada sustrato.
6.1.2. Procedimiento experimental

Comprende el procedimiento de hidrdlisis enzimatica de los sustratos proteicos, los
métodos empleados para evaluacion de las propiedades emulsificantes y para el analisis
de las propiedades antioxidantes de los hidrolizados de concentrado de proteina de
lactosuero, aislado de proteina de soja y proteina de bacaladilla procedente de descartes

de pesca.
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6.1.2.1. Hidrodlisis enzimatica

Las hidrdlisis de concentrado de proteina de lactosuero (WPC), aislado de proteina de
soja (SPI) y proteina de bacaladilla (BP), se llevaron a cabo segun el procedimiento
descrito en el Apartado 5.2.1., a diferentes grados de hidrdlisis, DH 2, 4,6, 10y 14% y
con cada enzima, subtilisina y tripsina. Se realizaron, por tanto, un total de 30 hidrdlisis

enzimaticas (3 sustratos x 5 DH x 2 enzimas).

Tras la hidrdlisis las muestras se calentaron a 90°C durante 5 minutos para desactivar la
enzima. Posteriormente, los hidrolizados obtenidos se liofilizaron en un liofilizador

Labconco de Labconco Corporation (Kansas City, Misuri, EE.UU.).

El contenido de proteina tanto de los sustratos como de los hidrolizados en polvo se
determiné por el método de Kjeldahl, utilizando un factor de conversion de nitrégeno a
proteina de 6.38 para concentrado de proteina de suero y aislado de proteina de soja y
6.25 para proteina de bacaladilla (Adler-Nissen, 1986).

6.1.2.2.  Evaluacion de las propiedades emulsificantes de los hidrolizados

Para la evaluacion de las propiedades emulsificantes de los hidrolizados, se
determinaron los indices de actividad y estabilidad emulsionante. Se obtuvieron
modelos estadisticos para la optimizacion de las dos propiedades para obtener un

hidrolizado con las mejores caracteristicas emulsificantes.
6.1.2.2.1. Determinacidn de la actividad y estabilidad emulsificante

La actividad y la estabilidad emulsificante de cada muestra de hidrolizado de WPC, SPI
y BP aDH 2, 4, 6, 10 y 14% fueron determinadas a diferentes pH: 2, 4, 6 y 8, segun el

método descrito en el Apartado 5.2.2.3.
6.1.2.2.2. Modelo estadistico y optimizacién de las propiedades emulsificantes
- Disefio estadistico y modelo de regresion

Los hidrolizados de concentrado de proteina de lactosuero y aislado de proteina de soja,

presentan propiedades emulsificantes en un rango amplio de pH y DH, mientras que los
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de bacaladilla sélo presentaron propiedades emulsificantes en un rango muy estrecho de
DH y pH. Por esto motivo, se seleccionaron los hidrolizados de concentrado de proteina
de lactosuero y aislado de proteina de soja para desarrollar modelos matematicos para
optimizacion de las propiedades emulsificantes. Estos modelos matematicos pueden
predecir las caracteristicas y condiciones Optimas para conseguir el emulsificante méas
eficiente. Con el objetivo de modelar las propiedades emulsificantes de los hidrolizados
se consideraron como variables de entrada: el sustrato (WPC y SPI), el grado final de
hidrolisis y el pH de la emulsion. Estas variables se relacionaron con las variables de
salida, actividad y estabilidad emulsificante (IAE, IEE) mediante modelos de regresion
maultiple. Debido a la distinta especificidad de las enzimas se propuso un modelo para
cada enzima (E) estudiada, subtilisina y tripsina. Para este fin, los factores
experimentales se variaron de acuerdo con un disefio factorial, involucrando variables
categoricas y numéricas. El sustrato (S) es una variable categodrica, con dos niveles, es
decir, lactosuero y soja. ElI pH de la emulsién y el grado final de hidrolisis (DH) son
variables continuas numéricas que se probaron en 4 niveles, pH 2, 4, 6 y 8, y 5 niveles,
DH 2, 4, 6, 10 y 14%, respectivamente. Por lo tanto, el disefio factorial para cada
modelo comprendié 2 (S) x 4 (pH) x 5 (DH) = 40 ensayos experimentales. Para cada
ejecucion experimental, el indice de actividad de la emulsién (IAE m?%/g) y el indice de
estabilidad de la emulsion (IEE, min) se determinaron como salidas numéricas para

cada enzima.

La naturaleza de las variables de entrada sugiri6 emplear modelos de regresion con
factores mixtos categoricos y continuos. Las variables categoricas se pueden incorporar
en un modelo de regresion como entradas numéricas eligiendo un método de
codificacion apropiado. Entre las diferentes alternativas descritas en la literatura, se
eligié el método de codificacion ficticia para este trabajo (Davis, 2010; Nagadevara,
2019). Mediante este enfoque, los niveles de sustrato se codificaron como 1
(concentrado de proteina de suero, WPC) y 2 (aislado de proteina de soja, SPI).

Basado en la tendencia mostrada por IAE y por IEE con el pH y el DH, se propusieron
modelos cubicos para la regresion maltiple. Los modelos cubicos, expresados por la

Ecuacioén (9) para cada enzima (subtilisina (a) y tripsina (b)), comprenden términos
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lineales, cuadraticos y cubicos para las variables numéricas, asi como sus interacciones

binarias y ternarias con las variables categoricas.

La interseccién y los coeficientes de los modelos clibicos se estimaron mediante
regresion maltiple. Se realizo un analisis ANOVA para evaluar la significancia de cada
término de los modelos de regresion. Se calculé una probabilidad asociada (valor p)
para cada efecto, es decir, término lineal, cuadratico, cubico o de interaccion en el
polinomio, a un nivel de confianza del 95%. Esos efectos con valores de p superiores a
0.05 no se consideraron estadisticamente significativos en las respuestas IAE o IEE, y
se eliminaron de los modelos cubicos. EI método backward selection (Kroese and Chan,
2014) fue elegido para este propoésito. Este enfoque consiste en eliminar
secuencialmente aquellos términos con un valor p mas alto, hasta obtener un modelo
reducido final donde todos los términos son significativos (es decir, valor p<0.05) en la

variable de respuesta.

@ {IAE,IEE}susitisina=bo+ by-S+b, - DH+bs- pH+by,-S-DH+bys-S - pH + by
-DH -pH+by, -DH?+bg-pH2+ b3 S-DH - pH+ by - S -DH 2 + by
-S - pH %+ byy - DH® + by - DH? - pH + bggs - pH 2 + by, - pH 2 -DH
(b) {IAE,IEE}tripsina=Co+ C1- S+ C,- DH+cC3- pH+Cip- S-DH+Cy3- S - pH + Cy3 ®)
DH -pH+Cp -DH?+Cg5-pH?+Cip5-S-DH - pH +C12p - S-DH?+Cyg5- S

- PH 2+ Cppp - DH® + Cyp3 - DH? - pH + Caa3 - pH * + Cagp - pH > - DH

Para la realizacion de estos calculos se utilizé el software Statgraphics (version 5.1) de
Statgraphics.Net. (Madrid, Espafia).

- Optimizacion de las propiedades emulsificantes

Los modelos de regresion expresados por la Ecuacion (9) son polinomios de tercer
grado, que pueden optimizarse para obtener un méximo para cada respuesta estudiada
(IAE, IEE). La maximizacion de cada variable de respuesta es deseable para asegurar
que el hidrolizado pueda estabilizar la emulsion dentro del periodo de almacenamiento.

Segun los datos experimentales, las condiciones de operacion que maximizan el IAE no
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coinciden con las que maximizan el IEE. EI comportamiento conflictivo de los factores
experimentales sugirié combinar ambos objetivos en una sola funcion OBJ (S, pH, DH)
de acuerdo con el método de suma ponderada (Marler and Arora, 2010). En este caso, el
problema de optimizacion que se establecid fue encontrar la combinacion de factores (es
decir, S, pH, DH) dentro de su rango experimental que maximizara la funcion objetivo,

Ecuacion (10):
Maximizar OB] (S,DH,pH) =w - IAE + (1 —w) - IEE (10)

Con: Se{1,2); 2<DH<14; 2<pH<8§

El coeficiente w es el factor de peso, que representa la importancia relativa atribuida a
un solo objetivo dado. Por ejemplo, w = 1 plantea la optimizacién Unica del indice de
actividad de la emulsiéon. En nuestro caso, donde no predomina un solo objetivo, w =

0.5. Las respuestas IAE e IEE fueron normalizadas dentro del intervalo (0,1).

El algoritmo evolutivo, implementado en la herramienta Solver del software MS Excel,
fue elegido para la optimizacion.

6.1.2.2.3. Produccion de la emulsion estabilizada con el hidrolizado con mejor capacidad

emulsificante

Se produjeron dos emulsiones, una con el hidrolizado con mejores propiedades
emulsificantes (SHT6.5) y otra con aislado de proteina de soja sin hidrolizar (SPI),
como emulsion de control. Las emulsiones contenian un 2% (p/p) de proteina y 5%
(p/p) de aceite de pescado (Garcia-Moreno et al., 2016a). El hidrolizado con mejores
propiedades emulsificantes y la proteina de aislado de proteina de soja sin hidrolizar se
disolvieron en agua destilada. EI pH se ajusté a 8 para ambas emulsiones mediante la
adicion de soluciones de NaOH 1M. En primer lugar, la preemulsién se realizé agitando
en Ultra Turrax (IKA Werke GmbH & .Co., Staufen, Alemania) a 16000 rpm durante 2
minutos y se afiadié el aceite de pescado durante el primer minuto (Figura 5.2).
Después, la homogeneizacion se realiz6 en un homogeneizador de alta presién (Panda
Plus 2000, GEA Niro Soavi, Libeck, Alemania) a 450/75 bar en tres ciclos (Figura 5.3)
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Para acelerar la oxidacion de lipidos, se afiadio a las emulsiones una solucion de FeSQO,
100 mM (4 ul por 1 g de emulsion). También se agreg6 una solucion de 0.0125 g/ml de
azida de sodio para evitar el deterioro microbiano durante el almacenamiento. Las
emulsiones se almacenaron en oscuridad a 20°C durante 10 dias en botellas de vidrio de
30 ml y 26 mm de diametro interno. Cada botella contenia 10 ml de emulsion. Se
tomaron muestras en los dias 0, 1, 3, 6 y 10 para las medidas de estabilidad fisica y

oxidativa.

6.1.2.2.4. Estudio de estabilidad fisica y oxidativa de la emulsion estabilizada con el hidrolizado

con mejor capacidad emulsificante

El estudio acelerado de estabilidad fisica y oxidativa tuvo lugar durante 10 dias a 20°C

en oscuridad.
6.1.2.2.4.1. Evaluacion de la estabilidad fisica

Para evaluar la estabilidad fisica de la emulsion SHT6.5 y de la emulsion de control
SPI, se determind el potencial zeta, como medida de la estabilidad inicial de las

emulsiones, y la distribucion del tamafio de gota.
6.1.2.24.1.1. Potencial zeta

El potencial zeta de las emulsiones se determind segun el procedimiento descrito en el
Apartado 5.2.4.1. a dia 1 para obtener informacion sobre la carga superficial de las gotas
en la interfase aceite-agua, que refleja la estabilidad inicial de las emulsiones.

6.1.2.2.4.1.2. Distribucion del tamafio de gota

La distribucion de tamafio de gota de las emulsiones se determiné como se describe en
el Apartado 5.2.4.2. Las determinaciones se realizaron a dia 0, 1, 3, 6 y 10 de
almacenamiento. Los resultados se obtuvieron en didametro del percentil 90 (Dg),
didmetro medio en volumen o de Brouckere (D43) y didmetro en volumen/superficie o
de Sauter (D3 ).
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6.1.2.2.4.2. Evaluacion de la estabilidad oxidativa

Se evaluo la estabilidad oxidativa de la emulsion SHT6.5 y de la emulsion de control
SPI, mediante la determinacion del contenido de perdxidos, indice de anisidina y valor

de oxidacion total.
6.1.2.24.2.1. Determinacién del contenido de peréxidos (PV) y del indice de anisidina (Al) de las emulsiones

El contenido de peroxidos y el indice de anisidina de la emulsion estabilizada con el
hidrolizado y la emulsion estabilizada con SPI sin hidrolizar se determinaron como se
describe en el Apartado 5.2.5.1. y en el Apartado 5.2.5.2., respectivamente. Las

determinaciones se realizaron adia 0, 1, 3, 6 y 10 de almacenamiento.
6.1.2.2.4.2.2. Valor de oxidacion total (TOTOX)

Para cuantificar la generacion global de los productos de oxidacion se determiné el
valor de oxidacion total (TOTOX). Este es un indice de oxidacion integral calculado a
partir de la suma ponderada del valor de peréxidos (PV) y el valor de p-anisidina (AV)

de la siguiente manera (Ecuacion 11):

TOTOX = 2.PV + AV (11)

6.1.2.3.  Analisis de la capacidad antioxidante de los hidrolizados

Para la determinacion de la actividad antioxidante de los hidrolizados, se evalud la
capacidad de los hidrolizados para inhibir radicales libres mediante el método de
determinacion de actividad inhibidora del radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
descrito en el Apartado 5.2.2.4.1. Ademés, se determin el poder reductor de Fe®* de los
hidrolizados y su actividad quelante de metales mediante los métodos descritos en los
Apartados 5.2.2.4.2. y 5.2.2.4.3. respectivamente.

6.1.3. Resultados y discusion

Con cada sustrato seleccionado, concentrado de proteina de lactosuero (WPC), aislado
de proteina de soja (SPI) y proteina de bacaladilla de descarte (BP) se obtuvieron

hidrolizados enzimaticos a DH: 2, 4, 6, 10 y 14%, empleando las enzimas subtilisina y
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tripsina. En cada caso se determinaron los indices de actividad emulsionante (IAE) y de
estabilidad de la emulsién (IEE) a pH: 2, 4, 6 y 8 y sus propiedades antioxidantes.

6.1.3.1. Estudio de las propiedades emulsificantes

Los valores de IAE y IEE para cada sustrato proteico, WPC, SP1 y BP, se muestran en
las Figuras 6.1, 6.2, y 6.3 respectivamente. La capacidad emulsionante de los péptidos
depende fundamentalmente de la fuente de proteina, del grado de hidrolisis (DH), el

tipo de enzima y el pH de la emulsién (Chalamaiah et al., 2012; Ipsen et al., 2001)

Como se muestra en la Figura 6.1, en las emulsiones de aceite en agua estabilizadas con
hidrolizado de WPC, independientemente de la enzima utilizada en la hidrdlisis, los
niveles del 1IAE disminuyeron ligeramente con el DH, presentando un valor promedio
entre 8 y 10 m%/g. Este empeoramiento con el aumento de DH fue mas pronunciado para
la emulsién a pH 4, donde IAE disminuyd hasta valores de 2-3 m?/g. Al aumentar el
grado de hidrdlisis, el tamafio de los péptidos de los hidrolizados es mas pequefio. Estos
péptidos pequefios no son lo suficientemente anfifilicos para exhibir buenas propiedades
emulsionantes. Ademas, migran répidamente y se adsorben en la interfase, pero
muestran menos eficiencia para disminuir la tension en la interfase aceite-agua, ya que,
no pueden desplegarse y reorientarse como los péptidos grandes para estabilizar la

emulsion (Klompong et al., 2007; Schroder et al., 2017).

En cuanto a los valores de IEE, fluctuaron a lo largo del intervalo de DH, presentando
los valores mas elevados a DH 10% y pH 8 con subtilisina y DH 14% y pH 8 con
tripsina. Estos resultados estan en linea con Scherze y Muschiolik (2001), quienes
obtuvieron propiedades emulsionantes Optimas para emulsiones de aceite en agua
estabilizadas con hidrolizados de WPC a DH 10%. La estabilidad de esas emulsiones
ademas se mantuvo incluso con hidrolizados a DH 20%, pero en hidrolisis mas extensas

a DH 27% esa estabilidad no fue posible.

Los cambios en el pH de la emulsion alteran la carga neta de la proteina (Kralova and
Sjoblom, 2009) y su conformacién en la interfase (McClements and Gumus, 2016), lo
que afecta a sus capacidades en la emulsion. Los valores mas bajos de IAE y IEE se

observaron a pH 4 y 6. Cerca del punto isoeléctrico de las proteinas su solubilidad es
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menor (Joye and McClements, 2014; Lieske and Konrad, 1996; Pearce and Kinsella,
1978; Taheri et al., 2014; Taherian et al., 2011), lo que, en emulsién, puede fomentar la
coalescencia y floculacion debido a su menor facilidad para difundirse y absorberse en
la interfase (Lieske and Konrad, 1996; Qi et al., 1997). Asi, se aprecia que los valores
de pH alejados del punto isoeléctrico mejoraron la estabilidad de la emulsion, como se
muestra en la Figura 6.1, donde los valores mas elevados de IAE y IEE se alcanzan en
las emulsiones a pH 8, independientemente de la enzima empleada. Esta misma
tendencia se ha observado en otros estudios con proteina de WPC en los que las
emulsiones a pH entre 4 y 6 se desestabilizaban y a pH por encima de 6, eran estables
(Adjonu et al., 2014a; Lieske and Konrad, 1996; Mutilangi et al., 1996).

WPC-Subtilisina
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Figura 6.1 indice de Actividad Emulsionante (IAE, m%g) e indice de Estabilidad Emulsionante (IEE,
min) en funcion del pH (2, 4, 6 y 8) y grado de hidrolisis (2, 4, 6, 10 y 14%) para los hidrolizados de
concentrado de proteina de suero (WPC) producidos con subtilisina y tripsina.
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SPI-Subtilisina
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Figura 6.2 indice de Actividad Emulsionante (IAE, m%g) e indice de Estabilidad Emulsionante (IEE,
min) en funcion del pH (2, 4, 6 y 8) y grado de hidrolisis (2, 4, 6, 10 y 14%) para los hidrolizados de
aislado de proteina de soja (SPI) producidos con subtilisina y tripsina.

En la Figura 6.2 se representan los indices de capacidad emulsificante (IAE, IEE) de los
hidrolizados de SPI con subtilisina y con tripsina en funcion del DH y el pH de la
emulsion. En general, las emulsiones estabilizadas con hidrolizados de SPI presentaron
valores méas elevados del IAE a DH 6%. Los indices de actividad y estabilidad
empeoraron a niveles de DH superiores a este valor, independientemente de la enzima
empleada. Esto puede deberse a que los péptidos méas grandes, como se ha observado
anteriormente con los hidrolizados de WPC, mejoran las propiedades emulsionantes de
los hidrolizados debido a su mayor capacidad de desplegarse en la interfase aceite-agua
(Schroder et al., 2017). Ademas, las propiedades emulsionantes de los hidrolizados se
ven afectadas principalmente por el caréacter anfifilico de los péptidos. Un buen
emulsificante debe presentar un equilibrio 6ptimo entre los grupos polares y no polares

para una adecuada solubilidad en agua y tension superficial (McClements and Jafari,
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2018) y esto tiene un efecto importante sobre la estabilidad fisica y oxidativa de las
emulsiones. Es mas probable que los péptidos grandes tengan residuos tanto hidréfobos
como hidréfilos que interactian con las gotas de aceite y la fase acuosa,
respectivamente. Esta interaccion aumenta la estabilidad de la emulsién debido a los
efectos estéricos (Adjonu et al., 2014b; Lam and Nickerson, 2013). Por otro lado, como
consecuencia de la hidrolisis enzimatica, los péptidos de cadena corta tienen un ndcleo
hidrofobo parcialmente expuesto, lo que explica su mayor tasa de difusion en la
interfase aceite-agua y su capacidad para cubrir un area mas grande de interfase
(Adjonu et al., 2014b; Aluko, 2015; Jeewanthi et al., 2015; Sinha et al., 2007). Por
tanto, una proteolisis demasiado extensa produce un hidrolizado final con anfifilicidad
reducida, lo que es perjudicial para la formacion y estabilidad de la emulsion (Chen et
al., 2011; Gbogouri et al., 2004; Lam and Nickerson, 2013). Esta tendencia concuerda
también con los resultados del estudio de Jung et al. (2005), que encontraron la maxima
estabilidad para las emulsiones preparadas con hidrolizados de soja a DH 4% y pH 7.
De manera similar, (Lopes-da-Silva and Monteiro, 2019), estudiaron el efecto del DH
sobre las propiedades emulsionantes del aislado de proteina de soja, concluyendo que la

actividad emulsionante es superior a niveles bajos de DH.

En cuanto a la influencia del pH, en la Figura 6.2 se aprecia que los valores méas bajos
de IAE y IEE se observaron a pH 4, cerca del punto isoeléctrico de las proteinas de SPI,
como ocurre con las emulsiones estabilizadas con los hidrolizados de proteina de WPC.
La carga neta de los péptidos podria minimizarse a pH 4 lo que puede implicar una
disminucion de la hidrofobicidad y la solubilidad y, por tanto, su movilidad a través de
la interfase seria menor (Adjonu et al., 2014a; Mutilangi et al., 1996). Para las
emulsiones estabilizadas con hidrolizados de SPI, los valores de pH alejados del punto
isoeléctrico mejoraron la estabilidad de la emulsién y muestran valores maximos de
IAE y IEE en las emulsiones a pH 8 (Figura 6.2). Esto puede ser debido a un aumento
de la solubilidad de los péptidos y a una mayor exposicién de grupos hidrofilicos e
hidrofobicos de los hidrolizados de SPI a pH maés alto (Adjonu et al., 2014a).

Como se muestra en la Figura 6.2 las propiedades emulsionantes de los hidrolizados de

proteina de soja producidos con tripsina fueron significativamente superiores
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comparados con los de subtilisina. Los valores més elevados de IAE (13.17+0.27 m?/g)
y IEE (54.83£5.39 min) de la serie experimental se encontraron para la proteina de soja
hidrolizada con tripsina a DH 6% (Figura 6.2). Esto se explica por la especificidad de la
tripsina hacia los enlaces que implican grupos carboxilicos de lisina o arginina,
liberando péptidos hidrofilicos que contribuyen a la estabilizacion de las gotas de aceite
en la emulsién (Ashaolu, 2019; Zhao and Hou, 2009). En linea con estos resultados,
Zhao y Hou (2009) lograron hidrolizados de proteinas de soja (DH 1-2%) producidos
con tripsina con un mejor IAE que los hidrolizados por neutrasa. Del mismo modo,
otros estudios revelaron una solubilidad superior y propiedades emulsificantes de los
hidrolizados de proteina de soja producidos con tripsina (Adjonu et al., 2014b; Taherian
etal., 2011).

La Figura 6.3 muestra los indices de capacidad emulsificante (IAE, IEE) de los
hidrolizados de BP con subtilisina y tripsina en funcién del DH. En los hidrolizados de
BP el pH de la emulsion influyé drésticamente en sus propiedades emulsificantes.
Solamente a pH 2 los hidrolizados mostraron actividad y estabilizaron la emulsion. Esto
contrasta con la afirmacion de que a pH bajo, la carga en las cadenas laterales de
aminoéacidos débilmente &cidas y basicas se ven influenciadas y se pueden volver menos
solubles (Gbogouri et al., 2004) disminuyendo asi las propiedades emulsificantes. Sin
embargo, en estudios con hidrolizados de proteina procedente de bacaladilla como el de
Egerton et al. (2018), obtuvieron resultados excelentes en solubilidad a pH 2. El punto
isoeléctrico de las proteinas de pescado suele variar entre pH 4.5 y 5.5. Asi, Klompong
et al. (2007) al considerar el efecto del pH sobre IAE e IEE en hidrolizados de proteina
de jurel (Selaroides leptolepis), encontraron a pH 4 los valores méas bajos coincidente
también con una menor solubilidad a ese pH. IAE e IEE generalmente aumentaron a
medida que el pH se alej6 de pH 4-5 (Klompong et al., 2007). En relacion a la
influencia del grado de hidro6lisis en las propiedades emulsificantes de la bacaladilla,
solamente a DH bajos (DH 2-6%) se consigui6 estabilizar la emulsion. Esto se debe a
que las propiedades emulsionantes empeoran con el aumento de DH, ya que, se produce
la liberacion de péptidos pequefios que exhiben menos actividad superficial e
hidrofobicidad (Gbogouri et al., 2004; Kristinsson and Rasco, 2000).
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Figura 6.3 indice de Actividad Emulsionante (IAE, m%g) e indice de Estabilidad Emulsionante (IEE,
min) a pH 2 en funcion del grado de hidrdlisis (2, 4 y 6%) para los hidrolizados de proteina de Bacaladilla
producidos con subtilisina y tripsina.

Como se observa en la Figura 6.3, el IAE presenta los mejores valores para los
hidrolizados con DH 4% independientemente de la enzima utilizada (14.02+1.34 y
14.94+1.36 m?/g). Sin embargo, el IEE para los hidrolizados con subtilisina disminuye
conforme aumenta el DH de 2% a 6%. Para los hidrolizados de proteina de bacaladilla
con tripsina el IEE presenta el valor méas elevado a DH 4% (81.97+£6.16 min). Estos
resultados estan en consonancia con estudios previos que evalian las propiedades
emulsificantes de hidrolizados de proteina de pescado con subtilisina donde los indices
IAE e IEE disminuyeron (p<0.05) a medida que aumentaba el DH, y a DH 5%, los
hidrolizados exhibieron fuertes propiedades emulsionantes (Klompong et al., 2007).
Ademaés, Garcia-Moreno et al. (2017) obtuvieron hidrolizados de proteina de bacaladilla
hidrolizada a DH 4%, donde los valores de capacidad emulsificante fueron
notablemente superiores al resto de los hidrolizados de DH 8% y 12%. En ese estudio
los valores mas elevados de capacidad emulsificante se alcanzaron a DH 4% para los
hidrolizados de tripsina y con respecto a la estabilidad de la emulsion, los hidrolizados
de subtilisina a DH 4% presentaron el valor mas alto, 92.7 minutos, y un promedio de

58 minutos para los hidrolizados de tripsina (Garcia-Moreno et al., 2017).
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6.1.3.2.  Optimizacion de las propiedades emulsificantes

Para los sustratos que presentaron propiedades emulsificantes en un rango amplio de pH
y DH, hidrolizados de WPC y SPI, se llevd a cabo la modelizacion matematica de las
propiedades emulsionantes, IAE e IEE, mediante el procedimiento descrito en el
Apartado 6.1.2.2.2., tomando como variables de entrada, el sustrato empleado, el DH
final de los hidrolizados, asi como el pH de formacion de la emulsion, y como variables
de respuesta, IAE e IEE. De esta forma se pueden predecir las caracteristicas y
condiciones Optimas para conseguir el hidrolizado con mejores propiedades

emulsificantes.

Se obtuvieron modelos independientes con cada enzima para los indices de actividad y
estabilidad de la emulsion (IAE, IEE) en funcion del tipo de sustrato, del DH y pH de
formacion de la emulsion. Como se ha mencionado en el Apartado 6.1.2.2.2 los
modelos cubicos (Ecuacion (9)) se redujeron hasta obtener los modelos expresados por
las Ecuaciones (12) y (13) para la enzima subtilisina y (14) y (15) para la enzima

tripsina donde se eliminaron los términos con un valor p asociado superior al 5%:

IAE (Subtilisina) =11.13+3.58 - S-0.37-S-DH-265-S:pH+0.04 - S (12)

.DH - pH +0.27 - S - pH 2

IEE (Subtilisina) =41.76 + 17.18 - S —1.06 - DH-14.52 - pH-9.82-S-pH (13)

+0.12 -DH -pH+381-pH?+1.07-S-pH?-0.29 - pH?®

IAE (Tripsina) = 19.15 —7.38 - pH+1.36 - pH*+0.03- S - pH?-0.01 - (14)

DH?. pH —0.081 - pH 3+ 0.01 - pH ? -DH

IEE (Tripsina) = 80.6 1 —32.03 - pH~5.05- S -pH + 0.96 - DH - pH-0.53 - (15)
DH?+5.90 -pH?+0.84-S-pH?+0.03-DH*-0.05- DH?- pH —0.40 -

pH®
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La bondad de ajuste del modelo reducido tuvo unos coeficientes de correlacién de R*=
81.55% y 83.54% para IAE e IEE respectivamente con subtilisina y de R?=72.30% para
IAE y 83.55% para IEE con tripsina. Por tanto, los modelos matematicos ajustaron bien
los datos experimentales, y de esta manera, los modelos permiten predecir
adecuadamente la influencia de los factores experimentales sobre las variables de
respuesta. Los modelos de regresion expresados por las Ecuaciones (12), (13), (14) y
(15) permitieron la generacion de graficos de superficie para IAE e IEE (Figuras 6.4,
6.5, 6.6, 6.7 y 6.8). Estos graficos representan la influencia de las variables de entrada,
sustrato, DH, pH sobre las variables de respuesta IAE e IEE segin los modelos
matematicos desarrollados. Mediante estos graficos se visualiza facilmente la tendencia
de los conjuntos de datos y los valores éptimos. La modelizacion realizada predice que
los hidrolizados de SPI (SPH) exhiben mejores propiedades emulsionantes que los
hidrolizados de concentrado de WPC (WPH). Con subtilisina el maximo IAE se alcanza
para WPH hidrolizado a DH 2 y pH 8 (Figura 6.4, Tabla 6.1), mientras que el maximo
IEE, para SPH también hidrolizado a DH 2 y pH 8 (Figura 6.5, Tabla 6.1). Para tripsina
los valores méximos de ambas variables de salida (IAE e IEE) se obtienen para SPH
hidrolizado a DH 6.5 y pH 8 (Tabla 6.1, Figura 6.6 y Figura 6.7). Las propiedades
emulsionantes de los hidrolizados de tripsina son ligeramente superiores a las obtenidas
con subtilisina. Ambas enzimas tienen diferente especificidad. La subtilisina es una
proteasa de amplio espectro, cominmente utilizada para mejorar la solubilidad de la
proteina (Garcia-Moreno et al., 2017; Joye and McClements, 2014). En contraste, la
tripsina escinde preferiblemente el lado carboxilico de la arginina y lisina, liberando
péptidos cargados positivamente, y por lo tanto hidréfilos, al medio (Adamson and
Reynolds, 1996; Mutilangi et al., 1996). Estos péptidos estabilizan las gotas de aceite
mediante efectos estéricos (Lopes da Rosa et al., 2018). Respecto al grado de hidrdlisis,
con subtilisina los mejores indices se obtienen a DH 2 para ambos sustratos (Figuras
6.4, 6.5, 6.8 (a) y (b)). Para tripsina se obtienen a grados de hidrolisis de 6.4-6.5 en
ambos sustratos (Figuras 6.6, 6.7, 6.8 (c) y (d)). La mejora de las propiedades
emulsionantes a DH bajo se ha descrito ampliamente en numerosas publicaciones
(Adjonu et al., 2014b; Lam and Nickerson, 2013; Sinha et al., 2007). En relacion al pH,
se puede concluir que un pH de 8 conduce a indices de actividad y estabilidad

significativamente mejores independientemente de la enzima y el sustrato. En general,
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valores de pH alejados del punto isoeléctrico de las proteinas generan mejores IAE e
IEE debido a una mejor solubilidad de la proteina, de este modo se explica la tendencia
en los modelos a un ligero repunte de los valores de actividad y estabilidad a pH 2 como
puede observarse en los graficos de superficie.

Tabla 6.1 Valores méaximos de IAE e IEE obtenidos para cada enzima con los modelos. *S: Sustrato;

DH: Grado de hidrdlisis; IAE: indice de Actividad Emulsionante; IEE: indice de Estabilidad
Emulsificante; WPC: Concentrado de proteina de lactosuero; SPI: Aislado de proteina de soja.

Enzima IAE maximo, MG S DH, % pH
Subtilisina 10.61 WPC 2 8
Tripsina 12.96 SPI 6.5 8
Enzima IEE Maximo, MiN S DH, % pH
Subtilisina 32.40 SPI 2 8
Tripsina 44.39 SPI 6.5 8

WPH-Subtilisina

205
'II', 7
%

Figura 6.4 Grafico de superficie de IAE para los hidrolizados de proteina de lactosuero (WPH) con
subtilisina. ElI maximo de IAE para subtilisina se sefiala con un marcador'¥.
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SPH-Subtilisina

Figura 6.5 Grafico de superficie de IEE para los hidrolizados de proteina de soja (SPH) con subtilisina. El
méaximo de IEE para subtilisina se sefiala con un marcador'¥.

SPH-Tripsina

Figura 6.6 Gréafico de superficie de IAE para los hidrolizados de proteina de soja (SPH) con tripsina. El
maximo de IAE para tripsina se sefiala con un marcador'¥.
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SPH-Tripsina

Figura 6.7 Grafico de superficie de IEE para los hidrolizados de proteina de soja (SPH) con tripsina. El
maximo de IEE para tripsina se sefiala con un marcador'V.
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Figura 6.8 Graficos de superficie para (a) IEE para los hidrolizados de WPH con subtilisina, (b) IAE para
los hidrolizados de SPH con subtilisina, (c) IAE para los hidrolizados de WPH con tripsina, (d) IEE para
los hidrolizados de WPH con tripsina.

Dado que los objetivos individuales de maximizar IAE e IEE no pueden conseguirse
simultaneamente, se combinaron en la funcién objetivo (10). Los valores

experimentales (DH y pH) que maximizan la funcién bi-objetivo establecida por la
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Ecuacion (10) para cada enzima (subtilisina y tripsina) por separado estan reflejados en
la Tabla 6.2 junto con el maximo absoluto predicho por los modelos. En los 6ptimos
obtenidos las propiedades emulsificantes tienen niveles maximos a pH 8 (Tabla 6.2,
Figuras 6.5, 6.6, 6.7). En condiciones neutras y alcalinas, el aumento de DH afectd
negativamente la actividad emulsificante, mientras que mejoré significativamente la
estabilidad de la emulsion (Figuras 6.6 y 6.7). Para ambas propiedades, se detectd un
minimo dentro del rango de pH 4-5, independientemente del grado de hidrdlisis,
correspondiente al pH isoeléctrico de la proteina de soja (Taheri et al., 2014; Zhao and
Hou, 2009).

Tabla 6.2 Parametros optimos (S, pH, DH) que maximizan la funcion objetivo. *S: Sustrato; DH: Grado
de hidrolisis; 1AE: Indice de Actividad Emulsionante; IEE: Indice de Estabilidad Emulsificante; FO:

Valor de la funcién objetivo. SPI Aislado de Proteina de Soja. En negrita y color pardmetros del 6ptimo
absoluto.

Obijetivo S pH DH,% IAE, m’g IEE, min FO
Optimo Subtilisina SPI 8 2 10.61 25.38 1.55
Optimo Tripsina SPI 8 6.5 12.16 44.39 1.99

Por tanto, segun el procedimiento de optimizacion, la emulsion a pH 8 preparada a
partir de hidrolizado de soja con tripsina y a DH 6.5% presentd una combinacion éptima
de condiciones de proceso para obtener los mejores indices IAE e IEE (Tabla 6.2). Los
indices de emulsién previstos para esta emulsién fueron de 12.16 m%g y 44.40 min.
Estas condiciones dptimas fueron validadas experimentalmente por un estudio de

estabilidad fisica y oxidativa como se detalla en el siguiente apartado.

6.1.3.3.  Estudio de estabilidad fisica y oxidativa de la emulsién estabilizada con

el hidrolizado con capacidad emulsificante ptima

En este apartado se evalud la capacidad para estabilizar emulsiones de aceite en agua
del hidrolizado seleccionado anteriormente. EIl procedimiento de optimizacion descrito
en el Apartado 6.1.3.2., predice que una emulsion a pH 8, estabilizada con hidrolizado
de SPI a DH 6.5% con tripsina es la que mayor estabilidad fisica posee. Se preparo la
emulsidn, codificada como SHT6.5, y se someti6 a un estudio acelerado de estabilidad
fisica y oxidativa durante 10 dias a 20°C, segun los procedimientos descritos en el

Apartado 6.1.2.2.4. Para comparar el efecto del hidrolizado, también se sometié al
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mismo estudio una emulsion de control, preparada con aislado de proteina de soja sin

hidrolizar, codificada como SPI.
6.1.3.3.1. Estabilidad fisica de la emulsién

Se determind el potencial zeta para obtener informacién sobre la carga superficial en la
interfase aceite-agua de las emulsiones y, de esta manera, obtener una medida de su
estabilidad inicial. Tanto la emulsion SHT6.5 como la de control presentaron valores
iniciales (absolutos) altos de potencial zeta, -52.57+3.26 mV y -48.71+2.40 mV,
respectivamente. El potencial negativo se debe al pH de las emulsiones, por encima del
punto isoeléctrico de la proteina. En general, con valores de potencial zeta superiores a
30 mV o inferiores a -30 mV, la agregacion de particulas se evita debido a repulsiones
electrostaticas (Astete et al., 2009). Un valor absoluto mas alto del potencial zeta
implica una mayor estabilidad de la emulsiéon (Hou et al., 2019), ya que, refleja mejor
repulsion entre las gotas de aceite, y su agregacion también se minimiza (Wu et al.,
2018). Los resultados estan en linea con otros estudios en emulsiones con proteina de
soja y sus hidrolizados (Wang et al., 2020; Zhu et al., 2020).

La Figura 6.9 muestra la evolucion del tamafio de gota, representada por el didmetro de
Sauter (D3>) a lo largo del periodo de almacenamiento. Este didmetro D3, representa el
diametro de una esfera que tiene la misma relacion volumen/area superficial que una
gota de la emulsion. Este diametro tiene relevancia especialmente en estudios donde el
area superficial disponible es importante, como es este caso. Ya que, la relacion
volumen/area afectara a la adsorcion e interacciones del emulsificante y posibles
oxidantes. La distribucion del tamafio de particula de la emulsion SHT6.5 fue
monomodal y el didmetro D3, de la emulsion SHT6.5 aumentd continuamente con el
tiempo a una velocidad de 0.02 um por dia hasta el dia 6. A partir de este dia, el tamafio
de las gotas experiment6 un ligero aumento de 0.07 um hasta 0.221+0.01 um (Figura
6.9). La emulsion de control (SPI) presentd un comportamiento similar, con una
distribucion monomodal de tamafios durante el periodo de almacenamiento, aunque a
partir del dia 6 muestra una ligera tendencia hacia una distribucion bimodal més
evidente a dia 10, donde se detectd un segundo pico centrado en D3, igual a 7.4 um

(Figura 6.10). Esto se debe a la union de las gotas de aceite en unidades mas grandes
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que produce la desestabilizacion fisica de la emulsion, que podria estar acompafiada por
un aumento de la oxidacién lipidica. Como se muestra en la Figura 6.9, los diametros de
Sauter para la emulsién SHT6.5 fueron significativamente mas bajos que los de la
emulsion de control durante todo el periodo de almacenamiento. Estos tamafios de gota
mas pequefios en la emulsion SHT6.5 hacen que sea fisicamente més estable, ya que, el
tamafio de gota mas pequefio conforma un éarea interfacial mayor que facilita una
absorcion del emulsificante también mayor que la conformada en la emulsién SPI. Un
tamafo de gota mas pequefio supone mejorar la estabilidad frente a la agregacion de las
gotas en la emulsion. Esto se debe al hecho de que las fuerzas de atraccion que
normalmente promueven la floculacion o coalescencia se debilitan al disminuir el

tamano de gota.

mSPI OSHT6.5
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Dia0 Dial Dia 3 Dia 6 Dia 10

Figura 6.9 Tamafio de particula (D3,) de las emulsiones estabilizadas con aislado de proteina de soja
(SPI) e hidrolizado de proteina de soja (SHT6.5) durante el periodo de almacenamiento a 20°C. *Letras
diferentes representan diferencias significativas entre SP1 y SHT6.5 (p <0.05).
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Figura 6.10 Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones de aceite de pescado en agua
estabilizadas con aislado de proteina de soja intacta (SPI) e hidrolizado de proteina de soja (SHT6.5) a dia
10 de almacenamiento.

Esta tendencia a un menor tamafio de particula en la emulsion SHT6.5 con respecto a la
emulsion de control, puede apreciarse de forma més clara en la Figura 6.11, que muestra
la evolucion del didmetro de Brouckere o diametro medio en volumen (D43) de ambas
emulsiones durante el periodo de almacenamiento. Este didmetro refleja el tamafio de
las particulas que constituyen la mayor parte del volumen de la muestra. ES mas
sensible a la presencia de particulas grandes en la distribucion de tamafio. Para la
emulsion SHT6.5 el D43 se incrementd de 0.296+0.004 pm a dia 1 hasta 0.324+0.021
um en el dia 10. Mientras que en la emulsion de control con soja sin hidrolizar SPI, el
D43 tuvo un valor a dia 1 de 0.346+0.017 pum, significativamente por encima del
obtenido para la emulsion SHT6.5 al final del periodo de almacenamiento a dia 10. La

emulsion de control SPI a dia 10 alcanzé un valor de Dy 3 de 0.52040.060 um.

Por otro lado, la Figura 6.12 muestra los Dgy que representan el tamafio de particula
correspondiente al percentil 90. Esto es el valor de didmetro que divide la poblacion de
gotas de manera que el tamafio del 90% de las gotas es menor que ese valor. Este valor
para la emulsion SHT6.5 se sitla por debajo de los 0.700 um hasta el dia 10 donde se
incrementa a 0.858+0.063 pum, mientras que, en la emulsion SPI los valores de Dgy son
mas elevados, por encima de 0.75 um, hasta alcanzar a dia 10 un valor de 1.145+0.186

um. Ambos valores se situan en un rango de tamafio de gota en linea con los tamafios de
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emulsiones alimentarias que se producen en homogeneizadores de alta presién, 0.1-2
um. Evidentemente, la tendencia durante el periodo de almacenamiento de 10 dias es
similar a la apreciada en los didmetros D3,y Dy 3.
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Figura 6.11 Tamafio de particula (D,43) de las emulsiones estabilizadas con aislado de proteina de soja
(SPI) e hidrolizado de proteina de soja (SHT6.5) durante el periodo de almacenamiento a 20°C. *Letras
diferentes representan diferencias significativas entre SP1 y SHT6.5 (p <0.05).
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Figura 6.12 Tamafio de particula (D) de las emulsiones estabilizadas con aislado de proteina de soja
(SPI) e hidrolizado de proteina de soja (SHT6.5) durante el periodo de almacenamiento a 20°C. *Letras
diferentes representan diferencias significativas entre SP1 y SHT6.5 (p <0.05).
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Por tanto, se aprecia que la hidrdlisis del aislado de proteina de soja mejord sus
propiedades emulsionantes con respecto a la proteina nativa. Los péptidos en la
emulsion SHT6.5, disminuyen la tension interfacial y facilitan la formaciéon de una
interfase estable entre el aceite y el agua al adsorberse en la superficie de las gotas de
aceite formadas durante la homogeneizacion, y crean una membrana protectora que

inhibe la coalescencia de las gotas de aceite (Freitas de Oliveira et al., 2015).

Se obtuvieron resultados similares a los de este estudio para una emulsion de aceite en
agua estabilizada con proteina de arroz hidrolizada con tripsina a DH 6.36% (Pan et al.,
2019). En ese estudio, se obtuvieron hidrolizados de proteina de arroz mediante
hidrolisis enzimatica con diferentes proteasas (neutrasa, tripsina y subtilisina) y se
evalud la estabilidad de las emulsiones producidas con los diferentes hidrolizados. Los
hidrolizados de tripsina formaron una emulsién mas estable, se adsorbian facilmente en
la interfase en comparacion con los hidrolizados de subtilisina y neutrasa. En el tamafio
de particula obtuvieron un aumento de 0.04 pm en el tamafio de gota durante el
almacenamiento de 7 dias. En el dia 1 de almacenamiento, el D3, fue de 0.27+ 0.01 um
y 0.31£0.02 pum en el dia 7 (Pan et al., 2019). En otro estudio, con hidrolizados de
proteina de soja, reportan una buena estabilidad fisica de las emulsiones (Chen et al.,
2019). En ese estudio, los tamafios de gota son mas elevados que en esta investigacion
debido a que utilizaron el doble de concentracién de aceite en emulsion. La proteina de
soja fue hidrolizada con pepsina y obtuvieron D, iniciales de 1.37+0.18 um. Estos
fueron los maés estables fisicamente tras 24 horas en comparacion con las emulsiones
estabilizadas con proteina sin hidrolizar y con hidrolizados con papaina (Chen et al.,
2019). En general, para lograr una buena estabilidad fisica, es importante que las
emulsiones enriquecidas con acidos grasos Omega-3 tengan un tamafio de gota medio
por debajo de 0.5 um (Walker et al., 2015). Estudios previos con proteina vegetal no
hidrolizada para estabilizar emulsiones de Omega-3 y Omega-6, con proporciones de
proteina y aceite similares a las de este estudio, reportan didmetros D3, desde 0.3 pm
(Gumus et al., 2017; Hu et al., 2003b; Qiu et al., 2015) hasta mas de 1 um (Wang et al.,
2020; Zhu et al., 2020).
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6.1.3.3.2. Estabilidad oxidativa de la emulsion

Para evaluar la estabilidad oxidativa de la emulsion estabilizada con el hidrolizado de
proteina de soja, SHT6.5, se determiné el indice de perdxidos del aceite extraido de la
misma y se compar0 con el de la emulsidn de control con SPI intacta, durante el periodo
de almacenamiento de 10 dias. La Figura 6.13 a), muestra la evolucion del valor de
peréxidos (PV) de ambas emulsiones en funcion del tiempo. Para la emulsion SHT6.5,
el valor de peroxidos inicial (PVi) es similar al obtenido para el aceite de pescado
refinado (<1 mmol de Oy/kg de aceite). Estd ampliamente aceptado que el proceso de
emulsificacion aumenta la susceptibilidad de las gotas de aceite a la oxidacion de
lipidos (McClements, 2005), ya que, aumenta el contacto entre los &cidos grasos
poliinsaturados con el oxigeno y otros agentes prooxidativos. En este sentido, la
interfase actla como una efectiva barrera contra la oxidacion (Genot et al., 2013). En
nuestro caso, este efecto se mejora por las propiedades emulsionantes y antioxidantes
del hidrolizado de proteina de soja (Gibbs et al.,, 2004; Di Giorgio et al., 2019;
McClements and Decker, 2000; Moure et al., 2006; Pefia-Ramos and Xiong, 2002;
Zhang et al., 2018; Zhao and Xiong, 2015).

Como se muestra en la Figura 6.13 a), el PV para la emulsion SHT6.5 mostré un
aumento constante desde el primer dia de almacenamiento, hasta alcanzar un valor de
56.65 mmol/kg de aceite a dia 10. Tendencias similares en la evolucion de la
concentracion de compuestos de oxidacion primaria se han encontrado en emulsiones de
aceite de pescado en agua estabilizadas con hidrolizado de soja (B-conglicinina) (Phoon
et al., 2014) y con lecitina, ampliamente utilizado como emulsionante natural (Ogawa et
al., 2003). En emulsiones estabilizadas de aceite de maiz en agua con lecitina, la
concentracion de perdxidos aumentd durante un periodo de almacenamiento mas largo
(Ogawa et al., 2003). Los autores indican que es posible que los iones Fe?* o Fe®*
enddgenos se unan a la capa de lecitina en la emulsién, y a través de la atraccion
electrostatica entre las gotas recubiertas de lecitina cargadas negativamente y los iones
de hierro cargados positivamente, se podria promover la oxidacion lipidica de las
emulsiones (Ogawa et al., 2003). Las diferencias en los valores de PV entre este trabajo

y los estudios mencionados se deben al proceso de incubacién realizado en el andlisis
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para determinar PV. Por otro lado, los niveles de PV de la emulsion de control (SPI)
aumentaron mas rapidamente que los de SHT6.5 hasta el tercer dia de almacenamiento.
La hidrolisis liber6 parcialmente grupos hidréfobos de la proteina de soja que quedan
mas accesibles para ejercer su efecto antioxidante y mejorar la estabilidad oxidativa de
la emulsion comparado con el efecto de la proteina sin hidrolizar (Zhang et al., 2018).
En un estudio de caracterizacion de emulsiones estabilizadas con aislado de proteina de
soja sin hidrolizar durante un periodo de 10 dias de almacenamiento, los valores de
peréxidos aumentaron drasticamente a partir del segundo dia de almacenamiento
Ilegando a alcanzar hasta un valor de aproximadamente 130 mmol/kg de aceite a dia 10
(Cui et al., 2014). Otros estudios sobre la capacidad para inhibir la oxidacion lipidica de
la proteina de soja e hidrolizado de proteina de soja a DH 5%, sometidos a estrés
oxidativo en emulsiones y durante un periodo de 14 dias de almacenamiento,
encontraron que ambos podian retardar la formacién de TBARS (medida de oxidacion
lipidica mediante el método de determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico) en las emulsiones (Zhao and Xiong, 2015). Para las emulsiones
estabilizadas con el hidrolizado de proteina de soja esa tendencia era mejor que con la
proteina sin hidrolizar (Zhao and Xiong, 2015). Esto, si se compara con los resultados
obtenidos en el presente estudio con SHT6.5, pone de manifiesto el efecto de la
hidrdlisis sobre la mejora de la capacidad antioxidante de la proteina de soja.

A partir del tercer dia de almacenamiento, los valores de PV fueron ligeramente
inferiores a los observados para SHT6.5, pero no existen diferencias significativas entre
las emulsiones al final del periodo de almacenamiento. Aunque esta tendencia podria
reflejar una mayor estabilidad del SPI contra la oxidacion de lipidos, no es asi de
acuerdo con la evolucion mostrada por el indice de anisidina (Figura 6.13 b)). El SPI
presento niveles mas altos de anisidina (AV) durante todo el periodo de almacenamiento
y experimentaron un fuerte aumento a partir del sexto dia. EI comportamiento
conflictivo entre los valores de perdxidos y anisidina mostrados por la muestra SPI
puede explicarse por el progreso de las reacciones de oxidacién. La oxidacion de los
lipidos produce compuestos de oxidacion primarios, perdxidos, que posteriormente se
descomponen en productos de oxidacion secundarios. Estos Gltimos no pueden ser

cuantificados mediante el andlisis de PV, pero se reflejan en el valor de anisidina (AV).
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Garcia-Moreno et al., 2016a, en su estudio de estabilidad oxidativa de emulsiones de
aceite de pescado en agua estabilizadas con hidrolizados de proteina de pescado también
observaron esta tendencia, concluyendo que la tasa de descomposicion de perdxidos en

productos de oxidacion secundarios era mayor que la tasa de formacion.

a) 70
60
—_ 50 1
=
&0 40 -
°
£ 30 -
E
520 A
a
10 4 =< =S PI
==SHT6.5
0 {'-l T T T T
0 2 4 6 8 10
Dias de almacenamiento
b)

= =SPI

10 ==SHT6.5

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

Dias de almacenamiento

Figura 6.13 a) Evolucion del valor de peroxidos (PV) y b) valor de anisidina (AV) para la emulsion
estabilizada con hidrolizado de proteina de soja (SHT6.5) y la emulsién de control con aislado de proteina
de soja sin hidrolizar (SPI).

El valor de anisidina (AV), por tanto, mide los compuestos de oxidacion secundarios y
es mas sensible a aldehidos, principalmente 2-alquenales y 2, 4-alcadienales, presentes
en el aceite emulsionado (Jacobsen, 2010). La emulsion de control (SPI) mostr6 un AV
significativamente mayor que la emulsién SHT6.5 (Figura 6.13 b)). Eso podria ser
debido al hecho de que la hidrolisis libera parcialmente grupos hidréfobos de la
proteina, y el hidrolizado, podria mostrar una capacidad mas eficiente de eliminacién de
radicales libres y actividad quelante de hierro en comparacion con la proteina intacta
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(Zhang et al., 2014, 2015, 2018). Los peptidos derivados de la hidrolisis, debido a su
estructura, son menos propensos al plegamiento conformacional que las proteinas y esto
asegura que la mayoria de sus grupos reactivos estén siempre disponibles para

reacciones antioxidantes (Aluko, 2015).

La mejor estabilidad oxidativa mostrada por el hidrolizado de proteina de soja (SHT6.5)
con respecto a la proteina sin hidrolizar, se confirma por la evolucién del valor de
TOTOX, que cuantifica la generacion global de productos de oxidacion. El valor de
oxidacion total (TOTOX) es un indice de oxidacion integral calculado a partir de la
suma ponderada del valor de perdxidos (PV) y el valor de p-anisidina (AV), como se
describe en el Apartado 6.1.2.2.4.2.2.

Segun la Figura 6.14, que representa el valor TOTOX en funcion del tiempo, la
emulsion SHT6.5 exhibié una mayor estabilidad a la oxidacion lipidica durante todo el
periodo de almacenamiento. El fuerte aumento entre los dias 3 y 6 también se refleja en
este indice, aunque los valores generales de TOTOX del hidrolizado fueron inferiores a
los observados para el aislado de proteina (SPI).
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Figura 6.14 Evolucion del valor de TOTOX para la emulsién SHT6.5 y de control (SPI).

Los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad de la emulsion preparada con el
hidrolizado con capacidad emulsificante Optima, muestran que se logré6 mayor

estabilidad fisica y oxidativa en comparacién con la emulsién empleando aislado de

142



Resultados y discusion

proteina de soja intacta en los seis primeros dias de almacenamiento. Sin embargo, cabe
esperar una mejora de la estabilidad oxidativa si los hidrolizados con propiedades
emulsificantes presentaran mejor capacidad antioxidante. Por este motivo, es necesario
determinar las propiedades antioxidantes de los hidrolizados. El hidrolizado que consiga
estabilizar la emulsion de manera més eficaz sera el que reuna ambas propiedades,

emulsificante y antioxidante, en la proporcién y condiciones adecuadas.
6.1.3.4. Estudio de las propiedades antioxidantes

Como se tratd en el apartado de antecedentes bibliogréaficos, las propiedades funcionales
de los hidrolizados de proteinas dependen en gran medida de la fuente de la que procede
la proteina y de las condiciones de la hidrélisis como el DH y tipo de enzima
(Chalamaiah et al., 2012; Ipsen et al., 2001). La hidrolisis enzimética influye en el peso
molecular, la hidrofobicidad y en sus grupos polares lo que afecta a su capacidad como
antioxidantes (Camacho et al., 2001; Kristinsson and Rasco, 2000; Wu et al., 2003).
También se ha discutido como los hidrolizados de proteina de lactosuero, soja y
bacaladilla pueden poseer propiedades antioxidantes que inhiban o prevengan la
oxidacion lipidica en sistemas alimentarios complejos. En este apartado, se evalla la
influencia del grado de hidrdlisis (DH 2, 4, 6, 10, 14%), el tipo de enzima utilizada
(subtilisina, tripsina) y sustrato proteico (WPC, SPI, BP) sobre la capacidad
antioxidante de esos hidrolizados. La determinacion se realizé mediante tres métodos de
analisis: Actividad inhibidora de radicales libres, poder reductor de Fe** y poder

quelante de Fe?*.
6.1.3.4.1. Actividad inhibidora de radicales libres

Para la determinacion de la actividad inhibidora de radicales libres se ha utilizado el
método de analisis que evalla la capacidad de cada hidrolizado para inhibir al radical
DPPH. Esto se expresa en términos de concentracion inhibitoria media del hidrolizado
(ICs0) en mg/ml. Es decir, la concentracion de hidrolizado necesaria para inhibir al
radical DPPH en un 50%.
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Figura 6.15 Actividad inhibidora de DPPH en funcion del grado de hidrdlisis alcanzado (DH) y la enzima
utilizada (subtilisina o tripsina) de: a) hidrolizados de concentrado de proteina de lactosuero (WPH), b)
hidrolizados de aislado de proteina de soja (SPH) y c) hidrolizados de proteina de bacaladilla (BPH).

La Figura 6.15 representa la actividad inhibidora de DPPH, en valores de ICs, para los
hidrolizados de concentrado de proteina de lactosuero (WPH), aislado de proteina de
soja (SPH) y proteina de bacaladilla (BPH) en funcion del grado de hidrdlisis alcanzado
(DH) y la enzima utilizada, subtilisina o tripsina. Estos resultados muestran una mayor
capacidad para inhibir al radical DPPH para los hidrolizados de SPH y BPH en
comparacion con los de WPH. El mejor valor de ICsy obtenido fue con el hidrolizado de
proteina de bacaladilla con subtilisina a DH 6% (0.74+0.09 mg/ml). SPH y WPH
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presentan el mejor valor también con subtilisina a DH 2% (1.26+0.08 mg/ml) y DH
14% (4.09+£0.07 mg/ml) respectivamente (Figura 6.15). En general, los hidrolizados con
subtilisina muestran mayor capacidad para inhibir al radical DPPH que los hidrolizados
con tripsina. En diferentes estudios, se ha encontrado que la actividad inhibidora del
radical DPPH de los hidrolizados derivados de subtilisina es mayor que la de otros
hidrolizados (Arise et al., 2019; Ngo et al., 2010; Qian et al., 2008; Sarmadi and Ismail,
2010). La enzima subtilisina, en comparacion con otras proteasas (tripsina, neutrasa,
papaina), proporciona mayores rendimientos en la produccion de péptidos antioxidantes
(Kim et al., 2001; Park et al., 2001), esto es debido a que produce secuencias de
péptidos mas cortas y pueden reaccionar mas facilmente con radicales libres (Karimi et
al., 2020; Ngo et al., 2010; Qian et al., 2008). Asi, en un estudio en el que se hidrolizé la
proteina de piel de rana usando subtilisina, neutrasa, pepsina, papaina, a-quimotripsina
y tripsina, el hidrolizado de subtilisina mostroé la mejor actividad inhibidora de DPPH,
expresada en porcentaje de inhibicion (56.3£2.32%), en comparacién con los
hidrolizados con las otras proteasas (Qian et al., 2008). Sin embargo, estudios con
sustratos proteicos procedentes de sardina y jurel que comparan hidrolizados con
subtilisina y tripsina no muestran diferencias significativas en la capacidad para obtener
péptidos con actividad inhibidora de DPPH de una enzima a otra (Morales-Medina et
al., 2016). No obstante, en esos estudios con hidrolizados de pescado, a medida que el
DH aumentaba, la capacidad para captar radicales libres disminuia (Morales-Medina et
al., 2016). Tendencia que va en linea con otros estudios de proteina de pescado (Garcia-
Moreno et al., 2014b; Klompong et al., 2007). En esta investigacion, el incremento de
DH en los hidrolizados de proteina de bacaladilla sigue esa misma linea. En los
hidrolizados de soja y lactosuero esa tendencia a la disminucion de la actividad
inhibidora del radical DPPH con el aumento del DH no es tan clara (Figura 6.15 a) b)).
En un estudio con pulpa de soja tampoco se apreciaron diferencias significativas en la
actividad inhibidora del radical DPPH en hidrolizados con subtilisina con DH que
variaron de 16.85 a 33.6% (Sbroggio et al., 2016). Incluso en otros estudios se observo
gue aumentaba la actividad a DH elevados (DH 20-40%) (Peng et al., 2010; Zhang et
al., 2010). La mejora de la actividad de captacion de radicales libres DPPH a valores de
DH maés altos puede atribuirse al aumento de la capacidad para donar electrones e

hidrogeno de los péptidos con menor tamafio, ya que, a medida que el grado de
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hidrolisis aumenta el tamafio de los péptidos se reduce (Garcia-Moreno et al., 2017;
Kim et al.,, 2019). Todos estos estudios reportan resultados diversos, y ponen de
manifiesto que, la actividad antioxidante de los hidrolizados, se ve afectada no solo por
el tamafio y el tipo de proteasa empleada en la hidrolisis enzimatica, sino también por la

secuencia y la composicion de aminoacidos.
6.1.3.4.2.  Poder reductor de Fe**

Se determind la capacidad de los hidrolizados WPH, SPH y BPH para reducir Fe** a
Fe?*. Para el ensayo de poder reductor, la presencia de agentes reductores en los
hidrolizados se determing analizando la reduccion del complejo Fe**/ferrocianuro a una
forma ferrosa. Es decir, se determiné la capacidad de los hidrolizados para donar un
electrén o hidrégeno a una especie prooxidante convirtiéndola en un compuesto mas
estable. Mediante esta donacion de electrones, se puede regenerar una molécula
antioxidante oxidada (Shahidi and Zhong, 2010).

La Figura 6.16 muestra los resultados obtenidos en la determinacion del poder reductor
de los hidrolizados WPH, SPH y BPH en funcion del DH y la enzima utilizada. El
hidrolizado que presenta mejor poder reductor es el obtenido mediante hidrdlisis de
WPC con subtilisina con un DH de 14% (6.63+£2.20 mg/ml) seguido del hidrolizado de
WPC a DH 10% con subtilisina (7.95+2.15 mg/ml) (Figura 6.16 a)). El fuerte poder
reductor de los hidrolizados de WPC puede deberse al aumento de la disponibilidad de
iones de hidrégeno producidos por la hidrolisis con subtilisina (Kong and Xiong, 2006;
Morales-Medina et al., 2016). Del mismo modo, con SPI y BP los mejores valores se
obtuvieron también con subtilisina a DH 10% (14.33+3.68 mg/ml) y DH 6% (9.8+0.36
mg/ml), respectivamente (Figura 6.16 b) y c)). Los BPH y WPH presentan mejores
valores en comparacion con los SPH. Esto es debido a diferencias en los perfiles de
amino&cidos en los péptidos de los hidrolizados, procedentes fuentes proteicas distintas,
y su tamafio molecular que les confieren mayor o menor capacidad de reduccién
(Garcia-Moreno et al., 2014b; Theodore et al., 2008). En general, los hidrolizados de
subtilisina muestran mejores valores de capacidad reductora respecto a los de tripsina,
pero no de forma tan pronunciada como en la determinacion anterior de la actividad

inhibidora de radicales libres. También en estudios con proteinas de germen de trigo y
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proteinas de WPC tratadas con subtilisina fueron capaces de reducir Fe** de manera
eficaz (Peng et al., 2010; Zhu et al., 2006), mientras que en estudios con proteina de
pescado los hidrolizados de subtilisina el poder reductor fue significativamente mas
bajo que con otras enzimas, lo que puede ser debido a los grados de hidrdlisis méas
elevados (DH >22 %) (Egerton et al., 2018; Klompong et al., 2007). En un estudio con
proteina de jurel no se encontraron cambios significativos (p>0.05) en el poder reductor
entre los hidrolizados de subtilisina y Flavorzyme a DH comprendidos entre 5 y 15%,
sin embargo, a DH mas elevados , 25%, los hidrolizados de subtilisina mostraban menor
capacidad (Egerton et al., 2018).

Respecto a la influencia del grado de hidrolisis, el aumento de DH en el rango de 2 a 14
% se aprecia una ligera mejora de la capacidad reductora. Otros autores también
obtuvieron una mejora con el incremento de DH en el poder reductor para la mayoria de
hidrolizados de aislado de proteina de soja (Freitas de Oliveira et al., 2015) y para
hidrolizados de proteina de lactosuero (Peng et al., 2010). Sin embargo, en hidrolizados
con proteinas de sardina el poder aumentd hasta un maximo en DH 5% pero en
hidrolizados de proteina de pintarroja disminuyo conforme aumentaba el DH lo que
indica que el sustrato proteico influye en la capacidad reductora de los hidrolizados
(Garcia-Moreno et al., 2016a).
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Figura 6.16 Poder reductor en funcién del grado de hidrdlisis alcanzado (DH) y la enzima utilizada
(subtilisina o tripsina) de: a) hidrolizados de concentrado de proteina de lactosuero (WPH), b)
hidrolizados de aislado de proteina de soja (SPH) y c) hidrolizados de proteina de bacaladilla (BPH).

6.1.3.4.3.  Poder quelante de Fe**

Los iones de metales de transicion como el Fe?* y Cu* pueden actuar como
catalizadores de reacciones de oxidacion facilitando la conversion del anion superdxido
y de peroxido de hidrdgeno en un radical hidroxilo, que puede iniciar la peroxidacion de
lipidos (Li et al., 2012). Asi, los hidrolizados con capacidad para quelar los iones

metélicos podrian disminuir la oxidacion de lipidos.
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Figura 6.17 Poder quelante en funcion del grado de hidroélisis alcanzado (DH) y la enzima utilizada

(subtilisina o tripsina) de: a) hidrolizados de concentrado de proteina de lactosuero (WPH), b) aislado de
proteina de soja (SPH) y c) proteina de bacaladilla (BPH).

La Figura 6.17 muestra los valores de capacidad quelante de metales, en valores de ICs,
de los hidrolizados en funcién del DH y la enzima. En general, los hidrolizados WPH,
SPH y BPH muestran una gran capacidad para actuar como quelantes de iones
metalicos (Figura 6.17). Sobre todo los BPH con tripsina, con el mejor ICso a DH 14%
(0.41+0.02 mg/ml). Los I1Csy de los WPH, SPH y BPH oscilan entre 1.35£0.04 mg/ml y
0.41+0.02 mg/ml. La actividad quelante aumentd con el incremento de DH y esto indica
que un mayor grado de escision de los enlaces peptidicos produce hidrolizados con
mayor actividad quelante de metales (Freitas de Oliveira et al., 2015). Estos resultados

149



Resultados y discusion

estdin en consonancia con estudios tanto en aislado de proteina de lactosuero
hidrolizados con subtilisina, en los que la actividad quelante de Cu®** y Fe** aumentaba
con el DH (Peng et al.,, 2010). Como en hidrolizados de SPI con una proteasa
procedente de Chryseobacterium sp. (Freitas de Oliveira et al., 2015) y en proteinas de
pescado, en los que el aumento del DH también incrementaba la actividad quelante de
los hidrolizados (Klompong et al., 2007; Morales-Medina et al., 2016).

Al igual que con las propiedades emulsificantes, también seria deseable ajustar a
modelos estadisticos las propiedades antioxidantes con el objetivo de predecir un
optimo antioxidante. Sin embargo, no es posible actualmente obtener modelos fiables
que optimicen las propiedades antioxidantes. Esto es debido a que en la capacidad
antioxidante, resulta determinante la naturaleza quimica de los péptidos derivados de la
hidrolisis enzimatica. De este modo, las propiedades antioxidantes de los hidrolizados
WPH, SPH y BPH son mas dependientes de la secuencia de aminoacidos, que del

tamafio de los péptidos.

6.1.3.5.  Seleccion de los hidrolizados con mejor capacidad emulsificante y

antioxidante

Para la obtencidn de hidrolizados con caracteristicas adecuadas para la estabilizacion de
lipidos funcionales en alimentos, es necesario combinar las capacidades antioxidantes y
emulsificantes. En base a los resultados obtenidos en los Apartados 6.1.3.2., 6.1.3.3. y
6.1.3.4., se eligieron tres hidrolizados candidatos de cada sustrato proteico, WPC, SPIl'y
BP, con las caracteristicas necesarias para lograr la estabilizacién de lipidos en matrices
alimentarias como son las emulsiones de aceites enriquecidos en acidos grasos Omega-
3.

6.1.3.5.1. Hidrolizados procedentes de concentrado de proteina de lactosuero

En relacion a la capacidad antioxidante, los hidrolizados de proteina de lactosuero con
mejores valores de DPPH y de poder reductor se encontraron a grados de hidrolisis
entre 10 y 14% hidrolizados con subtilisina. Concretamente a DH 14% se obtuvieron
valores de ICs de 4.09+0.07 y 6.63+£2.20 mg/ml para actividad inhibidora de DPPH y
poder reductor, respectivamente. Y a DH 10% de 4.45+0.00 y 7.95+2.15 mg/ml,
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respectivamente. En poder quelante, los mejores resultados se obtuvieron con tripsina
en el rango de DH de 10 a 14%. Con valores de ICsy de 0.72+£0.07 mg/ml con DH 14%
y 0.87£0.03 mg/ml para DH 10%.

Por otro lado, para poder seleccionar un hidrolizado de entre los que presenten mayor
capacidad antioxidante, se tienen en cuenta los modelos obtenidos anteriormente en el
Apartado 6.1.3.2. Con los modelos matematicos se pueden optimizar las propiedades
emulsificantes en el rango de DH 10-14% en el que los hidrolizados con subtilisina
muestran las capacidades antioxidantes mayores. En la Tabla 6.3 se muestran los
valores de pH Optimos para grados de hidrolisis entre 10 y 14% analizados y el valor de
la funcion objetivo en los WPH hidrolizados con subtilisina. Se obtuvieron valores
maximos en las propiedades emulsificantes (IAE e IEE) para el hidrolizado de WPC
con subtilisina a DH 10 a pH de emulsién igual a 8 (Tabla 6.3.).

Tabla 6.3 Optimos de pH para hidrolizados de WPC con subtilisina. DH: grado de hidrélisis; IAE: indice
de Actividad Emulsificante; IEE: indice de Estabilidad Emulsificante. FO: Valor de la funcion objetivo.

WPC Subtilisina
DH,% pH IAE,m%g IEE,min FO

10 8 9.97 24.81 1.36
11 8 9.89 24.73 1.35
12 8 9.81 24.66 1.34
13 8 9.73 24.59 1.33
14 8 9.66 24.52 1.33

De este modo, el hidrolizado de WPC con subtilisina DH 10% (WPHZ10) se eligio para
el estudio de estabilidad en emulsiones de aceite enriquecidas en acidos grasos Omega-3
a pH 8. Las capacidades antioxidante y emulsificante del hidrolizado con WPC a DH
10% hidrolizado con subtilisina se reflejan en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4 Propiedades antioxidantes y emulsificantes del hidrolizado de concentrado de proteina de

lactosuero a DH 10% con subtilisina (WPH10) seleccionado para el estudio de estabilidad fisica y
oxidativa en emulsiones.

Inhibicion 2 ;
DPPH, mg/mi Poder reductor, mg/ml Poder quelante, mg/ml IAE, m“g IEE, min
WPH10 4.45+0.00 7.95%2.15 0.95+0.01 9.97 24.81
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6.1.3.5.2. Hidrolizados procedentes de aislado de proteina de soja

Los hidrolizados de SPI presentan el mejor valor de DPPH (1.26+0.08 mg/ml) a DH 2%
con subtilisina y en poder quelante y reductor los hidrolizados con subtilisina a DH 14%
(0.50£0.00 mg/ml) y DH 10% (14.33£3.68 mg/ml) respectivamente. De acuerdo con los
modelos de optimizacion de las propiedades emulsificantes obtenidos en el Apartado
6.1.3.2., se pueden optimizar las propiedades emulsificantes de los hidrolizados con
subtilisina que son los que muestran las capacidades antioxidantes mayores. En la Tabla
6.5 se muestran los valores de pH Optimos para cada grado de hidrdlisis analizado y el
valor de la funcion objetivo en los SPH hidrolizados con subtilisina. El valor de pH que
maximiza los valores de IAE e IEE es igual a 8 y el hidrolizado a DH 2% es el que
presenta el mejor valor de la funcién objetivo (Tabla 6.5).

Tabla 6.5 Optimos de pH para hidrolizados de SPI con subtilisina. DH: grado de hidrélisis; IAE: indice
de Actividad Emulsificante; IEE: indice de Estabilidad Emulsificante. FO: Valor de la funcion objetivo.

SPI Subtilisina
DH,% pH IAE,m’ g IEE,min FO
2 8 10.09 32.40 1.55
3 8 9.93 32.33 1.54
4 8 9.77 32.25 1.52
5 8 9.62 32.18 1.51
6 8 9.46 32.11 1.49
7 8 9.30 32.04 1.48
8 8 9.14 31.97 1.46
9 8 8.98 31.90 1.45
10 8 8.82 31.83 1.44
11 8 8.66 31.75 1.42
12 8 8.50 31.68 1.41
13 8 8.34 31.61 1.39
14 8 8.18 31.54 1.38

Por tanto, para el estudio de estabilidad en emulsiones el hidrolizado de SP1 elegido fue
a DH 2% con subtilisina (SPH2). Las capacidades antioxidante y emulsificante del

hidrolizado SPH2 para emulsién a pH 8 se reflejan en la Tabla 6.6.
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Tabla 6.6 Propiedades antioxidantes y emulsificantes del hidrolizado de aislado de proteina de soja a DH
2% con subtilisina (SPH2) seleccionado para el estudio de estabilidad fisica y oxidativa en emulsiones.

Inhibicién

2 -
DPPH, mg/mi Poder reductor, mg/ml Poder quelante, mg/ml IAE, m“g IEE, min
SPH2 1.26 £ 0.08 23.11£5.90 1.11 +0.02 10.09 32.40
6.1.3.5.3. Hidrolizados procedentes de proteina de bacaladilla de descarte

En el estudio de la capacidad emulsificante de los hidrolizados de WPC, SPI y BP, los
BPH solamente emulsificaban a pH 2 para los DH 2, 4 y 6%. A otros pH, 4,6y 8, la
emulsion se desestabiliza e incluso ni llega a emulsificar. Por este motivo no fue posible
su ajuste a un modelo matematico. Se eligié bacaladilla hidrolizada para esta
investigacion en base a estudios previos que se realizaron en el grupo de investigacion
gue demostraban su capacidad emulsificante (Garcia-Moreno et al., 2017). También ha
dado resultados favorables en emulsificante a pH 2, y en antioxidante a DH 4%

hidrolizada con tripsina como se ha discutido en los Apartados 6.1.3.1. y 6.1.3.4.

En cuanto a la capacidad antioxidante, los mejores valores de I1Cso (mg/ml) son para los
hidrolizados de subtilisina a DH 6% con DPPH de 0.74+0.09 mg/ml y poder reductor de
9.18+0.36 mg/ml y para capacidad quelante el hidrolizado a DH 14% con tripsina
(0.41+0.02 mg/ml). El inconveniente es que esos hidrolizados no presentan buena
capacidad emulsificante y se descartaron por ese motivo. El hidrolizado de bacaladilla a
DH 4% con tripsina (BPH4) presenta buenos valores de antioxidante como se refleja en
la Tabla 6.7.

La bacaladilla hidrolizada a DH 4% con tripsina y a pH 2 en la emulsion, presenta el
mejor comportamiento emulsificante con valores de IAE e IEE de 14.94+1.36 m?/g y
81.97+6.16 minutos respectivamente. De este modo, se eligié el hidrolizado de BP a
DH 4% con tripsina (BPH4) para el estudio de estabilidad en emulsiones.

Tabla 6.7 Propiedades antioxidantes y emulsificantes del hidrolizado de proteina de bacaladilla a DH 4%
con tripsina (BPH4) seleccionado para el estudio de estabilidad fisica y oxidativa en emulsiones.

Inhibicion 2 .
DPPH, mg/mi Poder reductor, mg/ml Poder quelante, mg/ml IAE, m“g IEE, min
BPH4 1.46 +0.20 11.00+£0.34 0.95+0.01 14.94+1.36 81.9746.16
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6.1.4. Conclusiones

La hidrolisis enzimética de proteinas de concentrado de proteina de lactosuero, aislado
de proteina de soja y de proteina de bacaladilla produjo hidrolizados con propiedades

emulsificantes.

De forma general, grados de hidrolisis bajos y condiciones de pH alejadas del punto
isoeléctrico mejoraron las propiedades emulsificantes. Los modelos matematicos
obtenidos fueron capaces de ajustar los datos experimentales de los hidrolizados de
concentrado de proteina de lactosuero y aislado de proteina de soja, lo que permitid
identificar al hidrolizado de soja producido con tripsina a DH 6.5% como el hidrolizado

con mejores propiedades emulsificantes.

La emulsion producida con el hidrolizado de soja con tripsina a DH 6.5% present6 una
buena estabilidad fisica. Para lograr una mejor estabilidad oxidativa es necesario
considerar las capacidades antioxidantes de los hidrolizados de concentrado de proteina

de lactosuero, aislado de proteina de soja y proteina de bacaladilla.

La hidrolisis enzimatica de las proteinas en estudio generd hidrolizados con buenas
propiedades antioxidantes. En general, los hidrolizados procedentes de los tres sustratos
proteicos estudiados mostraron una gran capacidad para actuar como quelantes de iones
metalicos. Los hidrolizados de aislado de proteina de soja y proteina de bacaladilla
muestran una mayor capacidad para inhibir al radical DPPH en comparacion con los de
concentrado de proteina de lactosuero. Respecto al poder reductor, los hidrolizados de
proteina de bacaladilla y concentrado de proteina de lactosuero presentan mejor
capacidad que los hidrolizados de aislado de proteina de soja. De forma general los
hidrolizados con subtilisina presentaron mejores propiedades antioxidantes que los

hidrolizados con tripsina.

Los hidrolizados de cada sustrato proteico estudiado que presentaron mejores
propiedades emulsificantes y antioxidantes en conjunto son el hidrolizado de
concentrado de proteina de lactosuero a DH 10% con subtilisina (50°C, pH8) (WPH10),
el hidrolizado de aislado de proteina de soja a DH 2% con subtilisina (50°C, pH8) vy el
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hidrolizado de proteina de bacaladilla a DH 4% con tripsina (50°C, pH8) (BPH4)
(Tabla 6.8).

Tabla 6.8 Hidrolizados del estudio con mejores propiedades antioxidantes y emulsificantes en conjunto.

Hidrolizado Dér;ml?lr(:g/nml Poder reductor, mg/ml Poder quelante, mg/ml 1AE, mzlg IEE, min
WPH10 4.45 +0.00 7.95+2.15 0.95+£0.01 9.97 24.81
SPH2 1.26 + 0.08 23.11+£5.90 1.11+0.02 10.09 32.40
BPH4 1.46 £ 0.20 11.00+£0.34 0.95+£0.01 14.94+1.36 81.97+6.16
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6.2. Estudio de la estabilidad fisica y oxidativa de emulsiones
de aceites ricos en acidos grasos Omega-3 con

hidrolizados de proteinas alimentarias

6.2.1. Objetivos y tareas

El objetivo de esta seccion es evaluar la estabilidad fisica y oxidativa de emulsiones de
aceite de pescado, rico en acidos grasos Omega-3, en agua estabilizadas con los
hidrolizados de proteinas alimentarias con mejores propiedades emulsificantes y
antioxidantes, seleccionados en el Apartado 6.1.3.5., WPH10, SPH2 y BPH4.

En primer lugar, se determinaron los perfiles de aminoéacidos y la distribucién de
tamafio molecular de los tres hidrolizados para una caracterizacion mas completa.
Posteriormente, se evalué la capacidad de estos hidrolizados para estabilizar emulsiones
de aceite de pescado rico en acidos grasos Omega-3. Para ello, se produjeron tres
emulsiones con WPH10, SPH2 y BPH4, y se evaluaron sus caracteristicas fisicas y
oxidativas tras someterlas a una oxidacion acelerada durante 10 dias de almacenamiento

en oscuridad y a una temperatura de 20°C.
6.2.2. Procedimiento experimental

Comprende la determinacion del perfil de aminoécidos, tamafio molecular y analisis
proximal de WPH10, SPH2 y BPH4, la produccion de las emulsiones de aceite rico en

acidos grasos Omega-3 en agua y su caracterizacion fisica y oxidativa.

6.2.2.1.  Determinacion del perfil de aminoacidos, tamafio molecular y analisis
proximal de WPH10, SPH2 y BPH4

La determinacion del perfil de aminoacidos y del tamafio molecular de los hidrolizados
WPH10, SPH2 y BPH4 puede proporcionar informacion que completa y justifica las
caracteristicas emulsificantes y antioxidantes que poseen. El perfil de aminoacidos de
los hidrolizados se determind segun el procedimiento descrito en el Apartado 5.2.2.1.
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La distribucion de tamafio molecular se determino segun el procedimiento descrito en el
Apartado 5.2.2.2.

En el analisis proximal de los tres hidrolizados el contenido de proteina se determind
por el método Kjeldahl, asumiendo un factor de conversion de nitrogeno a proteina de
6.25 (Adler-Nissen, 1986) y el contenido de grasa se determind segun el método de

extraccién Soxhlet.
6.2.2.2. Produccién de las emulsiones

Se prepararon tres emulsiones de aceite rico en acidos grasos Omega-3 en agua,
estabilizadas con los hidrolizados seleccionados de concentrado de proteina de
lactosuero DH 10% (WPH10), de aislado de proteina de soja DH 2% (SPH2) y de
proteina de bacaladilla DH 4% (BPH4). Las emulsiones contenian 2% (p/p) de proteina
y 5% (p/p) de aceite de pescado segun la metodologia empleada por Garcia-Moreno et
al. (2016a) como se refleja en el Apartado 5.2.3. Los hidrolizados se disolvieron en agua
destilada. De acuerdo con las condiciones 6ptimas identificadas en la seccion anterior,
el pH se ajustdé a 2 para BPH4 y a 8 para SPH2 y WPH10 mediante la adicion de
soluciones de HCI 1M y NaOH 1M. En primer lugar, la preemulsion se realiz6 agitando
en Ultra Turrax (IKA Werke GmbH & .Co., Staufen, Alemania) a 16000 rpm durante 2
minutos y se afiadid el aceite de pescado durante el primer minuto (Figura 5.2).
Después, la homogeneizacion se realizé en un homogeneizador de alta presion (Panda
Plus 2000, GEA Niro Soavi, Libeck, Alemania) a 450/75 bar en tres ciclos (Figura 5.3).
Para acelerar la oxidacion de lipidos, se afiadio a las emulsiones una solucion de FeSO,
100 mM (4 pl por 1 g de emulsion). También se agregd una solucion de 0.0125 g/ml de
azida de sodio para evitar el deterioro microbiano durante el almacenamiento. Las
emulsiones se almacenaron en oscuridad a 20 °C durante 10 dias en botellas de vidrio
de 30 ml y 26 mm de didmetro interno. Cada botella contenia 10 ml de emulsion. Se
tomaron muestras en los dias 0, 1, 3, 6 y 10 para las medidas de estabilidad fisica y

oxidativa.
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6.2.2.3. Caracterizacion fisica de las emulsiones

Para evaluar la estabilidad fisica de las emulsiones de aceite rico en &cidos grasos
Omega-3 sometidos a oxidaciéon acelerada durante 10 dias a 20°C, se determiné el
potencial zeta, la distribucion de tamafio de particula, test de creaming y se evaluo la

estructura de las emulsiones de forma cualitativa.
6.2.2.3.1. Potencial zeta

Se determind el potencial zeta de emulsiones estabilizadas con WPH10, SPH2 y BPH4
a dia 1 para obtener informacion sobre la carga superficial de las gotas en la interfase
aceite-agua, lo que da una idea de la estabilidad inicial de las emulsiones. El potencial

zeta se determind de acuerdo con el procedimiento descrito en el Apartado 5.2.4.1.
6.2.2.3.2. Distribucion del tamafio de gota

Como medida de la estabilidad fisica de las emulsiones durante el periodo de
almacenamiento de 10 dias se determind el tamafio de gota en las emulsiones
estabilizadas con WPH10, SPH2 y BPH4 a dia 0, 1, 3, 6 y 10 de almacenamiento. Su
determinacion se llevo a cabo de acuerdo con el procedimiento descrito en el Apartado
5.2.4.2. Los resultados se obtuvieron en diametro del percentil 90 (Do), didmetro medio

en volumen o de Brouckere (D4 3) y didmetro en volumen/superficie o de Sauter (D3 ).
6.2.2.3.3. Test de creaming y caracterizacion cualitativa de la estructura de las emulsiones

En el Apartado 5.2.4.3. se describe el procedimiento para realizar el test de creaming
que evalla estados avanzados de agregacion en las emulsiones que pueden dar lugar a

separacion de fases.

Para completar el estudio de estabilidad fisica, se realizé una evaluacion cualitativa de
la estructura de las emulsiones estabilizadas con WPH10, SPH2 y BPH4 mediante

microscopia optica segun el procedimiento descrito en el Apartado 5.2.4.3.
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6.2.2.4. Estabilidad oxidativa de las emulsiones

La estabilidad oxidativa de las emulsiones de aceite rico en &cidos grasos Omega-3
sometidas a oxidacion acelerada durante 10 dias a 20°C, se evalu6 mediante el analisis
de los productos de oxidacion primaria con la determinacion del valor de peroxidos
(PV), analisis de productos secundarios de oxidacion mediante la determinacion del
indice de anisidina (Al) y su cuantificacion e identificacion mediante cromatografia de

gases y espectrometria de masas (Dynamic Headspace).

6.2.2.4.1. Determinacidn del valor de peréxidos (PV) y valor de anisidina (AV)

Se determind el PV y AV de las emulsiones estabilizadas con WPH10, SPH2 y BPH4 a
dia 0, 1, 3, 6 y 10 de almacenamiento mediante los procedimientos descritos

anteriormente en los Apartados 5.2.5.1. y 5.2.5.2.

6.2.2.4.2. Cuantificacion e identificacion de productos de oxidacion secundarios volatiles
(Dynamic Headspace GC-MS)

Para la determinacion e identificacion de compuestos volatiles, derivados de la
descomposicion de los compuestos de oxidacion primaria, se empled la técnica
Dynamic Headspace GC-MS descrita en el Apartado 5.2.5.3. La toma de muestra se

realizé también en los dias 0, 1, 3, 6 y 10 de almacenamiento.
6.2.3. Resultados y discusion

Segun se ha descrito en el apartado de procedimiento experimental, para una
caracterizacion mas completa de los hidrolizados WPH10, SPH2 y BPH4 se determind
su perfil de aminoécidos y tamafio molecular. Posteriormente, se caracterizaron las tres
emulsiones de aceite rico en acidos grasos Omega-3 estabilizadas con los hidrolizados

en estudio y se evalud la estabilidad fisica y oxidativa de cada una de ellas.

6.2.3.1.  Analisis proximal, perfil de aminoacidos y tamafio molecular de los

hidrolizados

La Tabla 6.9 muestra la composicion de los hidrolizados WPH10, SPH2 y BPH4. El
hidrolizado SPH2 fue el de mayor contenido de proteina seguido de BPH4 y después de
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WPHJ10, tal y como ocurre en los sustratos proteicos originales. El contenido en lipidos
de BPH4 fue mayor que el de SPH2 y WPH10, a pesar de que la bacaladilla es una de
las especies de descarte menos grasas del mar Mediterraneo (Garcia-Moreno et al.,
2013). En cuanto al perfil de aminoacidos, todos los hidrolizados presentaron altas
concentraciones de acido aspartico, glutdmico, alanina, lisina y leucina (Tabla 6.9).
Aminoacidos con carga negativa, como el aspartico y glutdmico, pueden donar
electrones y actuar como agentes quelantes de metales. Y aminoacidos como la lisina,
con carga positiva, son capaces de unirse y neutralizar radicales libres cargados
negativamente (Aluko, 2015). La alanina y leucina, también presentes en altas
concentraciones en los hidrolizados estudiados, son aminoacidos hidrofébicos a los que
se le atribuyen también capacidades reductoras de iones férricos y quelacion de metales.
Ademas los aminoacidos hidrofobicos mejoran la interaccion de los hidrolizados con el
entorno lipofilo y aumenta la capacidad de captacion de radicales de los péptidos
(Aluko, 2015). Los amino&cidos esenciales en BPH4 y WPH10 representaron alrededor
del 45% del total, mientras que SPH2 tuvo un valor ligeramente inferior (41%) (Tabla
6.9). La proporcion de aminoacidos hidrofobos fue un 5% mayor en WPH10, como ya
se tratd, estos aminoacidos también pueden tener influencia positiva en la actividad

emulsificante de los hidrolizados.

En general, los tres hidrolizados estudiados presentaron altas proporciones de péptidos
de bajo peso molecular (Figura 6.18). Particularmente, BPH tenia méas del 60% de los
péptidos entre 0.5 y 3 kDa. En otros hidrolizados de pescado a DH bajos también se han
observado proporciones similares de péptidos de bajo peso molecular (Garcia-Moreno
et al., 2016a). Esta fraccion de péptidos es un factor importante que afecta a la
inhibicidn de radicales libres y a la actividad quelante de iones metalicos (Sila and
Bougatef, 2016).

En el hidrolizado de SPH2, el bajo grado de hidrolisis (DH 2%) es responsable de la
mayor proporcion de péptidos con alto peso molecular. Esto es importante ya que, la
presencia de péptidos grandes (>2kDa), generalmente mejora las propiedades

emulsificantes del hidrolizado (Schroder et al., 2017) debido a su mejor capacidad para
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absorberse y desplegarse en la interfase aceite-agua. Aunque las propiedades

emulsificantes también dependen de la composicién y la secuencia de los aminoacidos.

Tabla 6.9 Composicion proximal y de aminoacidos del hidrolizado de concentrado de proteina de
lactosuero (WPHZ10), hidrolizado de aislado de proteina de soja (SPH2) y del hidrolizado de proteina de
bacaladilla (BPH4). * Indica aminoacidos hidrofobicos. Las medias con diferentes superindices en la
misma fila son significativamente diferentes (p<0.05).

WPH10 SPH2 BPH4
Humedad, % peso 5.32 +0.17° 2.75+0.13° 3.35+0.06
Proteina, % peso 32.65+0.78° 83.90 + 0.91° 76.76 + 0.43°
Lipidos, % peso 2.29+0.01° 479 +0.06" 9.35+0.15°
Cenizas, % peso 8.08 +0.11° 5.75+0.18° 7.31+0.08°
Composicién de aminoacidos, % Molar
Aminoacidos Esenciales
HIS 3.23 £ 0.09° 10.24 + 0.36" 12.57 + 0.05°
ARG 2.16 +0.25° 5.37 +0.16° 5.21 + 0.05%
THR 7.28 +0.33° 4.03 +0.20° 4.56 + 0.06°
VAL" 5.97 +0.19° 4.60 + 0.04? 4.86 + 0.00°
MET" 1.56 + 0.06° 1.01 + 0.08° 2.61+0.01%
LYS 8.17 + 0.37° 5.78 +0.13° 7.63 +0.00%
ILE” 5.57 +0.12° 4.37 +0.05° 3.81+0.02¢
LEU" 10.14 + 0.32° 7.42 £ 0.09? 7.00 £ 0.23%
PHE" 2.57 +0.14% 3.72+0.26° 2.84 +0.09?
Aminoacidos No Esenciales
ASP 10.23 £+ 0.72%® 11.35+0.74° 9.51 +0.23%
SER 5.72 + 0.52% 6.44 + 0.06° 5.48 +0.13%
GLU 14.19 + 0.63° 16.54 + 1.09° 12.29 + 0.29
GLY 7.19 +1.42° 4.48 +0.88° 6.26 +0.33°
ALA" 6.99 + 0.34° 5.99 + 0.53° 8.31 + 0.46°
PRO 6.91 + 0.10° 5.82 +0.28° 4.37 +0.05°
TYR 2.12 +0.37° 2.85 + 0.20° 2.61 +0.09%
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Figura 6.18 Distribucién del peso molecular del hidrolizado de proteina de bacaladilla (BPH4),
hidrolizado de proteina de soja (SPH2) e hidrolizado de proteina de lactosuero (WPH10).

La capacidad antioxidante es distinta para cada hidrolizado. La Tabla 6.10 muestra un
resumen de las capacidades antioxidantes de los tres hidrolizados determinadas en la
seccién anterior. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el Apartado 6.1.3.4.,
sobre el estudio de las propiedades antioxidantes de los hidrolizados, el BPH4 presento
una notable capacidad antioxidante, presentando actividad inhibidora de radicales libres
significativamente mayor que WPH10 y significativamente mayor capacidad quelante
de metales que SPH2. La alta concentracion de péptidos de bajo peso molecular y alta
proporcion de aminoacidos con potencial antioxidante, como alanina, tirosina, histidina
0 metionina (Aluko, 2015), contribuyen a las buenas caracteristicas antioxidantes del
hidrolizado BPH4. Por otro lado, WPH10 no mostré diferencias significativas en
actividad quelante de metales en comparacién con BPH4. SPH2 mostrd valores de
DPPH similares a los de BPH4 (p>0.05) pero significativamente menor poder reductor
y actividad quelante en comparacion con BPH4 y WPH10. Esto se atribuye, como se
tratd en el Apartado 6.1.3.4, al DH menor de SPH2 que solo permite la exposicion de un
namero limitado de aminoacidos con cadena lateral que donan electrones (Guan et al.,
2018). Ademas, SPH2 presentd la mayor proporcion de péptidos superiores a 3 kDa, lo
que se ha relacionado con una menor capacidad reductora (Kim et al., 2019).
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Tabla 6.10 Actividad antioxidante (valores de 1Cso) del hidrolizado de concentrado de proteina de
lactosuero (WPH10), hidrolizado de aislado de proteina de soja (SPH2) e hidrolizado de proteina de
bacaladilla (BPH4). Las medias con diferentes superindices en la misma columna son significativamente
diferentes (p<0.05).

DPPH, mg/ml Poder reductor, mg/ml  Poder quelante, mg/ml
WPH10 4.45 +0.00° 7.95+2.15% 0.95 +0.01%
SPH?2 1.26 +0.08° 23.11+5.90° 1.11 +0.02°
BPH4 1.46 + 0.20° 11.00 + 0.34% 0.95+0.01°

6.2.3.2.  Caracterizacion y estabilidad fisica de las emulsiones de aceite rico en

acidos grasos Omega-3

Los valores de potencial zeta obtenidos en las emulsiones estabilizadas con los
hidrolizados fueron 36.3+0.06, -46.8+0.72 y -44.0+0.60 mV para BPH4, SPH2 y
WPH10 respectivamente. Son deseables altos valores absolutos de potencial zeta (>30
mV) porque la repulsion electrostatica impide la agregacion de particulas y hace la
emulsion mas estable. Para las emulsiones estabilizadas con BPH4 se obtuvo un
potencial positivo ya que esta emulsion se produjo a pH 2, por debajo del punto
isoeléctrico (pl) de las proteinas de bacaladilla. Por el contrario, las emulsiones
estabilizadas con SPH2 y WPH10 producidas a pH 8, por encima del pl de las proteinas,
tuvieron valores negativos de potencial zeta. EIl potencial zeta mas bajo en valor
absoluto para la emulsion estabilizada con BPH4 implica una reduccion de las
repulsiones entre las gotas de aceite en comparacion con las emulsiones estabilizadas
con SPH2 y WPH10. Sin embargo, los valores negativos de potencial zeta obtenidos en
las emulsiones de SPH2 y WPH10 pueden favorecer las reacciones de oxidacion
lipidica, ya que, las cargas superficiales negativas atraen iones metélicos que son
potentes catalizadores de las reacciones de oxidacion de lipidos (Mei et al., 1999). No
obstante, la capacidad quelante de Fe?* de estos hidrolizados, cuando estan presentes en
la interfase y en la fase acuosa, juega un papel importante en la prevencion de la
oxidacién catalizada por iones metélicos. Esto es especialmente importante en la
emulsion a pH bajo, donde el efecto prooxidante de los iones metélicos es ain mayor
debido a su mayor solubilidad. Asi, en emulsiones de aceite rico en acidos grasos
Omega-3 estabilizadas con citrem a pH 3 presentaban menor estabilidad fisica y

oxidativa que a pH6 en presencia de iones metalicos (Sgrensen et al., 2008).
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D0 = 3 Dia 10

Figura 6.19 Imagenes de camara digital y microscopia 6ptica de las emulsiones WPH10, SPH2 y BPH4 a
dia 0 y dia 10 de almacenamiento a 20°C. Las barras de escala indican 10 pm.

Las emulsiones estabilizadas con los hidrolizados no presentaron creaming después de
10 dias de almacenamiento. La Figura 6.19, muestra imagenes de camara digital y
microscopia optica de las emulsiones de aceite de pescado en agua estabilizadas con los
hidrolizados WPH10, SPH2 y BPH4 a dia 0 y dia 10 de almacenamiento a 20°C. No se
aprecia creaming ni coalescencia durante el periodo de almacenamiento para ninguna de

las tres emulsiones estudiadas.
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Figura 6.20 Distribucion de tamafio de particula a dia 0 a) y variacion en D,3 b) de las emulsiones
estabilizadas con hidrolizado de proteina de bacaladilla (BPH4), hidrolizado de aislado proteina de soja
(SPH2) e hidrolizado de concentrado de proteina de suero (WPH10) durante el almacenamiento a 20°C.
Sin embargo, se observaron diferencias significativas en la distribucion del tamafio de
gota para las diferentes emulsiones estabilizadas con cada hidrolizado (Figura 6.20).
Inicialmente todas las emulsiones presentaron distribucion monomodal sin diferencias
significativas en los valores de D,z (Figura 6.20 b)). Después del primer dia de
almacenamiento, la emulsion estabilizada con BPH4 mostré una distribucién bimodal
con un segundo pico centrado alrededor 11 pum (Figura 6.21). Este segundo pico fue en
aumento durante el periodo de almacenamiento, lo que explica los valores crecientes de
D43 (Figura 6.20 b)) hasta alcanzar un valor de 1.09+0.13 pum tras 10 dias de
almacenamiento. Este comportamiento puede explicarse debido a la baja proporcién de
péptidos de mayor peso molecular. Los péptidos de mayor tamafio suelen ser mas
anfifilicos lo que permite su mejor adsorcion en la interfase aceite-agua (Gbogouri et
al., 2004). Asi, en emulsiones, al 5% de aceite, estabilizadas con hidrolizado de sardina
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DH 3% se obtuvieron didmetros similares inicialmente, pero la estabilidad fisica fue
mayor alcanzando un didmetro D43 de 0.349+0.002 um tras siete dias de

almacenamiento (Garcia-Moreno et al., 2016a).

Volumen, %
B~
Il

0 n T T T 1
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Distribucion de tamaio de particula, pm

Figura 6.21 Distribucion del tamafio de particula de la emulsién de aceite de pescado en agua estabilizada
con hidrolizado de proteina de bacaladilla DH 4% (BPH4) a dia 1 de almacenamiento.

La emulsion estabilizada con SPH2 también mostré un aumento inicial en D43 después
del primer dia de almacenamiento (Figura 6.20 b)). Sin embargo, en este caso, la
distribucion de tamafio se mantuvo estable desde el dia 1 hasta el final del periodo de
almacenamiento. Con el diametro D, 3 se aprecia mejor el comportamiento que con el
D3, ya que, este didmetro refleja el tamafio de las particulas que constituyen la
mayor parte del volumen de la muestra. Ademas, el diametro D43 es mas sensible a
la presencia de particulas grandes en la distribucion. Por lo que se perciben mejor las
variaciones de tamafio de las diferentes gotas de aceite en emulsién. Por este motivo no
se aprecian tan claramente las variaciones de tamafio con el diametro de Sauter de
manera que el D3, se mantuvo en un promedio de 0.155+0.003 pum (Figura 6.22). En un
estudio en emulsiones similares, con 1% hidrolizado y 5% aceite, estabilizadas con
hidrolizado de proteina de haba con DH 4%, obtuvieron un tamafio de gota mas
pequefio, D3, de 0.052+0.001 um. Sin embargo, la estabilidad fisica de la emulsion
después de siete dias fue menor, el tamafio de gota se incrementd al doble del tamafio
inicial (Liu et al., 2019). En otro estudio en emulsiones estabilizadas con hidrolizados
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de proteina de soja, obtienen Dy 3 superiores a 1 um tras 24 horas de almacenamiento.
Pero las concentraciones de hidrolizado (3%) y aceite (10%) eran superiores lo que

influye en el tamafio de gota (Chen et al., 2019).

La emulsion preparada con WPH10 presento una excelente estabilidad fisica. La mejora
observada en la emulsion estabilizada con WPH10 en comparacion con las emulsiones
de BPH4 y SPH2, se debe a la mayor proporcion de péptidos mas grandes (Figura 6.18)
y de aminoacidos hidréfobos en el hidrolizado WPH10 (Tabla 6.8), que tienen
influencia positiva en su actividad emulsificante y, por tanto, en su capacidad para la
estabilizacion fisica de la emulsion. La distribucion monomodal inicial permanecio
inalterada hasta el final del periodo de almacenamiento con D43 0.263+£0.008 um y D3
0.144+0.002 um. Ademas, el tamafio del 90% de las gotas de esa emulsién (Dgyo) a dia
10 fue de 0.607+0.003 um. Mientras que a dia 10 los valores de Dgyy de las emulsiones
SPH2 y BPH4 fueron de 0.782+0.003 um y 0.867+0.050 um, respectivamente. Drapala
et al. (2018), obtuvieron tamafios ligeramente mayores para emulsiones estabilizadas
por hidrolizados de proteina de lactosuero a la misma concentracion de proteina y con
buena estabilidad. Los valores mas elevados en comparacion con esta investigacion se

deben al mayor contenido en aceite, 10%, de las emulsiones.
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Figura 6.22 Tamafio de particula D3, de las emulsiones estabilizadas con hidrolizado de proteina de
bacaladilla (BPH4), hidrolizado de aislado de proteina de soja (SPH2) e hidrolizado de concentrado de
proteina de lactosuero (WPH10) durante el periodo de almacenamiento a 20°C.
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6.2.3.3.  Estabilidad oxidativa de las emulsiones de aceite rico en acidos grasos
Omega-3

La estabilidad oxidativa de las emulsiones de aceite rico en acidos grasos Omega-3,
sometidas a oxidacion acelerada durante 10 dias a 20°C, se evalué mediante la
determinacion del valor de perdxidos (PV) y el analisis de productos secundarios de
oxidacion mediante la determinacion del indice de anisidina (Al) vy, su cuantificacion e
identificacion, mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas (Dynamic

Headspace).
6.2.3.3.1. Determinacidn del contenido en perdxidos (PV)

La Figura 6.23 muestra la evolucion del PV de las emulsiones estabilizadas con
WPH10, SPH2 y BPH4 durante el periodo de almacenamiento. El PV inicial de las
emulsiones SPH2 y WPH10 fue de 2.3 y 3.3 mmol de O,/kg aceite, respectivamente.
Estos valores fueron levemente mas altos que los valores obtenidos para el aceite
refinado (<1 mmol O,/kg de aceite). El alto esfuerzo cortante y la incorporacion del
oxigeno generados durante la produccion de la emulsion podrian ser los responsables de
la ligera oxidacion lipidica observada (Horn et al., 2012). La emulsion BPH4 presento
un PV inicial significativamente mayor, 11.44+0.39 mmol O,/kg de aceite. En este caso,
ademas del proceso de emulsificacion, también influiria en los valores de PV obtenidos,
la oxidacion de los lipidos presentes en el hidrolizado. Esto va en consonancia con los
resultados obtenidos para emulsiones de aceite de pescado en agua estabilizados con
proteinas de pescado como la sardina, con un contenido en lipidos del 2.0£0.1%, y la
pintarroja, con un 0.7£0.1%, cuyos PV iniciales fueron de 7.5 meq O./kg y 3.7 meq
O,/kg, respectivamente (Garcia-Moreno et al., 2016a). Teniendo en cuenta que el
contenido en lipidos del hidrolizado de BP (Tabla 6.9) era mas elevado que el de sardina
y pintarroja, va en consonancia que el PV inicial de esta investigacion sea mayor para

las emulsiones de BPH4.

La evolucion del contenido de peroxidos en las emulsiones durante el periodo de
almacenamiento difiere significativamente dependiendo del hidrolizado empleado
(Figura 6.23). La emulsion de BPH4 sufrié una oxidacion intensa durante los primeros
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tres dias de almacenamiento. El proceso de oxidacion se inicid en los lipidos contenidos
en el hidrolizado durante el proceso de produccion de la emulsion. Esto confirmaria la
importancia de tener un hidrolizado libre de grasa para producir emulsiones
oxidativamente estables. El pH &cido de la emulsion de BPH4 también podria contribuir
a la oxidacion debido a la mayor solubilidad del hierro a pH bajos (Berton-Carabin et
al., 2014). Garcia-Moreno et al. (2016a), observaron un fuerte incremento en los valores
de PV para las emulsiones de aceite de pescado en agua estabilizadas con hidrolizados
de proteina de pescado a pH 2. Las diferencias en los valores de PV de este trabajo con
bacaladilla y el estudio anterior se deben al proceso de incubacién llevado a cabo en los
analisis para determinar el PV. Ghelichi et al. (2017), estabilizaron emulsiones de aceite
de pescado utilizando citrem como emulsionante e hidrolizado de proteina de carpa
como antioxidante. El contenido de grasa del hidrolizado de proteina de carpa era
elevado (~11%), sin embargo, el PV de estas emulsiones se mantuvo en valores
relativamente bajos durante el almacenamiento. Esto era debido a la baja concentracion

de hidrolizado empleado en las emulsiones, 2 mg por ml de fase acuosa.
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Figura 6.23 Valor de peréxidos (PV) de las emulsiones estabilizadas con hidrolizados de concentrado de
proteina de lactosuero (WPH10), aislado de proteina de soja (SPH2) y proteina de bacaladilla (BPH4)
durante el periodo de almacenamiento de 10 dias a 20°C en oscuridad.

Para las emulsiones estabilizadas con SPH2, se observo que tras el primer dia de
almacenamiento, el PV aument6é constantemente hasta alcanzar un valor de 31.46
mmol/kg de aceite en el dia 10 (Figura 6.23). Se observé una tendencia similar en la

evolucidon de la concentracién de compuestos de oxidacion primaria en emulsiones de
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aceite de colza estabilizada con hidrolizado de proteina de haba (Liu et al., 2019). La
Figura 6.23 muestra que el PV mas bajo durante el periodo de almacenamiento se
obtuvo para la emulsién estabilizada con WPH10. Para esta emulsion, el PV (3.49+0.76
mmol/kg de aceite) permanecié constante durante 10 dias de almacenamiento. Otros
autores (Drapala et al., 2018), observaron un aumento significativo en los
hidroperdxidos después de 7 dias de almacenamiento para emulsiones producidas para
una foérmula infantil estabilizadas con un hidrolizado de proteina de lactosuero
comercial con DH 10.7%. Estos valores elevados de PV podrian deberse a la alta
concentracion de sales de hierro utilizadas en la formulacion de esas emulsiones, 8

pg/ml, en comparacion con los 0.04 pg/ml empleados en este estudio.
6.2.3.3.2. Productos de oxidacion secundaria

El indice de anisidina (AV), como se ha tratado en el capitulo anterior, mide los
compuestos de oxidacion secundarios, principalmente 2-alquenales y 2, 4-alcadienales y
es mas sensible a aldehidos insaturados. De manera similar a PV, la emulsion
estabilizada con BPH4 present6 un valor de anisidina inicial significativamente mas alto
que las estabilizadas con WPH10 y SPH2, como se muestra en la Figura 6.24. Esto
podria atribuirse a la oxidacion previa de los lipidos presentes en el hidrolizado y al pH
mas bajo de la emulsion de BPH4. Esta emulsion, mostré un aumento constante en el
AV durante el periodo de almacenamiento. Esa tendencia es similar al aumento
observado en sus valores de PV. Sin embargo, las emulsiones estabilizadas con WPH10
y SPH2 no mostraron un aumento significativo en AV durante los 10 dias de

almacenamiento.
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Figura 6.24 Valor de anisidina (AV) de las emulsiones estabilizadas con hidrolizados de concentrado de
proteina de lactosuero (WPH10), aislado de proteina de soja (SPH2) y proteina de bacaladilla (BPH4)
durante el periodo de almacenamiento de 10 dias a 20°C en oscuridad.

Asimismo, los resultados obtenidos en la determinacion de productos de oxidacion
secundaria (volatiles) indicaron que la emulsion estabilizada con BPH4 fue la maés
oxidada durante el periodo de almacenamiento. Esta emulsion presentd el contenido
inicial més alto y el mayor aumento durante el almacenamiento de los siguientes
volatiles: 2-etilfurano (Figura 6.25 a), 1-penten-3-ol (Figura 6.25 b), pentanal (Figura
6.25 c¢), hexanal (Figura 6.25 d), (t, t)-2,4-heptadienal (Figura 6.25 €), 1-penten-3-ona,
(t)-2-pentenal, heptanal, (c)-4-heptenal, benzaldehido, octanal, nonanal, (t, t)-2,4-
octadieno, (t, c)-2,6-nonadienal (Figura 6.26). Los voléatiles 2-etilfurano, 1-penten-3-
ona, l-penten-3-ol, (t)-2-pentenal, (t)-2-hexenal, (t, t)-2,4-heptadienal y (t, c)-2,6-
nonadienal derivan de la oxidacién de los &cidos grasos Omega-3, lo que sugiere
claramente la mayor oxidacién de EPA y DHA en la emulsién estabilizada con BPH4.
El resto de los volatiles mencionados derivan de la oxidacion de Omega-6 y acidos

grasos Omega-9.

La emulsion estabilizada con SPH2 fue la segunda mas oxidada, como se observa para
pentanal (Figura 6.25 c) y hexanal (Figura 6.25 d). Ademas, esta emulsion, en
comparacion con la emulsion estabilizada con BPH4 y WPH10, presentd mayor
contenido de los siguientes volatiles: 3-metilbutanal (Figura 6.25 f), 3-metil-1-butanol
(Figura 6.25 g), 1-pentanol (Figura 6.25 h), 2-pentilfurano (Figura 6.25 i). Cabe sefialar
que 3-metil-butanal y 3-metil-1-butanol, son productos terciarios de oxidacién de
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lipidos formados por la reaccion de carbonilos reactivos derivados de lipidos
(aldehidos) y grupos amino de los péptidos. De hecho, el aumento en la concentracion
de estos volatiles a dia 6 de almacenamiento (Figura 6.25 f, g) encajan con la
disminucion observada en pentanal y hexanal después de 6 dias (Figura 6.25 c, d). Estos
resultados estan en consonancia con estudios previos que muestran la presencia de 3-
metilbutanal (Sabeena Farvin et al., 2014) y 3-metil-1-butanol (Ghelichi et al., 2017) en
emulsiones de aceite de pescado en agua que contienen hidrolizados de proteina de
pescado. También 2-pentilfurano esta presente en mayor concentracion en la emulsion
estabilizada con SPH2 en comparacion con las estabilizadas con WPH10 y BPH4
(Figura 6.25 i). Sin embargo, aunque 2-pentilfurano se deriva de la oxidacion de los
acidos grasos Omega-3, su concentracion en la emulsién estabilizada de SPH2 es
considerablemente menor en comparacion con la concentracion de otros volatiles
derivados de los acidos grasos Omega-3, por ejemplo 1-penten-3-ol, en la emulsién
estabilizada con BPHA4.
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Figura 6.25 Concentracion de (a) 2-etilfurano, (b) 1-penten-3-ol, (c) pentanal, (d) hexanal, (e) (t,t) -2,4-
heptadienal, (f) 3- metil-butanal, (g) 3-metil-butanol, (h) 1-pentanol, (i), 2-pentilfurano (Ng/gemuision) €N
emulsiones de aceite de agua al 5% de pescado estabilizadas con hidrolizados de proteina de bacaladilla
(BPH4), aislado de proteina de soja (SPH2) o concentrado de proteina de lactosuero (WPH10).
Almacenamiento de 10 dias a 20°C en oscuridad. Los resultados son los valores medios de las mediciones
por triplicado + desviaciones estandar.

En conclusion, la emulsién estabilizada con WPH10 fue la més estable oxidativamente.

Esto no puede atribuirse a una actividad antioxidante superior para este hidrolizado
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(Tabla 6.10). Ademas, la emulsion estabilizada con WPH10 tenia un potencial zeta
negativo que puede favorecer la atraccion de iones metalicos a la interfase donde
pueden interactuar con hidroperdxidos y catalizar la oxidacion de lipidos. Aun asi, la
estabilidad oxidativa mejorada de la emulsion estabilizada de WPH10 en comparacion
con las emulsiones de BPH4 y SPH2, se explica por su mayor estabilidad fisica (Figura
6.19). Del mismo modo, Garcia-Moreno et al.(2016a) atribuyen la estabilidad oxidativa
superior de las emulsiones de aceite de pescado en agua estabilizadas con hidrolizados
de proteina de sardina a un efecto de barrera fisica de la interfase mejorada por la capa
de proteina ubicada en ella. Esto se correlaciona bien con el mayor contenido de
péptidos mas grandes de WPH10 (Figura 6.18), que pueden adsorberse mejor y
desplegarse en la interfase reduciendo la difusién de prooxidantes y proporcionando

estabilidad fisica y oxidativa a la emulsion.
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Figura 6.26 Concentracion de heptanal, t-2-hexenal, 1-penten-3-one, benzaldehido, t-2-pentenal, nonanal,
c-4-heptenal, octanal, t,c-2,6-nonadienal y t,t-2,4-octadieno (NG/Qemusion) €N emulsiones de aceite de
pescado en agua al 5% estabilizadas con hidrolizados de proteina de bacaladilla (BPH), soja (SPH) o
proteina de suero (WPH). Almacenamiento de 10 dias a 20°C en la oscuridad. Los resultados son los
valores medios de las mediciones por triplicado + desviaciones estandar.
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6.2.4. Conclusiones

Los hidrolizados de proteinas alimentarias obtenidos de fuentes sostenibles son una
alternativa adecuada para estabilizar aceites ricos en acidos grasos Omega-3 para su
incorporacion en matrices alimentarias. Los hidrolizados BPH4, SPH2 y WPH10
exhiben buena capacidad antioxidante. No obstante, los resultados reflejan que la
estabilidad fisica de las emulsiones juega un papel importante en su estabilidad
oxidativa. WPH10 fue el hidrolizado que presentd mejor comportamiento al lograr
tamafos de particula mas pequefios y mantener la distribucion monomodal durante el
tiempo de almacenamiento de 10 dias a 20°C. La evolucién del contenido de perdxidos
en las emulsiones durante el periodo de almacenamiento vario significativamente
dependiendo del hidrolizado empleado. La emulsion de BPH4 sufrié una oxidacién
intensa en primeros dias de almacenamiento reflejada en el incremento del PV, mientras
que en la emulsién estabilizada con SPH2 el aumento fue mas leve y constante a lo
largo del tiempo de almacenamiento. La emulsion estabilizada con WPH10 presentd los
valores de perdxidos mas bajos y se mantuvo constante durante todo el periodo de
almacenamiento. En los productos de oxidacion secundarios se confirmé que la
emulsion BPH4 es la mas oxidada seguida de SPH2 y WPH10. Asi, la estabilidad fisica
y oxidativa de las emulsiones varia segun BPH4<SPH2<WPH10.

Por tanto, de los tres hidrolizados estudiados, el hidrolizado WPH10 es el mejor
candidato para estabilizar emulsiones de aceites ricos en acidos grasos Omega-3.
Aunque, SPH2 también tiene potencial para estabilizar este tipo de emulsiones. El
hidrolizado SPH2 puede ser adecuado pero para estabilizar emulsiones utilizadas en
microencapsulacion de aceites ricos en acidos grasos Omega-3, donde el tiempo de
almacenamiento es limitado. Sin embargo, se necesitarian mas estudios para mejorar la
estabilidad fisica y oxidativa de emulsiones de aceites ricos en &cidos grasos Omega-3
estabilizadas con BPH4. Seria interesante un pretratamiento del hidrolizado para
desgrasarlo y eliminar el contenido lipidico que puede influir en la oxidacion prematura

de las emulsiones.

Por tanto, el hidrolizado WPH10 se ha elegido para el siguiente estudio en el que se
evaluaran distintas cargas de aceite/hidrolizado en el proceso de secado por atomizacién
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para microencapsular emulsiones de aceite de pescado en agua para su incorporacion a

matrices alimentarias.
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6.3. Microencapsulacion de emulsiones de aceites ricos en
acidos grasos Omega-3 estabilizadas con hidrolizados de

proteinas alimentarias mediante secado por atomizacion

6.3.1. Objetivosy tareas

El objetivo de este capitulo es evaluar el efecto del hidrolizado de proteina de lactosuero
a DH 10% con subtilisina (WPH10) y la influencia de la concentracion de aceite rico en
acidos grasos Omega-3, en la estabilidad fisica y oxidativa de microencapsulados
producidos mediante secado por atomizacion. El hidrolizado WPH10 se selecciond en la
seccién anterior por su mayor capacidad para estabilizar fisica y oxidativamente
emulsiones de aceite rico en acidos grasos Omega-3 en comparaciéon con los
hidrolizados SPH2 y BPH4.

En este estudio se producen doce microencapsulados diferentes que se caracterizan
fisica y oxidativamente para evaluar el efecto de la concentracion de aceite y de
diferentes ratios de aceite/hidrolizado WPH10, es decir, aceite/emulsificante-
antioxidante. Posteriormente, se evalla la estabilidad oxidativa de los
microencapsulados con mas carga de aceite por ser los casos mas desfavorables

oxidativamente.
6.3.2. Procedimiento experimental

En primer lugar, se microencapsularon emulsiones de aceite rico en acidos grasos
Omega-3 en agua a distintas cargas de aceite/WPH10. Posteriormente, se caracterizaron
los microencapsulados mediante la determinacion del contenido de humedad y actividad

de agua. Se estudid la estabilidad oxidativa mediante la determinacion del PV.

6.3.2.1.  Produccion de microencapsulados

Se microencapsularon emulsiones de aceite de pescado en agua a distintas cargas de
aceite/WPH10. En estos ensayos se fue aumentando progresivamente el ratio
aceite/WPH10 y se mantuvo constante el porcentaje de encapsulante (28%) (Morales-

Medina et al., 2016) (Tabla 6.10). Como agente encapsulante para microencapsular las
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emulsiones de aceite de pescado en agua, se ha empleado jarabe de glucosa DE 38
C*Dry 1934 procedente de Cargill GmbH (Krefeld, Alemania). Se tuvo en cuenta que la
cantidad de solidos no excediera de un maximo para la correcta disolucion de los
componentes de la fase acuosa y posterior formacion de la emulsion. Para reducir el
tamafio de particula y lograr una mejor estabilidad de las microcapsulas, es
recomendable una cantidad de solidos totales entorno al 30-45% en la emulsion antes
del secado (Drusch et al., 2007; Gomes and Kurozawa, 2020; Keogh et al., 2001).

Tabla 6.11 Composicién de las emulsiones de aceite de pescado rico en &cidos grasos Omega-3 a
microencapsular.

Emulsion de
artida Relacion Aceite/WPH10 Aceite, % WPH10, % | Encapsulante, % | Solidos, %
R4-2/0.5 2 0.5 28 32
R4-4/1 4 4 1 28 35
R4-8/2 8 2 28 42
R6-3/0.5 3 0.5 28 33
R6-6/1 6 6 1 28 37
R6-12/2 12 2 28 46
R8-4/0.5 4 0.5 28 34
R8-8/1 8 8 1 28 39
R8-16/2 16 2 28 50

Para la produccion de las emulsiones de aceite rico en acidos grasos Omega-3 para
microencapsular, la fase acuosa se preparé disolviendo el agente encapsulante en la
solucién de hidrolizado preparada segun las concentraciones de la Tabla 6.11.

El pH se ajustd a 8 para todas las emulsiones de partida mediante la adicion de
soluciones de HCI 1M y NaOH 1M. En primer lugar, la preemulsion se realiz6 agitando
en Ultra Turrax (IKA Werke GmbH & .Co., Staufen, Alemania) a 16000 rpm durante 2
minutos y se afiadié el aceite de pescado durante el primer minuto (Figura 5.2).
Después, la homogeneizacion se realiz6 en un homogeneizador de alta presién (Panda
Plus 2000, GEA Niro Soavi, Libeck, Alemania) a 450/75 bar en tres ciclos (Figura 5.3).

La produccioén de las microcapsulas se llevé a cabo mediante secado por atomizacion en
el secadero de laboratorio Biichi B-190 Spray Dryer de Biichi Labortechnik (Flawill,

Suiza). Los secados se realizaron segun el protocolo descrito en el Apartado 5.2.6.
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6.3.2.2.  Caracterizacion de los microencapsulados

Los microencapsulados se caracterizaron mediante la determinacion del contenido de
humedad y actividad de agua descritos en los Apartados 5.2.7.1. y 5.2.7.2. También, se
determind la eficiencia de encapsulacion y grasa superficial, para evaluar el rendimiento
del proceso, y la distribucion del tamafio de particula de los microencapsulados
reconstituidos mediante los procedimientos descritos en el Apartado 5.2.7.3. y en el
Apartado 5.2.7.4. respectivamente.

Para completar la caracterizacion de los microencapsulados, se determiné el indice de
peroxidos inmediatamente después de la formacion de las capsulas (PV inicial) para
tener una referencia inicial del impacto del proceso de secado en la oxidacion del aceite
microencapsulado. La determinacion del PV inicial (PVi) de los microencapsulados se

Ilevé a cabo segun el procedimiento descrito en el Apartado 5.2.8.

6.3.2.3. Estabilidad oxidativa

Para el desarrollo de productos alimentarios enriquecidos en acidos grasos Omega-3
mediante la incorporacién de microcapsulas de aceite de pescado, se pretende lograr que
el contenido en aceite de las capsulas sea elevado. Sin embargo, a nivel oxidativo puede
presentar un inconveniente una elevada concentracion de aceite. Asi, se determind el
contenido de peroxidos de las microcdpsulas durante un periodo de 6 semanas en
oscuridad a una temperatura de almacenamiento de 25°C. De este modo, se pueden
obtener resultados que reflejen el comportamiento oxidativo de los microencapsulados,
su vida util y la viabilidad para su incorporacion a alimentos. El valor de peroxidos se
determind en las semanas 0, 2, 4 y 6 de almacenamiento segun el procedimiento

descrito en el Apartado 5.2.8.
6.3.3. Resultados y discusion

Se evaluo el efecto del hidrolizado WPH10 y la influencia de la concentracion de aceite
rico en A&cidos grasos Omega-3 en la estabilidad fisica y oxidativa de los

microencapsulados producidos mediante secado por atomizacion.
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6.3.3.1.  Caracterizacion de los microencapsulados

Los microencapsulados de aceite rico en acidos grasos Omega-3 estabilizados con el
hidrolizado WPH10 se caracterizaron mediante la determinacion de su contenido en
humedad, actividad del agua, eficiencia de encapsulacion y grasa superficial, el analisis
del tamafio de particula, ademas del contenido de peroxidos del aceite tras el proceso de

secado por atomizacion.
6.3.3.1.1. Contenido en humedad y actividad de agua

El contenido en humedad y los valores de actividad de agua de los microencapsulados
se muestran en la Tabla 6.12.
Tabla 6.12 Contenido en humedad (%) de los microencapsulados. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre los microencapsulados con la misma relacion Aceite/Emulsificante en emulsion. La
nomenclatura de los encapsulados corresponde con la de su emulsién de partida.

Microencapsulados Humedad, % ay
R4-2/0.5 2.3+£0.0° | 0.172+0.000°
R4-4/1 1.2+0.1* | 0.157 +0.002°
R4-8/2 40+0.4° | 0.230+0.001°
R6-3/0.5 1.0+0.0* | 0.159 +0.001°
R6-6/1 2.0+0.0" | 0.183%0.003"
R6-12/2 3.8+£0.2° | 0.177+0.001°
R8-4/0.5 2.4+0.0* | 0.128 +0.002°
R8-8/1 3.3+£04° | 0.150 £ 0.000°
R8-16/2 2.4+0.1* | 0.176 £ 0.000°

El contenido de humedad es una propiedad de las microcapsulas relacionada con su
estabilidad y con la eficiencia del secado. La disminucién en el contenido de humedad
que tiene lugar durante la encapsulacion tiene un efecto protector contra la oxidacion de
los lipidos debido a la reduccion de la movilidad molecular (Vaucher et al., 2019). Un
alto contenido en humedad tiende a aglomerar el polvo seco, induce el crecimiento
microbiano y la oxidacién de lipidos (Chang and Nickerson, 2018). Los niveles de
humedad estan controlados por las caracteristicas de los encapsulantes, como el jarabe
de glucosa en este caso, que reduce significativamente el contenido en humedad durante
el secado (Takeungwongtrakul et al., 2015). Los valores de humedad (%) de las

microcapsulas con mas carga de aceite (R4-8/2, R6-12/2, R8-16/2), hacen previsible su

182



Resultados y discusion

estabilidad microbioldgica ademas de retardar la oxidacion lipidica (Tabla 6.12), ya que,
el contenido de humedad deseado para polvos secos estables en la industria alimentaria
es aproximadamente del 3 al 4% (Chang and Nickerson, 2018). El porcentaje de
humedad medio de los microencapsulados fue de 2.48+0.62%. En estudios con
microencapsulados de aceite de pescado similares y producidos mediante secado por
atomizacion, el contenido en humedad inicial de las capsulas era inferior (1.49+0.02%)
(Drusch et al., 2006). Esto se debe a las condiciones diferentes de secado y tipo de
atomizador utilizado. Sin embargo, en microcapsulas de aceite de coco preparadas con
maltodextrinas, caseinato de sodio, WPC y lecitina y con un atomizador de similares
caracteristicas y a temperaturas de secado similares a las de este estudio, tenian un
contenido de humedad de 2.54+0.45% (Hee et al., 2015), valor muy similar también al

de esta investigacion.

Al igual que el contenido en humedad, la actividad del agua (ay) de las microcapsulas
puede afectar al deterioro microbiano y a la oxidacion lipidica determinando la vida util
de un producto alimentario. Cuando a,, presenta valores entre 0.2 y 0.3 la degradacién
oxidativa esta limitada (Chang and Nickerson, 2018), ya que, se consigue el retraso en
la descomposicion de hidroperdxidos (Velasco et al., 2003). Los valores de a,, obtenidos
son aceptables al oscilar entre 0.128+0.002 y 0.230+0.001 (Tabla 6.12).

6.3.3.1.2. Anadlisis del tamafio de emulsion reconstituida

La distribucion del tamafio de las emulsiones reconstituidas estd relacionada con la
humectabilidad y dispersibilidad, caracteristicas importantes para la incorporacion de
microencapsulados a alimentos (Gomes and Kurozawa, 2020). Ademas, la eficiencia de
la microencapsulacién depende del tamafio de las gotas de aceite en las emulsiones
previas y de su estabilidad fisica durante el secado y la formacion de particulas (Serfert
etal., 2013).
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Tabla 6.13 Tamafio de gota de las emulsiones para microencapsular y de las emulsiones reconstituidas.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras con la misma relacion
Aceite/WPH10. Numeros diferentes indican diferencias significativas entre muestras con la misma
proporcion de WPH10.

Microencapsulados Emulsion de partida Dg g, um Emulsion reconstituida Dg g, um
R4-2/0.5 0.667 + 0.001>"? 0.750 + 0.001**
R4-4/1 0.683 + 0.001"* 0.887 + 0.003°*
R4-8/2 0.632 £ 0.013** 0.856 + 0.016"*
R6-3/0.5 0.642 +0.018*" 0.818 + 0.001**
R6-6/1 0.878 + 0.001"2 1.040 + 0.022°*
R6-12/2 0.903 £ 0.012"* 1.292 +0.091%*
R8-4/0.5 0.701 +0.007** 1.002 + 0.028%°
R8-8/1 1.457 +0.017"3 1.870 + 0.122"?
R8-16/2 2.000 + 0.280°° 1.954 + 0.240"*

Las emulsiones a microencapsular presentaron valores del percentil 90 de tamafo de
gota (Dgo) menores o iguales a 2 um que aseguran suficiente estabilidad para el proceso
de secado por atomizacion (Tamm et al., 2015) (Tabla 6.13). A medida que aumentaba
la relacion aceite/WPH10 y la concentracion de aceite el Dgg se incrementaba. Para las
emulsiones reconstituidas (Tabla 6.13) se observé un aumento significativo en el
tamafio que indica cierta coalescencia del aceite no encapsulado después de reconstituir
la emulsion (Drusch et al., 2007; Soottitantawat et al., 2003).

En la Tabla 6.14, se muestran los valores de D43y D3, de los microencapsulados. En
general, se observo que a mayores concentraciones de aceite se obtuvieron diametros
mayores en las emulsiones reconstituidas (Tabla 6.13, Tabla 6.14). La Figura 6.27 a)
muestra esta tendencia de manera mas clara con los valores del diametro medio en
volumen (D43) en funcion de la carga de aceite en la emulsion reconstituida para cada
ratio aceite/WPH10. En ella, se aprecia el aumento del tamafio con el incremento del
ratio aceite/WPH10 y con la carga de aceite. Otros estudios también encontraron la
misma tendencia al incremento en el tamafio de gota con el aumento del contenido de
aceite procedente de algas, aceite de linaza, aceite de pescado y de oliva virgen extra,
debido a la mayor coalescencia del aceite en los microencapsulados tras el secado (Bajaj
et al., 2017; Polavarapu et al., 2011; Tonon et al., 2011; Zhang et al., 2020).
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Por otro lado, la Figura 6.27 b) muestra los valores del didmetro medio en volumen
(Da43) en funcion de la carga de WPH10 en la emulsion reconstituida para cada ratio
aceite/WPH10. Se observa la misma tendencia a un incremento en el tamafio conforme
aumenta el ratio aceite/WPH10. Sin embargo, en los ratios aceite/WPH10 iguales a 4 y
6 se aprecia una estabilizacion del tamafio de gota en las emulsiones reconstituidas R4-
8/2 y R6-12/2 con mayor carga de hidrolizado WPH10 (2%) (Figura 6.27, Tabla 6.14).
Esto indica la influencia positiva del aumento de la concentracion del hidrolizado de
proteina en el tamafio de gota conforme aumenta la concentracion de aceite en un rango
determinado. Por tanto, para un rango de concentracién de aceite de 2-8% en la
emulsion reconstituida, aumentando la concentracion del hidrolizado WPH10, se puede
contribuir a la disminucién del tamafio de gota lo que beneficiaria la estabilidad fisica
de los microencapsulados. Esta misma tendencia a la estabilidad con el aumento de la
concentracion de hidrolizado de proteinas alimentarias, también se refleja en un estudio
en emulsiones de aceite rico en 4acidos grasos Omega-3 para microencapsular,
estabilizadas con hidrolizados de sardina y jurel con una variacion de la concentracion
de proteina hidrolizada de 0.5 al 2% (Morales-Medina et al., 2016).

Tabla 6.14 Tamafio de gota en D,3 y D3, de las emulsiones reconstituidas. Letras diferentes indican

diferencias significativas entre las muestras con la misma relacion Aceite/WPH10. Numeros diferentes
indican diferencias significativas entre muestras con la misma proporcion de WPH10.

Microencapsulados | Emulsion reconstituida D43, pm | Emulsion reconstituida D3 o, um
R4-2/0.5 0.345 + 0.001** 0.154 £ 0.001**
R4-4/1 0.430 £ 0.018"* 0.170 £ 0.001"*
R4-8/2 0.346 + 0.007** 0.159 + 0.003**
R6-3/0.5 0.402 + 0.001** 0.164 + 0.001*"
R6-6/1 0.514 % 0.020"* 0.199 + 0.008*"2
R6-12/2 0. 497 +0.043"* 0.196 + 0.021%*2
R8-4/0.5 0.487 £ 0.011*° 0.180 + 0.006**
R8-8/1 0.695 % 0.069*? 0.223 +0.024*?
R8-16/2 0.759 + 0.095"2 0.261 + 0.045%*
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Figura 6.27 Didmetro de gota en volumen D, ; en las emulsiones reconstituidas en funcion de: a) la carga
de aceite y b) la carga de WPH10 para cada ratio (R) Aceite/WPH10: R4, R6 y R8.

6.3.3.1.3. Eficiencia de encapsulacion y grasa superficial

La Tabla 6.15 muestra los valores de eficiencia de encapsulacion (EE) y grasa
superficial (GS) de los microencapsulados. En general, se consiguieron buenos
resultados de eficiencia de encapsulacion y en consecuencia, bajos contenidos de grasa
superficial. S6lo para los microencapsulados R6-12/2, con concentracion de aceite del
26% y R8-16/2, con el 32% de aceite, el valor de EE fue inferior al 90% (Tabla 6.15).
Esto se atribuye a varios factores como una proporcion insuficiente de encapsulante en
los microencapsulados con las cargas mas elevadas de aceite, que no puede formar una
pared densa y compacta alrededor del aceite en emulsién (Zhang et al., 2020). También
la aglomeracion y compresion de gotas de mayor tamafio al aumentar la concentracion
de aceite y el tiempo de microencapsulacion altera su estructura y morfologia y provoca
una liberacion del aceite (Bae and Lee, 2008). Del mismo modo, ocurre en un estudio
con microencapsulados mediante secado por atomizacién de aceites procedentes de
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algas, que mostraron que las microcapsulas con un contenido de aceite del 33.3% tenian
una EE mayor que las microcapsulas con un contenido de aceite del 50% (Zhang et al.,
2020). También otros autores comprobaron con microencapsulados de aceite de linaza
empleando proteinas de legumbres que el contenido de aceite fue un factor determinante
que afectd a la EE. La EE disminuyé significativamente a concentraciones de aceite mas
elevadas (Avramenko et al., 2016; Karaca et al., 2013).

Tabla 6.15 Eficiencia de encapsulacion (EE) y grasa superficial (GS) de los microencapsulados. Letras

diferentes indican diferencias significativas entre las muestras con la misma relacion
Aceite/Emulsificante.

Microencapsulados EE, % GS, %
R4-2/0.5 96.63 +0.12"* | 3.37+0.12°7
R4-4/1 98.02 £ 0.07%% | 1.98 +0.07%°
R4-8/2 93.75+0.10*° | 6.25+0.10*°
R6-3/0.5 96.82 £ 0.05° | 3.18 +0.05%°
R6-6/1 93.41 £0.03" | 6.59+0.03"*
R6-12/2 85.36 £ 0.20*° | 14.64 £ 0.20**
R8-4/0.5 94.83£0.15%" | 5.17 £0.15%"
R8-8/1 94.25 + 0.07** | 5.75+0.07°?
R8-16/2 76.55 +0.23*! | 23.45+0.23*!

Atendiendo al tamafio de gota, se ha comprobado en el apartado anterior, que los
microencapsulados con mayor contenido de aceite también presentaban didmetros mas
grandes y su EE es menor. El efecto general del tamafio de gota de la emulsion sobre la
eficiencia de la encapsulacion puede deberse a dos fenGmenos competitivos (Jafari et
al., 2007). Por un lado, las gotas mas grandes tienen un area superficial total mas
reducida para la retencion de aceite, lo que daria como resultado una mejor eficiencia de
encapsulacion (Gomes and Kurozawa, 2020). Pero por otro lado, cuanto mayor sea el
tiempo necesario para la formacién de la pelicula alrededor de las gotas durante el
proceso de secado, mayor sera la pérdida de aceite a encapsular y mayor sera el
contenido de aceite de la superficie (Gomes and Kurozawa, 2020; Jafari et al., 2007).

La muestra que presentd mejor EE fue la del microencapsulado R4-4/1 (98.02+0.07 %)
con un contenido en aceite en la emulsion reconstituida del 4% y un 1% de WPH10.
Rusli et al. (2006), también utilizaron en emulsiones a microencapsular una proporcién

de aislado de proteina de lactosuero del 1% y similar de aceite de pescado (4.5%) con
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jarabe de glucosa (DE 28-30) como encapsulante pero lograron eficiencias de
encapsulacion menores, 81-86%. Varios autores han observado que un aumento en el
valor de DE (dextrosa equivalente) de los encapsulantes se correlaciona positivamente
con un aumento en la eficiencia de la microencapsulacion (Danviriyakul et al., 2002;
Drusch et al., 2012; Hogan et al., 2001). En esta investigacion se seleccion0 el jarabe de
glucosa con DE 38. Puede resultar entonces, que oligosacaridos méas pequefios, DE 38,
producen capsulas menos porosas y mas uniformes en comparacion con encapsulantes
con menor grado de DE 28-30 (Hogan et al.,, 2001; Tamm et al., 2015, 2016a).
También, la proteina hidrolizada, ademés de intervenir en la correcta emulsificacion y
como barrera antioxidante, colabora con el encapsulante en la retencion del aceite
reduciendo el tiempo para formar una pared semipermeable en la interfase aceite-aire
durante el secado (Jafari et al., 2008). Los hidrolizados de proteinas se adsorben
eficientemente en la superficie de la gota de aceite lo que dificulta su difusién a la

superficie de la particula durante el secado por atomizacion (Nesterenko et al., 2012).

Las altas eficiencias de microencapsulacion obtenidas incluso en las emulsiones
encapsuladas con mayor carga de aceite favoreceran su estabilidad oxidativa. El aceite
que queda no encapsulado es propenso a la oxidacién, de modo que, cuanto menos
aceite superficial quede en las microcapsulas mas disminuira el riesgo de difusion de la

oxidacion lipidica (Drusch and Berg, 2008).
6.3.3.1.4. Contenido de peroxidos del aceite de rico en 4cidos grasos Omega-3 microencapsulado

Como se muestra en la Tabla 6.16, el contenido de perdxidos tras el proceso de
microencapsulacion refleja que el procedimiento de secado dio lugar a una ligera
degradacidon oxidativa. La principal desventaja de la microencapsulacion por secado por
atomizacion es la temperatura elevada necesaria, que puede conducir a la oxidacion de
los acidos grasos poliinsaturados (Kolanowski et al., 2006). Ademas, como se tratd en la
seccion anterior, el proceso de produccion de las emulsiones a microencapsular, que
puede suponer la incorporacion de oxigeno y la generacion de esfuerzos cortantes
durante la homogeneizacién, es responsable de la ligera oxidacion lipidica observada.
En otros trabajos de investigacién con microencapsulados de aceite de pescado también
se ha observado esta tendencia (Heinzelmann et al., 2000; Kolanowski et al., 2006;
Morales-Medina et al., 2016; Ozyurt and Durmu, 2020; Vaucher et al., 2019; Zhang et
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al.,, 2015).También Gharsallaoui et al. (2010), observaron cierta floculacién en
emulsiones estabilizadas con proteina de guisante utilizando como encapsulante
maltodextrina y este fenomeno puede ocurrir durante el proceso de secado cuando
aumenta el contenido en sélidos totales. La proximidad de las gotas de aceite por la
formacion de floculos en las emulsiones reconstituidas puede facilitar las interacciones
entre las gotas y promover la oxidacion lipidica (Serfert et al., 2013).

Tabla 6.16 Valor inicial de peréxidos en los microencapsulados. Letras diferentes indican diferencias

significativas entre las muestras con la misma relacion Aceite/Emulsificante. Nimeros diferentes indican
diferencias significativas entre muestras con la misma proporcion de WPH10.

Microencapsulados | PVi, Mmol/Kg aceite
R4-2/0.5 5.77 + 0.88%*
R4-4/1 6.91 + 0.25"2
R4-8/2 7.75+0.47°*
R6-3/0.5 2.84 +0.50*"
R6-6/1 5.84 +0.76"!
R6-12/2 7.37 £ 2.40"!
R8-4/0.5 2.10 £ 0.51**
R8-8/1 6.16 + 0.91°*?
R8-16/2 6.70 + 1.53"!

El aceite de partida contenia un PV inferior a 1 mmol Oy/kg de aceite y los valores
iniciales de los microencapsulados oscilaron en un rango entre 2.10+0.51 y 7.75+£0.47
mmol O,/kg de aceite en funcién de la cantidad de aceite microencapsulado y el
contenido de WPH10 (Tabla 6.16). La emulsidn reconstituida menos oxidada fue la que
contenia un 4% de aceite y 0.5% de WPH10. Tamm et al. (2016a), también obtuvieron
buenos valores de peroxidos tras el secado (< 3.5 mmol O,/kg de aceite) en las
emulsiones microencapsuladas de aceite de pescado estabilizadas con B-lactoglobulina y
B-lactoglobulina hidrolizada a DH 6% (10% de aceite y 0.5% de proteina). Los mejores
valores que los obtenidos en esta investigacion se deben a que las eficiencias de
encapsulacion que obtuvieron eran mejores (97.3-99.7%), a pesar de la concentracion de
aceite mas elevada. Otros estudios también obtuvieron buenos resultados en estabilidad
oxidativa tras el secado por atomizacion con proteinas derivadas de lactosuero (Serfert
et al., 2013; Tamm et al., 2015, 2016b). La acumulacion superficial de proteinas en la

interfase aire-agua conduce a una composicion superficial modificada que resulta
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beneficiosa contra la oxidacion lipidica (Drusch et al., 2012). Aungque un exceso de
proteina puede ser perjudicial en microcdpsulas producidas mediante secado por
atomizacion. Ya que, la cubierta encapsulante puede formarse muy rapidamente, esto
hace que se aumente la resistencia a la evaporacion, lo que puede resultar en un
aumento rapido de la temperatura de las particulas durante el secado y que se prolongue
la exposicion del aceite no encapsulado a alta temperatura, con el consecuente aumento
de peroxidos en los microencapsulados (Drusch et al., 2012; Tonon et al., 2011). Por
tanto, deben tenerse en cuenta las caracteristicas interfaciales y, en consecuencia, las
proporciones de aceite y proteina para mantener la estructura de la emulsion durante

todo el proceso de secado (Drusch et al., 2012).

6.3.3.2.  Estabilidad oxidativa de los microencapsulados

En los procesos de microencapsulacion de aceites con propiedades bioactivas como el
caso de los acidos grasos Omega-3, es interesante lograr encapsular la mayor cantidad
de aceite para enriquecer lo maximo posible las matrices alimentarias a las que se
incorporan. Por este motivo, dado que las eficiencias de microencapsulacion y los
valores de peroxidos iniciales de los microencapsulados con més carga de aceite (R4-
8/2, R6-12/2, R8-16/2) eran adecuadas (Tabla 6.17), se propuso evaluar su contenido de
peréxidos durante un periodo de 6 semanas en oscuridad a una temperatura de
almacenamiento de 25°C. Estas emulsiones, son el caso méas desfavorable por su mayor
contenido en aceite que las hace méas propensas a la oxidacion. De este modo, se pueden
obtener resultados que reflejen el comportamiento oxidativo de los microencapsulados y
su vida util, asi como de su viabilidad para su incorporacion a alimentos.

Tabla 6.17 Valor de peroxidos inicial (PVi) y eficiencia de encapsulacion (EE) de los microencapsulados
con mayor carga de aceite.

Microencapsulados | % Aceite en microcapsulas | PVi, Mmol/Kg aceite EE, %
R4-8:2 19 7.75 £ 0.47% 93.75+0.10°
R6-12:2 26 7.37 £2.40° 85.36 + 0.20°
R8-16:2 32 6.70 + 1.53° 76.55 +0.23%

En los valores iniciales de perdxidos (PVi) no existen diferencias significativas entre los

tres encapsulados (R4-8/2, R6-12/2, R8-16/2), de modo que parten de la misma
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oxidacion inicial tras el proceso de secado. Las diferencias en las eficiencias de

encapsulacion si son significativas (Tabla 6.17).

—— R4-8/2 —=R6-12/2 /—R8-16/2
o 18
3 16
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Semanas de almacenamiento

Figura 6.28 Evolucién del valor de peréxidos (PV) de los microencapsulados con mas carga de aceite en
la emulsion reconstituida (R4-8/2, R6-12/2, R8-16/2) durante seis semanas de almacenamiento en
oscuridad y a 25°C.

La Figura 6.28 muestra la evolucion del valor de peroxidos (PV) de los
microencapsulados con mas concentracion de aceite en la emulsion reconstituida (8%,
12%, 16%) durante las 6 semanas de almacenamiento en oscuridad y a 25°C. En las dos
primeras semanas de almacenamiento, se aprecia el mayor incremento en el PV en los
tres microencapsulados y, a partir de la segunda semana se produce una ligera
estabilizacion hasta la sexta semana. En los microencapsulados R6-12/2 e R8-16/2 se
refleja una ligera disminucion en PV con respecto a la tendencia del microencapsulado
R4-8/2. Esta disminucion implica que la tasa de descomposicion de peroxidos en
productos de oxidacion secundarios en R6-12/2 e R8-16/2 era mayor que su tasa de
formacion (Garcia-Moreno et al., 2016a). De este modo, tiene sentido que los
microencapsulados con menor eficiencia de encapsulacién y méas carga de aceite (R6-
12/2 e R8-16/2) presenten una estabilidad oxidativa inferior al microencapsulado R4-
8/2, con menor contenido en aceite en su formulacion y menor proporcién de aceite
superficial, es decir aceite no encapsulado, 8% aceite en la emulsion reconstituida, 19%
aceite en el microencapsulado, 93.75% EE. Aun asi, los valores de perdxidos obtenidos
para los tres microencapsulados estabilizados con el hidrolizado WPH10 tras 6 semanas

de almacenamiento son bastante prometedores. En la proteina de lactosuero sin
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hidrolizar, numerosos aminoacidos antioxidantes como cisteina y metionina estan
situados en el interior de la molécula y, por lo tanto, poco accesibles para los radicales
libres (Elias et al., 2005). Por este motivo, la hidrolisis enzimética es efectiva para
aumentar su accesibilidad y la eficacia antioxidante sin perder su capacidad quelante de
metales prooxidantes (Tamm et al., 2015). Segun los resultados obtenidos y la literatura
disponible, la hidrolisis da como resultado una mejor accesibilidad de los amino&cidos
con propiedades antioxidantes lo que genera una mayor estabilidad del aceite
microencapsulado (Serfert et al., 2013; Tamm et al., 2015). La mayor accesibilidad de
los aminoacidos antioxidantes mejora la efectividad de los péptidos adsorbidos en la
interfase aceite-agua, donde se inicia la oxidacion de lipidos y se promueven las

reacciones de oxidacion (McClements and Decker, 2000; Tamm et al., 2016b).

En otros estudios ya mencionados, la oxidacion lipidica de aceite de pescado también se
ve significativamente reducida en los microencapsulados estabilizados con hidrolizados
de proteina de lactosuero con DH 6% y con jarabe de glucosa como encapsulante, tras
11 y 12 semanas de almacenamiento a temperaturas de 20-22°C (Tamm et al., 2015,
2016b), y con valores de peroxidos similares (< 20Mmol/kg de aceite) a los de este

estudio en la semana 6 de almacenamiento.
6.3.4. Conclusiones

El hidrolizado de proteina de concentrado de lactosuero WPH10 es un buen
emulsificante y antioxidante para la estabilizacion de microcapsulas de aceite rico en

acidos grasos Omega-3.

Durante el proceso de secado por atomizacion no se degradd el aceite y las

microcapsulas fueron fisicamente estables.

El hidrolizado WPH10 es efectivo en un amplio rango de concentraciones de aceite
microencapsulado y, junto con encapsulantes como el jarabe de glucosa, produce
microencapsulados con altas eficiencias de encapsulacion. Ademas, ayuda a ralentizar
los procesos de oxidacion del aceite microencapsulado durante un periodo de

almacenamiento de 6 semanas a una temperatura de 25°C.
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1. El hidrolizado que presenta mejores propiedades emulsificantes, es el obtenido

mediante la reaccion de hidrdlisis enzimatica de aislado de proteina de soja con

la enzima tripsina (EC 3.4.21.4) a una temperatura de 50°C y pH 8, a DH final

de 6.5% y con un pH de emulsién también igual a 8. Los indices de actividad y

estabilidad emulsionante del hidrolizado (IAE, IEE) obtenidos mediante el

procedimiento de optimizacion tienen unos valores de 12.16 m%/g y 44.39 min,

respectivamente.

2. Los hidrolizados con mejores propiedades emulsificantes y antioxidantes son:

El hidrolizado obtenido mediante la reaccion de hidrolisis enzimética de
concentrado de proteina de lactosuero con la enzima subtilisina (EC
3.4.21.62) a una temperatura de 50°C y pH 8, a DH 10% y con un pH de
emulsion de 8. En el procedimiento de optimizacion de las propiedades
emulsificantes del hidrolizado se obtiene un IAE con un valor de 9.97 m?/gy
un IEE de 24.81 min. En la determinacion de las propiedades antioxidantes
del hidrolizado se obtiene un valor de concentracion minima inhibitoria de
radicales libres de 4.45+0.00 mg/ml. En poder reductor, la concentracion de
hidrolizado capaz de reducir iones de Fe** dando lugar a una absorbancia de
0.5, es de 7.95+2.15 mg/ml y la concentracion del hidrolizado capaz de
quelar la mitad de los iones Fe* en el ensayo de determinacion de capacidad
quelante es de 0.95+0.01 mg/ml.

El hidrolizado obtenido mediante la reaccion de hidrolisis enzimética de
aislado de proteina de soja con la enzima subtilisina (EC 3.4.21.62) a una
temperatura de 50°C y pH 8, a DH 2% y con un pH de emulsién de 8. En el
procedimiento de optimizacion de las propiedades emulsificantes del
hidrolizado se obtiene un IAE con un valor de 10.09 m%g y un IEE de 32.40
min. En la determinacion de las propiedades antioxidantes del hidrolizado se
obtiene un valor de concentracion minima inhibitoria de radicales libres de
1.26+£0.00 mg/ml. En poder reductor, la concentracion de hidrolizado capaz
de reducir iones de Fe*" dando lugar a una absorbancia de 0.5, es de

23.11+5.90 mg/ml y la concentraciéon del hidrolizado capaz de quelar la
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mitad de los iones Fe?* en el ensayo de determinacion de capacidad quelante
es de 1.11+0.02 mg/ml.

- El hidrolizado obtenido mediante la reaccion de hidrolisis enzimética de
proteina de bacaladilla procedente de descartes de pesca con la enzima
tripsina (EC 3.4.21.4) a una temperatura de 50°C y pH 8, a DH 4% y con un
pH de emulsion de 2. En la determinacion de las propiedades emulsificantes
del hidrolizado se obtiene un IAE con un valor de 14.94+1.36 m?/g y un IEE
de 81.97+6.16 min. En la determinacion de las propiedades antioxidantes del
hidrolizado se obtiene un valor de concentracion minima inhibitoria de
radicales libres de 1.46+£0.20 mg/ml. En poder reductor, la concentracion de
hidrolizado capaz de reducir iones de Fe** dando lugar a una absorbancia de
0.5, es de 11.00+0.34 mg/ml y la concentracion del hidrolizado capaz de
quelar la mitad de los iones Fe®* en el ensayo de determinacion de capacidad

quelante es de 0.95+0.01 mg/ml.

3. La emulsion a pH 8, con un contenido de aceite rico en acidos grasos Omega-3
del 5% (p/p), y, con un 2% (p/p) de hidrolizado de concentrado de proteina de
lactosuero a DH 10%, obtenido mediante hidrolisis enzimatica con la enzima
subtilisina (EC 3.4.21.62) a una temperatura de 50°C y pH 8, es la mas estable
fisica y oxidativamente. Durante un periodo de almacenamiento de 10 dias a 20
°C se mantiene la distribucion monomodal inicial del tamafio de gota y el valor
de peroxidos se mantiene constante con un valor de perdéxidos de 3.49+0.76

mmol/kg de aceite.

4. El hidrolizado de concentrado de proteina de lactosuero a DH 10%, obtenido
mediante hidrdlisis enzimatica con la enzima subtilisina (EC 3.4.21.62) a una
temperatura de 50°C y pH 8, es efectivo como agente emulsificante-antioxidante
para microencapsulacion de emulsiones a pH 8 de aceites ricos en &cidos grasos
Omega-3 en agua mediante secado por atomizacion. El hidrolizado es efectivo y
capaz de retrasar la oxidacion lipidica de las microcapsulas, en un ratio de
concentraciones de aceite/hidrolizado en la emulsion de partida de hasta 16/2,

32% (p/p) de aceite microencapsulado, empleando jarabe de glucosa DE 38
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como agente encapsulante al 28% (p/p, emulsién de partida) y durante un
periodo de almacenamiento de 6 semanas a una temperatura de 25°C. Los
microencapsulados presentan un valor de humedad promedio de 2.48+0.62% y
eficiencias de encapsulacion entre 76.55+0.23% y 98.02+0.07%.
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8.1. Acidos grasos mas comunes en la dieta humana

Acido Graso Saturado Férmula Abreviatura

Acido decanoico
CH,(CH,),COOH C10:0

(Caprico)

Acido dodecanoico
CH,(CH,), COOH C12:0

(L&urico)

Acido tetradecanoico

. CH,(CH,),,COOH C14:0
(Miristico)

Acido hexadecanoico
CH,(CH,),,COOH C16:0

(Palmitico)

Acido octadecanoico
CH,(CH,),.COOH C18:0

(Esteérico)
Acido Graso

. Férmula Abreviatura
Monoinsaturado

Acido cis-9-
hexadecenoico CH,(CH,),.CH=CH(CH,),COCH C16:1n-7
(Palmitoleico)

Acido cis-9-
CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH C18:1n-9
octadecenoico (Oleico)

Acido Graso )
B Foérmula Abreviatura
Poliinsaturado

Acido cis-9,cis-12-
octadecadienoico CH,(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,).COOH C18:2n-6

(Linoleico)

Acido cis-9,cis-12-cis-
15 octadecatrienoico CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH C18:3n-3

(a-Linolénico)

Acido cis-5,cis-8,Cis-
11, cis-14-

CH,(CH,),CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH C20:4n-6
eicosatetraenoico

(Araquidonico)

Acido cis-5, cis-8,cis-
11,cis- 14,cis-17-

CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,) COOH C20:5n-3
eicosapentaenoico

(EPA)

Acido cis-4,cis-7,cis-
10, cis-13,cis-16,cis-19

) CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH C22:6n-3
—docosahexaenoico

(DHA)

Figura 8.1 Acidos grasos mas comunes en la dieta humana.
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8.2. Rutas metabdlicas de los acidos grasos Omega-6 y

Omega-3

ACIDO LINOLEICO

I
CISE“ 6 6-Desaturasa

ACIDO y-LINOLENICO
C18:3n-6
i} Elongasa

ACIDO DIHOMO-y-LINOLENICO
C20:3n-6
Il 5-Desaturasa

ACIDO ARAQUIDONICO
C20:4n-6

J
ACIDO DOCOSATETRAENOICO
C22:4n-6
J Elongasa
ACIDO TETRACOSATETRAENOICO

24:4n-6
3 6-Desaturasa

Elongasa

ACIDO TETRACOSAPENTAENOICO
C24:5n-6 Ca ..
3 p-Oxidacion
ACIDO DOCOSAPENTAENOICO
C22:5n-6

ACIDO «-LINOLENICO
C18:3n-3

1

ACIDO ESTEARIDONICO
C18:4n-3

4

ACIDO EICOSATETRAENOICO
C20:4n-2
: {1
ACIDO EICOSAPENTAENOICO
C20:5n-2
ACIDO DOCOSAPENTAENOICO
C22:5n-3

l

ACIDO TETRACOSAPENTAENOICO
C24:5n-3
. L}
ACIDO TETRACOSAHEXAENOICO
C24:6n-3

]

ACIDO DOCOSAHEXAENOICO
C22:6n-3

Figura 1.2 Rutas metabdlicas de los &cidos grasos Omega-6 y Omega-3. Adaptado de Wall et al.(2010).
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8.3. Principales componentes de los fosfoglicéridos mas

importantes de la membrana celular en el organismo

humano

Fosfoglicérido Categoria Alcohol Acido Graso

Fosfatidilserina Fosfolipidos Serina Palmitico C16:0 Estearico C18:0

Fosfatidilinositol Fosfolipidos Inositol Estearico C18:0 Araquidonico C20:4n-6
Fosfatidiletanolamina Fosfolipidos Etanolamina Palmitico C16:0

Fosfatidilcolina Fosfolipidos Colina Palmitico C16:0

1.3 Principales componentes de los fosfoglicéridos mas importantes de la membrana celular en el
organismo humano. Adaptado de Sanchez and Ortega de la Torre (2017).
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