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RESUMEN 

En las u ltimas de cadas, el continuo crecimiento de la poblacio n mundial trajo aparejado 

una mayor demanda de alimentos, promoviendo un incremento de la produccio n y con ello el 

aumento en los descartes generados. Estos desechos, que generalmente no se reutilizan, 

generan problemas medio ambientales y econo micos. Es por ello que es necesaria la bu squeda 

de estrategias capaces de aprovechar estos descartes, generando valor agregado con bajo 

impacto ambiental, contribuyendo al desarrollo de la economí a circular. Una de las alternativas 

surge de la extraccio n de compuestos bioactivos a partir de estos descartes de la industria. 

Sumado a esto, la creciente demanda de alimentos funcionales con propiedades 

saludables ha impulsado el desarrollo de ingredientes capaces de vehiculizar compuestos 

bioactivos en matrices alimentarias. Entre ellos, los a cidos grasos omega-3 y la astaxantina, un 

potente antioxidante, han demostrado efectos antiinflamatorios en diversos modelos 

experimentales. La combinacio n de ambos compuestos junto con un probio tico podrí a 

potenciar su actividad bioactiva en la prevencio n y/o tratamiento de trastornos asociados a 

procesos de inflamacio n cro nica de bajo grado. Sin embargo, su alta susceptibilidad a factores 

ambientales plantea un desafí o para desarrollar matrices protectoras que mantengan su 

estabilidad durante el almacenamiento. 

El objetivo de este trabajo fue disen ar sistemas bicomponentes de aceite de langostinos 

(fuente de omega-3 y astaxantina) y una cepa potencialmente probio tica auto ctona, aislada en 

el Instituto de Lactologí a Industrial (INLAIN, CONICET/UNL), Bifidobacterium animalis subsp. 

lactis INL1, utilizando emulsiones multicapa, para obtener encapsulados so lidos mediante 

diferentes me todos de deshidratacio n y evaluar sus potenciales efectos bioactivos sobre lí neas 

celulares tumorales. 

Se formularon emulsiones O/W de aceite de langostinos, con estructuras interfaciales 

bicapa, empleando proteí na de soja, quitosano y maltodextrina como materiales de pared. Las 

emulsiones se secaron por aspersio n y se liofilizaron. Se evaluo  co mo el me todo de secado 

afectaba la estabilidad oxidativa del aceite. Se caracterizaron las emulsiones (taman o de gota, 



 

 

potencial zeta, estabilidad fí sica, microscopí a o ptica) y los encapsulados (microscopí a SEM, 

eficiencia de encapsulacio n, humedad, actividad de agua, dispersabilidad, solubilidad), junto 

con la evolucio n de compuestos primarios y secundarios de oxidacio n. 

Adema s, se formulo  una suspensio n con la cepa B. lactis INL1 y maltodextrina que fue 

deshidratada mediante secado por aspersio n. El sistema fue caracterizado en cuando a 

morfologí a mediante microscopí a SEM, viabilidad celular a lo largo del proceso de sí ntesis y 

durante el almacenamiento. 

A partir de estos estudios, se eligieron dos formulaciones para el sistema 

bicomponente: polvos obtenidos mediante liofilizacio n de las emulsiones y polvos obtenidos 

mediante secado por aspersio n de la cepa probio tica. Se caracterizaron y evaluaron durante el 

almacenamiento a -18, 4 y 25 °C. Adema s, se sometio  al sistema bicomponente al ana lisis de su 

resistencia frente a la digestio n gastrointestinal simulada in vitro. 

Los hallazgos sobre la actividad antitumoral demostraron la capacidad citoto xica y 

antiproliferativa de los extractos sobre tres lí neas tumorales HepG2, HT-29 y Caco-2 de ca ncer 

de hí gado y de colon, respectivamente. 

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis aportan mayor conocimiento acerca 

de los compuestos bioactivos extraí dos de los descartes del langostino, como se ve afectada su 

estabilidad por los distintos procesos tecnolo gicos y sus efectos citoto xicos. 

 

Palabras claves: sistema bicomponente, aceite de langostinos, a cidos grasos omega-3, 

astaxantina, probio ticos, estabilidad oxidativa, bioactividad.



 

 

ABSTRACT 

In recent decades, continuous global population growth has led to increased demand 

for food, promoting increased production and, with it, an increase in waste generated. This 

waste, which is generally not reused, causes environmental and economic problems. It is 

therefore necessary to seek strategies capable of making use of this waste, generating added 

value with low environmental impact, and contributing to the development of the circular 

economy. One alternative is the extraction of bioactive compounds from this industrial waste. 

In addition to this, the growing demand for functional foods with healthy properties 

has driven the development of ingredients capable of conveying bioactive compounds in food 

matrices. Among them, omega-3 fatty acids and astaxanthin, a powerful antioxidant, have 

demonstrated anti-inflammatory effects in various experimental models. The combination of 

both compounds together with a probiotic could enhance their bioactive activity in the 

prevention and/or treatment of disorders associated with low-grade chronic inflammation 

processes. However, their high susceptibility to environmental factors poses a challenge for the 

development of protective matrices that maintain their stability during storage. 

The objective of this study was to design bicomponent systems for shrimp oil (a source 

of omega-3 and astaxanthin) and a potentially probiotic native strain, isolated at the Instituto 

de Lactologí a Industrial (INLAIN, CONICET/UNL), Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, 

using multilayer emulsions, to obtain solid encapsulates using different dehydration methods 

and evaluate their potential bioactive effects on tumor cell lines. 

The O/W emulsions of shrimp oil were formulated with bilayer interfacial structures, 

using soy protein, chitosan, and maltodextrin as wall materials. The emulsions were spray-

dried and freeze-dried. The effect of the drying method on the oxidative stability of the oil was 

evaluated. The emulsions (droplet size, zeta potential, physical stability, optical microscopy) 

and the encapsulates (SEM microscopy, encapsulation efficiency, moisture, water activity, 



 

 

dispersibility, solubility) were characterized, together with the evolution of primary and 

secondary oxidation compounds. 

In addition, a suspension was formulated with the B. lactis INL1 strain and 

maltodextrin, which was dehydrated by spray drying. The system was characterized in terms 

of morphology by SEM microscopy and cell viability throughout the synthesis process and 

during storage. 

Based on these studies, two formulations were selected for the bicomponent system: 

powders obtained by freeze-drying the emulsions and powders obtained by spray drying the 

probiotic strain. They were characterized and evaluated during storage at -18, 4, and 25 °C. In 

addition, the bicomponent system was subjected to analysis of its resistance to simulated in 

vitro gastrointestinal digestion. 

The findings on antitumor activity demonstrated the cytotoxic and antiproliferative 

capacity of the extracts on three tumor lines, HepG2, HT-29, and Caco-2, of liver and colon 

cancer, respectively. 

The results obtained in this thesis provide greater knowledge about the bioactive 

compounds extracted from shrimp waste, how their stability is affected by different 

technological processes, and their cytotoxic effects. 

 

Keywords: bicomponent system, shrimp oil, omega-3 fatty acids, astaxanthin, 

probiotics, oxidative stability, bioactivity.



 

 

ÍNDICE 

1. CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN GENERAL, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS ................................... 1 

1.1. INTRODUCCIO N GENERAL .............................................................................................................. 2 

1.1.1. Alimentos e ingredientes funcionales ............................................................................... 3 

1.1.2. Compuestos bioactivos ............................................................................................................ 4 

1.1.2.1. Aceites de origen animal ........................................................................................................... 5 
1.1.2.1.1. A cidos grasos en la alimentacio n ................................................................................ 7 

1.1.2.1.2. Compuestos antioxidantes .......................................................................................... 10 

1.1.2.1.3. Oxidacio n lipí dica ............................................................................................................ 13 

1.1.2.2. Microorganismos probio ticos .............................................................................................. 14 
1.1.2.2.1. Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 ....................................................... 15 

1.1.3. Encapsulación ........................................................................................................................... 17 

1.1.3.1. Materiales de pared .................................................................................................................. 18 
1.1.3.1.1. Proteí na de soja ................................................................................................................ 20 

1.1.3.1.2. Quitosano ............................................................................................................................ 21 

1.1.3.1.3. Maltodextrina .................................................................................................................... 22 

1.1.4. Emulsiones como tecnología de encapsulación de compuestos bioactivos .. 22 

1.1.5. Tecnologías de deshidratación de emulsiones ........................................................... 26 

1.1.5.1. Secado por aspersio n ............................................................................................................... 26 
1.1.5.2. Liofilizacio n .................................................................................................................................. 27 

1.1.6. Aportes de este trabajo de investigación ...................................................................... 28 

1.2. HIPO TESIS ..................................................................................................................................... 30 

1.3. OBJETIVOS ..................................................................................................................................... 30 

1.3.1. Objetivo general ....................................................................................................................... 30 

1.3.2. Objetivos específicos ............................................................................................................... 30 

2. CAPÍTULO 2: VALIDACIÓN DE MÉTODO ESPECTROFOTOMÉTRICO PARA LA 

DETERMINACIÓN DEL ÍNDICE DE PERÓXIDOS EN ACEITES MUY PIGMENTADOS .................................... 31 

2.1. MATERIALES Y ME TODOS ........................................................................................................... 32 

2.1.1. Materiales ................................................................................................................................... 32 

2.1.2. Métodos ........................................................................................................................................ 33 



C a p í  t u l o  1  | 2 

 

 

2.1.2.1. Me todo Iodome trico AOAC por titulacio n ...................................................................... 33 
2.1.2.2. Me todo original IDF .................................................................................................................. 33 
2.1.2.3. Me todo espectrofotome trico IDF modificado ............................................................... 34 
2.1.2.4. Validacio n del me todo espectrofotome trico modificado ......................................... 35 
2.1.2.5. Ana lisis estadí stico de los datos ......................................................................................... 36 

2.2. RESULTADOS Y DISCUSIO N .......................................................................................................... 37 

2.2.1. Modificación del método espectrofotométrico IDF para medir IP ................... 37 

2.2.2. Modificaciones planteadas al método IDF existente ............................................... 38 

2.2.3. Validación del método IDF modificado .......................................................................... 41 

2.3. CONCLUSIONES PARCIALES ......................................................................................................... 46 

3. CAPÍTULO 3: CARACTERIZACIÓN DEL ACEITE DE LANGOSTINOS ................................... 47 

3.1. MATERIALES Y ME TODOS ........................................................................................................... 48 

3.1.1. Materiales ................................................................................................................................... 48 

3.1.2. Métodos ........................................................................................................................................ 48 

3.1.2.1. Composicio n de a cidos grasos ............................................................................................. 48 
3.1.2.2. Ensayos de estabilidad del AL .............................................................................................. 49 

3.1.2.2.1. I ndice de pero xidos ........................................................................................................ 49 

3.1.2.2.2. Sustancias reactivas al a cido tiobarbitu rico (TBARS) ..................................... 50 

3.1.2.2.3. Determinacio n de la concentracio n de ASX ......................................................... 51 

3.1.2.2.4. Cine tica de la tasa de degradacio n de ASX en el AL almacenado a 

distintas temperaturas ............................................................................................................................................ 53 

3.1.2.3. Ana lisis estadí stico de los datos ......................................................................................... 53 

3.2. RESULTADOS Y DISCUSIO N .......................................................................................................... 54 

3.2.1. Perfil de ácidos grasos ........................................................................................................... 54 

3.2.2. Estabilidad del AL .................................................................................................................... 56 

3.2.3. Cinética de degradación de ASX en el AL ...................................................................... 60 

3.3. CONCLUSIONES PARCIALES ......................................................................................................... 63 

4. CAPÍTULO 4: FORMULACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE EMULSIONES PARA 

ENCAPSULAR ACEITE DE LANGOSTINOS .............................................................................................................. 64 

4.1. MATERIALES Y ME TODOS ........................................................................................................... 65 

4.1.1. Materiales ................................................................................................................................... 65 



C a p í  t u l o  1  | 3 

 

 

4.1.2. Métodos ........................................................................................................................................ 65 

4.1.2.1. Preparacio n de las emulsiones ............................................................................................ 66 
4.1.2.2. Caracterizacio n de emulsiones ............................................................................................ 67 

4.1.2.2.1. Microscopí a o ptica .......................................................................................................... 67 

4.1.2.2.2. Determinacio n del potencial zeta ............................................................................. 67 

4.1.2.2.3. Evaluacio n macrosco pica de cremado ................................................................... 68 

4.1.2.2.4. Determinacio n de coalescencia ................................................................................. 68 

4.1.2.2.5. Distribucio n de taman os de gota .............................................................................. 68 

4.1.2.3. Ana lisis estadí stico de los datos ......................................................................................... 69 

4.2. RESULTADOS Y DISCUSIO N .......................................................................................................... 69 

4.2.1. Estudio de las variables que afectan la formación y estabilidad de 

emulsiones ……………………………………………………………………………………………………………………. 69 

4.2.1.1. Efecto de las condiciones de homogeneizacio n ........................................................... 69 
4.2.1.2. Efecto del pH ................................................................................................................................ 71 

4.2.1.2.1. Potencial Zeta .................................................................................................................... 72 

4.2.1.2.2. Estabilidad frente al cremado .................................................................................... 74 

4.2.1.2.3. Taman os de gota .............................................................................................................. 75 

4.2.2. Estudio de homogeneización de emulsiones mediante tecnología de altas 

presiones ……………………………………………………………………………………………………………………… 78 

4.2.2.1. Estabilidad de las emulsiones frente a la liberacio n de aceite .............................. 80 

4.3. CONCLUSIONES PARCIALES ......................................................................................................... 80 

5. CAPÍTULO 5: OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE ENCAPSULADOS DE ACEITE DE 

LANGOSTINOS EN POLVO .......................................................................................................................................... 82 

5.1. MATERIALES Y ME TODOS ........................................................................................................... 83 

5.1.1. Materiales ................................................................................................................................... 83 

5.1.2. Métodos ........................................................................................................................................ 83 

5.1.2.1. Obtencio n de microca psulas de AL en polvo ................................................................. 83 
5.1.2.2. Caracterizacio n de microca psulas de AL......................................................................... 84 

5.1.2.2.1. Eficiencia de encapsulacio n ........................................................................................ 84 

5.1.2.2.2. Microscopí a electro nica de barrido ......................................................................... 84 

5.1.2.2.3. Determinacio n de actividad de agua ....................................................................... 85 



C a p í  t u l o  1  | 4 

 

 

5.1.2.2.4. Determinacio n de humedad ....................................................................................... 85 

5.1.2.2.5. Dispersabilidad ................................................................................................................ 85 

5.1.2.2.6. Solubilidad .......................................................................................................................... 85 

5.1.2.2.7. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)................. 86 

5.1.2.3. Estabilidad de microca psulas durante el almacenamiento .................................... 86 
5.1.2.3.1. Determinacio n de para metros de oxidacio n ....................................................... 86 

5.1.2.3.2. Determinacio n del porcentaje de retencio n de ASX ......................................... 87 

5.1.2.4. Ana lisis estadí stico de los datos ......................................................................................... 87 

5.2. RESULTADOS Y DISCUSIO N .......................................................................................................... 88 

5.2.1. Obtención de microcápsulas en polvo mediante secado por aspersión ......... 88 

5.2.2. Caracterización de las microcápsulas de AL............................................................... 91 

5.2.3. Estabilidad de microcápsulas durante el almacenamiento ................................. 99 

5.3. CONCLUSIONES PARCIALES ...................................................................................................... 104 

6. CAPÍTULO 6: OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE SISTEMAS BICOMPONENTES DE 

ACEITE DE LANGOSTINOS Y BIFIDOBACTERIUM ANIMALIS SUBSP. LACTIS INL1 ..................................105 

6.1. MATERIALES Y ME TODOS ........................................................................................................ 106 

6.1.1. Materiales ................................................................................................................................ 106 

6.1.2. Métodos ..................................................................................................................................... 106 

6.1.2.1. Obtencio n de microca psulas con AL .............................................................................. 107 
6.1.2.2. Eficiencia de encapsulacio n ............................................................................................... 107 
6.1.2.3. Obtencio n de microca psulas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 en 

polvo ……………………………………………………………………………………………………………………………… 107 
6.1.2.4. Viabilidad de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 ................................. 108 
6.1.2.5. Obtencio n de sistemas bicomponentes ........................................................................ 108 
6.1.2.6. Caracterizacio n de los sistemas bicomponentes ...................................................... 108 
6.1.2.7. Estabilidad de los sistemas bicomponentes en el almacenamiento ................ 109 
6.1.2.8. Ana lisis estadí stico de los datos ...................................................................................... 109 

6.2. RESULTADOS Y DISCUSIO N ....................................................................................................... 109 

6.2.1. Obtención de microcápsulas con AL mediante liofilización ............................. 109 

6.2.2. Obtención y caracterización de sistemas bicomponentes de AL y 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 ............................................................................................ 111 

6.2.2.1. Caracterizacio n de los sistemas bicomponentes ...................................................... 111 



C a p í  t u l o  1  | 5 

 

 

6.2.3. Estabilidad de los sistemas bicomponentes durante el almacenamiento .. 116 

6.2.3.1. Estabilidad oxidativa ............................................................................................................. 117 
6.2.3.2. Estabilidad de la ASX ............................................................................................................. 120 
6.2.3.3. Estabilidad de la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1................. 121 

6.3. CONCLUSIONES PARCIALES ...................................................................................................... 124 

7. CAPÍTULO 7: ANÁLISIS DE LAS PROPIEDADES BIOACTIVAS DEL SISTEMA 

BICOMPONENTE ........................................................................................................................................................125 

7.1. MATERIALES Y ME TODOS ........................................................................................................ 126 

7.1.1. Digestión gastrointestinal in vitro ................................................................................ 126 

7.1.1.1. Estabilidad y bioaccesibilidad de AL ............................................................................. 127 
7.1.1.2. Retencio n de ASX .................................................................................................................... 128 
7.1.1.3. Viabilidad de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 ................................. 128 

7.1.2. Estudio de citotoxicidad de los sistemas bicomponentes sobre líneas 

celulares tumorales ............................................................................................................................................... 128 

7.1.2.1. Evaluacio n de viabilidad celular de lí neas tumorales y normales .................... 129 

7.1.3. Análisis estadístico de los datos ..................................................................................... 130 

7.2. RESULTADOS Y DISCUSIO N ....................................................................................................... 131 

7.2.1. Digestión gastrointestinal in vitro ................................................................................ 131 

7.2.1.1. Estabilidad y bioaccesibilidad de AL y ASX ................................................................. 131 
7.2.1.2. Viabilidad de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 ................................. 134 

7.2.2. Estudio de citotoxicidad de los sistemas bicomponentes sobre líneas 

celulares tumorales ............................................................................................................................................... 136 

7.2.2.1. Evaluacio n de la viabilidad celular ................................................................................. 137 

7.3. CONCLUSIONES PARCIALES ...................................................................................................... 142 

8. CAPÍTULO 8: CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES ........................................143 

BIBLIOGRAFÍA ...........................................................................................................................................146 



 

 

 

ABREVIATURAS UTILIZADAS 

AG  A cidos grasos 

AGPI  A cidos grasos poliinsaturados 

AL  Aceite de langostinos 

ANOVA  Ana lisis de la Varianza 

AOAC  Association of Official Agricultural Chemists 

ASX  Astaxantina  

aw  Actividad de agua  

CHP  Hidropero xido de cumeno 

CHT  Quitosano 

DE  Desviacio n esta ndar 

DHA  A cido docosahexaenoico 

DLS  Dispersio n de luz dina mica 

Ea  Energí a de activacio n 

ECNT  Enfermedades cro nicas no transmisibles 

EE  Eficiencia de encapsulacio n 

EII  Enfermedad inflamatoria Intestinal 

EPA  A cido eicosapentaenoico 

FAME  E steres metí licos de a cidos grasos 

FGS  Fluido ga strico simulado 

FIS  Fluido intestinal simulado 

FTIR  Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier 

GRAS  Generalmente reconocidos como seguros 

IC50  Concentracio n inhibitoria 50 

IDF  International Dairy Federation 

IDFm  Me todo IDF modificado 

IP  I ndice de pero xidos 

IS  I ndice de selectividad 

LD  Lí mite de deteccio n 

MDA  Malondialdehí do 

MDX  Maltodextrina 

meq  Miliequivalentes 

MTT  3-(4,5 dimethylthiazol 2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide 

ND  No detectable



 

 

 

O/W  Oil/water 

OMS  Organizacio n Mundial de la Salud 

PBS  Buffer fosfato salino 

pI  Punto isoele ctrico 

%RSD  Coeficiente de variacio n relativo 

SEM  Microscopí a electro nica de barrido 

SPC  Concentrado de proteí na de soja 

TBARS  Sustancias reactivas al a cido tiobarbitu rico 

TE  Temperatura de entrada 

TS  Temperatura de salida 

UFC  Unidades Formadoras de Colonias 

US  Procesador ultraso nico 

UT  Ultraturrax 

UV  Ultravioleta 



 

 

 

1. CAPÍTULO 1: Introducción 

general, hipótesis y objetivos 



C a p í  t u l o  1  | 2 

 

 

1.1. Introducción general 

Las consecuencias de la industrializacio n y la globalizacio n en la actualidad abarcan 

una serie de cambios en el medioambiente, el comportamiento humano y el estilo de vida, lo 

cual ha llevado a un incremento significativo de las tasas de enfermedades cro nicas no 

transmisibles (ECNT) vinculadas a la dieta en numerosos paí ses (Britos et al., 2010). Entre 

estas condiciones de salud se encuentran la diabetes, obesidad, enfermedades cardí acas, 

hipertensio n, ca ncer y enfermedades neurodegenerativas (Paudel et al., 2019). En nuestro paí s, 

ma s del 50 % de las defunciones se atribuyen a las ECNT, padecimientos que se ven agravados 

por el consumo de tabaco, la falta de actividad fí sica, la alimentacio n inadecuada, la obesidad y 

el abuso del alcohol (Mangialavori et al., 2022). 

Incluidas en las ECNT se encuentra un trastorno inflamatorio del sistema digestivo 

conocido como Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII), la cual abarca dos formas cro nicas: la 

Colitis Ulcerosa y la Enfermedad de Crohn (Larussa et al., 2017). Aunque la etiologí a de la EII 

es desconocida, se atribuye a una combinacio n de factores que incluyen predisposicio n 

gene tica, influencias ambientales, la dieta, el equilibrio de la flora intestinal y posibles 

respuestas inmunitarias ano malas (Abegunde et al., 2016). Los sí ntomas de esta afeccio n 

abarcan un espectro variado que incluye diarrea severa, dolor abdominal, co licos, fiebre y 

fatiga, lo que lleva consigo una pe rdida de peso, impactando de manera significativa el 

bienestar general del individuo. Un aspecto preocupante es que, tras un lapso de 8 a 10 an os 

de manifestarse, la EII se convierte en un factor de riesgo para el desarrollo del ca ncer 

colorrectal (M’Koma, 2013). La terapia requerida para mitigar los efectos de la EII conlleva 

efectos secundarios y, adema s, implica un elevado costo para el sistema de salud (Larussa et al., 

2017). 

El avance de la edad se asocia a un aumento en la incidencia de ECNT, en parte debido 

al incremento del estre s oxidativo y de las respuestas inflamatorias. El estre s oxidativo, 

caracterizado por un exceso de radicales libres, dan a los tejidos y activa mecanismos 

inflamatorios. A su vez, la inflamacio n - una respuesta inmediata del organismo ante pato genos, 
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lesiones o radicales libres - puede intensificar el estre s oxidativo, generando un cí rculo vicioso 

que contribuye a la progresio n de estas patologí as (Seyedsadjadi & Grant, 2020). Se ha 

demostrado la existencia de varios compuestos bioactivos que pueden prevenir o reducir 

eficazmente la inflamacio n cro nica, al mismo tiempo proporcionan importantes beneficios 

antioxidantes (Lu & Yen, 2015). Por ejemplo, la astaxantina (ASX), es un potente carotenoide 

que puede encontrarse en los langostinos y sus notables propiedades han sido bien 

documentadas (Martí nez-Delgado et al., 2017; Mota et al., 2022). 

Llevar una dieta sana a lo largo de la vida ayuda a prevenir la malnutricio n en todas sus 

formas, así  como distintas ECNT y diferentes afecciones, segu n lo afirma la Organizacio n 

Mundial de la Salud (OMS, 2003). El aumento de estas patologí as y la difusio n de los factores 

desencadenantes de las mismas, han llevado a que los consumidores, cada vez ma s, consideren 

que la alimentacio n contribuye directamente a su salud. 

En consecuencia, la industria alimentaria ha centrado sus investigaciones en el 

desarrollo de productos que ofrezcan una ventaja fisiolo gica para la salud ma s alla  de la 

nutricio n, surgiendo así  los denominados “alimentos funcionales” (Carneiro et al., 2013). El 

campo de desarrollo de estos alimentos es muy amplio actualmente, encontra ndose distintas 

categorí as de estos, entre los que podemos citar: alimentos probio ticos, alimentos prebio ticos 

o con fibra soluble, alimentos simbio ticos, alimentos con proteí nas la cteas o de soja, alimentos 

con pe ptidos bioactivos de efectos saludables, alimentos con antioxidantes, alimentos con 

lí pidos funcionales (Bruzos et al., 2011). 

1.1.1. Alimentos e ingredientes funcionales 

Los avances tecnolo gicos en el a rea de los alimentos han impulsado el desarrollo de 

diversas te cnicas de encapsulacio n y entrampamiento de compuestos bioactivos de intere s con 

el fin de preservar estos compuestos, sensibles a factores externos, para producir ingredientes 

y alimentos funcionales. Estos u ltimos, son considerados alimentos que contienen ingredientes 

con funciones especí ficas para la salud y cuyo mensaje o alegacio n saludable ha sido aprobada 

acerca de sus efectos fisiolo gicos en el cuerpo humano (Dura n & Valenzuela, 2010). 
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La continua aparicio n de evidencias cientí ficas acerca del rol de la dieta y/o sus 

componentes sobre la salud y el bienestar humano, ha impulsado la idea de no solo considerar 

el valor nutricional de los alimentos, sino tambie n su capacidad de prevenir diversos tipos de 

enfermedades (Granato et al., 2020). Esta tendencia asociada al consumo de una dieta ma s 

adecuada ha favorecido la aparicio n de nuevos productos impulsando el desarrollo tanto de 

nuevos alimentos como ingredientes funcionales. Estas novedosas formulaciones se han 

convertido en un nicho de mercado para las compan í as de alimentos, las cuales deben 

responder a las crecientes demandas. Algunos ejemplos de ingredientes funcionales contienen 

aceites con alto contenido en omega-3 (ω-3), compuestos antioxidantes, prebio ticos, 

probio ticos, vitaminas, entre otros, y con los cuales pueden formularse distintos alimentos 

(Ca mpora, 2016; Eratte et al., 2015; Granato et al., 2020; Reque & Brandelli, 2021). 

Si bien este tipo de ingredientes podrí a tener un efecto positivo en la salud, no son 

considerados medicamentos, sino ma s bien nutrace uticos. Son productos atractivos por su 

origen natural, que pueden consumirse como parte de una dieta normal y ayudan a prevenir o 

retardar el riesgo de enfermedades cro nicas a trave s de una alimentacio n ma s sana y 

equilibrada. Generalmente, pueden ser administrados a largo plazo, sin riesgos de efectos 

colaterales (Leonard, 2006). 

Dado que los ingredientes funcionales pueden ser considerados carriers de agentes 

bioactivos, en la presente tesis se propone estudiar la encapsulacio n de aceite de langostinos 

(AL) y una cepa de bacterias potencialmente probio tica como compuestos de intere s para 

lograr distintas presentaciones de ingredientes funcionales. 

1.1.2. Compuestos bioactivos 

El crecimiento progresivo de la poblacio n mundial ha llevado al aumento en la demanda 

de alimentos y, en consecuencia, la produccio n de alimentos se ha incrementado. 

Simulta neamente, esto genera un incremento similar en los volu menes de desechos como 

resultado de los procesos fí sicos, quí micos y biolo gicos causados por la industria y que no se 

utilizan como material para la cadena productiva. A su vez, una gestio n inadecuada de los 
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residuos puede generar problemas medioambientales y econo micos, para lo cual, uno de los 

propo sitos de la industria es la reduccio n de sus impactos por medio del desarrollo de 

alternativas para el manejo de sus descartes. Una alternativa sustentable para eliminar estos 

residuos y generar valor agregado, es la recuperacio n de fitoquí micos o compuestos bioactivos 

desde estas matrices (Alam et al., 2016). 

Una de las matrices que ha despertado nuestro intere s es el langostino, y ma s 

precisamente su exoesqueleto (cabeza y caparazo n), ya que es un desecho de la 

industrializacio n que contiene una valiosa cantidad de compuestos bioactivos (entre ellos 

aceite, ASX, quitosano). Es por ello, que resulta importante desarrollar te cnicas que permitan 

revalorizar estos residuos, y así  intentar reducir los impactos ambientales, convirtiendo a los 

descartes en valiosas fuentes de compuestos quí micos con bioactividades asociadas que logren 

disminuir los volu menes de desechos y generen oportunidades de crecimiento econo mico 

sostenible. 

1.1.2.1. Aceites de origen animal 

Los alimentos de origen marino, conocidos como pescados y mariscos, son organismos 

ampliamente utilizados para consumo humano (Hosomi et al., 2012). Estos engloban diversas 

especies, incluyendo crusta ceos, moluscos, equinodermos, peces y algas marinas o macroalgas 

y se destacan por ser excelentes fuentes de proteí nas, grasas, vitaminas y minerales (Olatunde 

& Benjakul, 2022). Los aceites de crusta ceos, como los de langostinos, camarones y krill, son 

ricos en a cidos grasos poliinsaturados (AGPI) ω-3, especialmente el a cido eicosapentaenoico 

(EPA) y el a cido docosahexaenoico (DHA) y ASX, un potente antioxidante. 

Estos compuestos bioactivos se asocian con una amplia gama de beneficios para la 

salud, incluyendo fuertes propiedades antiinflamatorias y antiartrí ticas, ofreciendo así  posibles 

efectos terape uticos para trastornos metabo licos caracterizados por inflamacio n cro nica 

(Vitetta, 2022). 

El langostino, Pleoticus muelleri, es un crusta ceo deca podo que se encuentra en aguas 

templado-frí as, que habita en el fondo del mar, en un rango de profundidad que abarca desde 
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los 3 hasta los 110 metros. Esta especie ha sido capturada en una extensa a rea, desde las costas 

de Santa Cruz-Argentina, hasta Rí o de Janeiro-Brasil, siendo ma s abundante en el litoral 

patago nico argentino, especí ficamente desde las costas de Rawson hasta el sur del Golfo San 

Jorge. En relacio n con sus caracterí sticas fí sicas, el langostino exhibe dimorfismo sexual y 

presenta un crecimiento diferencial entre machos y hembras. La coloracio n del langostino varí a 

desde tonos rosados hasta rojizos, mostrando una amplia gama de matices. Aunque el ciclo de 

vida del langostino es breve, se destaca por su ra pida y variable tasa de crecimiento a lo largo 

del tiempo y en diferentes a reas. A trave s de me todos indirectos, se ha estimado que su 

esperanza de vida promedio es de aproximadamente dos an os, presentando adema s un gran 

potencial reproductivo. Actualmente, la pesca del langostino es una de las actividades ma s 

importantes que se realiza en el Mar Argentino, siendo la pesca ma s rentable de la Zona 

Econo mica Exclusiva Argentina (de la Garza et al., 2017). 

 

Figura 1.1. Langostino (Pleoticus muelleri). 

El procesamiento dome stico e industrial del langostino implica la separacio n de los 

residuos de cefaloto rax (desechos) y abdomen (carne comestible), Fig. 1.1. Los estudios 

muestran que dicho procesamiento genera entre el 40 y el 60 % del desperdicio de alimentos 

(Saini et al., 2020). 

El cefaloto rax, un subproducto no comestible del langostino, puede representar hasta 

un 56 % del peso total del crusta ceo (Pascual-Silva et al., 2022). A pesar de ser elemento de 

descarte, el cefaloto rax alberga una cantidad significativa del aceite, el cual ha atraí do la 
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atencio n en los u ltimos an os debido a su alto contenido de AGPI, especialmente AGPI ω-3 de 

cadena larga, como el EPA y el DHA, que son reconocidos por sus beneficios para la salud. 

Adema s, el cefaloto rax contiene otros componentes bioactivos como ASX, que es un 

carotenoide antioxidante responsable de la coloracio n caracterí stica de este crusta ceo (Cretton 

et al., 2021; Go mez-Estaca et al., 2017, 2019). 

El aprovechamiento de los desechos de procesamiento de langostinos resulta una ví a 

valiosa para recuperar componentes bioactivos, los cuales pueden ser utilizados como 

suplementos para promover la salud (Williamson et al., 2020). Esta iniciativa no solo tiene un 

impacto positivo en te rminos de sostenibilidad, sino que tambie n puede generar ingresos 

excedentes que contribuyan significativamente a mejorar la economí a asociada con la 

produccio n y el procesamiento de alimentos. 

1.1.2.1.1. Ácidos grasos en la alimentación 

Para mantener una alimentacio n equilibrada es necesario incluir distintos tipos de 

nutrientes que cumplen diversas funciones en el organismo. Dentro de ellos, podemos destacar 

a los a cidos grasos (AG), que se definen como biomole culas de origen lipí dico que consisten en 

cadenas lineales hidrocarbonadas y contienen en su extremo un grupo carboxilo. La longitud 

de la cadena de carbonos y el nu mero y localizacio n de dobles enlaces confieren a los AG 

propiedades fisiolo gicas diferentes y permite agruparlos en AG saturados, aquellos que no 

presentan ningu n doble enlace; monoinsaturados, los que tienen un solo doble enlace; y 

poliinsaturados, con dos o ma s dobles enlaces. A su vez, los AGPI se agrupan segu n el carbono 

en el que se situ a el primer doble enlace, contando a partir del grupo metilo terminal. Cuando 

se encuentra en el carbono 3 (C3), se denominan AGPI omega-3 (ω-3), mientras que si el primer 

doble enlace aparece en carbono 6 (C6), se llaman AGPI omega-6 (ω-6) (Pin eiro-Corrales et al., 

2013; Wang et al., 2021). 

El compuesto predominante de la familia de los AGPI ω-6 es el a cido linoleico (C18:2) 

y de la familia de los AGPI ω-3 son el EPA (C20:5), el DHA (C22:6) y el a cido α-linole nico (ALA, 
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C18:3) (Walker et al., 2015), Fig. 1.2. El EPA y el DHA se encuentran tanto en animales como 

vegetales de origen marino (Alfonso Valenzuela et al., 2012). 

 

Figura 1.2. Estructura quí mica de los principales AGPI de la serie ω-3. 

Tanto los AGPI ω-3 como los ω-6 son esenciales, es decir que deben ser incorporados 

con la dieta, debido a la incapacidad del organismo humano para sintetizarlos a partir de otros 

AG consumidos habitualmente (Taneja & Singh, 2012). Una ingesta adecuada es fundamental 

para el funcionamiento normal de las membranas celulares, el desarrollo y mantenimiento del 

sistema nervioso central, así  como para el correcto desempen o de mu ltiples procesos 

metabo licos y bioquí micos del organismo (Barsky & Blesson, 2020; Geranpour et al., 2020). 

Se ha establecido una proporcio n diete tica recomendada de AGPI ω-6 y ω-3 en el rango 

de 1:1 a 5:1. Sin embargo, la predominancia de alimentos ricos en ω-6 y la ingesta insuficiente 

de ω-3 en la dieta contempora nea dificultan el logro de este equilibrio (Patel et al., 2022; Saini 

& Keum, 2018). Marion-Letellier et al. (2013) informaron un aumento preocupante de EII en 

paí ses donde antes eran poco frecuentes, y explicaron este feno meno como una consecuencia 

directa del mayor consumo de AGPI ω-6 debido a la occidentalizacio n de las dietas en esas 

poblaciones. Por otro lado, diversos estudios llevados a cabo tanto en animales como en seres 

humanos han proporcionado evidencias sobre los efectos beneficiosos de incorporar AGPI ω-

3 en la dieta.  

Los beneficios de salud y nutricionales derivados del consumo de AGPI ω-3 de origen 

marino esta n so lidamente demostrados en la literatura cientí fica y su consumo es fuertemente 

recomendado por las autoridades de salud y nutricio n en todo el mundo tales como la OMS 

(OMS, 2003). 



C a p í  t u l o  1  | 9 

 

 

Estos compuestos han demostrado atenuar reacciones inflamatorias del sistema 

inmune, lo que los convierte en posibles agentes terape uticos para el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias cro nicas (Calder, 2017; Zhao et al., 2017). Numerosas 

investigaciones han demostrado las diversas aplicaciones clí nicas de los AGPI ω-3, 

principalmente el EPA y DHA, destacando sus beneficios en la salud cardiovascular, la reduccio n 

de procesos inflamatorios intestinales, la prevencio n de ciertas enfermedades cro nicas y hasta 

con efectos anticancerí genos, siendo cada dí a ma s recomendado su consumo tanto para la 

prevencio n como el tratamiento de estas enfermedades (Calder, 2018; Nodari et al., 2011; 

Pin eiro-Corrales et al., 2013; Rodrigo Valenzuela et al., 2011). 

Ante esta informacio n, surge el intere s en enriquecer los alimentos con AGPI ω-3 como 

una estrategia para contrarrestar los posibles desequilibrios en la dieta y, potencialmente, 

contribuir a la prevencio n y el tratamiento de enfermedades inflamatorias cro nicas. 

Sin embargo, es conocido el bajo consumo de productos del mar en muchos paí ses 

occidentales, debido al alto costo y/o a la existencia en la poblacio n de sectores que los 

descartan de su alimentacio n, ya sea por falta de ha bitos, porque le desagrada su sabor o 

deciden seguir una dieta vegana (Walker et al., 2015). Adema s, el consumo directo de los 

aceites de langostinos no constituye una alternativa viable debido a problemas organole pticos 

(sabor y olor) y a la alta inestabilidad de estos productos, ya que, por efecto de la temperatura, 

luz, y presencia de metales, entre otros factores, se deterioran con mucha facilidad 

desarrollando procesos de oxidacio n irreversibles (Valenzuela & Videla, 2011). Una alternativa 

nutricional para enfrentar este importante de ficit de AGPI ω-3, son los suplementos 

nutricionales, especialmente a base de aceites de origen marino. 

Los desechos de langostinos muestran una composicio n de AG que incluye una alta 

proporcio n de AG saturados, junto con cantidades significativas de AGPI que representan 

aproximadamente el 34 % del total de AG presentes (Kandra et al., 2012). 

A pesar de sus beneficios para la salud, su alto contenido en AGPI los hace altamente 

susceptibles a la oxidacio n durante la extraccio n, el procesamiento, el transporte y el 
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almacenamiento (Li et al., 2019), lo que conlleva una menor vida u til, sabores desagradables y 

pe rdida de valor nutricional (Maqsood et al., 2014; Sultana et al., 2021). Estos factores limitan 

su uso en ingredientes funcionales, ya que podrí an afectar negativamente las caracterí sticas 

sensoriales y nutricionales del producto final. Esto implica varios desafí os a la hora de producir, 

transportar y almacenar alimentos con altos contenidos de AGPI ω-3, lo que hace necesario el 

desarrollo de metodologí as que permitan proteger eficazmente estos componentes (Drusch & 

Berg, 2008; Zimet & Livney, 2009). El control de la oxidacio n, especialmente en sus etapas 

iniciales, es esencial para el disen o de ingredientes nutrace uticos y alimentos estables que 

contengan estos aceites. 

Para superar estas limitaciones, es esencial desarrollar tecnologí as que permitan un 

adecuado manejo de los AG presentes en los desechos de langostinos. De esta manera, se podrí a 

optimizar su aprovechamiento y asegurar la estabilidad de EPA y DHA, con el objetivo de 

obtener el ma ximo beneficio nutricional y funcional de estos valiosos componentes. 

1.1.2.1.2. Compuestos antioxidantes 

Los compuestos antioxidantes son sustancias capaces de prevenir o retardar la 

oxidacio n, un proceso que puede provocar el deterioro de los alimentos (rancidez, 

pardeamiento) y generar dan o celular en organismos vivos, como la oxidacio n del ADN, lí pidos 

o proteí nas. En te rminos bioquí micos, se define como antioxidante a toda sustancia que, en 

bajas concentraciones respecto al sustrato oxidable, retrasa o inhibe significativamente su 

oxidacio n (Atta et al., 2017; Griffiths et al., 2016). 

Los antioxidantes pueden clasificarse, segu n su origen, en naturales y sinte ticos 

(Seyedsadjadi & Grant, 2020). Los antioxidantes sinte ticos son obtenidos por sí ntesis quí mica, 

utilizados principalmente como aditivos en alimentos para prevenir la oxidacio n lipí dica y 

prolongar la vida u til de los productos. Por su parte, los antioxidantes naturales comprenden 

una amplia variedad de compuestos producidos por plantas, animales y microorganismos. 

Entre ellos, destaca la ASX, cuyo perfil antioxidante superior se debe a su estructura molecular, 
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que le permite insertarse en las membranas celulares y ejercer una proteccio n integral, tanto 

en la superficie como en el nu cleo (Ambati et al., 2014). 

La ASX, conocida quí micamente como 3,3'-dihidroxi-β, β'-caroteno-4,4'-diona, es un 

carotenoide xantofí lico perteneciente al grupo de los tetraterpenoides, y su fo rmula molecular 

es C40H52O4. Posee una estructura que consiste en una cadena de polieno lineal y dos anillos β 

terminales, Fig. 1.3. La mole cula posee grupos hidroxilo (-OH) y grupos cetona (C=O) en cada 

uno de los anillos terminales, mientras que su cadena central de polieno presenta enlaces 

dobles conjugados, los cuales son responsables de su coloracio n rojiza (Martí nez-Delgado et 

al., 2017; Mota et al., 2022; Mularczyk et al., 2020).  

 

Figura 1.3. Estructura quí mica de ASX.  

En particular, los aceites de camaro n, krill y langostino contienen pigmentos 

liposolubles, principalmente ASX. En estos aceites tambie n se han detectado otros 

carotenoides, como el β-caroteno, la equinenona, la cantaxantina, el astaceno, la zeaxantina y 

otros compuestos no identificados (Su et al., 2018). La ASX y sus e steres son los carotenoides 

predominantes en estas especies, representando aproximadamente entre el 67 % y el 95 % del 

contenido total de carotenoides y siendo los principales responsables de la caracterí stica 

coloracio n rojo-anaranjada de los crusta ceos y sus aceites (Gulzar et al., 2020; Nirmal et al., 

2020). 

Debido a sus propiedades excepcionales, la ASX ha captado la atencio n de numerosos 

investigadores en los u ltimos an os. Su bioactividad ha sido objeto de extensos estudios, tanto 

en entornos controlados de laboratorio (in vitro) como en organismos vivos (in vivo), 

incluyendo ensayos en animales y humanos (Donoso et al., 2021). Actualmente, existe 

evidencia sustancial que respalda las propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y 
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antitumorales de ASX en la salud humana (McCall et al., 2018; Park et al., 2010; Singh et al., 

2020). 

Particularmente, la ASX se destaca por su alta actividad antioxidante, siendo diez veces 

ma s potente que el β-caroteno y hasta cien veces ma s eficaz que la vitamina E (Naguib, 2000). 

Gracias a sus dobles enlaces conjugados, posee la capacidad de neutralizar el oxí geno singlete 

y eliminar los radicales libres (Kumar et al., 2022). Adema s, se ha observado que ASX puede 

inhibir la peroxidacio n lipí dica en muestras biolo gicas, brindando así  un escudo protector 

frente a posibles dan os oxidativos (Ranga Rao et al., 2013). Estudios recientes respaldan las 

propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de la ASX. Un metaana lisis de Ma et al. (2022) 

mostro  reducciones significativas en biomarcadores de estre s oxidativo e inflamacio n como el 

malondialdehí do (MDA), los isoprostanos y la interleucina-6. 

Por u ltimo, la ASX es un antioxidante con notable potencial antitumoral, demostrado 

tanto en estudios in vitro como en modelos animales. Su accio n se basa en la reduccio n del 

estre s oxidativo, la proteccio n del ADN, la modulacio n de la inflamacio n y el fortalecimiento de 

la respuesta inmune. Su capacidad para integrarse en las membranas celulares la hace 

especialmente eficaz en la neutralizacio n de radicales libres (Galarza et al., 2023). En estudios 

in vitro, ha inhibido la proliferacio n y migracio n de ce lulas tumorales en ca ncer de mama, 

promoviendo la apoptosis y deteniendo el ciclo celular (McCall et al., 2018). En modelos 

animales, se ha observado que la ASX previene la carcinoge nesis en colon, vejiga, cavidad oral 

y mama (Galarza et al., 2023). 

Sin embargo, debido a su estructura altamente conjugada, la ASX es propensa a 

degradarse fa cilmente, lo que le impone ciertas limitaciones en su uso (Martí nez-Delgado et al., 

2017). Estas limitaciones son especialmente notables cuando es aislada de su matriz original y 

expuesta directamente a condiciones industriales, tales como ambientes a cidos, calor, luz, iones 

de metales de transicio n, oxí geno singlete y radicales libres. Estos factores ambientales pueden 

afectar negativamente el color, los valores funcionales y nutricionales, como la estabilidad en 

el almacenamiento (Armenta & Isabbl, 2009). 
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1.1.2.1.3. Oxidación lipídica 

Una de las principales causas del deterioro de los alimentos es la oxidacio n lipí dica, 

tambie n conocida como autooxidacio n. 

El proceso de oxidacio n lipí dica comprende un conjunto de reacciones quí micas 

complejas, y puede ser iniciado por diferentes mecanismos, entre los que destacan la accio n de 

radicales libres, la presencia de metales de transicio n – que actu an como catalizadores – y la 

exposicio n a la luz UV. La presencia de varios dobles enlaces en la estructura de los AGPI es lo 

que los hace especialmente vulnerables a este tipo de reacciones (Fereidoon & Ying, 2010). Los 

radicales libres generan la remocio n de iones hidro geno de los AGPI, iniciando una reaccio n 

catalí tica en cadena, definida como autooxidacio n lipí dica, que puede generar ma s de 60 

productos finales, muchos de los cuales son citoto xicos (Chaiyasit et al., 2007). Cabe sen alar 

que, durante la primera etapa de oxidacio n de los lí pidos, se forman “compuestos primarios de 

oxidacio n” llamados hidropero xidos, cuya concentracio n va aumentando gradualmente a 

medida que transcurre el tiempo hasta alcanzar un ma ximo, Fig. 1.4.  

 

Figura 1.4. Curva cine tica de autooxidacio n de AGPI. Adaptado de Pingret et al. 

(2013). 

Luego la concentracio n de hidropero xidos comienza a disminuir, ya que e stos se 

degradan para dar lugar a los llamados “compuestos secundarios” de la reaccio n oxidativa 

(aldehí dos, cetonas, hidrocarburos), que adema s de tener accio n citoto xica, son los 
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responsables de los aromas y sabores desagradables desarrollados en los alimentos rancios y 

representan una pe rdida significativa de calidad (Bodoira et al., 2017; Mansouri, 2020). 

La oxidacio n lipí dica representa un desafí o en la produccio n, transporte y almacenaje 

de alimentos enriquecidos con AGPI (Espinaco et al., 2023). Teniendo en cuenta las dificultades 

para incorporar estos AGPI directamente en los alimentos, la industria alimentaria debe 

proponer nuevas estrategias tecnolo gicas para proteger a estos compuestos de los agresores 

medioambientales y desarrollar ingredientes funcionales que mejoren la estabilidad de los 

alimentos que los contienen (Drusch & Berg, 2008; Zimet & Livney, 2009). En particular, una 

alternativa que ha sido implementada en los u ltimos tiempos y, la cual utilizamos en el presente 

trabajo, es la microencapsulacio n de estos compuestos. 

1.1.2.2. Microorganismos probióticos 

Se ha comprobado que las bacterias probio ticas puedan conferir efectos bene ficos 

sobre la salud humana al ser consumidas en dosis adecuadas y con cierta regularidad 

(FAO/WHO, 2002). 

Entre los microorganismos probio ticos, ya estudiados y ampliamente utilizados en la 

industria de los alimentos, se encuentran principalmente cepas especí ficas de los ge neros 

Lactobacillus y Bifidobacterium, algunas cepas de especies de Bacillus, y levaduras como 

Saccharomyces cerevisiae o S. boulardii, entre otros (Rodrí guez et al., 2016). Comercialmente y 

a nivel mundial, se las pude encontrar bajo distintas presentaciones como, por ejemplo, 

ca psulas, perlas de liberacio n controlada, bebidas fermentadas lista para consumo, smoothies, 

tambie n pueden encontrarse probio ticos en productos tales como yogures o quesos o polvos 

listos para su consumo. En este u ltimo caso las preparaciones pueden obtenerse a trave s de 

distintos procedimientos, los dos ma s utilizados consisten en la liofilizacio n o, en gran medida 

a escala industrial, el secado por aspersio n. 

Los microorganismos probio ticos en general han sido propuestos para modular la 

actividad de la microbiota del intestino y la inmunidad local o siste mica, para prevenir 

infecciones ente ricas o ejercer efectos antiinflamatorios; lo cual contribuye al buen 
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funcionamiento y proteccio n del tracto gastrointestinal en animales y humanos. Sin embargo, 

se ha observado que la influencia de diversos factores de estre s tales como la acidez ga strica y 

las sales biliares; las enzimas digestivas, niveles de oxí geno y el pH; la presencia de inhibidores; 

la temperatura de almacenamiento y la composicio n de matrices de alimentos, pueden 

traducirse en pe rdidas de la viabilidad y capacidad de supervivencia de estos o alteran su 

funcionalidad sin necesariamente modificar el nu mero de ce lulas viables (Anal & Singh, 2007). 

Dados estos factores condicionantes, diversos trabajos se han enfocado en desarrollar y 

mejorar estrategias para estabilizar probio ticos, siendo una de ellas la encapsulacio n. Dicha 

te cnica podrí a mejorar la supervivencia de los probio ticos durante su permanencia en 

alimentos y/o su paso por el sistema digestivo. 

1.1.2.2.1. Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 

La leche materna se ha convertido en una fuente interesante de microorganismos 

potencialmente probio ticos. Es una fuente de bacterias viables, procedentes del intestino 

materno, las cuales son llevadas por las ce lulas dendrí ticas y macro fagos, ví a el sistema 

linfa tico, hasta las gla ndulas mamarias (Jeurink et al., 2013). En el an o 2008, en el Instituto de 

Lactologí a Industrial (INLAIN, CONICET/UNL), comenzaron los intentos por aislar bacterias 

potencialmente probio ticas a partir de leche materna humana. Es en este contexto que se logro  

aislar y caracterizar la cepa B. lactis INL1.  

 

Figura 1.5. Micrografí as electro nicas de barrido de B. lactis INL1. Las flechas blancas 

indican la morfologí a tí pica de las bacterias. Material obtenido de Vinderola et al. (2012). 

La cepa probio tica B. lactis INL1 pertenece al ge nero de bacterias Gram-positivas, 

presenta morfologí a de basto n de largo variable y seccio n relativamente constante. Se 
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consideran bacterias no mo viles y suelen presentar una estructura caracterí stica de “horqueta” 

o “Y” que permite reconocerla fa cilmente al microscopio, Fig. 1.5. 

Si se pretende desarrollar un ingrediente funcional, los ensayos sobre la funcionalidad 

y la seguridad de los nuevos aislados bacterianos cuyo consumo se destinarí a a seres humanos 

es un prerrequisito (FAO/WHO, 2002). El hecho de que la cepa se haya aislado de leche 

materna, la cual es administrada por las madres hacia los recie n nacidos durante los primeros 

dí as de vida, sugiere que la misma serí a segura y potencialmente reguladora de la funcio n 

inmune (Vinderola et al., 2004). Adema s, la especie B. lactis es una de las especies comu nmente 

incorporadas en ingredientes funcionales por sus diversos efectos bene ficos tales como la 

reduccio n del riesgo de contraer diarrea por parte de los nin os y aliviar trastornos ale rgicos. 

Por otro lado, cepas potencialmente probio ticas con poca tolerancia a los para metros 

tecnolo gicos son de limitado intere s para la industria alimentaria si no pueden superar los 

obsta culos del procesamiento de alimentos (Ross et al., 2005). Para tener en cuenta, el secado 

por aspersio n es una herramienta ampliamente utilizada en la industria para la deshidratacio n 

por lo cual es una potencial alternativa ma s econo mica y versa til de escalar a planta industrial, 

que la liofilizacio n o freeze-drying para la produccio n de cultivos probio ticos. 

En el an o 2017, Burns et al. (2017) publicaron los resultados de un estudio llevado a 

cabo con la cepa B. lactis INL1 secada por aspersio n y sus efectos sobre la colitis cro nica y aguda 

en ratones. En cuanto al secado por aspersio n, y al igual que Loyeau et al. (2018), se evidencio  

una satisfactoria capacidad de resistencia al proceso, con una tasa de supervivencia cercana al 

97 %. La cepa B. lactis INL1, tanto como cultivo fresco o secado por aspersio n en leche 

reconstituida al 20 %, mantuvieron la capacidad antiinflamatoria en el modelo de colitis. 

Por lo tanto, la cepa B. lactis INL1 se considera un agente bioactivo de intere s para 

formular un ingrediente funcional mediante la te cnica de encapsulacio n y sus variantes, 

convirtie ndose en uno de los objetivos de la presente tesis. 
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1.1.3. Encapsulación 

Como se sen alo  previamente, tanto los AGPI ω-3 como la ASX son compuestos sensibles 

a la degradacio n cuando se exponen a factores ambientales como el oxí geno, la luz, la humedad 

y el calor. Durante el procesamiento y almacenamiento de los alimentos, estos compuestos 

suelen estar expuestos a condiciones adversas que comprometen su estabilidad y pueden dar 

lugar a la formacio n de alteraciones organole pticas desfavorables. Adema s, al atravesar el 

tracto gastrointestinal, pueden sufrir transformaciones estructurales que afecten tanto su 

estabilidad como su bioactividad. A esto se suma su escasa solubilidad en agua, lo cual dificulta 

su incorporacio n en productos alimenticios de base acuosa (Alu’datt et al., 2022; Đorđevic  et 

al., 2014). 

Ante este panorama, en el a rea de investigacio n y desarrollo de nuevos alimentos, el 

propo sito de la encapsulacio n radica en la contencio n de compuestos bioactivos y su proteccio n 

contra factores ambientales durante el almacenamiento. Funciona como una barrera que 

controla la liberacio n, solubilidad y biodisponibilidad de los compuestos estabiliza ndolo 

durante el pasaje por el tracto gastrointestinal; al mismo tiempo, simplifica la manipulacio n y 

transporte, adema s de enmascarar sabores y aromas indeseados (Caldero n-Oliver & Ponce-

Alquicira, 2022; Shishir et al., 2018). 

La microencapsulacio n es un proceso en el cual se genera una barrera funcional entre 

el nu cleo y el material de pared para evitar reacciones quí micas y fí sicas que puedan deteriorar 

o modificar las propiedades biolo gicas y fisicoquí micas de los materiales de intere s que se 

ubican en el nu cleo (Zabot et al., 2022). El resultado son pequen as ca psulas con diversas 

morfologí as y dia metros que oscilan entre 1 y 1000 μm (Chang & Nickerson, 2018; Dias et al., 

2015). 

En el caso de aplicaciones alimentarias, el nu cleo suele estar constituido por el 

compuesto bioactivo, mientras que los materiales de pared esta n formados, en general, por 

polí meros de grado alimentario, principalmente proteí nas y/o polisaca ridos (Alu’datt et al., 

2022). 
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Las numerosas ventajas que presenta la microencapsulacio n han llevado a aumentar la 

utilizacio n de esta te cnica en la industria alimentaria en los u ltimos an os. En la actualidad, 

existen numerosas te cnicas de microencapsulacio n y se espera que este nu mero continu e 

creciendo debido a la identificacio n de nuevos materiales para encapsular y a la aparicio n de 

nuevos principios bioactivos que requieren procesos de microencapsulacio n especí ficos 

(Fioramonti et al., 2015). 

La eleccio n del me todo adecuado de microencapsulacio n y del material de pared 

depende de la aplicacio n que tendra  la microca psula, el taman o de partí culas requerido, las 

propiedades fí sicas y quí micas tanto del nu cleo como del material de pared, el mecanismo de 

liberacio n, la escala de produccio n y el costo (Alu’datt et al., 2022; da Silva et al., 2014). 

El desarrollo de un sistema de microencapsulacio n eficaz se basa en el conocimiento 

del componente activo que se quiere encapsular, así  como su estabilidad y los factores que 

intervienen en su proceso degenerativo. Se deben conocer las propiedades del material de 

pared que se ha elegido como matriz encapsulante y el adecuado proceso para la aplicacio n 

final (Nazzaro et al., 2012). 

1.1.3.1. Materiales de pared 

Existe una amplia variedad de materiales sinte ticos y naturales, capaces de combinarse 

con el fin de obtener propiedades de barrera. Dentro de los materiales de pared utilizados para 

la encapsulacio n se pueden encontrar activos hidrofí licos como ciertos polisaca ridos, gomas, 

proteí nas de origen vegetal o animal y activos hidrofo bicos como lí pidos, grasas y polí meros 

(Sobel et al., 2014). 

La eleccio n adecuada del material de pared es muy importante dado que influye sobre 

la eficiencia de encapsulacio n y la estabilidad de la microca psula (da Silva et al., 2014). 

Los criterios para seleccionar un material de pared ideal se basan principalmente en 

alta solubilidad en agua, poseer sabor y aroma neutros, baja viscosidad a altas concentraciones, 

baja capacidad de absorcio n de agua atmosfe rica, bajo costo, no reaccionar ni solubilizarse con 

el material encapsulado y proporcionarle la ma xima proteccio n. Adema s, en el caso de 
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encapsular aceites, el material de pared debe tener suficiente capacidad emulsionante para 

producir emulsiones estables antes del secado por aspersio n (Augustin & Hemar, 2009). 

Los biopolí meros, como proteí nas y polisaca ridos, han sido usados como materiales de 

pared para la produccio n de microca psulas ma s alla  de sus propiedades emulsionantes y 

estabilizantes (Bae & Lee, 2008). Su amplio uso se justifica por ser biodegradables y 

biocompatibles. Esta particularidad les ha otorgado el estatus de sustancias generalmente 

reconocidas como seguras (GRAS, Generally Recognized As Safe, por sus siglas en ingle s). Esta 

designacio n implica que estos compuestos pueden ser incorporados en alimentos sin 

comprometer la seguridad del consumidor (McClements, 2006; Neirynck et al., 2007). 

 

Figura 1.6. Representacio n esquema tica de los cuatro posibles sistemas obtenidos 

por mezclar soluciones de una proteí na y un polisaca rido. Adaptado de Guzey & McClements 

(2006). 

Cuando se tiene una mezcla de biopolí meros en solucio n, pueden existir entre ellos 

interacciones sine rgicas o antago nicas, que podrí an promover la modificacio n de sus 

propiedades funcionales. El conocimiento del origen y la naturaleza de estas interacciones 

podrí an ser utilizados para el disen o de nuevas estructuras en matrices alimentarias. Cuando 

dos biopolí meros se mezclan en solucio n, por ejemplo, una solucio n de proteí nas y otra de 
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polisaca ridos, pueden tener lugar algunos de los feno menos representados esquema ticamente 

en la Fig. 1.6 

Las interacciones entre ambos pueden ser de cara cter atractivo - cuando los 

biopolí meros se atraen entre sí  y forman complejos -, o repulsivo - cuando los biopolí meros se 

repelen mutuamente dando lugar a una incompatibilidad termodina mica. Si las proteí nas y los 

polisaca ridos muestran atraccio n neta, dependiendo de la concentracio n de los biopolí meros 

en solucio n y del pH, podrí a ocurrir la formacio n de complejos proteí na-polisaca rido solubles, 

Fig. 1.6 c; este es el tipo de interacciones con los que se desea trabajar en esta tesis. 

1.1.3.1.1. Proteína de soja 

Las proteí nas de soja son el representante ma s importante de las proteí nas de 

leguminosas debido a su alto contenido proteico y su equilibrada composicio n de aminoa cidos, 

mostrando un gran potencial como sustitutos de las proteí nas de la carne y los la cteos (Yuan et 

al., 2014). 

El concentrado de proteí na de soja (SPC) es un producto que se obtiene a partir de los 

porotos de soja, compuesto principalmente glicina y β-conglicinina. El SPC es rico en 

compuestos bioactivos (como vitamina E y nueve aminoa cidos esenciales), posee un excelente 

equilibrio hidrofí lico e hidrofo bico, así  como propiedades de agregacio n te rmica/gelificacio n 

que podrí an estabilizar las emulsiones. El SPC se ha utilizado ampliamente en la industria 

alimentaria debido a sus beneficios nutricionales y propiedades funcionales, tales como la 

solubilidad, gelificacio n, emulsificacio n y capacidad espumante. Presenta una naturaleza 

anfo tera con carga negativa por encima de su punto isoele ctrico (pI) de 4.5. Sin embargo, la 

solubilidad de la mayorí a del SPC disminuye dra sticamente en el rango de pH de 3 a 5, lo que 

limita su aplicacio n en condiciones a cidas. Para resolver este problema, la homogeneizacio n 

por mezcla, el tratamiento ultraso nico o la microfluidizacio n podrí an disolver el SPC (Gao et al., 

2022; Tavares et al., 2021). 
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1.1.3.1.2. Quitosano 

El quitosano (CHT) representa un biopolí mero de gran intere s por sus funcionalidades 

complementarias en formulaciones alimentarias y farmace uticas. Este polí mero natural ha 

cobrado relevancia gracias a sus destacadas propiedades fisicoquí micas y biolo gicas (Jime nez-

Go mez & Cecilia, 2020). Es el segundo polisaca rido ma s abundante en la naturaleza despue s de 

la celulosa, se obtiene mediante un proceso de deacetilacio n alcalina de la quitina (Fig. 1.7), la 

cual proviene principalmente del exoesqueleto de crusta ceos (como el langostino) y de ciertos 

hongos (Khutoryanskiy, 2014). El grado de deacetilacio n, idealmente superior al 85 %, junto 

con su peso molecular, determina muchas de sus funcionalidades (Zhang et al., 2021). 

 

Figura 1.7. Estructura quí mica de la quitina y el CHT luego del proceso de 

deacetilacio n. 

Desde el punto de vista fisicoquí mico, el CHT es una base de bil con un pKa entre 6.3 – 

6.5. Es soluble en medios a cidos (pH<6), donde los grupos amino se protonan, volvie ndose un 

polielectrolito catio nico; por encima de ese pH, se desprotona y precipita (Klinkesorn & 

McClements, 2009). Posee alta viscosidad, capacidad para formar enlaces de hidro geno y para 

adsorberse en interfaces, reduciendo la tensio n interfacial. Adema s, puede formar complejos 

con iones meta licos, actuar como floculante y procesarse en diversas formas fí sicas (pelí culas, 

geles, nanopartí culas, entre otros), lo que amplí a su versatilidad (Jime nez-Go mez & Cecilia, 

2020). 
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1.1.3.1.3. Maltodextrina 

La maltodextrina (MDX), fo rmula (C6H10O5)n•H2O, es un producto obtenido por la 

hidro lisis a cida o enzima tica del almido n, o la combinacio n de ambas, que consiste en 

oligo meros y/o polí meros de D-glucosa unidos principalmente por enlaces glucosí dicos α-1,4 

(Klinkesorn et al., 2004). 

En la actualidad se cuenta con un amplio respaldo regulatorio por parte de la FDA (Food 

and Drug Administration): esta  catalogada como sustancia GRAS en la industria alimentaria e 

incluida en la Base de Datos de Ingredientes Inactivos para su aplicacio n en el sector 

farmace utico. 

En la industria alimentaria son muy utilizadas como agentes estabilizantes, espesantes, 

sustitutos de grasas y aceites en aderezos para ensaladas, margarinas y postres congelados. 

Tambie n ayudan a controlar la textura, la higroscopicidad y la densidad en algunos alimentos.  

Adema s, presenta buena relacio n costo/beneficio, ya que se ha utilizado junto con otros 

polí meros actuando como coadyuvante de secado, aumentando la concentracio n de so lidos 

totales en solucio n y reduciendo los gastos de produccio n, como los relacionados con la energí a 

y materia prima, al reemplazar de manera parcial a polí meros de mayor valor (Mahdavi et al., 

2014). Sin embargo, es importante destacar que su capacidad de emulsionar es limitada, por 

este motivo, las emulsiones que contienen MDX requieren, adema s, un agente emulsificante 

adicional para formular una emulsio n estable (Klinkesorn et al., 2004). 

En el secado por aspersio n, a menudo se recurre a la mezcla con MDX con el propo sito 

de disminuir los costos y mejorar la eficiencia de encapsulacio n (Anandharamakrishnan & 

Ishwarya, 2015). 

1.1.4. Emulsiones como tecnología de encapsulación de compuestos bioactivos 

La emulsificacio n es una te cnica que es ampliamente utilizada para producir productos 

farmacolo gicos o ingredientes funcionales con la intencio n de proteger compuestos de intere s. 

Ba sicamente, una emulsio n consiste en al menos dos lí quidos inmiscibles, 

generalmente una fase oleosa y una fase acuosa, dispersa ndose una de las fases como pequen as 
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gotas esfe ricas en la otra. Un sistema que consiste en gotas de aceite dispersas en una fase 

acuosa se denomina emulsio n de aceite en agua (O/W, oil/water), mientras que un sistema que 

consiste en gotas de agua dispersas en una fase oleosa se conoce como emulsio n agua en aceite 

(W/O, water/oil) (Chung & McClements, 2015). 

Debido a la inmiscibilidad de los lí quidos, una emulsio n es un sistema 

termodina micamente inestable, que tiende a desestabilizarse a lo largo del tiempo debido a 

una variedad de mecanismos fisicoquí micos: separacio n gravitacional (cremado), 

sedimentacio n, floculacio n, coalescencia y maduracio n de Ostwald, los cuales se encuentran 

representado en la Fig. 1.8 (McClements & Jafari, 2018; Rayees et al., 2024). De todas maneras, 

es posible formular emulsiones que sean cine ticamente estables por un periodo de tiempo 

razonable utilizando fuerzas meca nicas intensas y/o incluyendo emulsionantes (Kuhn & 

Cunha, 2012). 

 

Figura 1.8. Mecanismos de desestabilizacio n de emulsiones. Adaptado de 

McClements & Jafari (2018). 

Las proteí nas son los agentes emulsionantes ma s comu nmente utilizados en la 

actualidad (proteí nas la cteas, de soja, de huevo, etc.), ya que son ingredientes naturales, 

econo micos y esta n ampliamente disponibles (Berton-Carabin & Schroe n, 2015; Cai et al., 

2023). Las mismas, por su cara cter anfifí lico, actu an como tensoactivos macromoleculares y 

tienen la particularidad de adsorberse en la interfase formando una cubierta viscoela stica 

cuyas propiedades meca nicas influyen en la estabilidad del sistema coloidal (Ozturk & 

McClements, 2016). 
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Tradicionalmente las emulsiones son preparadas mediante la homogeneizacio n de la 

fase acuosa junto con la oleosa en presencia de un emulsificante soluble en alguna de las dos 

fases. Este proceso requiere del aporte de energí a para deformar la interfase aceite-agua de 

manera tal que se generen gotas, aumentando el a rea superficial. Durante la homogeneizacio n 

se facilita la adherencia del emulsificante a la superficie interfacial, reduciendo la tensio n 

superficial y formando una capa protectora que previene la agregacio n de las gotas (Kuhn & 

Cunha, 2012). 

La formacio n de gotas de emulsio n durante la homogeneizacio n de las fases inmiscibles 

se encuentra influenciada principalmente por dos factores claves: la cantidad de agente 

emulsionante presente en la mezcla y la energí a total suministrada al sistema, esta u ltima 

determinada por la tecnologí a utilizada en la preparacio n de la emulsio n (McClements, 2015). 

En muchas operaciones industriales y estudios cientí ficos la formacio n de una emulsio n 

se realiza en dos pasos: (i) las fases separadas de aceite y agua se convierten en una emulsio n 

gruesa que contiene gotas grandes mediante el empleo de un tipo de homogeneizador 

(mezclador de alta velocidad), (ii) luego el taman o de las gotas se reduce mediante el uso de 

otro tipo de homogeneizador. Para este u ltimo paso, existe una gran variedad de 

homogeneizadores disponibles incluyendo los homogeneizadores de alta presio n, ultraso nicos 

y de membrana, entre otros (McClements, 2010). Los homogeneizadores de alta presio n son 

los ma s frecuentemente utilizados en la industria para producir emulsiones alimentarias, 

permitiendo obtener sistemas con buenas propiedades de textura y gran estabilidad. En este 

proceso, las gotas que en su mayorí a son demasiado grandes son subsecuentemente rotas hasta 

obtener partí culas de menor taman o. La disminucio n del taman o promedio de gotas reduce los 

procesos de desestabilizacio n de las emulsiones (Kuhn & Cunha, 2012). 

Las emulsiones O/W, son propensas a la inestabilidad fí sica y quí mica cuando son 

expuestas a tensiones ambientales (calentamiento, refrigeracio n, congelacio n, secado, cambios 

de pH y fuerza io nica), debido a que contienen gotas de aceite recubiertas con una sola capa de 

biopolí meros, lo que limita su capacidad de resistencia frente a estos factores (Guzey & 
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McClements, 2006). Se han reportado muchos trabajos en los cuales se usan distintas 

estrategias para encapsular aceite, mediante formulacio n de emulsiones. Entre las estrategias 

utilizadas se encontraron, emulsiones multicapa (Copado et al., 2021), emulsiones bicapa 

(Acosta et al., 2024), coacervados (Bordo n et al., 2022), con adicio n de antioxidantes y mezclas 

de antioxidantes (Acosta et al., 2024; Ixtaina et al., 2023). En todos estos trabajos se 

combinaron diferentes te cnicas para preparar la emulsio n. 

Una de las estrategias para mejorar la estabilidad de las emulsiones O/W, se basa en la 

te cnica de deposicio n electrosta tica capa por capa (layer-by-layer, por sus siglas en ingle s) 

(McClements, 2015). Esta te cnica consiste en la adsorcio n secuencial de polielectrolitos con 

cargas opuestas sobre la superficie de las partí culas lipí dicas, aprovechando la atraccio n 

electrosta tica para formar capas estables que mejoran la proteccio n y estabilidad de la 

emulsio n, Fig. 1.9 (Copado et al., 2021; Guzey & McClements, 2006). 

 

Figura 1.9. Representacio n esquema tica de la formacio n de emulsiones 

convencionales y multicapa. Adaptado de McClements (2010). 

Estas pelí culas protectoras proporcionan al sistema una repulsio n tanto este rica como 

electrosta tica que estabiliza la emulsio n en un amplio rango de condiciones variables de pH, 

temperatura, entre otros (Fioramonti et al., 2015). El pH afecta la ionizacio n de los polí meros, 

influyendo directamente en la formacio n de capas y en el potencial zeta de las emulsiones. Por 
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ello, es fundamental seleccionar un pH o ptimo que prevenga la aglomeracio n de las gotas y 

garantice la estabilidad del sistema (Fioramonti et al., 2019). 

Una de las ventajas que poseen este tipo de sistemas es que permiten disen ar pelí culas 

interfaciales con distintas propiedades. Esto promoverí a un aumento en la estabilidad de las 

emulsiones frente a condiciones de estre s, mejorando la proteccio n de los componentes 

encapsulados (Burgos-Dí az et al., 2016). Adema s, prolongan el tiempo de residencia del 

compuesto bioactivo en el tracto gastrointestinal y aumentan la interaccio n con los tejidos 

(Chen et al., 2006). Mediante esta tecnologí a, se podrí a regular la liberacio n de los agentes 

funcionales en respuesta a cambios especí ficos en el entorno, como dilucio n, pH, fuerza io nica, 

temperatura, entre otros (McClements, 2012). 

1.1.5.  Tecnologías de deshidratación de emulsiones 

Los me todos de deshidratacio n que se emplean comu nmente en la industria son la 

liofilizacio n y el secado por aspersio n (Go mez-Cruz & Jime nez-Munguí a, 2014). 

1.1.5.1. Secado por aspersión 

El secado por aspersio n de una suspensio n de componente bioactivo es el me todo ma s 

utilizado para producir microca psulas, donde el componente de intere s queda recubierto por 

el material de pared (Bae & Lee, 2008; Partanen et al., 2008). Esto resulta en la produccio n de 

partí culas con dimensiones que oscilan entre 10 y 100 μm (Bakry et al., 2016). Los polvos 

generados suelen tener baja actividad de agua (aw), ser de fa cil manejo y disposicio n para el 

almacenamiento y tambie n protegen el agente bioactivo contra reacciones indeseables 

(oxidacio n, degradacio n) (Geranpour et al., 2020; Go mez-Cruz & Jime nez-Munguí a, 2014). Por 

otro lado, de los me todos de encapsulacio n existentes, el secado por aspersio n se encuentra 

desarrollado tecnolo gicamente desde escala laboratorio, pasando por la escala piloto y hasta el 

nivel industrial, lo que aumenta la factibilidad del escalado de algu n desarrollo y su 

transferencia al sector productivo (Gharsallaoui et al., 2007). 
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El principio del secado por aspersio n consiste en la atomizacio n de un lí quido (solucio n, 

suspensio n o emulsio n) en una corriente de aire caliente, dentro de una ca mara de secado. El 

agua se evapora instanta neamente permitiendo que el compuesto bioactivo quede atrapado 

dentro de una pelí cula de material encapsulante. Una esquematizacio n del proceso se presenta 

en la Fig. 1.10. 

 

Figura 1.10. Esquema del proceso de encapsulacio n mediante secado por aspersio n.  

El secado por aspersio n se recomienda ampliamente como me todo de secado para 

compuestos muy vola tiles y sensibles al calor debido a su corto tiempo de contacto con el aire 

a alta temperatura y velocidad de evaporacio n; obteniendo productos finales de buena calidad, 

estabilidad y funcionalidad lo que amplí a el rango de aplicacio n de este tipo de ingredientes en 

las industrias alimentaria, farmace utica y cosme tica (Mohammed et al., 2020; O zbek & Ergo nu l, 

2017; Zhang et al., 2022). La calidad de las microca psulas obtenidas a trave s del secado por 

aspersio n se ve afectada por diversas variables como el contenido de so lidos, viscosidad, 

material de la pared y temperaturas del aire de entrada y salida, entre otros. 

1.1.5.2. Liofilización 

La liofilizacio n es una te cnica ampliamente utilizada para encapsular compuestos 

sensibles, basada en la deshidratacio n por sublimacio n de muestras previamente congeladas 

(Fioramonti et al., 2017). Al eliminar el agua directamente del estado so lido al gaseoso, 

preserva la integridad de sustancias termosensibles. A diferencia de otros me todos, evita la 
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exposicio n a altas temperaturas, lo que la hace especialmente adecuada para la 

microencapsulacio n de compuestos bioactivos. Los productos obtenidos son fa cilmente 

reconstituibles y, al requerir pocas etapas, el proceso se considera relativamente simple. Sin 

embargo, su principal desventaja es el alto costo (Pudziuvelyte et al., 2020). 

1.1.6. Aportes de este trabajo de investigación 

La mayorí a de los tratamientos antitumorales actualmente disponibles buscan inducir 

la muerte selectiva de las ce lulas tumorales, minimizando al mismo tiempo efectos adversos 

sobre las ce lulas normales del organismo. Sin embargo, muchos de los agentes quimiotera picos 

utilizados presentan limitada selectividad y generan importantes efectos secundarios, lo que 

ha impulsado la bu squeda de nuevas estrategias terape uticas y compuestos bioactivos de 

origen natural (Kim & Kim, 2018). 

El ca ncer constituye una enfermedad multifactorial caracterizada por el crecimiento 

descontrolado de las ce lulas, con capacidad de invadir otros tejidos y generar meta stasis por 

ví a linfa tica o hematoge nica (Maiuolo et al., 2021). Entre los factores asociados a su desarrollo 

se encuentran mutaciones gene ticas, infecciones, inflamacio n cro nica, exposicio n a 

radiaciones, estre s oxidativo y distintos factores ambientales y nutricionales (Wang et al., 

2018). 

En este contexto, diversos estudios han demostrado que determinados compuestos 

presentes en alimentos y subproductos marinos podrí an ejercer efectos biolo gicos 

beneficiosos, incluyendo actividad antioxidante, antiproliferativa y citoto xica frente a lí neas 

celulares tumorales (Gulzar et al., 2020; Jayathilake et al., 2016; Kannan et al., 2011; Kim et al., 

2022; Nirmal et al., 2020; Xie et al., 2019). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este trabajo se propone el disen o de un 

ingrediente funcional innovador en polvo y de grado alimenticio, a partir de la encapsulacio n 

de AL (fuente animal rica en AGPI ω-3 y ASX) y la cepa potencialmente probio tica B. lactis INL1. 

Si bien ambos componentes han sido estudiados previamente por separado, existen 

escasos antecedentes relacionados con su incorporacio n conjunta en un mismo sistema 



C a p í  t u l o  1  | 29 

 

 

encapsulado. Actualmente pueden encontrarse en el mercado suplementos comerciales de AL 

o de probio ticos (en polvo o en ca psulas), pero no se han desarrollado hasta la fecha productos 

que combinen estos compuestos en una misma formulacio n para potenciar sus efectos 

beneficiosos, a partir de fuentes 100 % naturales y sostenibles. 

En este contexto, este trabajo propone obtener un ingrediente nutrace utico versa til y 

fa cilmente manipulable, que pueda incorporarse en polvo a una amplia variedad de alimentos, 

facilitando su adopcio n cotidiana.  

Para ello, se desarrollara  una tecnologí a de emulsiones multicapa - mediante la te cnica 

de deposicio n electrosta tica capa sobre capa - empleando proteí na de soja, CHT y MDX como 

materiales de pared. A partir de la deshidratacio n de estas emulsiones y la adicio n de una cepa 

potencialmente probio tica se obtendra n sistemas bicomponentes. 

Por un lado, se estudiara  la estabilidad oxidativa y la viabilidad celular en los sistemas 

bicomponentes almacenados a distintas temperaturas, para evaluar sus propiedades 

fisicoquí micas durante la vida u til. Por otro lado, se analizara  la estabilidad de los sistemas 

bicomponentes frente a un proceso de digestio n gastrointestinal simulada in vitro, así  tambie n 

como la actividad citoto xica y antiproliferativa del ingrediente funcional digerido frente a lí neas 

celulares de ca ncer hepa tico (HepG2) y ca ncer colorrectal (HT-29 y Caco-2). 

Desde el punto de vista econo mico y medioambiental se busca aprovechar un 

subproducto de la industria alimentaria - como lo es el exoesqueleto del langostino - que en la 

actualidad se desecha generando grandes inconvenientes desde el punto de vista 

medioambiental, del cual se puede obtener tanto el aceite (bioactivo) como el CHT (material de 

pared). 

Por todo lo expuesto, esta propuesta constituye un enfoque novedoso para el disen o de 

ingredientes funcionales basados en fuentes naturales, y contribuir al desarrollo de nuevas 

formulaciones ma s seguras y estables, con potencial aplicacio n en la industria alimentaria y 

nutrace utica. 
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1.2. Hipótesis 

En base a lo anteriormente expuesto, se propone la siguiente hipo tesis: 

“El desarrollo de una tecnología para encapsular ácidos grasos ω-3 (junto al potente 

antioxidante ASX) y probióticos, posibilitará el diseño de un ingrediente capaz de conservar sus 

propiedades durante el almacenamiento y con efectos benéficos sobre líneas celulares, atribuidos 

a los bioactivos”. 

1.3. Objetivos 

1.3.1. Objetivo general 

Disen ar un ingrediente funcional bicomponente en polvo constituido por encapsulados 

de aceite de langostino y probio ticos deshidratados, empleando la tecnologí a de emulsiones y 

evaluar su estabilidad durante el almacenamiento y sus propiedades bioactivas in vitro en 

lí neas celulares. 

1.3.2. Objetivos específicos 

- Validar un me todo espectrofotome trico para determinar í ndice de pero xidos en 

aceites altamente pigmentados. 

- Caracterizar las propiedades fisicoquí micas y oxidativas del aceite de langostinos. 

- Disen ar y caracterizar emulsiones estabilizadas con concentrado de proteí nas de 

soja y quitosano para la encapsulacio n del aceite de langostinos. 

- Obtener y caracterizar encapsulados de aceite de langostinos, obtenidos por 

deshidratacio n de las emulsiones, mediante la evaluacio n de sus propiedades 

fisicoquí micas y morfolo gicas. 

- Obtener un ingrediente funcional bicomponente en polvo mediante la 

combinacio n de encapsulados de aceite de langostinos y probio ticos deshidratados, y 

evaluar su estabilidad durante el almacenamiento a distintas temperaturas. 

- Analizar las propiedades bioactivas in vitro del ingrediente funcional en lí neas 

celulares. 



 

 

2. CAPÍTULO 2: Validación de 

método espectrofotométrico 

para la determinación del 

índice de peróxidos en aceites 

muy pigmentados 
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En este capí tulo, se presentan los ensayos realizados para validar una te cnica 

espectrofotome trica destinada a la determinacio n del I ndice de Pero xidos (IP) en el AL, ya que 

la presencia de ASX y otros carotenoides pigmentados en esta matriz, dificulto  la aplicacio n de 

las metodologí as de determinacio n de IP en aceites ma s comu nmente reportadas en 

bibliografí a. 

Por un lado, el me todo esta ndar recomendado por la AOAC (Association of Official 

Agricultural Chemists), basado en una titulacio n iodome trica, resulta poco preciso en estos 

aceites debido a la fuerte coloracio n rojiza que dificulta la deteccio n del punto final. 

Por otro lado, el me todo espectrofotome trico de la IDF (International Dairy Federation), 

basado en la formacio n del complejo Fe(III)-tiocianato con ma xima absorbancia a 500 nm, 

tampoco puede aplicarse directamente porque los pigmentos del aceite absorben en la misma 

regio n espectral, interfiriendo con la lectura. 

Para superar esta limitacio n, se evaluaron dos modificaciones del me todo IDF 

orientadas a permitir la separacio n del complejo coloreado Fe(III)-tiocianato de los 

carotenoides. Finalmente, el me todo seleccionado fue validado usando otros aceites, 

analizando su linealidad, veracidad, precisio n y repetibilidad. 

2.1. Materiales y Métodos 

2.1.1. Materiales 

El hidropero xido de cumeno (CHP), el sulfato de hierro (II) heptahidratado y el 

tiocianato de amonio se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, EE. UU.). El cloruro de bario 

dihidratado y el indicador de almido n se obtuvieron de Mallinckrodt (EE. UU.). Todos los 

solventes (grado analí tico), el yoduro de potasio y el tiosulfato de sodio fueron proporcionados 

por Laboratorios Cicarelli (Argentina). Se utilizo  agua desionizada ultrapura (GT Laboratories, 

Argentina) para preparar las soluciones acuosas. El AL fue donado gentilmente por Harinas 

Patago nicas SRL (Puerto Madryn, Argentina). El aceite de chí a prensado en frí o fue 

proporcionado por SDA SA (Buenos Aires, Argentina). Los aceites comerciales de girasol y soja 
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(Molinos Rio de la Plata S.A., Argentina) se adquirieron en un supermercado local. Todos los 

dema s reactivos utilizados fueron de grado analí tico. 

2.1.2. Métodos 

2.1.2.1. Método Iodométrico AOAC por titulación 

El me todo oficial de la AOAC se tomo  como referencia para cuantificar los productos de 

oxidacio n a trave s de la determinacio n del IP en los aceites (AOAC International, 2000). 

Brevemente, se an adieron 0.5 g de aceite a 5 mL de una mezcla a cido ace tico/cloroformo (3:2 

v/v) contenida en un Erlenmeyer de 25 mL, seguido de la adicio n de 1 mL de solucio n saturada 

de KI. La mezcla se mantuvo en oscuridad durante 5 min y, posteriormente, se an adieron 10 

mL de agua destilada y 1 mL de solucio n de almido n al 0.5 % p/v (indicador). Las muestras se 

titularon utilizando una solucio n 0.01 N de tiosulfato de sodio previamente valorada, agitando 

vigorosamente hasta la desaparicio n del color azul. El IP se calculo  segu n la siguiente ecuacio n: 

𝐼𝑃 (
𝑚𝑒𝑞 02

𝑘𝑔 𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒
)  =  

(𝑆−𝐵) 𝑥 𝑁 𝑥 1000

𝑊
      Ec. 2.1 

donde S es el volumen de titulacio n de la muestra (en mL), B es el volumen utilizado en la 

titulacio n del blanco (en mL), N es la normalidad de la solucio n de Na₂S₂O₃ y W representa la 

masa de aceite en gramos. Cada medicio n se realizo  por quintuplicado y los resultados se 

expresaron como la media de cinco mediciones. 

2.1.2.2. Método original IDF 

El me todo espectrofotome trico propuesto por la IDF (International Dairy Federation, 

1991) para determinar el IP comprende la medida del complejo coloreado Fe(III)-tiocianato, 

donde los pero xidos del aceite oxidan los iones de Fe(II) a Fe(III), que luego reaccionan con el 

tiocianato para formar un complejo de color rosa-violeta, cuya ma xima absorbancia es a 500 

nm. En primer lugar, se mezclaron 200 μL de muestra con 2.8 mL de cloroformo/metanol (7:3, 

v/v). A continuacio n, se an adieron 15 μL de solucio n saturada de tiocianato de amonio (3.94 

M) y 15 μL de solucio n de Fe(II) (preparada mediante la mezcla de BaCl₂ 0.132 M y FeSO₄ 0.144 
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M en solucio n a cida, seguida de filtracio n a trave s de un papel de filtro con una retencio n de 

partí culas de 11 μm). La mezcla se agito  en vo rtex durante 15 s, se incubo  durante 10 min en 

oscuridad a temperatura ambiente (25 ± 1 °C) y se registro  la absorbancia a 500 nm. La 

concentracio n de pero xidos se determino  mediante una curva esta ndar de CHP, donde se 

prepararon y analizaron seis concentraciones diferentes (0.00–0.43 mM), cada una por 

cuadruplicado (n=4), lo que resulto  en un total de 24 puntos de datos. El IP se calculo  de la 

siguiente manera: 

𝐼𝑃 (
𝑚𝑒𝑞 02

𝑘𝑔 𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒
)  =  

(𝐴𝑠−𝐴𝑏)

𝑚 𝑥 𝑊
 𝑥 2      Ec. 2.2 

donde AS es la absorbancia de la muestra; Ab es la absorbancia del blanco, m es la pendiente de 

la curva de calibracio n de CHP; W es el peso de la muestra en gramos; y 2 es el factor de 

correccio n para convertir mmol a meq de oxí geno activo (valencia=2 para O₂) (International 

Organization for Standardization, 2017). Para obtener resultados confiables, la solucio n de 

Fe(II) debe prepararse en el momento de la medicio n. Su calidad se verifica an adiendo unas 

gotas de solucio n de tiocianato; si la solucio n se vuelve rosa pa lido, debe desecharse. 

2.1.2.3. Método espectrofotométrico IDF modificado 

Las modificaciones se centraron en separar los carotenoides de la solucio n que contení a 

el complejo Fe(III)-tiocianato antes de medir la absorbancia.  

La primera modificacio n consistio  en intentar eliminar la interferencia de los 

carotenoides mediante la solubilizacio n del complejo Fe(III)-tiocianato en agua. Para ello, se 

an adieron 2 mL de agua destilada a la mezcla tras la incubacio n, seguido de agitacio n en vo rtex 

y centrifugacio n (1000 g, 1 min), con el fin de obtener dos fases. La absorbancia de la fase 

acuosa superior se midio  a 500 nm. 

En la segunda modificacio n, el complejo Fe(III)-tiocianato formado tras la incubacio n 

se extrajo mediante la adicio n de 2 mL de una mezcla metanol/agua (1:1 v/v), seguida de 

agitacio n en vo rtex y centrifugacio n (1000 g, 1 min). La absorbancia de la fase superior se midio  

a 490 nm. Esta longitud de onda se selecciono  debido a que el espectro de absorcio n del 
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complejo formado en este medio de extraccio n presento  un ma ximo a 490 nm, en lugar de 500 

nm, como en el me todo original de la IDF. 

2.1.2.4. Validación del método espectrofotométrico modificado 

Para validar la modificacio n introducida en el me todo espectrofotome trico IDF, 

distintos tipos de aceites no pigmentados (soja, girasol, chí a), conteniendo distintas mezclas de 

AG con diferentes grados de insaturacio n, se colocaron en viales de 10 mL y se sometieron a 

oxidacio n en estufa a 40 °C durante 35 dí as para generar muestras con distintos niveles de 

pero xidos (Abuzaytoun et al., 2020). Las muestras se retiraron de forma perio dica: diariamente 

durante los primeros 10 dí as, y luego cada 5 dí as, retirando dos viales de cada tipo de aceite y 

almacena ndolos a -20 °C hasta su ana lisis. 

El IP de estas muestras se determino  luego mediante dos me todos: (i) IDF modificado 

(IDFm) aplicando el paso de extraccio n con la mezcla agua-metanol (1:1) y empleando la curva 

de calibrado correspondiente con CHP extraí do de la misma manera, y (ii) con titulacio n por el 

me todo oficial de la AOAC. 

Posteriormente, se construyo  una curva de validacio n para correlacionar el IP 

determinado por el IDFm y el me todo AOAC (se analizaron en total 21 muestras, cada una con 

5 re plicas de medicio n). Para evaluar la veracidad, se realizaron mediciones de IP sobre 

muestras oxidadas que no se utilizaron para construir la curva de validacio n (5 muestras, cada 

una con 4 re plicas de medicio n), empleando el me todo IDFm. Luego, para obtener un IP 

equivalente al determinado por el me todo oficial de la AOAC – denominado IP derivado – se 

utilizo  la ecuacio n de la curva de validacio n. El valor obtenido se comparo  con el valor 

determinado por el me todo AOAC en la misma muestra (denominado IP verdadero y 

considerado como valor de referencia). Así , la veracidad del me todo se evaluo  comparando el 

IP verdadero y el IP derivado mediante la aplicacio n de un t-test para muestras pareadas 

(p>0.05).  

La precisio n se evaluo  calculando el coeficiente de variacio n relativo (%RSD), tanto 

para el IP verdadero como para el IP derivado, segu n:  
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%𝑅𝑆𝐷 =
𝐷𝐸

𝑋̅
 𝑥 100        Ec. 2.3 

donde DE es la desviacio n esta ndar y 𝑋̅ es el promedio. Tambie n se calculo  el RSD aceptable de 

Horwitz, a partir de la ecuacio n: 

𝐻𝑜𝑟𝑤𝑖𝑡𝑧 𝑅𝑆𝐷 = 2 (1 − 0.5 𝑥 𝑙𝑜𝑔 𝐶)       Ec. 2.4  

donde C representa la concentracio n de hidropero xidos expresada como fraccio n ma sica 

(ppm), concretamente hidropero xidos de (i) a cido α-linole nico para aceite de chí a, (ii) a cido 

linoleico para aceites de girasol y soja. Se considero  aceptable la precisio n cuando el RSD 

combinado obtenido por ambos me todos fue inferior al lí mite establecido por el RSD de 

Horwitz (Boyer et al., 1985).  

La precisio n se evaluo , adema s, examinando la repetibilidad del me todo aplicado al 

aceite pigmentado de langostino. Sin embargo, como este aceite presento  valores de IP 

cercanos a cero tras una exposicio n prolongada a 40 °C - posiblemente debido a su elevado 

contenido de ASX, un potente antioxidante natural - se prepararon mezclas de AL con aceites 

no pigmentados previamente oxidados para obtener un IP cuantificable. Se genero  una serie de 

muestras con concentraciones de AL entre 0 % y 30 % (en masa) en los aceites oxidados no 

pigmentados. La repetibilidad del me todo se evaluo  comparando los %RSD (Abuzaytoun et al., 

2020). 

2.1.2.5. Análisis estadístico de los datos 

Los resultados se presentaron como valores promedio con sus respectivas desviaciones 

esta ndar (DE). Para evaluar la existencia de diferencias estadí sticamente significativas entre 

los valores de IP obtenidos, se aplico  una prueba t de Student para dos muestras 

independientes, utilizando un nivel de significancia α=0.05. Todas las pruebas estadí sticas se 

realizaron utilizando el software R con la interfaz R-Studio (R Foundation for Statistical 

Computing, 2023). 
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2.2. Resultados y Discusión 

2.2.1. Modificación del método espectrofotométrico IDF para medir IP 

La medicio n del IP en el AL mediante el me todo oficial de la AOAC a trave s de titulacio n 

iodome trica se vio limitada debido a su intenso color rojo oscuro natural, atribuida 

principalmente a su contenido de ASX. A pesar de realizar varios intentos y de reducir 

significativamente la cantidad de muestra (0.5 g) respecto de la recomendada por la te cnica (5 

g), no fue posible identificar con claridad el punto final de la titulacio n. Por consiguiente, se 

opto  por probar el me todo espectrofotome trico IDF para la determinacio n del IP, aplicando 

algunas modificaciones para su adaptacio n a este tipo de aceite. 

 

Figura 2.1. Tubos de ensayo preparados para la curva de calibracio n de CHP utilizando 

el me todo IDF (A) original (sin pasos de extraccio n), con el complejo Fe(III)-tiocianato rosado 

disuelto en cloroformo/metanol (7:3 v/v), (B) con extraccio n del complejo Fe(III)-tiocianato 

en 2 mL de agua o (C) con extraccio n en 2 mL de metanol/agua (1:1 v/v). El primer tubo de 

cada serie contiene AL en lugar de CHP. Adaptado de Acosta-Mu ller et al. (2025). 

La Fig. 2.1 A muestra la serie de tubos de ensayo preparados para la curva de calibracio n 

del me todo IDF, que contienen diferentes concentraciones de CHP disuelto en 
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cloroformo/metanol (7:3 v/v), junto con los dema s reactivos. En cada tubo se observa la 

formacio n del complejo rosa ceo Fe(III)-tiocianato, promovido por la oxidacio n del Fe2+ al Fe3+ 

por los hidropero xidos. El primer tubo, a la izquierda, contiene todos los reactivos y AL en lugar 

de CHP. Allí  se puede observar co mo el intenso color rojo del aceite puede interferir en la 

determinacio n del IP, enmascarando la presencia del complejo Fe(III)-tiocianato. 

 

Figura 2.2. Espectros UV-visible de patro n de ASX; complejo Fe(III)-tiocianato en 

cloroformo/metanol (7:3 v/v) (IDF); complejo Fe(III)-tiocianato en la fase metano lica 

despue s de la eliminacio n de los carotenoides (IDFm). Adaptado de Acosta-Mu ller et al. 

(2025). 

Para mayor claridad, la Fig. 2.2 presenta los espectros de un patro n de ASX - presente 

de forma natural en el AL - y del complejo Fe(III)-tiocianato formado en el me todo IDF. Tal y 

como puede observarse, los espectros de ambos componentes se superponen, por lo que serí a 

necesario separarlos de alguna manera con algu n paso de extraccio n para que queden en fases 

separadas, y así  poder realizar la cuantificacio n del IP. Este problema hizo necesario modificar 

el me todo existente. 

2.2.2. Modificaciones planteadas al método IDF existente 

La estrategia ma s sencilla para aislar el complejo Fe(III)-tiocianato formado en el medio 

cloroformo/metanol consistio  en realizar una extraccio n acuosa del complejo con 2 mL de agua 
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(Abuzaytoun et al., 2020), con el fin de separarlo de los pigmentos lipofí licos del aceite, que 

permanecerí an en la fase orga nica inferior (Fig. 2.1 B).  

Sin embargo, se observo  que la adicio n de agua afecto  la coloracio n del complejo rosa 

Fe(III)-tiocianato, que se torno  naranja despue s de la extraccio n (Fig. 2.1 B). Adema s, en esta 

fase acuosa el complejo no presento  su pico de absorcio n a 500 nm, y la concentracio n de 

hidropero xidos no mantuvo una relacio n lineal con la absorbancia medida por el 

espectrofoto metro. Por lo tanto, esta modificacio n fue descartada.  

La segunda estrategia consistio  en realizar una extraccio n metano lica del complejo 

Fe(III)-tiocianato agregando 2 mL de agua/metanol (1:1 v/v) al medio de reaccio n (Fig. 2.1 C).  

La proporcio n metanol-cloroformo-agua se selecciono  en base al tria ngulo de Bligh y 

Dyer (Fig. 2.3) (Bligh & Dyer, 1959).  

 

Figura 2.3. Tria ngulo de solventes de Bligh y Dyer. (a) Sistema monofa sico del me todo 

IDF original, (b) Sistema bifa sico del me todo IDF modificado. Adaptado de Acosta-Mu ller et al. 

(2025). 

Este me todo es muy utilizado para la separacio n de lí pidos de matrices biolo gicas y 

proporciona un enfoque pra ctico para calcular las proporciones adecuadas de agua, metanol y 

cloroformo necesarias para el desarrollo de sistemas monofa sicos y bifa sicos (Gabriels et al., 

2000). En la Tabla 2.1 se muestran las proporciones relativas de agua, metanol y cloroformo, 
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así  como los volu menes correspondientes, de las condiciones de los sistemas monofa sico del 

me todo IDF original (punto a) y bifa sico del me todo IDF modificado (punto b). 

El punto de partida (composicio n de la mezcla de reaccio n del me todo IDF original) 

corresponde al punto 'a', un sistema monofa sico en el que se forma el complejo Fe(III)-

tiocianato en las proporciones indicadas en la Tabla 2.1 (Fig. 2.1 A). Al an adir 2 mL de 

metanol/agua (1:1 v/v) a esta mezcla de reaccio n, se genero  un sistema bifa sico compuesto 

por dos fases claramente diferenciadas: la fase acuosa superior, que contiene el complejo 

Fe(III)-tiocianato, y la fase orga nica inferior, que contiene los carotenoides del aceite (Fig. 2.1 

C). 

Tabla 2.1. Volu menes y proporciones relativas de agua, metanol y cloroformo, 

correspondientes a los sistemas mono- y bifa sicos marcados den el tria ngulo de Bligh y Dyer. 

Solvente Monofásico = punto a Bifásico = punto b 

Cloroformo 2.16 mL (71 % v/v) 2.16 mL (43 % v/v) 

Metanol 0.84 mL (28 % v/v) 1.84 mL (37 % v/v) 

Agua 0.03 mL (1 % v/v) 1.03 mL (20 % v/v) 

 

Con esta extraccio n metano lica, se logro  separar el complejo Fe(III)-tiocianato, que 

migro  a la fase acuosa superior, mientras que los carotenoides del AL permanecieron en la fase 

orga nica (Fig. 2.1 C). Adema s, la concentracio n de hidropero xidos mantuvo una relacio n lineal 

con la absorbancia medida por espectrofotometrí a, aunque la medicio n se realizo  a 490 nm, ya 

que el espectro de absorcio n del complejo Fe(III)-tiocianato en la fase metano lica presento  un 

ma ximo a esa longitud de onda (Fig. 2.2). Por lo tanto, esta etapa de extraccio n metano lica se 

adopto  para el me todo IDF modificado (IDFm). 

La Fig. 2.4 muestra la curva de calibracio n con el esta ndar de CHP para la cuantificacio n 

del IP mediante el me todo IDFm, junto con su ecuacio n de regresio n, evidenciando una buena 

linealidad en el rango de concentraciones evaluado (R²=0.99). El lí mite de deteccio n (LD) se 

determino  a partir de la medicio n de la absorbancia de 10 re plicas del blanco de reactivos (sin 

CHP), calculando con la curva de calibrado la concentracio n de correspondiente al valor 
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promedio de la absorbancia del blanco ma s 3.3 DE, de acuerdo con la definicio n de la IUPAC 

(International Union of Pure and Applied Chemistry) (Thompson et al., 2002). El LD para el IP 

del aceite por esta te cnica fue de 0.10 meq O₂/kg de aceite. 
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Figura 2.4. Curva de calibracio n para la cuantificacio n de IP mediante el me todo IDFm 

(con extraccio n metano lica). La regresio n se realizo  con 24 datos experimentales. Adaptado 

de Acosta-Mu ller et al. (2025). 

2.2.3. Validación del método IDF modificado 

El me todo IDFm fue validado frente al me todo oficial de la AOAC utilizando 21 muestras 

oxidadas obtenidas a partir de diferentes de aceites no pigmentados (chí a, soja, girasol). El bajo 

contenido de carotenoides de estos aceites permite la aplicacio n del me todo iodome trico y 

facilita la identificacio n del punto final de la titulacio n. Las muestras se almacenaron durante 

distintos periodos de tiempo con el fin de obtener un amplio rango de valores de IP, y cada una 

fue analizada en 5 re plicas.  

Se utilizo  la prueba de regresio n de Passing y Bablok para comparar los me todos 

(Passing & Bablok, 1983). En la Fig. 2.5 se muestra la curva de validacio n, con los valores 

promedio de IP para cada muestra analizada, obtenidos con ambos me todos. Los residuos de 
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la curva de validacio n presentaron una distribucio n normal (prueba de Shapiro-Wilk), y se 

obtuvo la siguiente ecuacio n de regresio n, con un coeficiente de determinacio n de 0.94: 

𝐼𝑃𝐼𝐷𝐹𝑚 =  1.14 𝑥 𝐼𝑃𝐴𝑂𝐶𝑆 − 0.46       Ec. 2.5  

Al analizar los intervalos de confianza del 95 % para la ordenada al origen [-2.294 a 

1.383] y la pendiente [0.999 a 1.278], se observo  que incluí an los valores cero y uno, 

respectivamente. Por lo tanto, segu n Passing y Bablok, se puede concluir que no existe una 

diferencia significativa entre los me todos, por lo que ambos pueden utilizarse indistintamente 

(Bilic -Zulle, 2011). 
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Figura 2.5. Curva de validacio n que relaciona el IP determinado por el me todo AOAC 

con el IP determinado por el me todo IDFm para tres tipos de aceite no pigmentados oxidados 

(media ± DE; se representaron 21 muestras en cada eje, con n=5 para cada muestra). 

Adaptado de Acosta-Mu ller et al. (2025). 

Para evaluar la veracidad del IDFm, se realizaron mediciones de IP en muestras de 

aceites no pigmentados oxidados que no fueron utilizadas para construir la curva de validacio n 

(cinco muestras, medidas por cuatriplicado). Los IP se determinaron mediante el me todo IDFm 

y, para obtener un IP equivalente al determinado por el me todo oficial de AOAC (denominado 

«IP derivado»), se utilizo  la ecuacio n de la curva de validacio n. El valor resultante se comparo  
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con el valor determinado por el me todo de AOAC en la misma muestra (denominado «IP 

verdadero» y considerado como el valor verdadero). La veracidad del me todo se evaluo  

comparando el «IP verdadero» y el «IP derivado», aplicando una prueba t de dos muestras 

(p>0.05). La Tabla 2.2 muestra los resultados obtenidos para todas las muestras analizadas. No 

se observaron diferencias significativas entre el «IP verdadero» y el «IP derivado» en ninguna 

de las muestras, lo que confirma la veracidad del me todo modificado. 

Tabla 2.2. Veracidad y precisio n del me todo IDFm (media ± DE, n=4) en aceites no 

pigmentados (chí a, girasol y soja), evaluadas mediante la prueba t de dos muestras y el RSD 

aceptable de Horwitz, respectivamente. 

Tipo de 
aceite 

Método AOAC 
(verdadero) 

Método IDFm 
(derivado) 

Valor p de 
prueba t de 

dos muestras 

%RSD 
combinado 

Aceptable 
RSD de 
Horwitz IP (meq/kg) %RSD IP (meq/kg) %RSD 

Soja 3.06 ± 0.11 3.75 3.03 ± 0.06 2.03 0.94 2.79 5.79 

Soja 3.21 ± 0.09 2.87 3.13 ± 0.07 2.20 0.24 2.69 5.75 

Chí a 10.71 ± 0.14 1.31 10.95 ± 0.14 1.32 0.08 1.60 4.80 

Chí a 15.25 ± 0.13 0.85 15.83 ± 0.46 2.94 0.06 2.82 4.55 

Girasol 19.34 ± 0.60 3.12 19.79 ± 0.13 0.44 0.27 2.28 4.39 

 

La precisio n se evaluo  mediante el ca lculo del %RSD para el IP verdadero y el IP 

derivado, y compara ndola con el RSD de Horwitz. En la Tabla 2.2, para cada muestra se puede 

observar que el %RSD combinado obtenido con ambos me todos fue inferior al lí mite 

permisible establecido por el RSD de Horwitz (Boyer et al., 1985), lo que confirma la precisio n 

del IDFm.  

Asimismo, la validacio n se complemento  mediante la evaluacio n de soluciones esta ndar 

de CHP con valores de IP conocidos para confirmar la exactitud y la fiabilidad del me todo. En 

la Tabla 2.3 se presentan los resultados, y se observa que, tanto los valores de recuperacio n 

como de precisio n se encuentran dentro de los rangos de aceptabilidad establecidos en el 

Reglamento UE 2021/808 (80-120 % para recuperacio n y RSD ≤16 %) (European Comission, 

2021). Adema s, no se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre los valores de IP 
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determinados por los me todos AOAC e IDFm, lo que confirma la exactitud y la fiabilidad del 

me todo propuesto. 

Tabla 2.3. Pruebas de precisio n del me todo IDFm (media ± DE, n=5 para cada muestra) 

aplicadas a soluciones esta ndar de CHP evaluadas por el porcentaje de recuperacio n y la 

prueba t de dos muestras. 

Estándar de CHP Método AOAC Método IDFm Valor p de 
prueba t de 

dos muestras 
Conc. 
(mM) 

IP (meq/kg) IP (meq/kg) %RSD % Recup. IP (meq/kg) %RSD % Recup. 

5.41 7.27 7.38 ± 0.72 9.7 102 7.41 ± 0.65 8.8 102 0.96 

8.12 10.90 10.69 ± 0.72 6.7 98 11.28 ± 0.85 7.5 104 0.27 

13.54 18.17 16.75 ± 0.86 5.1 92 17.32 ± 1.50 8.7 95 0.48 

 

Una vez confirmada la exactitud y la precisio n del IDFm, se procedio  a determinar el IP 

en muestras de AL (pigmentado), exponie ndolas a 40 °C durante 35 dí as y tomando alí cuotas 

a diferentes tiempos para evaluar la estabilidad oxidativa. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos 

por oxidar el AL puro, no se observo  un aumento del IP en las muestras tratadas te rmicamente. 

De hecho, se obtuvieron IP inferiores a 1 meq O₂/kg de aceite. Esto podrí a estar relacionado 

con el alto contenido de ASX del aceite (2.3 mg/g de aceite), ya que actu a como antioxidante, 

previniendo así  el deterioro oxidativo. Abuzaytoun et al. (2020) obtuvieron resultados 

similares al intentar oxidar lí pidos de ví sceras de pepino de mar muy pigmentados que 

contení an carotenoides, como ASX, durante 15 dí as a 40 °C (IP<1 meq O₂/kg de aceite). En la 

misma lí nea, Li et al. (2023) tambie n reportaron un IP muy bajo al someter muestras de aceite 

de krill a un almacenamiento acelerado a 60 °C durante 12 dí as. 

Ante esta dificultad, se siguio  un procedimiento similar al descrito por Abuzaytoun et 

al. (2020) para medir un IP cuantificable en un aceite pigmentado, y se mezclo  AL con distintas 

proporciones de aceites no pigmentados oxidados con el fin de obtener muestras pigmentadas 

con diferentes concentraciones de hidropero xidos. Esto dio como resultado una serie de 

muestras con una concentracio n de AL que variaba del 0 al 30 % en masa en las mezclas con 

aceites no pigmentados oxidados. Estas mezclas se analizaron mediante el me todo IDFm, en el 
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que los carotenoides liposolubles rojizos se separaron eficazmente del complejo Fe(III)-

tiocianato, y permanecieron en la capa inferior de cloroformo.  

Los valores de IP obtenidos para estas mezclas pigmentadas se muestran en la Tabla 

2.4, donde puede observarse que el IP se fue incrementando a medida que aumento  la 

proporcio n de aceite no pigmentado oxidado en las mezclas. En este ana lisis, el %RSD oscilo  

entre 1.21 y 3.35, lo que verifica la buena precisio n del me todo IDFm. Dado que los valores de 

%RSD no variaron sistema ticamente con el IP, puede considerarse que la concentracio n de 

pigmento no influyo  en la repetibilidad del me todo. 

Tabla 2.4. IP derivado (media ± DE, n=3) determinado en mezclas de AL y aceite oxidado no 

pigmentado en diferentes proporciones, utilizadas para evaluar la repetibilidad del me todo 

(expresada como %RSD). 

Muestra IP derivado (meq/kg) %RSD 

1 11.24 ± 0.38 3.35 

2 15.70 ± 0.19 1.21 

3 20.52 ± 0.33 1.61 

4 24.43 ± 0.70 2.87 

Las mezclas contení an 30 (1), 20 (2), 10 (3) y 0 % (4) m/m de AL en aceites no 

pigmentados. 

En resumen, la modificacio n introducida con la extraccio n metano lica en el me todo 

IDFm permitio  separar eficazmente del complejo Fe(III)-tiocianato de los pigmentos 

carotenoides lipí dicos del AL en una sola etapa de extraccio n. En comparacio n con el me todo 

esta ndar de titulacio n iodome trica, el me todo propuesto es ma s sencillo, ra pido y sensible 

(detecta valores de pero xido tan bajos como 0.1 meq O₂/kg). En general, el me todo IDFm ofrece 

una precisio n comparable a la del me todo esta ndar AOAC, pero con un tiempo de ana lisis ma s 

corto y una mayor simplicidad operativa, lo que justifica su idoneidad para la determinacio n 

rutinaria de valores de pero xido en aceites comestibles pigmentados.  

Adema s de demostrar un desempen o analí tico adecuado, el me todo IDFm presenta 

ventajas desde el punto de vista de la Quí mica Analí tica Verde. La reduccio n del volumen de 

muestra y del consumo de solventes respecto del me todo oficial de la AOAC, junto con la 
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simplificacio n del procedimiento analí tico aplicando un solo paso de extraccio n, permiten 

disminuir la generacio n de residuos y la exposicio n del operador a sustancias quí micas, 

contribuyendo así  a un enfoque analí tico ma s sostenible (Gałuszka et al., 2013, Pena-Pereira et 

al., 2020; Płotka-Wasylka, 2018). 

2.3. Conclusiones parciales 

En este capí tulo se logro  modificar el me todo espectrofotome trico IDF mediante la 

incorporacio n de una etapa de extraccio n metano lica (IDFm), lo que permitio  su aplicacio n en 

aceites muy pigmentados, como el AL. La validacio n frente al me todo iodome trico oficial de la 

AOAC mostro  una buena correlacio n entre ambos me todos, así  como para metros analí ticos 

adecuados de linealidad, exactitud, sensibilidad y repetibilidad. Asimismo, el me todo requiere 

una cantidad mí nima de muestra, presenta tiempos de ana lisis cortos y reduce el consumo de 

solventes. Estos resultados demuestran que el me todo IDFm constituye una herramienta 

analí tica confiable para la determinacio n del IP en matrices con alto contenido de carotenoides 

pigmentados, lo que permitira  su aplicacio n en los capí tulos siguientes para evaluar la 

estabilidad oxidativa del AL y de los sistemas desarrollados en esta tesis.



 

 

 

3. CAPÍTULO 3: Caracterización 

del aceite de langostinos 
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En este capí tulo se presentan los resultados de la caracterizacio n del AL, así  como 

tambie n la influencia de ciertos factores (como la luz y la temperatura) sobre su estabilidad. 

3.1. Materiales y Métodos 

3.1.1. Materiales 

AL crudo sin refinar, gentilmente donado por la empresa Harinas Patago nicas S.R.L. 

(Puerto Madryn, Argentina), cuya composicio n centesimal informada en base seca fue: 97.2 % 

de grasas, 1.2 % de proteí na, 1.6 % de cenizas y 4.9 % de humedad. Todos los dema s reactivos 

utilizados fueron de grado analí tico. 

3.1.2. Métodos 

3.1.2.1. Composición de ácidos grasos 

La composicio n de AG del AL se determino  mediante cromatografí a gaseosa, siguiendo 

el me todo descrito por Acosta et al. (2026). Una alí cuota de la muestra de aceite (70 mg) fue 

disuelta en 3 mL de hexano. La derivatizacio n de los AG a e steres metí licos de a cidos grasos 

(FAME) se realizo  usando una solucio n de hidro xido de potasio en metanol (2N) (Sain et al., 

2023). Los FAME se cuantificaron utilizando un cromato grafo de gases Shimadzu GC-2014 

(Shimadzu Corporation, Japo n) equipado con una columna capilar CP-Sil 88 (100 m, 0.25 mm 

de dia metro interior, Varian, EE. UU.) y un detector de ionizacio n de llama (GC-FID). El volumen 

de inyeccio n fue de 1 µL con una relacio n de split de 1:100. Se utilizo  H2 como gas carrier a una 

velocidad de flujo en la columna de 1 mL/min, adema s fue empleado N2 como gas 

suplementario de arrastre (make up) a 25 mL/min. 

La temperatura de la columna se mantuvo a 100 °C durante 3 min tras la inyeccio n. 

Posteriormente, se incremento  a una velocidad de 3 °C/min hasta alcanzar los 140 °C, luego a 

0.5 °C/min hasta 170 °C, y finalmente a 5 °C/min hasta llegar a 220 °C. Esta u ltima temperatura 

se mantuvo durante 40 min. 
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Los FAME se identificaron mediante la comparacio n de sus tiempos de retencio n 

relativos con los de esta ndares comerciales, utilizando el software GC Solution Postrun (Versio n 

2.30 00 SU6) de Shimadzu. Se empleo  el GLC-463 Reference Standard, que contiene una mezcla 

de 52 FAME con una pureza superior al 99 %, adquirido a Nu-Chek Prep, Inc. Todos los 

disolventes y reactivos utilizados para la cuantificacio n de a cidos grasos fueron de grado 

cromatogra fico, y los dema s productos quí micos empleados fueron al menos de grado de la 

American Chemical Society. 

Los resultados finales se expresaron en gramos de a cido graso por 100 gramos de 

a cidos grasos (g AG/100 g AGs). 

3.1.2.2. Ensayos de estabilidad del AL 

Se realizaron ensayos preliminares para evaluar la estabilidad oxidativa del AL y la 

sensibilidad de la ASX frente a distintas condiciones de almacenamiento: (i) 25 °C con 

exposicio n a la luz (10, 20 y 30 dí as), (ii) 60 °C en oscuridad (10, 20 y 30 dí as), (iii) 100 °C en 

oscuridad (1, 2, 5 y 48 h) y 150 °C en oscuridad (0.5 y 1 h). Luego de estos tratamientos, se 

determino  la estabilidad oxidativa midiendo los compuestos de oxidacio n primaria y 

secundaria - mediante la cuantificacio n del IP y de las sustancias reactivas al a cido 

tiobarbitu rico (TBARS), respectivamente - y tambie n, la sensibilidad de ASX determinando el 

contenido de ASX y estudiando su cine tica de degradacio n. 

3.1.2.2.1. Índice de peróxidos 

Se utilizo  la te cnica espectrofotome trica validada en el capí tulo anterior. El 

procedimiento se baso  en la metodologí a descripta por Acosta-Mu ller et al. (2025). 

Inicialmente, una alí cuota de AL se diluyo  en cloroformo de acuerdo con el nivel de oxidacio n 

estimado. Se an adieron 0.2 mL de muestra a tubos de ensayo tapados y cubiertos con papel 

aluminio, conteniendo 2.8 mL de una solucio n cloroformo-metanol (7:3 v/v) y 15 μl de NH4SCN 

3.94 M. La reaccio n se inicio  an adiendo 15 μl de solucio n de Fe (II), preparada mezclando 
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volu menes iguales de BaCl2 0.131 M y FeSO4 0.144 M en solucio n a cida, y filtrando el 

sobrenadante. 

Luego de un tiempo de incubacio n de 10 min, se an adieron 2 mL de agua-metanol (1:1), 

seguidamente se homogeneizo  con vortex por unos segundos y se centrifugo  (1.000 x g, 1 min), 

con el fin de separar el complejo coloreado Fe(III)-tiocianato de los carotenoides que causan 

interferencia en la medicio n. Luego de la extraccio n, se registro  la absorbancia de la fase 

metano lica a 490 nm mediante un espectrofoto metro Peet Lab, modelo PL.C-7000 UV (China). 

La concentracio n de pero xidos se determino  a partir de una curva de calibracio n de 

CHP (0.00 - 0.43 mM). El valor de IP se calculo  a partir de la siguiente ecuacio n: 

𝐼𝑃𝐼𝐷𝐹𝑚  (
𝑚𝑒𝑞 02

𝑘𝑔 𝑑𝑒 𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒
)  =  

𝐴𝑏𝑠𝑀−𝐴𝑏𝑠𝐵

𝑚 𝑥 𝐴
 𝑥 2     Ec. 3.1  

donde AbsM es la absorbancia de la muestra, AbsB es la absorbancia del blanco de reactivo, m 

es la pendiente de la curva de calibracio n de CHP, A es la masa de aceite en gramos contenida 

en la muestra y 2 es el factor de correccio n para convertir mmol a meq de oxí geno activo 

(valencia=2 para O2). 

Una vez obtenido el IPIDFm se utilizo  la ecuacio n de regresio n obtenida en el capí tulo 

anterior para obtener el IPAOCS equivalente (Ec. 2.5). 

3.1.2.2.2. Sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

Los productos de oxidacio n secundaria se determinaron segu n Acosta et al. (2024), con 

modificaciones. Se realizaron diluciones ¼ del AL en cloroformo y una alí cuota de 0.1 mL se 

mezclo  con 2 mL de solucio n de reactivo TBA (15 % p/v a cido tricloroace tico, 0.375 % p/v 

a cido tiobarbitu rico, 0.25 M a cido clorhí drico, 0.06 % hidroxitolueno butilado-BHT). Las 

mezclas se incubaron (90 °C, 15 min), se centrifugaron (6000 x g, 10 min) y se midio  la 

absorbancia de la fase acuosa a 532 nm. Para determinar la concentracio n de TBARS, se preparo  

una curva de calibrado utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano (0 – 0.024 mM). El í ndice de 

TBARS se expreso  como mmoles de malondialdehí do (MDA)/kg aceite, y calculo  segu n la 

siguiente ecuacio n: 
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𝑇𝐵𝐴𝑅𝑆 (
𝑚𝑚𝑜𝑙 𝑀𝐷𝐴

𝑘𝑔 𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒
)  =  

(𝐴𝑏𝑠𝑀−𝐴𝑏𝑠𝐵) 𝑥 2 𝑥 1000

𝑚 𝑥 𝐴
    Ec. 3.2  

donde AbsM y AbsB corresponden a las absorbancias a 532nm de la muestra y del blanco de 

reactivos, respectivamente, m es la pendiente de la curva de calibrado, el valor nume rico 2 tiene 

en cuenta los mL del volumen de reaccio n, A es la masa de aceite en gramos contenida en la 

muestra y el factor 1000 es para expresar el resultado en kg de aceite. En la Ec. 3.2 se tuvo en 

cuenta el factor de dilucio n del aceite en cloroformo. 

3.1.2.2.3. Determinación de la concentración de ASX 

Se aplico  una te cnica espectrofotome trica basada en el me todo de la primera derivada 

descrito por Liu et al. (2011), con algunas modificaciones. Brevemente, se tomo  una alí cuota de 

AL la cual se resuspendio  primeramente en 5 mL de una solucio n de etilacetato-etanol (1:1). Y 

a partir de ello se realizaron las diluciones necesarias para la medicio n. Finalmente, se realizo  

un barrido espectrofotome trico entre 400 y 550 nm utilizando el espectrofoto metro Peet Lab, 

modelo PL.C-7000 UV (China). La concentracio n de ASX se determino  a partir del valor de la 

primera derivada a 432 nm, utilizando una curva de calibracio n construida con un patro n de 

ASX. 
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Figura 3.1. Curvas de absorcio n del patro n ASX a distintas concentraciones. 
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Para construir esta curva, en primer lugar, se diluyo  el patro n en una solucio n de 

etiloacetato-etanol (1:1 v/v) en distintas concentraciones, se agito  en vortex 30 s para 

homogeneizar la muestra y, posteriormente, se realizo  un barrido espectrofotome trico entre 

las longitudes de onda 400-550 nm (Fig. 3.1).  
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Figura 3.2. Gra fica luego de aplicar la primer derivada a las curvas de absorbancia. 

Luego, se realizo  la primer derivada de estas curvas y se seleccionaron los valores 

hallados para todas las concentraciones a 432 nm, tal y como se muestra en la Fig. 3.2  
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Figura 3.3. Curva de calibrado para determinar concentraciones de ASX. 
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Por u ltimo, con estos valores seleccionados se grafico  δA/δλ en funcio n de la 

concentracio n de ASX, para obtener la ecuacio n de la recta de la curva de calibrado (Fig. 3.3). 

3.1.2.2.4. Cinética de la tasa de degradación de ASX en el AL almacenado a distintas 

temperaturas 

El modelo de primer orden se utilizo  para describir la cine tica de degradacio n de la ASX 

(Takeungwongtrakul & Benjakul, 2016), como se describe en la siguiente ecuacio n: 

𝑙𝑛 (
𝐶

𝐶′
)  =  −𝑘. 𝑡        Ec. 3.3  

donde C’ es la concentracio n inicial de ASX (mg/g de aceite); C es la concentracio n de ASX (mg/g 

de aceite) en el tiempo t; k es la constante de velocidad de degradacio n (h-1); t es el tiempo de 

exposicio n (h). Se construyo  un gra fico de ln (C/C’) versus t, a diferentes temperaturas (25, 60 

y 100 °C) y por regresio n lineal se obtuvieron los valores de k (pendiente de la recta) y los 

coeficientes de correlacio n. 

Adema s, para cada temperatura se calculo  el tiempo de vida media (t1/2): 

𝑡1 2⁄  =  
𝑙𝑛 2

𝑘
         Ec. 3.4  

Utilizando la ecuacio n de Arrhenius (Takeungwongtrakul & Benjakul, 2016) que 

relaciona la constante k con la temperatura (T), se puede calcular tambie n la energí a de 

activacio n (Ea) para la degradacio n de ASX, segu n: 

𝑙𝑛 𝑘 =  
−𝐸𝑎

𝑅𝑇
+ 𝑙𝑛 𝑘∞        Ec. 3.5  

donde k es la constante de velocidad de reaccio n; k∞ es el factor de frecuencia; R es la constante 

universal de los gases (8.3145 J/mol K); T es la temperatura absoluta (K); Ea es la energí a de 

activacio n (J/mol).  

Para ello, se graficaron los valores k resultantes del modelo de primer orden (ln k) en 

funcio n de 1/T y se obtuvo la Ea para la degradacio n de la ASX utilizando la Ec. 3.5. 

3.1.2.3. Análisis estadístico de los datos 

Cada experimento se realizo  con su correspondiente re plica (dos repeticiones). Todos 

los ensayos se realizaron al menos por duplicado. A partir de estas mediciones se calcularon 
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los valores promedio y sus desviaciones esta ndar (DE). Para determinar diferencias 

significativas entre las distintas condiciones de ensayos se aplico  el test de Ana lisis de la 

Varianza (ANOVA) con un nivel de significancia α=0.05, mediante la prueba de Tukey HSD. En 

los casos donde no se pudo aplicar ANOVA, se aplicaron pruebas no parame tricas (Kruskal 

Wallis) y gra ficos de caja y bigotes para determinar diferencias entre las muestras. 

3.2. Resultados y Discusión 

3.2.1. Perfil de ácidos grasos 

El estudio del AL, derivado del procesamiento de los restos de este crusta ceo, es de gran 

intere s debido a las propiedades nutricionales y biolo gicas que posee, y su caracterizacio n 

quí mica proporciona informacio n valiosa sobre sus propiedades y posibles aplicaciones 

(Gulzar et al., 2020). En la Tabla 3.1 se muestra el perfil de AG del AL analizado por GC-FID, 

donde se observa un alto contenido de AG insaturados (72 %). Dentro de esta fraccio n, los 

AGPI representan el 40.5 % de la composicio n total, destaca ndose particularmente los AGPI ω-

3, que constituyen el 35 %. 

Desde el punto de vista nutricional, este perfil resulta relevante, dado que los AGPI ω-3 

(como EPA y DHA) se han relacionado en muchos estudios con efectos antiinflamatorios, al 

modular la produccio n de mediadores lipí dicos (eicosanoides) y citoquinas, en contraste con 

los AGPI ω-6 - especialmente el a cido araquido nico -, que actu an como precursores de 

compuestos proinflamatorios. En este sentido, algunos autores (DiNicolantonio & O’Keefe, 

2021; Simopoulos, 2016) sen alan que la dieta occidental actual presenta una relacio n ω6/ω3 

marcadamente desequilibrada, a favor de los ω-6, lo que podrí a favorecer estados de 

inflamacio n cro nica de bajo grado. Este cambio en las dietas occidentales se atribuyo , en gran 

medida, a la agroindustria y la agricultura moderna que promovieron un consumo excesivo de 

a cido linoleico (ω-6), principalmente proveniente de aceites vegetales (maí z, soja, girasol). 

Mientras que las proporciones ω6/ω3 entre 1:1 y 5:1 se consideran adecuadas, la dieta 

occidental alcanza valores cercanos a 20:1 (Simopoulos, 2016). 
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Tabla 3.1. Composicio n de AG del AL. 

Ácido graso AG ± DE % 

Ácido laúrico (12:0) 0.08 ± 0.02 
Ácido mirístico (14:0) 3.02 ± 0.16 
Ácido pentadecanoico (15:0) 0.80 ± 0.09 
Ácido palmítico (16:0) 15.04 ± 0.43 
Ácido heptadecanoico (17:0) 1.92 ± 0.21 
Ácido esteárico (18:0) 2.93 ± 0.39 
Ácido behénico (22:0) 0.21 ± 0.04 
  
Ácido miristoleico (9c-14:1) 0.04 ± 0.02 
Ácido palmitoleico (9c-16:1) (ω7) 7.00 ± 0.31 
Ácido oleico (9c-18:1) (ω9) 12.79 ± 0.45 
Ácido cis-vaccénico (11c-18:1) (ω7) 6.42 ± 0.60 
Ácido gondoico (11c-20:1) (ω9) 4.91 ± 0.40 
Ácido nervónico (15c-24:1) (ω9) 0.68 ± 0.16 
  
Ácido linoleico (18:2) (ω6) 1.71 ± 0.46 
Ácido γ-linolénico (18:3) (ω6), GLA 0.23 ± 0.06 
Ácido α-linolénico (18:3) (ω3), ALA 1.71 ± 0.57 
Ácido eicosadienoico (20:2) (ω6) 0.69 ± 0.23 
Ácido dihomo-γ-linolénico (20:3) (ω6) 0.07 ± 0.02 
Ácido eicosatrienoico (20:3) (ω3) 6.88 ± 0.82 
Ácido araquidónico (20:4) (ω6) 1.30 ± 0.77 
Ácido eicosapentaenoico (20:5) (ω3), EPA 11.31 ± 0.59 
Ácido docosadienoico (22:2) (ω6) 0.19 ± 0.08 
Ácido adrénico (22:4) (ω6) 0.79 ± 0.19 
Ácido docosapentaenoico (22:5) (ω6), DPA 0.42 ± 0.02 
Ácido docosapentaenoico (22:5) (ω3), DPA 2.05 ± 0.02 

Ácido docosahexaenoico 22:6 (ω3), DHA 13.13 ± 0.47 

Total saturados 26.72 ± 1.25 

Total monoinsaturados 31.85 ± 1.52 

Total poliinsaturados 40.47 ± 0.23 

  

Total de ω6 5.40 ± 1.45 

Total de ω3 35.07 ± 1.27 

Relación ω6/ω3 0.15 ± 0.05 
Los valores representan el promedio ± DE de las re plicas. 

En este contexto, el AL se convertirí a en una fuente prometedora para el desarrollo de 

ingredientes funcionales o formulaciones nutrace uticas orientadas a restablecer ese equilibrio, 

debido a que presenta una relacio n ω6/ω3 de 0.15 (Tabla 3.1), equivalente a proporciones 

entre 1:6 y 1:7. 
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3.2.2. Estabilidad del AL 

Se realizaron ensayos preliminares de cara cter exploratorio para evaluar la estabilidad 

oxidativa del AL y la sensibilidad de la ASX frente a distintas condiciones de almacenamiento: 

(i) 25 °C con exposicio n a la luz, y (ii) 60 °C en oscuridad, con tiempos de evaluacio n de 10, 20 

y 30 dí as. 

La seleccio n de estas condiciones se baso  en observaciones experimentales previas. 

Durante ensayos de extraccio n del aceite y posterior evaporacio n del solvente, se observo  una 

despigmentacio n progresiva en la muestra almacenada en el balo n de extraccio n a temperatura 

ambiente, lo que sugirio  una posible influencia de la luz sobre la estabilidad de los carotenoides. 

Asimismo, se habí a registrado que muestras mantenidas a 60 °C en ausencia de luz no 

presentaban incrementos significativos en el IP. 

En este contexto, se evaluo  la incidencia relativa de la exposicio n a la luz y de la 

temperatura sobre la degradacio n oxidativa del aceite y la estabilidad de la ASX bajo 

condiciones basadas en estas observaciones. 

La Fig. 3.4 muestra los valores de IP (compuestos primarios de oxidacio n) y TBARS 

(compuestos secundarios de oxidacio n) en las distintas condiciones ensayadas. En ambas, el 

aceite presento  valores bajos tanto de IP como de TBARS, evidenciando una elevada resistencia 

a la degradacio n oxidativa, particularmente destacable considerando su alto contenido de AGPI, 

que suelen ser altamente susceptibles a la oxidacio n. Los valores de IP se mantuvieron muy por 

debajo del lí mite ma ximo sugerido por el Codex Alimentarius para aceites prensados en frí o 

(<15 meq/kg aceite) (Codex Alimentarius, 1981), con un leve incremento en el aceite expuesto 

a la luz (Fig. 3.4 B). Por su parte, los valores de TBARS permanecieron pra cticamente 

constantes, por debajo de <1 mmol MDA/kg aceite (Fig. 3.4), lo que serí a consistente con el 

bajo grado de oxidacio n observado en los valores de IP. Estos resultados preliminares fueron 

muy prometedores ya que mostraron una alta estabilidad oxidativa del aceite, que podrí a 

atribuirse al contenido de ASX, un potente antioxidante presente de forma natural en este tipo 

de crusta ceos. 
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Figura 3.4. Estabilidad oxidativa del AL durante el almacenamiento en distintas 

condiciones (A) 25 °C expuesto a la luz y (B) 60 °C en oscuridad. 

En contraste con la estabilidad observada para los indicadores de oxidacio n lipí dica (IP 

y TBARS), la concentracio n de ASX evidencio  una mayor sensibilidad a las condiciones de 

almacenamiento, tal y como se muestra en la Fig. 3.5. En particular, la degradacio n de ASX 

estuvo ma s influenciada por la temperatura que por la exposicio n a la luz. Luego de 30 dí as, las 

muestras almacenadas a 25 °C en presencia de luz presentaron una disminucio n del 23 % en el 

contenido de ASX, mientras que a 60 °C en oscuridad, la degradacio n alcanzo  aproximadamente 

el 60 %.  

Estos resultados sugieren que, bajo condiciones de mayor temperatura, la ASX estarí a 

actuando como principal agente antioxidante para ralentizar la oxidacio n de los AG, lo que serí a 

consistente con los bajos valores de IP y TBARS observados. Tal y como se reporta en la 

bibliografí a, adema s de la fotodegradacio n, factores como la temperatura y la disponibilidad de 

oxí geno desempen an un rol determinante en la estabilidad de la ASX (Christophersen et al., 

1991; Niamnuy et al., 2008). 

No obstante, au n bajo estas condiciones de almacenamiento acelerado a 60 °C, el 

contenido de ASX remanente se mantuvo dentro de los rangos reportados para aceites de 

crusta ceos con capacidad antioxidante (Fuller et al., 2020; Olatunde & Benjakul, 2022; Sun et 
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al., 2019; Xie et al., 2019), lo que resulta particularmente destacable considerando la elevada 

susceptibilidad a la oxidacio n de matrices ricas en AGPI. 
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Figura 3.5. Retencio n de ASX en el AL durante el almacenamiento a 25 °C expuesto a 

la luz, y a 60 °C en oscuridad. Las diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante la 

prueba de Kruskal–Wallis (p<0.05). 

En este sentido, el AL evidencio  una estabilidad poco frecuente, manteniendo 

simulta neamente niveles bajos de IP y una fraccio n apreciable de ASX disponible, incluso tras 

su almacenamiento a alta temperatura. 

Debido a que el AL mostro  bajos valores de IP y TBARS cuando se almaceno  a 60 °C 

durante 30 dí as, se decidio  profundizar el ana lisis sometie ndolo a condiciones te rmicas ma s 

exigentes (100 °C y 150 °C), cercanas a las que se utilizan durante los procesos de secado por 

aspersio n. 

Como se observa en la Tabla 3.2, el incremento de la temperatura produjo una marcada 

disminucio n en la retencio n del contenido de ASX, mientras que los indicadores de oxidacio n 

lipí dica (IP y TBARS) mostraron un ligero aumento, pero aun así  permanecieron en valores muy 

bajos (IP<1 meq O2/kg aceite, TBARS<1 mmol MDA/kg aceite).  

Durante el tratamiento a 100 °C, el contenido de ASX disminuyo  un 25 % en la primera 

hora y se degrado  casi completamente (94 %) a las 48 h. Cuando se aumento  la temperatura a 
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150 °C, la degradacio n de ASX se acelero  significativamente, reducie ndose a la mitad a los 30 

min, y degrada ndose completamente al cabo de 1 h (Tabla 3.2). 

Tabla 3.2. Retencio n de ASX, IP y TBARS del AL almacenado a 100 °C y 150 °C a distintos 

tiempos. 

Tratamiento 
térmico 

Retención de ASX 
(%) 

IP (meq 02/kg 
aceite) 

TBARS 
(mmol MDA/kg aceite) 

Sin tratamiento 100.0 ± 13.9 a ND 0.13 ± 0.01 a 

100 °C – 1 h 74.4 ± 1.9 b 0.47 ± 0.13 a 0.20 ± 0.06 b 

100 °C – 2 h 65.1 ± 4.6 c 0.58 ± 0.01 a 0.44 ± 0.11 d 

100 °C – 5 h 52.8 ± 0.2 d 0.57 ± 0.02 a 0.29 ± 0.04 c 

100 °C – 48 h 6.4 ± 0.5 f 0.87 ± 0.01 b 0.44 ± 0.08 d 

150 °C – 0.5 h 47.4 ± 1.0 e ND 0.21 ± 0.04 b 

150 °C – 1 h ND ND 0.29 ± 0.04 c 

Los datos se expresan como los promedios ± DE. Letras diferentes en la misma columna indican 

diferencia significativa (p<0.05). ND = No detectable. 

Estos resultados indican que la baja formacio n de productos primarios y secundarios 

de oxidacio n no necesariamente refleja una mayor estabilidad oxidativa intrí nseca del aceite, 

sino que estarí a asociada al consumo progresivo de la ASX, que actuarí a como la principal 

barrera antioxidante durante el tratamiento te rmico. 

La ASX probablemente ejercio  su efecto antioxidante mediante la interrupcio n de las 

reacciones de propagacio n de la peroxidacio n lipí dica, actuando como captador de radicales 

peroxilo y otros radicales lipí dicos. Adema s, su capacidad para extinguir oxí geno singlete 

habrí a contribuido a reducir la formacio n de hidropero xidos y, en consecuencia, de productos 

secundarios de oxidacio n. 

En conjunto, estos resultados sugieren que la estabilidad oxidativa observada se 

mantendrí a a expensas de la degradacio n de la ASX, lo que pone de manifiesto el papel 

fundamental de este carotenoide en la proteccio n del AL frente al estre s te rmico. 
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Figura 3.6. Apariencia del AL sometido a tratamientos te rmicos a 100 y 150 °C. 

Este comportamiento se vio acompan ado por los cambios de coloracio n del aceite (Fig. 

3.6), donde la aparicio n de tonalidades marro n-pardas ocurrio  ma s ra pidamente a 150 °C, lo 

que es consistente con la degradacio n acelerada de la ASX. 

3.2.3. Cinética de degradación de ASX en el AL 

Tal y como se observo  anteriormente, la ASX es un compuesto muy sensible a la 

oxidacio n debido a su estructura con mu ltiples insaturaciones, lo que promueve su degradacio n 

durante el almacenamiento y el procesamiento te rmico (Ribeiro et al., 2005). 

El contenido inicial de ASX en el AL fue de 2.73 ± 0.01 mg/g de aceite. 
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Figura 3.7. AL almacenado a distintas temperaturas (25, 60 y 100 °C). (A) 

Concentracio n de ASX en funcio n del tiempo y (B) linealizacio n de la concentracio n de ASX en 

funcio n del tiempo segu n la ecuacio n Ln (C/C’) = k.t, donde C’ es la concentracio n inicial. 
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En la Fig. 3.7 A se presentan las curvas de degradacio n de ASX en funcio n del tiempo en 

el AL incubado 25 °C, 60 °C y 100 °C. 

Las mayores temperaturas provocaron un mayor grado de degradacio n del 

antioxidante. Con el objetivo de describir cuantitativamente este comportamiento, los datos 

experimentales se ajustaron a un modelo cine tico de primer orden, ya que se ha reportado 

previamente en bibliografí a este tipo de cine tica para la degradacio n te rmica de ASX (Pu et al., 

2010; Pu & Sathivel, 2011). 

La linealizacio n de estos datos a partir de la Ec. 3.3 (Fig. 3.7 B) permitio  obtener los 

para metros cine ticos correspondientes (k y t1/2) para la degradacio n de ASX, que se presentan 

en la Tabla 3.3. 

Tabla 3.3. Para metros cine ticos de la degradacio n de ASX en el AL. 

Temperatura 
(°C) 

k x 10-2 (h-1) R2 t 1/2 (h) Ea (kJ/mol) 

25 0.04 ± 0.01 0.95 1732.9 ± 0.1 

60.63 ± 0.36 60 0.17 ± 0.01 0.93 420.5 ± 18.0 

100 5.66 ± 0.18 0.94 12.3 ± 0.4 

Los datos se expresan como los promedios ± DE. 

Como era esperable, la constante de degradacio n de ASX (k) aumento  con la 

temperatura. De manera complementaria, el t1/2 tambie n disminuyo  significativamente: se 

redujo aproximadamente 4 veces al pasar de 25 °C a 60 °C, y cerca de 35 veces al pasar de 60 

°C a 100 °C, alcanza ndose en estas u ltimas condiciones una reduccio n del 50 % del contenido 

de ASX en 12 h de incubacio n. 

Estos para metros cine ticos constituyen una herramienta u til para evaluar el impacto 

que podrí an tener las condiciones de secado por aspersio n sobre la estabilidad de la ASX en los 

procesos de obtencio n de microca psulas de AL en polvo.  

Pu et al. (2010) y Pu & Sathivel (2011) tambie n estudiaron la cine tica de degradacio n 

de ASX proveniente de distintas fuentes (camaro n y cangrejo de rí o), pero an adida a aceite de 

lino - un aceite vegetal. En ambos estudios, sometieron las mezclas a 60 °C y obtuvieron valores 

de k.102 de 4.14 y 6.49 h-1 para la ASX de camaro n y de cangrejo, respectivamente. Estos valores 

de k fueron mucho mayores que los obtenidos para el AL a 60 °C (0.17 h-1) (Tabla 3.3). Esta 
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diferencia estarí a indicando una mayor tasa de degradacio n de la ASX en el aceite de lino, en 

comparacio n con el AL, lo que podrí a estar relacionado con la mayor proporcio n de AGPI 

presentes en el aceite de lino (≈73 %) que en el AL (≈40.5 %). Un mayor contenido de AGPI 

favorecerí a la formacio n de especies altamente reactivas durante la oxidacio n lipí dica - como 

radicales alquilo y peroxilo - que podrí an acelerar la degradacio n de compuestos con muchas 

insaturaciones como la ASX (Lavecchia & Zuorro, 2008). 

Por otro lado, Takeungwongtrakul & Benjakul (2016) tambie n estudiaron la 

degradacio n de ASX, pero en aceite de camaro n - una matriz natural para este tipo de 

carotenoide - y reportaron valores de k.102 de 1.19 a 60 °C. Si bien este valor es inferior al 

observado en aceite de lino, continu a siendo 7 veces mayor que el obtenido para AL (0.17 h-1). 

Esto evidenciarí a un efecto protector de la matriz lipí dica del AL sobre la ASX, reduciendo su 

velocidad de degradacio n, incluso frente a sistemas lipí dicos de origen similar como el aceite 

de camaro n.  

Adema s del efecto antioxidante de la propia ASX, es posible que otros componentes 

minoritarios presentes en la matriz lipí dica tambie n contribuyan a su proteccio n frente a la 

oxidacio n. Entre ellos se encuentran otros carotenoides, como β-caroteno, equinenona, 

cantaxantina, astaceno y zeaxantina, que han sido reportados en este tipo de aceites (Su et al., 

2018). Asimismo, las posibles interacciones entre estos compuestos y los dema s constituyentes 

de la matriz lipí dica podrí an potenciar la capacidad antioxidante del sistema y contribuir a 

disminuir la degradacio n oxidativa. 

A partir de los valores de k obtenidos a las distintas temperaturas, se calculo  la energí a 

de activacio n (Ea) del proceso de degradacio n de la ASX mediante la ecuacio n de Arrhenius (Ec. 

3.5), aplicando la regresio n lineal de la gra fica de ln (k) en funcio n de 1/T (Fig. 3.8). Este 

para metro esta  relacionado con la mí nima cantidad de energí a que se debe superar para que 

ocurra la reaccio n de degradacio n de la ASX (Farhoosh & Hoseini-Yazdi, 2014). 
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Figura 3.8. Diagrama de Arrhenius para la degradacio n de ASX en el AL. 

El valor de Ea obtenido fue de 60.63 kJ/mol (Tabla 3.3), que es comparable con el 

reportado para aceite de camaro n (52.01 kJ/mol), lo que sugiere mecanismos de degradacio n 

similares en ambas matrices, aun cuando difieran en la velocidad del proceso. 

3.3. Conclusiones parciales 

El AL presento  un elevado contenido de AGPI, especialmente ω-3, junto con una alta 

estabilidad oxidativa, atribuida al efecto antioxidante de la ASX. No obstante, este carotenoide 

evidencio  una marcada sensibilidad te rmica, por lo que la estabilidad oxidativa del aceite se 

mantendrí a a expensas de su degradacio n. En este contexto, resulta necesario desarrollar 

estrategias de encapsulacio n que permitan preservar el aceite y sus compuestos bioactivos 

frente a condiciones te rmicas intensivas, como las involucradas en los procesos de secado por 

aspersio n. 



 

 

4. CAPÍTULO 4: Formulación y 

caracterización de emulsiones 

para encapsular aceite de 

langostinos 
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Con el objetivo de reducir la degradacio n de ASX durante etapas posteriores de 

procesamiento del AL para la obtencio n de un ingrediente en polvo (secado por aspersio n), en 

este capí tulo se disen aron emulsiones O/W con una doble capa interfacial biopolime rica, como 

etapa inicial del proceso de encapsulacio n. Para ello, se empleo  un concentrado de proteí nas 

de soja como emulsionante y quitosano (CHT) como componente de la capa ma s exterior que 

rodea a las gotas de aceite, junto con maltodextrina (MDX) como material de relleno, para 

aumentar el contenido de so lidos. 

Se estudio  la influencia del pH en la formacio n de estas emulsiones, que se 

caracterizaron con el fin de evaluar su estabilidad y verificar la formacio n de la doble capa 

interfacial. El ana lisis de la estructura de estas emulsiones es fundamental, ya que constituyen 

el paso previo a la etapa de deshidratacio n, necesaria para obtener las microca psulas de aceite 

en estado so lido. 

4.1. Materiales y Métodos 

4.1.1. Materiales 

Se utilizaron los mismos materiales descriptos previamente (Seccio n 3.1.1.). 

En particular, se empleo  un concentrado de proteí na de soja (SPC) provisto por Archer 

Daniels Midland Company – ADM (EE. UU.). La composicio n centesimal informada del SPC en 

base seca fue: 70 % de proteí na, 20 % de fibra diete tica total, 3 % de grasas, 5 % de cenizas y, 

adema s, contení a un 6 % de humedad. La muestra comercial de quitosano (CHT) fue provista 

por Eastar Holding Group Dong Chen Co. Ltd. (China) (PM: 63.97 ± 2.31 kDa; grado de 

acetilacio n: 93 %). La muestra de maltodextrina (MDX) fue provista por Gelfix (Buenos Aires, 

Argentina). Todos los dema s reactivos utilizados fueron de grado analí tico. 

4.1.2. Métodos 

Se prepararon emulsiones monocapa (SPC) y multicapa (SPC-CHT), incorporando MDX 

como polisaca rido neutro en la fase continua, y se realizaron estudios preliminares para 

seleccionar las condiciones de pH y de homogeneizacio n que favorecieran la formacio n de 
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emulsiones estables. Para ello, se evaluo  el comportamiento interfacial de los biopolí meros 

bajo diferentes condiciones de pH, mediante mediciones de potencial zeta, taman o de partí cula, 

í ndice de cremado, coalescencia y observaciones por microscopí a o ptica. Estos ensayos 

permitieron identificar las condiciones para generar las emulsiones ma s estables, para su 

posterior deshidratacio n. 

4.1.2.1. Preparación de las emulsiones 

En primer lugar, se prepararon por separado dispersiones concentradas de SPC, CHT y 

MDX. El CHT fue dispersado en una solucio n de a cido ace tico al 0.5 % p/p, con agitacio n durante 

30 min. El SPC y la MDX fueron dispersadas en agua, con agitacio n a temperatura ambiente, 

hasta disolucio n completa. La preparacio n de las dispersiones acuosas se realizo  utilizando 

agua ultrapura Milli-Q a la cual se le agrego  azida so dica al 0.02 % p/v para evitar el desarrollo 

microbiano. Una vez preparadas, se conservaron a 4 °C overnight para promover la hidratacio n 

completa de los biopolí meros. 

Las emulsiones secundarias se prepararon mezclando, simulta neamente, 10 % de fase 

oleosa y 90 % de fase acuosa conteniendo SPC, CHT y MDX, de manera que la composicio n final 

de las emulsiones (en % p/p) fue: 10 % de aceite, 1 % de SPC, 0.3 % CHT y 25 % de MDX. La 

concentracio n de SPC se selecciono  para establecer una relacio n 1:10 respecto al aceite, 

mientras que la de CHT se fijo  en funcio n de la proteí na, con una relacio n 3:1 (proteí na-

polisaca rido), de acuerdo con la bibliografí a (Xiong et al., 2018; Zhang et al., 2015) y la 

experiencia previa del grupo. 

Las emulsiones se prepararon en un homogeneizador Ultraturrax T-25 (IKA, Alemania) 

durante 2 min a 12.000 rpm. Una vez obtenidas las emulsiones, se utilizo  HCl 0.5 N para ajustar 

el pH segu n correspondiera (3, 3.5, 4, 4.5 y 5). Las mediciones de pH se realizaron con un pH-

metro Sartorius, modelo PR-15 (Alemania). Para disminuir el taman o de gota, estas emulsiones 

fueron luego sometidas a un segundo paso de homogeneizacio n mediante sonicacio n en un 

procesador ultraso nico (US) Vibra Cell Sonics, modelo VCX 750 (EE. UU.) en modo duty cycle (1 
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seg ON, 1 seg OFF) a 40 % de amplitud durante 4.5 min, en ban o de hielo con agitacio n 

magne tica constante. 

Este procedimiento se empleo  exclusivamente durante la etapa de puesta a punto, con 

el objetivo de evaluar el efecto del pH y establecer las condiciones necesarias para obtener 

emulsiones estables con doble capa interfacial.  

Una vez seleccionado el pH ma s adecuado para la formulacio n de emulsiones, se 

reemplazo  la sonicacio n por una tecnologí a ma s escalable: la homogeneizacio n a altas 

presiones. Para ello, el segundo paso de homogeneizacio n se realizo  en un homogeneizador de 

dos etapas GEA PandaPLUS Lab Homogenizer 2000 (Italia), ya que este es uno de los equipos 

ma s utilizados en la industria alimentaria. Las condiciones de homogeneizacio n seteadas 

fueron: 40 bar en la primera etapa y 10 bar en la segunda etapa. Estos para metros se ajustaron 

mientras se circulaba agua por el equipo. Sin embargo, al pasar la emulsio n - con una mayor 

viscosidad - la presio n total final se incremento  hasta 110 bar. 

Todas las emulsiones fueron evaluadas inmediatamente luego de ser preparadas. 

4.1.2.2. Caracterización de emulsiones 

4.1.2.2.1. Microscopía óptica 

Las emulsiones fueron observadas en un microscopio o ptico convencional Leica 

Microsystems (Alemania), equipado con una ca mara fotogra fica, en aumentos de 40X, 

colocando una gota de emulsio n fresca entre un porta y un cubreobjetos. Durante la 

observacio n de los sistemas, se seleccionaron varios campos y se tomaron fotografí as de los 

ma s representativos (Acosta et al., 2024). 

4.1.2.2.2. Determinación del potencial zeta 

Para evaluar la estabilidad coloidal de las emulsiones, se realizaron mediciones de 

potencial zeta empleando un equipo Zetasizer Nano-Zs, Malvern Instruments (Reino Unido). 

Adema s de las emulsiones secundarias, tambie n se prepararon emulsiones primarias 

mezclando simulta neamente 10 % de fase oleosa (AL) y 90 % de fase acuosa, conteniendo SPC 
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y MDX, de manera que la composicio n final de las emulsiones (en % p/p) fue: 10 % de aceite, 1 

% de SPC y 25 % de MDX. 

Las emulsiones fueron previamente diluidas 1/100 en buffer acetato (segu n el pH que 

correspondiera) y luego fueron inyectadas en una celda capilar provista de dos electrodos a 

cada lado para medicio n de movilidad electrofore tica, a partir de la cual el equipo calcula el 

potencial zeta. Las mediciones se realizaron por quintuplicado (Acosta et al., 2024). 

4.1.2.2.3. Evaluación macroscópica de cremado 

La estabilidad de las emulsiones frente al cremado se determino  de acuerdo con Spotti 

et al. (2026), como un para metro de la desestabilizacio n global de las emulsiones luego de 7 

dí as de almacenamiento a temperatura ambiente. Para ello se colocaron 10 mL de emulsio n en 

tubos graduados que se almacenaron a temperatura ambiente durante 7 dí as. 

4.1.2.2.4. Determinación de coalescencia 

El porcentaje de coalescencia de las emulsiones se determino  mediante la te cnica 

descripta por Spotti et al. (2026). Se tomaron alí cuotas de las emulsiones preparadas y se 

centrifugaron a 15000 x g a 25 °C durante 15 min en una centrí fuga Capp CR1512 (Dinamarca). 

En la parte superior se observo  si hubo liberacio n de aceite luego de la centrifugacio n y, en ese 

caso, se determino  la cantidad de aceite liberado por pesada. El porcentaje de coalescencia se 

calculo  mediante la siguiente fo rmula: 

𝐶𝑜𝑎𝑙𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (%)  =  
𝑚1

𝑚2
 𝑥 100     Ec. 4.1 

donde m1: masa de aceite separado luego de la centrifugacio n, y m2: masa de aceite total (aceite 

adicionado a la emulsio n). 

4.1.2.2.5. Distribución de tamaños de gota 

Se realizaron determinaciones de distribucio n de taman os de gota por dispersio n de 

luz dina mica (DLS) en un equipo Zeta Sizer Nano ZS, Malvern Instruments (Reino Unido), 

equipado con un la ser He-Ne (633 nm) con un rango de medicio n entre 0.1 y 6000 nm. Las 
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mediciones se realizaron a 25 °C y un a ngulo de dispersio n fijo de 173°. Las emulsiones fueron 

previamente diluidas 1/100 en agua ultrapura. Por cada muestra se realizaron al menos cinco 

mediciones (Acosta et al., 2024). 

4.1.2.3. Análisis estadístico de los datos 

Cada experimento se realizo  con su correspondiente re plica (dos repeticiones). Todos 

los ensayos se realizaron al menos por duplicado. A partir de estas mediciones se calcularon 

los valores promedio y las desviaciones esta ndar. 

4.2. Resultados y Discusión 

4.2.1. Estudio de las variables que afectan la formación y estabilidad de emulsiones 

4.2.1.1. Efecto de las condiciones de homogeneización 

El primer paso para lograr una adecuada microencapsulacio n del AL consiste en la 

formulacio n de una emulsio n estable. Las proteí nas son ampliamente utilizadas como agentes 

emulsionantes debido a sus propiedades funcionales, y a que su naturaleza anfifí lica les 

permite adsorberse ra pidamente en la interfase aceite-agua, formando una membrana ela stica 

y resistente alrededor de las gotas (Taherian et al., 2011). Dado que se comportan como 

anfolitos, su carga neta depende del pH del medio. Esta caracterí stica permite la interaccio n 

con biopolí meros de carga opuesta, favoreciendo la formacio n de capas interfaciales 

adicionales mediante interacciones electrosta ticas. De este modo, es posible aumentar el 

espesor y la resistencia de la membrana interfacial, para proteger mejor a los compuestos 

encapsulados en el nu cleo (Li et al., 2020). 

En este sentido, en este capí tulo se disen aron emulsiones O/W doble capa para 

encapsular el AL, utilizando un concentrado de proteí nas de soja como emulsionante y CHT 

como el componente ma s externo de la capa interfacial. 

En primer lugar, se pusieron a punto las condiciones de homogeneizacio n de las 

emulsiones, que permitieran lograr taman os de gota adecuados para promover la estabilidad 
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de los sistemas frente al cremado. Este feno meno de desestabilizacio n esta  asociado al 

movimiento ascendente de las gotas debido a la diferencia de densidades de la fase dispersa y 

la fase continua. De acuerdo con la ley de Stokes, la velocidad de cremado de una gota en la 

emulsio n es directamente proporcional al cuadrado de su radio, por lo que la reduccio n del 

taman o de gota constituye una estrategia efectiva para disminuir la desestabilizacio n por 

cremado (Robins, 2000). 

En la Fig. 4.1 se muestra el aspecto macrosco pico y microsco pico de las emulsiones de 

AL obtenidas en los dos pasos de homogeneizacio n.  

Tal y como puede observarse, en los sistemas homogeneizados so lo con UT se observo  

una gran variabilidad de taman os de gota y la presencia de flo culos (zonas ma s oscuras en la 

micrografí a), Fig. 4.1 A. Sin embargo, con la aplicacio n de un tratamiento posterior con 

ultrasonido, las gotas disminuyeron su taman o y presentaron una distribucio n ma s homoge nea 

(Fig. 4.1 B), lo que podrí a promover una mayor estabilidad frente a la separacio n de fases por 

cremado.  

Adema s, se observaron diferencias en la intensidad del color de las emulsiones segu n 

las diferentes etapas de homogeneizacio n. Por un lado, las emulsiones con mayores taman os 

de gota presentaron un color rojizo oscuro, que se fue aclarando y hacie ndose ma s naranja 

cuando se disminuyo  el taman o de gota. Este comportamiento ha sido reportado en emulsiones 

O/W, donde la apariencia visual depende de la interaccio n de la luz con la microestructura del 

sistema (McClements, 2002). En particular, la dispersio n de la luz - fuertemente influenciada 

por el taman o y la concentracio n de las gotas - determina la luminosidad y la turbidez de la 

emulsio n, mientras que la absorcio n de longitudes de onda especí ficas por compuestos 

cromo foros define el tono observado. En el caso de emulsiones formuladas con AL, la presencia 

de carotenoides, como ASX, contribuye significativamente a la absorcio n en la regio n visible, 

generando tonalidades rojizas. Por lo tanto, la disminucio n del taman o de gota inducida por los 

tratamientos de homogeneizacio n podrí a haber incrementado la dispersio n de la luz incidente, 
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dando lugar a emulsiones visualmente ma s claras y con cambios en la tonalidad percibida, en 

concordancia con lo reportado en la literatura. 

 

Figura 4.1. Aspecto macrosco pico y microsco pico de emulsiones O/W de AL (10 % 

aceite, 1 % SPC, 0.3 % CHT, pH 4), sometidas a uno y dos pasos de homogeneizacio n. 

Estos resultados preliminares mostraron que el uso combinado de UT y US puede 

contribuir a la mejora de la estabilidad de las emulsiones, al promover la disminucio n del 

taman o y la aglomeracio n de las gotas. Por lo tanto, se decidio  continuar preparando las 

emulsiones a partir de estas dos etapas secuenciales de homogenizacio n. 

4.2.1.2. Efecto del pH 

En esta seccio n se analizo  la influencia del pH sobre los taman os de gota, la formacio n 

de la doble capa interfacial (SPC-CHT), y la estabilidad de las emulsiones. La formacio n de 

complejos electrosta ticos entre proteí nas y polisaca ridos de carga opuesta ha sido 

ampliamente estudiada en bibliografí a (Chen & Subirade, 2006; McClements & Li, 2010; 

Schmitt & Turgeon, 2011), y el pH es uno de los factores que ma s influye en la carga neta de los 

Ultraturrax Ultraturrax + Ultrasonido

(A) (B)
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biopolí meros. Es por ello que se evaluaron distintas condiciones de pH para promover la 

formacio n de la doble capa interfacial por medio de interacciones electrosta ticas entre SPC-

CHT (Klinkesorn & McClements, 2009). 

4.2.1.2.1. Potencial Zeta 

Una de las determinaciones ma s u tiles para seguir el proceso de formacio n de las 

membranas interfaciales alrededor de la gota de aceite es la medicio n del potencial zeta de las 

emulsiones. 

La Fig. 4.2 presenta los valores de potencial zeta de emulsiones primarias (SPC) y 

secundarias (SPC-CHT) en un rango de pH entre 3 – 4.5. Estos valores de pH se eligieron 

teniendo en cuenta que se observo  que el CHT se volví a ma s insoluble a pH5. 
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Figura 4.2. Efecto del pH sobre el potencial zeta de emulsiones primarias (10 % 

aceite, 1 % SPC) y secundarias (10 % aceite, 1 % SPC, 0.3 % CHT) de AL. 

En primer lugar, se puede observar que el potencial superficial de las gotas de 

emulsiones primarias (en ausencia de CHT) vario  desde -4 mV a 29 mV cuando el pH disminuyo  

desde 4.5 a 3, pasando por 0 mV a pH 4.3. Este comportamiento serí a consistente con el valor 

de pI reportado para las proteí nas de soja, cercano a pH 4.5 (Zhang et al., 2015). A valores de 

pH superiores al pI, la proteí na presenta una densidad de carga neta negativa, cuya magnitud 
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aumenta a medida que se aleja del pI. Por el contrario, a valores de pH inferiores al pI, la 

proteí na adquiere densidad de carga neta positiva, incrementa ndose su magnitud cuanto 

mayor es la diferencia respecto al pI. 

Por su parte, el CHT es un polisaca rido de estructura lineal compuesto por unidades de 

D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina unidas aleatoriamente mediante enlaces β-(1-4). La 

presencia de grupos amino primarios en las unidades de D-glucosamina de su cadena principal, 

confiere al CHT un cara cter catio nico, es decir, una carga superficial positiva, lo que favorece 

solubilidad en soluciones acuosas a cidas diluidas (pH ≤ 5) (Chapa Gonza lez et al., 2021). 

Tal y como se menciono  anteriormente, la solubilidad del CHT constituyo  una de las 

principales restricciones en el disen o de emulsiones multicapa, ya que, a pH 5, las emulsiones 

se volví an demasiado viscosas - por la baja solubilidad del CHT - lo que dificultaba su 

tratamiento con el US para la disminucio n del taman o de gota. 

Cuando se prepararon emulsiones secundarias con SPC y CHT, se observo  un 

incremento lineal en el valor absoluto del potencial zeta hacia valores ma s positivos en todo el 

rango de pH estudiado. 

Este incremento del potencial zeta hacia valores ma s positivos tras la incorporacio n de 

CHT sugerirí a la asociacio n del polisaca rido al film interfacial formado por el SPC alrededor de 

las gotas de aceite. Este comportamiento serí a consistente con el cara cter catio nico del CHT, 

debido a la protonacio n de sus grupos amino en medio a cido (Bhattacharjee, 2016; Julio et al., 

2018). 

A pesar de que, a valores de pH inferiores al pI, el film interfacial de SPC presenta una 

carga neta positiva, la adsorcio n del quitosano puede explicarse por la presencia de dominios 

o "parches" localizados con carga negativa en la superficie de las proteí nas. En efecto, aunque 

la carga global de las proteí nas sea positiva, estas son mole culas anfo teras y estructuralmente 

heteroge neas que conservan residuos de aminoa cidos a cidos expuestos, capaces de generar 

regiones con carga negativa (Jones & McClements, 2011). El CHT, al ser un polielectrolito 

catio nico de elevada densidad de carga, puede interactuar electrosta ticamente con estos 
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dominios con carga negativa. Adema s de estas interacciones electrosta ticas localizadas, es 

probable que la asociacio n entre SPC y CHT este  reforzada por interacciones no electrosta ticas, 

como la formacio n de puentes de hidro geno entre los grupos hidroxilo y amino del CHT y los 

grupos polares de la proteí na, así  como por interacciones hidrofo bicas entre regiones apolares 

expuestas del SPC y los segmentos acetilados del polisaca rido. En conjunto, estos mecanismos 

podrí an explicar la adsorcio n del CHT sobre la membrana interfacial formada por el SPC y el 

incremento del potencial zeta observado. 

Cabe destacar que todas las emulsiones secundarias presentaron valores absolutos de 

potencial zeta superiores a 30 mV. Existen guí as generales en la bibliografí a que clasifican la 

estabilidad de las dispersiones de sistemas coloidales segu n los valores de potencial ζ, segu n 

rangos: (i) ± 0 a 10 mV altamente inestables, (ii) ± 10 a 20 mV relativamente inestables, (iii) ± 

20 a 30 mV moderadamente estables, y (iii) ˃  ± 30 mV como altamente estables (Bhattacharjee, 

2016). En este sentido, todas las emulsiones formuladas serí an altamente estables, ya que las 

gotas tendrí an mayor repulsio n entre ellas y esto retardarí a la desestabilizacio n por feno menos 

de floculacio n y/o coalescencia (Araiza-Calahorra & Sarkar, 2019). 

4.2.1.2.2. Estabilidad frente al cremado 

Las emulsiones son sistemas termodina micamente inestables debido al contacto 

desfavorable entre las fases inmiscibles, y a la diferencia de densidades que existe entre ellas, 

lo que termina generando una separacio n de fases en el tiempo (McClements, 2005). La 

desestabilizacio n, generalmente, es la resultante de varios procesos fí sicos, entre ellos: i) la 

floculacio n, que resulta en la unio n de las gotas en racimos, ii) el cremado, que se produce por 

la migracio n de las gotas de aceite hacia arriba, por diferencia de densidades con la fase 

continua, dando lugar a una separacio n de fases, y iii) la coalescencia, que conlleva al aumento 

del taman o de gota (Domian et al., 2015). 

La determinacio n del í ndice de cremado es una de las te cnicas ma s empleadas para 

monitorear la separacio n gravitacional de emulsiones (McClements, 2015). Por este motivo, 

para cada emulsio n se determino  el í ndice de cremado a los 7 dí as, como un indicador de la 
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estabilidad global de los sistemas en un intervalo de tiempo prolongado. En la Fig. 4.3 se 

muestra la apariencia macrosco pica de las emulsiones secundarias (SPC-CHT), donde se puede 

observar que el í ndice de cremado aumento  a medida que disminuyo  el pH. 

 

Figura 4.3. Aspecto macrosco pico de í ndice de cremado de emulsiones secundarias 

(SPC-CHT) a distintos pH luego de 7 dí as de almacenamiento. La lí nea punteada marca la 

separacio n de fases. 

Sin embargo, cabe destacar que, si bien se produjo la separacio n de una fraccio n de 

gotas que cremaron hacia la parte superior, esta no fue completa, ya que no se observa una fase 

lí mpida en el inferior de los tubos. Probablemente, cremaron las gotas de mayor taman o 

mientras que las de menor taman o permanecieron dispersas en el fondo del tubo. 

Por su parte, la emulsio n evaluada a pH 3 fue la que presento  el mayor í ndice de 

cremado. Es por eso que, en esta instancia, se descarto  este pH para continuar con la 

formulacio n de emulsiones bicapa. 

4.2.1.2.3. Tamaños de gota 

En la Fig. 4.4 se muestran las micrografí as de las emulsiones secundarias preparadas a 

los valores de pH considerados en la seccio n anterior (3.5, 4 y 4.5). A pH 4 y 4.5 se observaron 

gotas de menor taman o y con una distribucio n ma s uniforme. En cambio, a pH 3.5 se 

evidenciaron gotas de mayor taman o y la presencia de algunas aglomeraciones. 

pH
3

pH
3.5

pH
4

pH
4.5
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Figura 4.4. Efecto del pH sobre la microestructura de emulsiones secundarias (SPC-

CHT). Aumento 40X, barra escala 10 μm. 

En funcio n de la estructura microsco pica observada, el sistema a pH 3.5 fue descartado 

y se continuo  con la caracterizacio n de las emulsiones restantes, a fin de establecer las 

condiciones de preparacio n ma s adecuadas. 

A las emulsiones a pH 4 y 4.5 se les realizaron mediciones de taman os de gota mediante 

DLS. Es importante tener en cuenta que en el equipo en donde se realizaron las mediciones, se 

podí an medir taman os de gota de hasta 6 m, por lo que los taman os de gota mayores no 

pudieron ser cuantificados. 

En la Fig. 4.5 se presentan las distribuciones de taman os de gota, tanto en intensidad 

como en nu mero para las emulsiones estudiadas. 

La distribucio n por intensidad refleja la contribucio n relativa de diferentes taman os de 

gota a la intensidad de la luz dispersada, que es proporcional a la sexta potencia del dia metro 

(d6) de las gotas. Como las gotas ma s grandes dispersan mucha ma s luz que las ma s pequen as, 

la presencia de gotas grandes podrí a “apantallar” la dispersio n de luz de las pequen as, 

generando un sesgo en la interpretacio n de los resultados obtenidos por DLS. Por este motivo, 

tambie n se muestra la distribucio n en funcio n de la fraccio n nume rica de gotas con ese taman o, 

donde la dispersio n de luz es directamente proporcional al dia metro de las partí culas (d1) 

(Arzeni, 2014). No obstante, debe tenerse en cuenta que lo que realmente mide el equipo es 

intensidad de luz y la distribucio n de taman os por nu mero se alcanza por medio de una 

  
  

 

pH 3.5 pH 4 pH 4.5
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transformacio n matema tica de los datos. Por lo tanto, esta conversio n podrí a amplificar el error 

inherente a la te cnica de medicio n por DLS. Aun así , esta representacio n resulta u til para 

comparar la importancia relativa de las distintas poblaciones de gotas dentro de cada sistema. 
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Figura 4.5. Distribucio n de taman os de gota en (A) Intensidad y (B) Nu mero, de 

emulsiones bicapa (SPC-CHT) preparadas a pH 4 y pH 4.5. La lí nea punteada representa el 

lí mite de medicio n del equipo. 

Ambas emulsiones preparadas a pH 4 y 4.5 presentaron distribuciones multimodales, 

es decir, con varios picos. En la emulsio n a pH 4.5 se observo  una poblacio n de gotas 

predominante alrededor de 1000 nm en la distribucio n por intensidad (Fig. 4.5 A), mientras 

que en la distribucio n por nu mero (Fig. 4.5 B), esa poblacio n se desplazo  ligeramente hacia 

menores taman os, con un pico cercano a 800 nm. 

Por su parte, en la emulsio n preparada a pH 4 tambie n se evidencio  una poblacio n 

principal con un pico alrededor de los 1400 nm en la distribucio n por intensidad, junto con una 

segunda poblacio n de menor taman o, alrededor de los 190 nm (Fig. 4.5 A). Sin embargo, esta 

u ltima adquirio  ma s relevancia en la distribucio n por nu mero (Fig. 4.5 B), lo que indicarí a que 

a pH 4 existirí a una mayor proporcio n de gotas pequen as en comparacio n con pH 4.5. 

En funcio n de estos resultados, se selecciono  el valor de pH 4 para la preparacio n de 

emulsiones bicapa destinadas a la encapsulacio n de AL, ya que los menores taman os de gota 
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contribuirí an a una mayor estabilidad frente a la desestabilizacio n por cremado durante el 

periodo comprendido entre la preparacio n de la emulsio n y su deshidratacio n para obtener las 

microca psulas en polvo. Adema s, este valor de pH estarí a un poco ma s alejado del pI del SPC, 

lo que favorecerí a la solubilidad de la proteí na durante la preparacio n de las soluciones 

acuosas. 

4.2.2. Estudio de homogeneización de emulsiones mediante tecnología de altas 

presiones 

Una vez seleccionado el pH ma s adecuado para la formulacio n de las emulsiones, se 

reemplazo  el paso de sonicacio n por una tecnologí a ma s escalable: la homogeneizacio n a altas 

presiones. Para ello, el segundo paso de homogeneizacio n se llevo  a cabo en un 

homogeneizador de dos etapas, uno de los equipos ma s utilizados en la industria alimentaria, 

especialmente en la industria la ctea para reducir el taman o de los glo bulos grasos de la leche y 

disminuir el cremado (Comuzzo et al., 2019; Plazzotta & Manzocco, 2018). 

Las condiciones de homogeneizacio n se definieron a partir de ensayos preliminares 

realizados por el grupo de investigacio n, con el objetivo de obtener emulsiones con 

distribuciones de taman os de gota similares a las logradas mediante sonicacio n. 

En la Fig. 4.6 se muestran las distribuciones de taman o de gota ponderadas por 

intensidad y por nu mero de las emulsiones bicapa preparadas a pH 4, sometidas a 

homogeneizacio n a altas presiones y sonicacio n, respectivamente. 

A diferencia de los sistemas sonicados, las emulsiones homogeneizadas a altas 

presiones mostraron distribuciones monomodales, con una poblacio n centrada alrededor de 

750 nm en la distribucio n por intensidad (Fig. 4.6 A). En la distribucio n ponderada por nu mero 

(Fig. 4.6 B), esta poblacio n se desplazo  hacia menores taman os, presentando un pico a 220 nm. 
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Figura 4.6. Distribucio n de taman os de gota en funcio n de (A) la Intensidad de luz 

dispersada y (B) el Nu mero de gotas de emulsiones bicapa preparadas a pH 4. La lí nea 

punteada representa el lí mite de medicio n del equipo. 

En sí ntesis, el proceso de homogeneizacio n dio lugar a distribuciones de taman o ma s 

homoge neas y a una mayor proporcio n de gotas pequen as en comparacio n con las emulsiones 

sonicadas. 

En la Fig. 4.7 puede observarse la microestructura de las emulsiones sometidas a altas 

presiones con predominio de gotas pequen as pero una distribucio n de taman os polidispersa. 

 

Figura 4.7. Micrografí as de emulsiones bicapa preparadas a pH 4, homogeneizadas 

mediante (A) altas presiones y (B) sonicacio n. Aumento 40X, barra escala 10 μm. 

 

Altas presiones Sonicación
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Esto es consistente con el ensanchamiento de los picos en las distribuciones de taman o 

determinadas por DLS para este tipo de emulsiones. 

4.2.2.1. Estabilidad de las emulsiones frente a la liberación de aceite 

Finalmente, se realizo  un ensayo de coalescencia para evaluar la estabilidad de las 

emulsiones obtenidas por homogeneizacio n a altas presiones. Para ello, las emulsiones se 

sometieron a centrifugacio n con el fin de inducir una desestabilizacio n acelerada y evaluar si 

habí a liberacio n de aceite. 

En la Fig. 4.8 se muestran las fotos de los tubos Eppendorf luego del centrifugado. No 

se observo  coalescencia, ni liberacio n de aceite. 

 

Figura 4.8. Tubos Eppendorf conteniendo emulsiones bicapa (SPC-CHT) a pH 4 

obtenidas por homogeneizacio n a altas presiones, luego de un paso de centrifugacio n (15000 

x g, 15 min). 

Estos resultados indican que las membranas interfaciales presentaron una resistencia 

meca nica suficiente, asociada a su cara cter viscoela stico, para permanecer intactas bajo las 

condiciones de desestabilizacio n impuestas. 

4.3. Conclusiones parciales 

Se logro  desarrollar una emulsio n O/W bicapa, utilizando proteí na de soja y CHT como 

materiales de pared, como estrategia de encapsulacio n orientada a preservar el AL y sus 

compuestos bioactivos frente a condiciones de procesamiento potencialmente degradativas. 
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Los resultados demostraron que la formacio n de una doble capa interfacial fue posible a pH 4, 

evidenciando la interaccio n entre ambos biopolí meros y la estabilidad del sistema 

emulsificado. Asimismo, se comprobo  la viabilidad de utilizar homogeneizacio n mediante altas 

presiones para la obtencio n de este tipo de sistemas, lo que representa una ventaja desde el 

punto de vista de su potencial escalabilidad industrial. Estas emulsiones constituyen una base 

adecuada para avanzar hacia la obtencio n de microca psulas mediante secado por aspersio n. 



 

 

5. CAPÍTULO 5: Obtención y 

caracterización de 

encapsulados de aceite de 

langostinos en polvo 
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En este capí tulo se llevo  a cabo la deshidratacio n de las emulsiones doble capa, de AL, 

mediante secado por aspersio n para obtener los encapsulados en polvo. Se evaluaron las 

caracterí sticas fisicoquí micas de los encapsulados obtenidos así  tambie n como la estabilidad 

del aceite encapsulado frente a la oxidacio n y la retencio n de ASX durante el almacenamiento a 

dos temperaturas diferentes (4 °C y 25 °C). 

5.1. Materiales y Métodos 

5.1.1. Materiales 

Se utilizaron los mismos materiales descriptos previamente (Seccio n 4.1.1.). 

5.1.2. Métodos 

5.1.2.1. Obtención de microcápsulas de AL en polvo 

Las emulsiones ma s estables que se obtuvieron en el capí tulo anterior (10 % de aceite, 

1 % SPC, 0.3 % CHT, 25 % MDX y pH 4) se deshidrataron mediante secado por aspersio n. 

Este proceso se llevo  a cabo en un secador por aspersio n de escala laboratorio Spray 

Dryer Yamato, modelo ADL311 (Japo n). Considerando la sensibilidad de la ASX frente a la 

degradacio n te rmica observada en el capí tulo 3, se evaluaron distintas temperaturas de secado. 

Las condiciones de operacio n del equipo fueron: temperatura de entrada (TE) de 85 °C, 110 °C, 

140 °C y 150 °C; temperatura de salida (TS) entre 70-80 °C, caudal de aire 0.15 m3/min, presio n 

de atomizacio n 0.15 MPa, caudal de alimentacio n de las emulsiones 1.8 mL/min (TE 85 °C) y 

3.8 mL/min (TE 110, 140 y 150 °C). Cabe aclarar que este secador por aspersio n solo permite 

regular una de las temperaturas (entrada o salida), por este motivo se decidio  mantener 

constante la temperatura de entrada, mientras que la de temperatura de salida vario  dentro del 

rango informado. 

Una vez obtenidos, los polvos fueron guardados en recipientes herme ticos al resguardo 

de la luz y almacenados en refrigeracio n para su posterior caracterizacio n. 
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5.1.2.2. Caracterización de microcápsulas de AL 

5.1.2.2.1. Eficiencia de encapsulación 

La eficiencia de encapsulacio n (EE) de las microca psulas en polvo se determino  

mediante el me todo descrito en Acosta et al. (2024). Se determino  el contenido de aceite 

superficial no encapsulado, tambie n denominado aceite libre. Para ello, se pesaron 2 g de polvo, 

se agregaron 15 mL de hexano y se realizo  una extraccio n agitando suavemente durante 2 min. 

Despue s de dejar el sistema decantar durante 5 min a temperatura ambiente (25 °C), el 

sobrenadante se filtro  con un papel de filtro (MUNKTEL 00R) y se recupero  en un balo n de 

destilacio n. Finalmente, el disolvente se evaporo  en un evaporador rotatorio (BU CHI R-124) a 

60 °C durante 5 min. El extracto libre de solvente se seco  en estufa a 105 °C hasta pesada 

constante. El aceite remanente determinado por gravimetrí a se considero  como el aceite libre. 

Por otro lado, para el aceite total se considero  el de AL pesado para formular las microca psulas, 

asumiendo que, al no ser un compuesto vola til, no se evaporarí a durante el secado por 

aspersio n (Carneiro et al., 2013). 

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. La EE se calculo  relacionando el 

aceite libre con la cantidad de aceite inicial agregado a las formulaciones, segu n la siguiente 

ecuacio n: 

𝐸𝐸 (%)  =  
𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔) − 𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒 𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 (𝑔)

𝑎𝑐𝑒𝑖𝑡𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔)
 𝑥 100   Ec. 5.1 

5.1.2.2.2. Microscopía electrónica de barrido 

La morfologí a y microestructura de los encapsulados fue evaluada mediante 

microscopí a electro nica de barrido (SEM) utilizando un equipo Phenom World Pro X. Las 

muestras se observaron en diferentes aumentos (300x, 600x, 1000x, 3000x y 6000x) (Loyeau 

et al., 2026). 
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5.1.2.2.3. Determinación de actividad de agua 

Se determino  aw de las muestras en polvo en un equipo Aqualab Systems (EE. UU.) a 

temperatura ambiente (25 ± 0.1 °C) (Loyeau et al., 2026). Las mediciones se realizaron por 

triplicado. 

5.1.2.2.4. Determinación de humedad 

El contenido de humedad se determino  por gravimetrí a. Para ello se pesaron 1.5 g de 

muestra y se colocaron en una estufa de vací o a 60 °C, hasta pesada constante. El porcentaje de 

humedad se calculo  por diferencia de pesada (Loyeau et al., 2026). Todas las medidas se 

realizaron por triplicado. 

5.1.2.2.5. Dispersabilidad 

La dispersabilidad (D) del encapsulado se evaluo  utilizando la te cnica descripta por 

Miranda-Linares et al. (2020). Se colocaron 5 mL de agua destilada a temperatura ambiente (25 

°C) en un vaso de precipitados de vidrio de 25 mL. A continuacio n, se agregaron 0.5 g de 

muestra y se agito  vigorosamente con una espa tula durante 15 s. La dispersio n obtenida se 

filtro  utilizando malla de filtrado de pla stico con un taman o de poro de 210 μm, y 

posteriormente se transfirieron 2 mL del filtrado a una ca psula de aluminio previamente 

tarada. La muestra se seco  en estufa a 105 °C durante 4 h y se calculo  el porcentaje de 

dispersabilidad mediante la ecuacio n: 

𝐷 (%)  =  
(𝑤 + 𝑎) 𝑥 %𝑆𝑇

[𝑎 𝑥 (
100 − 𝑏

100
)]

       Ec. 5.2 

donde: w = peso del agua utilizada para dispersar (g), a = cantidad de polvo utilizada (g), b = 

contenido de humedad en el polvo y %ST = porcentaje de materia seca de la dispersio n filtrada. 

5.1.2.2.6. Solubilidad 

La solubilidad (S) se determino  utilizando el me todo descrito por Miranda-Linares et 

al. (2020). Brevemente, se disolvieron 0.5 g de polvo en 5 mL de agua destilada a temperatura 

ambiente (25 °C), agitando vigorosamente la mezcla durante 5 min en vortex. Posteriormente, 
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la suspensio n se centrifugo  a 3000 x g durante 15 min. Se tomo  una alí cuota de 2 mL del 

sobrenadante, y se transfirio  a una ca psula de aluminio previamente tarada, luego se seco  en 

estufa a 105 °C hasta alcanzar peso constante. La solubilidad (%) se calculo  en base seca por 

diferencia de peso. 

5.1.2.2.7. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) 

Se obtuvieron espectros FTIR por Reflectancia Total Atenuada (ATR). Los espectros 

ATR-FTIR se registraron en un espectro metro Nicolet iS50 (Thermo Scientific, EE. UU.) 

utilizando un cristal de diamante de u nica reflexio n con 64 barridos a una resolucio n de 4 cm−1. 

Las muestras analizadas fueron el AL puro, los materiales de pared (SPC, CHT y MDX) y las 

microca psulas de aceite producidas. Estas mediciones se realizaron a 25 °C, en el rango de 400 

a 4.000 cm−1 (Pe rez et al., 2025). 

5.1.2.3. Estabilidad de microcápsulas durante el almacenamiento 

Los encapsulados se almacenaron a 4 y 25 °C durante 3 meses. La estabilidad oxidativa 

se determino  midiendo los productos primarios y secundarios de la oxidacio n, mediante la 

cuantificacio n del IP y de TBARS, respectivamente. En simulta neo, se determino  el porcentaje 

de retencio n de ASX. 

5.1.2.3.1. Determinación de parámetros de oxidación 

(i)  I ndice de pero xidos 

Se utilizo  la te cnica espectrofotome trica descripta en el Capí tulo 3 (Seccio n 3.1.2.2.1). 

Inicialmente, 2 mL de emulsio n reconstituida, con agua destilada, a partir del polvo (mismas 

proporciones que emulsio n original) se extrajeron con 8 mL de una solucio n de hexano-

isopropanol (3:1 v/v). La mezcla se homogeneizo  en vortex durante 4 min, y se centrifugo  

durante 15 min a 3000 x g. Luego se tomaron 0.2 mL de la fase orga nica superior, y se siguieron 

los pasos previamente descriptos en la te cnica para calcular el IP. 
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(ii)  Sustancias reactivas al a cido tiobarbitu rico 

Los productos de oxidacio n secundaria se determinaron segu n la metodologí a 

descripta en el Capí tulo 3 (Seccio n 3.1.2.2.2). Para ello, se tomo  una alí cuota de 1 mL de la fase 

orga nica superior obtenida tras la extraccio n, de la emulsio n reconstituida, con la mezcla 

hexano-isopropanol (3:1 v/v), y posteriormente se continuo  con el procedimiento previamente 

descripto para la determinacio n de TBARS. 

5.1.2.3.2. Determinación del porcentaje de retención de ASX 

Se utilizo  la te cnica espectrofotome trica basada en el me todo descrito por Liu et al. 

(2011), descripta en el Capí tulo 3 (Seccio n 3.1.2.2.3). Brevemente, una alí cuota de la fase 

orga nica superior, obtenida tras la extraccio n de la emulsio n reconstituida con la mezcla de 

hexano-isopropanol (3:1 v/v), se diluyo  en una solucio n de etilacetato-etanol (1:1 v/v). 

Finalmente, se realizo  un barrido espectrofotome trico entre 400 y 550 nm utilizando un 

espectrofoto metro Peet Lab, modelo PL.C-7000 UV (China). La concentracio n de ASX se 

determino  a partir del valor de la derivada a 432 nm, utilizando una curva de calibracio n 

construida con un patro n de ASX. Los resultados para cada muestra se expresaron en 

porcentaje de ASX retenida, segu n la siguiente ecuacio n: 

𝐴𝑆𝑋𝑅(%)  =  
𝐴𝑆𝑋𝐹

𝐴𝑆𝑋𝐼
𝑥 100       Ec. 5.3 

donde ASXF es la concentracio n de ASX medida en cada muestra y ASXI es la concentracio n 

inicial de ASX de cada sistema. 

5.1.2.4. Análisis estadístico de los datos 

Los valores promedio y sus desviaciones esta ndar fueron calculados y presentados en 

tablas y gra ficos como pares de coordenadas acompan adas por su correspondiente barra de 

error. Para determinar diferencias significativas entre las distintas condiciones de ensayos se 

aplico  el test de ANOVA usando la prueba de Tukey HSD con un nivel de significancia α=0.05. 

En los casos donde no se pudo aplicar ANOVA, se aplicaron pruebas no parame tricas (Kruskal 

Wallis, p<0.05) y gra ficos de caja y bigotes para determinar diferencias entre las muestras. 
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5.2. Resultados y Discusión 

5.2.1. Obtención de microcápsulas en polvo mediante secado por aspersión 

Las emulsiones se sometieron a un secado por aspersio n para obtener las 

microca psulas de AL en polvo, y se evaluaron distintas temperaturas de entrada. 

La Tabla 5.1 muestra los para metros de oxidacio n (IP y TBARS) así  tambie n como el 

porcentaje de retencio n de ASX de los polvos obtenidos a cada temperatura de secado. La 

seleccio n inicial de la temperatura de entrada de 150 °C se baso  en antecedentes desarrollados 

dentro del grupo de investigacio n (Spotti et al., 2026), donde se encapsularon aceites ricos en 

AGPI ω-3 (aceite de chí a) mediante secado por aspersio n, obtenie ndose valores bajos de IP a la 

salida del equipo (IP<5 meq O₂/kg de aceite). 

Tabla 5.1. Valores de IP, TBARS y retencio n de ASX de los encapsulados de AL en polvo 

obtenidos mediante secado por aspersio n a distintas temperaturas. 

Temperatura 
de secado 

IP 
(meq 02/kg aceite) 

TBARS 
(mmol MDA/kg aceite) 

Retención de ASX 
(%) 

150 °C 25.91 ± 0.01 c 0.77 ± 0.06 a 11.58 ± 3.28 a 

140 °C 32.53 ± 6.34 c 0.27 ± 0.03 a 11.02 ± 1.40 a 

110 °C 4.99 ± 1.79 a 0.35 ± 0.04 a 69.93 ± 1.08 b 

85 °C 12.11 ± 0.73 b 0.56 ± 0.07 a 73.18 ± 4.54 b 

Los datos se expresan como los promedios ± DE . Letras diferentes en la misma columna 

indican diferencia significativa (p<0.05). 

No obstante, considerando la elevada susceptibilidad de la ASX a la degradacio n te rmica 

observada en el Capí tulo 3, tambie n se evaluaron temperaturas de secado inferiores. Sin 

embargo, la disminucio n de la temperatura de entrada se encuentra limitada por la necesidad 

de garantizar una evaporacio n eficiente del agua durante la atomizacio n, a fin de obtener polvos 

con un contenido de humedad adecuado y evitar problemas de adherencia o secado incompleto 

dentro de la ca mara del secador (Keshani et al., 2015). 

Tal como puede observarse, las temperaturas de entrada ma s elevadas (140 °C y 150 

°C) dieron lugar a la obtencio n de polvos con valores de IP superiores al lí mite sugerido (15 

meq O₂/kg de aceite). Estos sistemas tambie n presentaron bajos porcentajes de retencio n de 



C a p í  t u l o  5  | 89 

 

 

ASX (<20 %). Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre ambas condiciones 

de secado ni en los valores de IP ni en la retencio n de ASX. 

Por otro lado, las menores temperaturas de secado evaluadas (85 °C y 110 °C) 

permitieron obtener polvos con valores de IP inferiores al lí mite sugerido de 15 meq O₂/kg de 

aceite y porcentajes de retencio n de ASX cercanos al 70 %, considerablemente superiores a los 

observados a 140 °C y 150 °C. En particular, el sistema secado a 110 °C presento  el menor valor 

de IP (4.99 ± 1.79 meq O₂/kg de aceite), mientras que no se observaron diferencias en la 

retencio n de ASX entre ambas temperaturas.  

Estos resultados indicarí an que 110 °C constituye una condicio n de secado ma s 

adecuada para minimizar la oxidacio n lipí dica y favorecer la conservacio n de ASX durante el 

proceso de secado por aspersio n. 

El-Messery et al. (2020) obtuvieron microca psulas con aceite de krill mediante el 

secado por aspersio n de nanoemulsiones a 130 °C y reportaron valores de IP en los polvos de 

8.77 meq/kg aceite, con la diferencia que estos polvos solo tení an el 10 % de aceite, a diferencia 

de los que se obtuvieron en esta tesis con una mayor carga de aceite (cercana al 30 %). Por su 

parte, Takeungwongtrakul et al. (2014) reportaron IP tambie n cercanos a 9 meq/kg aceite para 

encapsulados de aceite de camaro n secados por aspersio n utilizando una temperatura de 

entrada de 180 °C con polvos con 25 % de aceite. 

Los elevados valores de IP observados a las temperaturas de secado ma s altas podrí an 

explicarse, al menos en parte, por la degradacio n te rmica de las ASX y otros carotenoides 

presentes en el AL. La estructura polie nica de los carotenoides presentes en el AL, si bien les 

proporciona valiosas propiedades antioxidantes, tambie n promueve que los compuestos se 

degraden fa cilmente en presencia de luz, oxí geno y/o calor (Minguez-Mosquera & Jaren-Galan, 

1995).  

El mecanismo de oxidacio n de los carotenoides es similar a la oxidacio n de lí pidos. Se 

acelera con el calor y la reaccio n es catalizada por la presencia de oxí geno y luz. Zeb & Murkovic 

(2011) estudiaron el efecto de ASX y β-caroteno an adidos individualmente a aceite de oliva 
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refinado y sometidos posteriormente a oxidacio n acelerada mediante el ensayo Rancimat. Los 

autores reportaron que, luego de la degradacio n oxidativa de estos carotenoides, se observaba 

un aumento significativo del IP en el aceite de oliva, asociado a la formacio n de radicales y 

compuestos capaces de promover la reaccio n en cadena de la oxidacio n de lí pidos. De este 

modo, los carotenoides podrí an pasar de actuar como antioxidantes a comportarse como 

compuestos prooxidantes bajo ciertas condiciones. 

Por su parte, si bien las dos menores temperaturas de secado evaluadas (85 °C y 110 

°C) permitieron obtener polvos con valores de IP inferiores al lí mite sugerido (15 meq O₂/kg 

de aceite), el sistema secado a 110 °C presento  un valor significativamente menor que el 

obtenido a 85 °C (Tabla 5.1). 

Temperaturas de entrada muy bajas pueden disminuir la velocidad de evaporacio n del 

agua durante el secado por aspersio n, favoreciendo la obtencio n de microca psulas con mayor 

contenido de humedad, menor fluidez y tendencia a la aglomeracio n. En este caso, las partí culas 

tienden a adherirse a las paredes internas de la ca mara de secado, lo que reduce el rendimiento 

del proceso (Mohammed et al., 2020). El mayor IP observado a 85 °C podrí a atribuirse al mayor 

tiempo de residencia de la muestra en la ca mara de secado. Debido a la menor capacidad de 

evaporacio n del sistema a bajas temperaturas, fue necesario utilizar un menor caudal de 

alimentacio n de la emulsio n para asegurar un secado adecuado, lo que prolongo  el tiempo de 

exposicio n de las microca psulas al calor y al oxí geno. Adema s, la presencia de agua residual 

durante el proceso podrí a haber promovido la hidro lisis parcial de los lí pidos, generando 

a cidos grasos libres con mayor susceptibilidad a la oxidacio n. La combinacio n de estos 

compuestos ma s reactivos con las condiciones de elevada temperatura y disponibilidad de 

oxí geno habrí a favorecido el avance de las reacciones oxidativas. Estas condiciones podrí an 

haber favorecido la formacio n y acumulacio n de hidropero xidos, teniendo en cuenta que las 

reacciones de oxidacio n lipí dica presentan un comportamiento autocatalí tico, acelera ndose a 

medida que aumenta la concentracio n de estos compuestos. 
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Finalmente, la TE de 110 °C permitio  obtener microca psulas con elevada retencio n de 

ASX (≈70 %), y el menor valor de IP entre todas las condiciones evaluadas, por lo que esta 

condicio n fue seleccionada como la ma s apropiada para el secado por aspersio n del AL. 

5.2.2. Caracterización de las microcápsulas de AL 

En la Fig. 5.1 se presenta la apariencia macrosco pica de los polvos de AL encapsulado 

obtenidos mediante secado por aspersio n a una TE de 110 °C. Puede observarse que presento  

un color anaranjado, sin apariencia aceitosa. Aunque a simple vista parecí an aglomeradas, al 

tacto las partí culas se separaban con facilidad, lo que sugiere una baja cohesio n entre ellas. Este 

comportamiento da como resultado una textura fina y fluida, similar a la del talco. 

 

Figura 5.1. Encapsulados de AL en polvo obtenidos mediante secado por aspersio n de 

emulsiones bicapa. 

La microestructura de los encapsulados se analizo  mediante SEM, y las micrografí as se 

muestran en Fig. 5.2. En general, presentaron un rango amplio de taman os de partí cula (5-20 

μm), con un mayor nu mero de partí culas de menor dia metro. Esta dispersio n de taman os es 

una caracterí stica tí pica de las partí culas que se producen mediante secado por aspersio n 

(Carneiro et al., 2013). La morfologí a de las partí culas fue predominantemente esfe rica con 

algunas contracciones y con la presencia de cavidades superficiales. La formacio n de estas 

hendiduras o poros se ha relacionado con la ra pida evaporacio n del agua y la contraccio n de 

membrana polime rica al inicio del secado (Francisco et al., 2022). Diversos autores han 

sugerido que la formacio n de estos poros podrí a estar asociada a feno menos de cavitacio n 

durante el secado por aspersio n (Both et al., 2020; Eijkelboom et al., 2023; Meng et al., 2014), 
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los cuales generarí an una contraccio n no uniforme del material durante las etapas finales del 

proceso de secado (Klinkesorn et al., 2006; Li et al., 2019). Este tipo de feno menos se verí a 

particularmente favorecido en partí culas de taman o pequen o (entre 5-20 µm), ya que, en estas 

condiciones, la transferencia de calor y masa es ma s eficiente, lo que provoca una evaporacio n 

ma s ra pida. Esta ra pida eliminacio n del agua puede producir tensiones internas, favorecer la 

cavitacio n y dar lugar a la formacio n de huecos o poros en la superficie de las partí culas. En 

consecuencia, las elevadas velocidades de secado asociadas a las gotas ma s pequen as 

explicarí an su mayor propensio n a desarrollar estas morfologí as porosas (Both et al., 2020). 

 

Figura 5.2. Micrografí as obtenidas por SEM de las microca psulas de AL en polvo 

secadas por aspersio n (1000 x, 3000 x y 6000 x). 

Si bien la microscopí a electro nica de barrido permite caracterizar la morfologí a 

superficial de las partí culas, y no proporciona evidencia directa sobre su estructura interna, es 

razonable inferir la formacio n de una estructura de encapsulacio n del tipo matricial, frecuente 

en sistemas obtenidos mediante secado por aspersio n de emulsiones. 

En la Tabla 5.2 se presentan los valores de eficiencia de encapsulacio n, humedad, aw, 

solubilidad y dispersabilidad de las microca psulas en polvo. 
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Tabla 5.2. Eficiencia de encapsulacio n (EE), Humedad (H), Actividad de agua (aw), solubilidad 

(S) y dispersabilidad (D) de los encapsulados obtenidos mediante secado por aspersio n. 

EE (%) H (%) aw S (%) D (%) 

78.51 ± 10.81 2.03 ± 0.16 0.45 ± 0.02 60.45 ± 4.99 23.32 ± 2.84 

Los datos se expresan como los promedios ± DE. 

La EE es una variable que relaciona la capacidad de los materiales de pared para atrapar 

o retener el material a encapsular y se determino  para evaluar el grado de proteccio n del aceite 

dentro de la microca psula secada por aspersio n. Los polvos mostraron valores de EE cercanos 

al 80 %, lo que evidenciarí a una adecuada capacidad de retencio n del aceite por parte de la 

matriz encapsulante. Generalmente, valores elevados de EE (>80 %) se asocian con una mayor 

estabilidad oxidativa y una mejor proteccio n del compuesto microencapsulado (Antonio-

Go mez et al., 2021). Estos resultados confirmarí an la capacidad del disen o de emulsiones 

multicapa SPC-CHT para mantener una estructura interfacial estable alrededor de las gotas de 

aceite y resistir las condiciones del proceso de secado por aspersio n. 

Por otro lado, el agua es uno de los principales componentes de los alimentos y un factor 

determinante para su conservacio n y seguridad. El contenido de humedad de productos en 

polvo es un para metro crí tico de la calidad, ya que influye directamente en su estabilidad 

durante el almacenamiento, y se considera que un contenido de humedad <4 % es adecuado 

para minimizar el riesgo frente al deterioro microbiano (da Silva Ju nior et al., 2023; Zhang et 

al., 2022). Tal y como se observa en la Tabla 5.2, los encapsulados presentaron contenidos de 

humedad del 2 %, lo que se considerarí a aceptable para productos en polvo de este tipo 

(Copado et al., 2021). 

Por su parte, la aw es un para metro que mide la disponibilidad de agua libre en un 

alimento o material. Se expresa como un nu mero entre 0 y 1, y se define como la relacio n entre 

la presio n de vapor del agua en el alimento y la presio n de vapor del agua pura a la misma 

temperatura. Este para metro tiene en cuenta no solo el contenido de agua sino tambie n su 

interaccio n con los componentes de la matriz alimentaria en condiciones de equilibrio 
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termodina mico (Welti-Chanes et al., 2008). Su determinacio n es muy importante, ya que afecta 

la seguridad, estabilidad y calidad de los productos alimenticios (Beuchat & Rockland, 2017). 

La mayorí a de las reacciones quí micas y el crecimiento microbiano se ven reducidos 

considerablemente cuando se disminuye aw (<0.7). Sin embargo, la oxidacio n de lí pidos 

insaturados presenta un comportamiento particular, ya que la velocidad de reaccio n aumenta 

a valores de aw muy bajos (<0.2), debido a la actividad catalí tica de iones meta licos cuando se 

remueve el agua de la esfera de hidratacio n que rodea a estos iones (St. Angelo, 1996). 

En el caso de las microca psulas en polvo, el valor de aw fue de 0.45 (Tabla 5.2), lo que 

puede considerarse adecuado tanto para limitar el crecimiento microbiano y las reacciones 

enzima ticas (aw<0.7) como para contribuir al control de la oxidacio n lipí dica, al mantenerse 

por encima del rango en el que estas reacciones tienden a acelerarse (Fioramonti et al., 2019). 

La solubilidad y la dispersabilidad en agua son otros de los para metros de calidad que 

se evalu an para productos en polvo, ya que reflejan su capacidad de reconstituirse de forma 

ra pida y completa (Jafari et al., 2017; Syll et al., 2013). En general, se considera que los polvos 

tienen alta solubilidad cuando reportan valores mayores al 80 % (Campelo et al., 2018). 

En la Tabla 5.2 se observa que los polvos presentaron una solubilidad del 60 %, 

indicando una capacidad de reconstitucio n moderada. Aunque la MDX fue el componente 

mayoritario de la matriz encapsulante y posee una elevada afinidad por el agua, la presencia de 

CHT podrí a haber afectado negativamente a la solubilidad del sistema, ya que en las 

condiciones en las que se llevaron a cabo los ensayos (al reconstituir las emulsiones con agua 

destilada tení an un pH 4.8), el CHT comienza a volverse menos soluble por la deprotonacio n 

progresiva de sus grupos amino (Ramanery et al., 2013). 

Estos resultados son similares a los reportados por Marques et al. (2021) que 

obtuvieron encapsulados de aceite esencial de tomillo mediante secado por aspersio n de 

emulsiones (10 % de aceite, 14 % de WPI, 14 % de MDX y 2 % de CHT) con 65 % de solubilidad. 

En este trabajo tambie n observaron que la adicio n de CHT a la formulacio n producí a una ligera 

disminucio n en la solubilidad de los polvos. 
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En cuanto a la dispersabilidad de las microca psulas, se obtuvieron valores bajos (23 %) 

(Tabla 5.2). Este comportamiento podrí a estar relacionado, al menos en parte, con el reducido 

taman o de las partí culas observado en las micrografí as (Fig. 5.2). Las partí culas de menor 

taman o presentan una elevada a rea superficial especí fica y mayores fuerzas cohesivas entre 

ellas, lo que puede dificultar la penetracio n del agua y retrasar su humectacio n durante la 

reconstitucio n. Adema s, estas caracterí sticas favorecen la formacio n de aglomerados y limitan 

su dispersio n en el medio acuoso, afectando negativamente la dispersabilidad (Miranda-

Linares et al., 2020; Syll et al., 2013). Por otra parte, el contenido de aceite superficial tambie n 

podrí a contribuir a este comportamiento, al reducir la afinidad de las partí culas por el agua y 

dificultar au n ma s su humectacio n. 

El ana lisis FTIR se utilizo  para identificar las bandas caracterí sticas de los componentes 

utilizados en la formulacio n y evaluar posibles interacciones entre el aceite encapsulado y los 

biopolí meros empleados como material de pared. 

La Fig. 5.3 muestra los espectros FTIR de los diferentes componentes utilizados en el 

proceso de microencapsulacio n, y de las microca psulas obtenidas. Las asignaciones de bandas 

se realizaron en base a la literatura y se presentan en la Tabla 5.3. 

El espectro FTIR del AL presento  bandas tí picas de aceites y fosfolí pidos. Se observaron 

picos caracterí sticos a 3010 cm-1, correspondientes al estiramiento de los dobles enlaces 

carbono-carbono cis, así  como bandas a 2922 cm−1 y a 2852 cm−1, asociadas a vibraciones de 

estiramiento sime tricas y asime tricas de los grupos –CH2 de cadenas de AG. El pico ubicado 

entre 1740-1700 cm−1 se atribuyo  a los enlaces e ster entre los AG y el glicerol, mientras que 

las bandas observadas alrededor de 1460 cm−1 podrí an relacionarse con la presencia de AG 

libres. Asimismo, la banda a 1168 cm-1 se asocio  al grupo de fosfato de fosfolí pidos, abundantes 

en el AL. Tambie n se observaron picos 928 cm−1 y 720 cm-1, correspondientes a hidrocarburos 

alifa ticos y vibraciones oscilantes de -CH2, respectivamente (Gulzar et al., 2022; Kim et al., 

2023; Rajasekaran et al., 2022; Wang et al., 2024). 
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Figura 5.3. Espectros ATR-FTIR de los encapsulados de AL y de las materias primas 

utilizadas para su formulacio n. 

El espectro correspondiente a SPC mostro  las bandas caracterí sticas de las proteí nas, 

principalmente regiones Amida I (≈1633 cm−1) y Amida II (≈1531 cm−1), asociadas al 

estiramiento C=O y a vibraciones de N–H, respectivamente. Debido al grado comercial del SPC, 

tambie n se observaron sen ales atribuibles a lí pidos y carbohidratos, tales como la banda ancha 

a 2929 cm-1 asociada a grupos metileno de AG, así  como bandas a 1397 cm-1, 1237 cm-1 y 

1046 cm-1, relacionadas con carbohidratos y enlaces e ster. Adema s, se observo  un pico amplio 
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alrededor de 3274 cm-1 atribuido a grupos hidroxilo y enlaces de hidro geno (Gulzar et al., 

2022; Kim et al., 2023). 

El espectro FTIR del CHT presento  las bandas caracterí sticas reportadas para este 

polisaca rido, incluyendo una banda de absorcio n alrededor de 3294 cm-1 (estiramiento de O-

H), una sen al a 2872 cm-1 (vibraciones de estiramiento del enlace C–H), otra banda a 1640 cm-

1 (caracterí stica de amida I, atribuida a la vibracio n de estiramiento C=O de las unidades 

acetiladas –CONH2), y un pico a 1590 cm-1 asociado a la amida III (deformacio n angular de -

NH). Asimismo, los picos a 1150–1024 cm-1 se atribuyeron a enlace glucosí dicos C-O-C (Huang 

et al., 2012; Noshad et al., 2015; Yuan et al., 2013). 

Por su parte, el espectro FTIR de MDX presento  bandas caracterí sticas en la regio n de 

1200-800 cm-1, correspondiente a la huella digital de carbohidratos, incluyendo sen ales a 

1148 cm-1 (estiramiento de C-O/flexio n de C-O-H) y 1078/994 cm-1 (deformaciones angulares 

de enlaces CH y CH2). Tambie n se muestra un pico amplio alrededor de 3300 cm-1 atribuido a 

grupos hidroxilo e interacciones por puente hidro geno (Kim et al., 2023). 

Para el espectro del encapsulado, se detectaron todos los picos principales para AL y 

MDX, principalmente. El espectro FTIR del encapsulado muestra bandas fuertes a 2922 y 2852 

cm−1, y tambie n a 1710 cm-1, lo que indicarí a la presencia de aceite, adema s de las bandas 

correspondientes a los materiales de pared. La interaccio n entre los dos biopolí meros SPC/CHT 

cambio  el FTIR en la regio n carbonil-amida. Los grupos –CONH2 (banda a 1640 cm-1), los 

grupos –NH3+ (banda a 1590 cm-1) y los grupos –COO– (banda a 1633 cm-1) y amidas (banda 

a 1531 cm−1), desaparecieron, respectivamente, lo que podrí a estar relacionado con la 

interaccio n electrosta tica entre los grupos carboxilo y amino de SPC y CHT. 
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Tabla 5.3. Asignaciones de bandas FTIR para grupos funcionales encontrados en los 

espectros de las materias primas utilizadas para preparar los encapsulados. 

Número de onda 
(cm-1) 

Asignación de banda Indicación Fuente 

3400-3200 ν(O-H) 
Enlace de hidro geno, 

interaccio n compuestos-
agua, grupos hidroxi (-OH) 

SPC, CHT, MDX 

3010 
ν(C-H) de cis-alqueno 

(−HC=CH−) 
AGPI AL 

2929-2922 
νas(C–H) de grupos 
metileno (−CH2) 

AG AL, SPC, MDX 

2872-2852 
νs(C–H) de grupos metileno 

(−CH2) 
AG AL, CHT 

1740-1710 
ν(C=O) de grupos 
funcionales e ster 

Lí pidos y AG AL 

1640-1633 ν(C=O) / ν(C-N)  SPC, CHT, MDX 

1590 
Deformacio n angular δ(N-

H) de grupos –NH3
+ 

 CHT 

1531 δ(N-H), ν(C-N) Enlaces peptí dicos (CO-NH) SPC 

1465 
δ as(C-H) en tijera de grupos 

metileno (−CH2) 
AG libres AL 

1447 δas(CH3) y δas(CH2) Proteí nas SPC 
1397 δ(O-H), δ(C-O-H), δ(C-C-H) Carbohidratos SPC 
1237 ν(C-O) de enlaces e ster  SPC 

1168 
νas(-PO43-) de grupos 

fosfatos 
Fosfolí pidos AL 

1150-1148 ν(C-O), δ(C-O-H) Carbohidratos CHT, MDX 

1078 
δ(C-H) angulares de grupos 

CH y CH2 
 MDX 

1046-1024 ν(C-O)  SPC, CHT 

994 
δ(C-H) angulares de grupos 

CH y CH2 
 MDX 

928 ν(C-H)  AL, MDX 

720 
δ(C-H) oscilante de grupos 

metileno (-CH2) 
 AL 

νas: estiramiento asime trico, νs: estiramiento sime trico, δas: deformacio n asime trica 

(curvatura), δs: deformacio n sime trica (curvatura). AGPI: a cidos grasos poliinsaturados 

En general, perfil espectral de las microca psulas fue similar al de los componentes 

individuales utilizados en la formulacio n. Se pudo corroborar la presencia de aceite 

encapsulado. Adema s, la ausencia de nuevas bandas caracterí sticas indicarí a que el proceso de 

encapsulacio n no involucro  la formacio n de nuevos enlaces covalentes entre el aceite y los 

biopolí meros, sino principalmente interacciones fí sicas e intermoleculares responsables de la 

estabilizacio n de la matriz encapsulante. 
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5.2.3. Estabilidad de microcápsulas durante el almacenamiento 

El deterioro oxidativo del AL puede provocar no so lo el desarrollo de sabores rancios, 

sino tambie n la pe rdida de compuestos bioactivos. Por este motivo, en cada etapa del proceso 

de encapsulacio n se evaluo  la estabilidad oxidativa del aceite, mediante la determinacio n del 

IP, TBARS y contenido de ASX. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 5.4. 

Tabla 5.4. IP, TBARS y retencio n de ASX en las distintas etapas del proceso de obtencio n de 

los encapsulados: aceite inicial, emulsiones, polvos obtenidos mediante secado por aspersio n. 

Muestra 
IP 

(meq 02/kg aceite) 
TBARS 

(mmol MDA/kg aceite) 
Retención de ASX 

(%) 

Aceite ND 0.10 ± 0.01 b 100.00 ± 0.38 c 

Emulsión 0.67 ± 0.08 a 0.05 ± 0.01 a 80.25 ± 0.17 b 

Encapsulado en polvo 4.99 ± 1.79 b 0.35 ± 0.04 c 69.93 ± 1.08 a 

Los datos se expresan como los promedios ± DE. Las diferencias entre tratamientos se 

evaluaron mediante la prueba de Kruskal–Wallis (p<0.05). ND = No detectable. 

El AL no se encontraba oxidado al comienzo de los experimentos, dado que presento  un 

IP no detectable y bajos valores de TBAR. El proceso de emulsificacio n no afecto  

significativamente los para metros de oxidacio n primaria y secundaria, ya que tanto el IP como 

TBARS se mantuvieron en valores bajos (1 meq O2/kg aceite y 1 mmol MDA/kg aceite, 

respectivamente). Sin embargo, durante esta etapa se observo  una disminucio n de la 

concentracio n de ASX. Este comportamiento podrí a haber estado relacionado con los pasos de 

homogeneizacio n empleados durante la preparacio n de las emulsiones. La energí a meca nica 

aportada al sistema podrí a haber favorecido la incorporacio n de oxí geno y la generacio n de 

microgradientes de temperatura en el seno de las emulsiones, comprometiendo parcialmente 

la estabilidad de la ASX contenida en el aceite. 

Por su parte, el proceso de secado tuvo un mayor impacto sobre la estabilidad oxidativa 

del aceite. Las microca psulas en polvo presentaron un IP cercano a 5 meq/kg aceite que, si bien 

se mantuvo por debajo del lí mite sugerido por el Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 

1981) para aceites prensados en frí o (<15 meq/kg aceite), constituye un valor relativamente 

elevado para el inicio del almacenamiento. No obstante, los valores de TBARS permanecieron 
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bajos (<1 mmol MDA/kg aceite) en todas las etapas analizadas, lo que indicarí a que el aceite se 

encontraba principalmente en estadí os tempranos del proceso de oxidacio n, con escasa 

formacio n de compuestos secundarios. 

Adema s, el secado por aspersio n afecto  la estabilidad de ASX, ya que su concentracio n 

se vio reducida en un 30 % respecto de la concentracio n inicial determinada en el aceite. Aun 

así , los niveles remanentes de ASX podrí an considerarse adecuados para contribuir al efecto 

antioxidante del ingrediente funcional en polvo. 

Finalmente, se estudio  la estabilidad del AL encapsulado en polvo durante el 

almacenamiento a distintas temperaturas (4 °C y 25 °C) durante 90 dí as. 

La Fig. 5.4 muestra la evolucio n de los í ndices IP y TBARS de las microca psulas en 

funcio n del tiempo y la temperatura de almacenamiento. En ambos casos se observo  un patro n 

caracterí stico de oxidacio n lipí dica, con un aumento progresivo de los productos primarios de 

oxidacio n (IP) y posterior generacio n de los productos secundarios detectados mediante 

TBARS. 
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Figura 5.1. Estabilidad oxidativa de los microencapsulados de AL secados por 

aspersio n y almacenados a (A) 4 °C y (B) 25 °C. 

En los sistemas almacenados a 4 °C (Fig. 5.4 A), el IP fue aumentando gradual y 

continuamente durante todo el periodo de almacenamiento, alcanzando un ma ximo de 72 
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meq/kg aceite a los 90 dí as. Este comportamiento indicarí a una acumulacio n progresiva de 

hidropero xidos, asociada a una velocidad de formacio n superior a la de descomposicio n de 

estos compuestos (Musakhanian et al., 2022). 

Por el contrario, las microca psulas almacenadas a 25 °C (Fig. 5.4 B) presentaron un 

comportamiento diferente. A los 15 dí as se registraron valores de IP similares a los observados 

a 4 °C, mientras que a los 30 dí as los valores de IP ya se encontraban en la zona descendente de 

la curva y continuaron disminuyendo hasta los 45 dí as. Considerando que los hidropero xidos 

son compuestos inestables y transitorios, es probable que el sistema ya se haya encontrado en 

la etapa de degradacio n de los pero xidos. Si esto fuera así , la concentracio n ma xima de 

hidropero xidos podrí a haberse alcanzado antes de cumplidos los 30 dí as de almacenamiento. 

En este sentido, los valores de IP relativamente menores observados a 25 °C no necesariamente 

indicarí an una menor oxidacio n del sistema, sino una cine tica oxidativa ma s acelerada, 

favorecida por la mayor temperatura de almacenamiento. 

Adema s, a 25 °C se observo  un segundo incremento del IP hacia el final del 

almacenamiento. Este comportamiento podrí a atribuirse al reinicio de nuevas etapas de 

peroxidacio n lipí dica, producto de la oxidacio n progresiva de diferentes compuestos 

susceptibles presentes en el AL, tales como los AGPI y la ASX. Debido a las diferencias en 

susceptibilidad oxidativa, estabilidad quí mica y localizacio n dentro de la microca psula, 

distintos componentes lipí dicos podrí an oxidarse a velocidades diferentes, generando 

mu ltiples etapas de formacio n y degradacio n de hidropero xidos durante el almacenamiento.  

Un comportamiento similar fue reportado por Liu et al. (2023) durante la fermentacio n 

y almacenamiento de salchichas, donde el PV aumento  inicialmente, luego disminuyo , y 

posteriormente volvio  a incrementarse. Los autores atribuyeron este feno meno a la elevada 

inestabilidad de los hidropero xidos lipí dicos, los cuales pueden descomponerse y oxidarse 

posteriormente a compuestos de menor peso molecular, como aldehí dos y cetonas, afectando 

la evolucio n temporal del PV. Por su parte, Takeungwongtrakul et al. (2015) encapsularon 

aceite de camaro n mediante secado por aspersio n de emulsiones formuladas con distintos 
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tipos de biopolí meros (WPC, goma ara biga, caseinato de sodio, jarabe de glucosa, 

maltodextrina) y tambie n obtuvieron valores iniciales de IP elevados (≈9 meq O2/kg aceite) a 

la salida del secador. Cuando las microca psulas de camaro n se almacenaron a 30 °C, a las 2 

semanas ya presentaban valores de IP alrededor de 32 meq O2/kg aceite, que siguio  

incrementa ndose hasta el final del almacenamiento.  

Gulzar & Benjakul (2020) tambie n observaron valores elevados de IP a la salida del 

secador por aspersio n cuando obtuvieron encapsulados de aceite de camaro n, cercanos a 25 

meq O2/kg aceite, evidenciando la elevada sensibilidad de este tipo de aceites marinos 

conteniendo ASX al proceso de secado por aspersio n. 

La determinacio n de TBARS permitio  complementar la interpretacio n de los valores de 

IP, ya que esta metodologí a detecta productos secundarios generados a partir de la 

descomposicio n de hidropero xidos. De acuerdo con el mecanismo de autooxidacio n lipí dica 

propuesto para lí pidos poliinsaturados (Sampels & Sampels, 2013), la evolucio n temporal del 

IP debe interpretarse juntamente con los productos secundarios de oxidacio n, debido a que 

una disminucio n del IP no implica necesariamente una mejora en la estabilidad oxidativa del 

sistema. En la Fig. 5.4 puede observarse que los valores de TBARS aumentaron gradualmente 

durante el almacenamiento, confirmando la progresio n de las reacciones oxidativas en ambos 

sistemas. 

Finalmente, debe destacarse que en ambos sistemas el lí mite ma ximo sugerido para el 

IP en aceites destinados al consumo (15 meq O₂/kg aceite) fue superado ra pidamente, ya desde 

los primeros 15 dí as de almacenamiento. Esto evidenciarí a que una fraccio n importante de la 

oxidacio n lipí dica habrí a sido inducida durante la etapa de secado por aspersio n. Por lo tanto, 

resulta fundamental minimizar la exposicio n al estre s te rmico durante el procesamiento de las 

emulsiones, ya que una vez iniciadas las reacciones de autooxidacio n, la generacio n de 

radicales libres continuarí a avanzando durante el almacenamiento, sin que las condiciones 

ensayadas lograran detener eficazmente el proceso oxidativo (Walker et al., 2015). 
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Por otro lado, tambie n se evaluo  la degradacio n de la ASX en los microencapsulados 

durante el almacenamiento a las mismas temperaturas (Fig. 5.5). El porcentaje inicial de 

retencio n de ASX fue cercano al 70 %, respecto al contenido presente en el aceite original previo 

a la encapsulacio n, tal y como se habí a observado en la Tabla 5.4. 

Durante el almacenamiento, las microca psulas conservadas a 4 °C presentaron una 

degradacio n significativamente ma s lenta de ASX que aquellas almacenadas a 25 °C. A 4 °C, la 

retencio n de ASX se mantuvo relativamente estable durante los primeros 60 dí as, 

conserva ndose aproximadamente el 63 % del contenido inicial. Recie n a los 90 dí as se observo  

una disminucio n ma s marcada, alcanzando valores cercanos al 35 %. En contraste, los 

microencapsulados almacenados a 25 °C mostraron una ra pida pe rdida de ASX, ya que a los 15 

dí as el porcentaje de retencio n habí a descendido aproximadamente al 20 %, continuando luego 

su disminucio n progresiva hasta alcanzar valores cercanos al 10 % al final del almacenamiento. 
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Figura 5.2. Porcentaje de retencio n de ASX en los microencapsulados secados por 

aspersio n almacenados a 4 °C y 25 °C. Letras diferentes indican diferencia significativa 

(p<0.05). 

Este comportamiento confirmarí a la marcada susceptibilidad de la ASX a los procesos 

oxidativos, especialmente a temperaturas elevadas. Debido a su estructura altamente 
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insaturada, la ASX puede actuar como agente antioxidante frente a especies radicalarias, pero 

simulta neamente resulta muy susceptible a su propia degradacio n oxidativa. En este sentido, 

la ra pida disminucio n de ASX observada a 25 °C podrí a estar asociada con la mayor velocidad 

de oxidacio n lipí dica detectada previamente mediante los ana lisis de IP y TBARS. De hecho, la 

degradacio n acelerada de ASX a esa temperatura coincidirí a con la cine tica oxidativa ma s 

intensa observada en las microca psulas almacenadas a 25 °C, donde los hidropero xidos se 

formaron y descompusieron ma s ra pidamente (Fig. 5.4). Esto sugerirí a que la ASX habrí a 

participado activamente en las reacciones oxidativas del sistema, consumie ndose 

progresivamente durante el almacenamiento como consecuencia del avance de la 

autooxidacio n lipí dica. 

5.3. Conclusiones parciales 

En este capí tulo fue posible obtener microca psulas en polvo de AL mediante secado por 

aspersio n de emulsiones multicapa SPC-CHT, logrando partí culas con buena eficiencia de 

encapsulacio n, baja humedad y valores adecuados de aw. 

Sin embargo, el secado por aspersio n favorecio  el inicio de reacciones oxidativas que 

continuaron avanzando durante el almacenamiento, especialmente a 25 °C. La ASX mostro  una 

elevada susceptibilidad a la degradacio n te rmica y oxidativa, y su pe rdida coincidio  con una 

mayor velocidad de oxidacio n lipí dica. 

En este sentido, si bien el secado por aspersio n permitio  obtener microca psulas 

fí sicamente estables, el estre s te rmico del proceso comprometio  la estabilidad oxidativa del AL. 

Por lo tanto, serí a conveniente evaluar me todos alternativos de deshidratacio n menos 

agresivos, como la liofilizacio n, con el fin de mejorar la conservacio n de ASX y minimizar la 

oxidacio n lipí dica. 



 

 

6. CAPÍTULO 6: Obtención y 

caracterización de sistemas 

bicomponentes de aceite de 

langostinos y Bifidobacterium 

animalis subsp. lactis INL1 
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En este capí tulo se llevo  a cabo la deshidratacio n de las emulsiones doble capa de AL 

mediante liofilizacio n, como alternativa al secado por aspersio n, empleado en el capí tulo 

anterior. Esta estrategia se planteo  considerando que las altas temperaturas involucradas en el 

secado por aspersio n podrí an haber contribuido a los procesos oxidativos y a la degradacio n 

de ASX observados previamente en los encapsulados en obtenidos. Paralelamente se 

obtuvieron microca psulas en polvo de bacterias potencialmente probio ticas mediante secado 

por aspersio n y, luego, ambos sistemas fueron combinados para producir sistemas 

bicomponentes en polvo. 

Se evaluaron tanto las caracterí sticas fisicoquí micas de los sistemas, como la 

estabilidad durante el almacenamiento a distintas temperaturas, analizando los para metros de 

oxidacio n del aceite y la viabilidad de las bacterias en el polvo. 

6.1. Materiales y Métodos 

6.1.1. Materiales 

Se utilizaron los mismos materiales descriptos previamente (Seccio n 5.1.1.). 

En particular, se empleo  una cepa potencialmente probio tica B. lactis INL1, 

perteneciente al cepario del INLAIN, CONICET/UNL, que fue aislada de leche materna. 

Todos los dema s reactivos utilizados fueron de grado analí tico. 

6.1.2. Métodos 

En esta seccio n se obtuvieron, por un lado, las microca psulas de AL, por deshidratacio n 

de las emulsiones bicapa previamente estudiadas y, por otro lado, las microca psulas 

conteniendo la cepa B. lactis INL1, tambie n mediante deshidratacio n. Ambas fueron 

caracterizadas. A partir de ello, se preparo  el sistema bicomponente, se caracterizo  y se evaluo  

su estabilidad durante el almacenamiento a distintas temperaturas. 
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6.1.2.1. Obtención de microcápsulas con AL 

Las emulsiones de AL ma s estables obtenidas en el Capí tulo 4 (10 % de aceite, 1 % SPC, 

0.3 % CHT, 25 % MDX y pH 4) se deshidrataron por liofilizacio n (Loyeau et al., 2021). Para ello, 

fueron congeladas en un freezer a -80 °C durante 24 h y, posteriormente, liofilizadas en un 

equipo CHRIST (Alpha 1-4 LD Plus, Alemania) durante 22 h (Presio n: 0.0010 mBar, 

Temperatura: -55 °C). No se incorporo  azida so dica durante la preparacio n de las emulsiones. 

Una vez obtenidos, los polvos fueron guardados en recipientes herme ticos al resguardo 

de la luz y almacenados en refrigeracio n para su posterior caracterizacio n. 

6.1.2.2. Eficiencia de encapsulación 

Se determino  segu n la metodologí a descripta en el Capí tulo 5, Seccio n 5.1.2.2.1. 

6.1.2.3. Obtención de microcápsulas de Bifidobacterium animalis subsp. lactis 

INL1 en polvo 

Se preparo  una suspensio n de bacterias segu n el procedimiento descripto por 

Senovieski et al. (2024), con algunas modificaciones. La cepa seleccionada para la 

encapsulacio n fue Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1, aislada de leche materna y 

caracterizada por el INLAIN (Zacarí as et al., 2011), debido a que previamente demostro  

potencial probio tico en estudios in vivo (Burns et al., 2017; Zacarí as et al., 2014). La cepa se 

reactivo  a partir de su stock congelado a -70 °C (MRS + glicerol 20 % v/v) y se realizaron dos 

repiques en caldo MRS a 37 °C durante 18 h en condiciones anaero bicas. Los cultivos frescos se 

centrifugaron (6000 x g, 15 min), se lavaron dos veces con buffer fosfato salino (PBS) y se 

resuspendieron en una solucio n de MDX al 30 %, ajustando la concentracio n de bacterias a 109 

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL. La suspensio n se deshidrato  mediante secado 

por aspersio n (Yamato ADL311S, Japo n), usando las siguientes condiciones: caudal de 

alimentacio n 4.5 mL/min, TE 170 ± 1 °C, TS 80 ± 1 °C, caudal de aire 0.15 m3/min y presio n de 

atomizacio n 0.15 MPa. 
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Una vez obtenidos, los polvos fueron guardados en recipientes herme ticos al resguardo 

de la luz y almacenados en refrigeracio n para su posterior caracterizacio n. 

6.1.2.4. Viabilidad de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 

Se realizaron recuentos de bacterias antes y despue s del secado por aspersio n para 

evaluar la supervivencia de la cepa al proceso de secado. El recuento celular se realizo  mediante 

siembra en agar MRS e incubacio n a 37 °C durante 48 h en condiciones anaero bicas (Anaero 

Pack-Anaero, Japo n). Para realizar el recuento, las muestras en polvo se reconstituyeron, al 

volumen original de la suspensio n (antes de secar), agregando agua de peptona este ril al 0.1 % 

p/v (Senovieski et al., 2024). 

6.1.2.5. Obtención de sistemas bicomponentes 

Para obtener los sistemas bicomponentes, se mezclaron en una relacio n 1:1 las 

microca psulas obtenidas a partir de la liofilizacio n de las emulsiones de AL (Seccio n 6.1.2.1), 

las cuales se molieron utilizando un molinillo a cuchillas modelo MCI (Dalvo, Argentina), y las 

microca psulas obtenidas mediante secado por aspersio n de la cepa B. lactis INL1 (Seccio n 

6.1.2.3). Previamente a la mezcla, cada una de las fracciones fue tamizada por separado 

utilizando un tamiz de 1 mm, con el fin de eliminar posibles aglomerados y partí culas de mayor 

taman o. Posteriormente, ambos polvos fueron homogeneizados manualmente y la mezcla 

obtenida fue nuevamente pasada a trave s del mismo tamiz para favorecer una distribucio n 

uniforme de los componentes en el sistema en polvo. Este tipo de pretratamiento resulta 

habitual en mezclas de polvos, ya que la presencia de aglomerados y las diferencias de taman o 

de partí cula pueden afectar la homogeneidad y favorecer feno menos de segregacio n (Alonso & 

Alguacil, 1999). 

6.1.2.6. Caracterización de los sistemas bicomponentes 

Los sistemas bicomponentes se caracterizaron utilizando los me todos descriptos 

en el Capí tulo 5. Se les realizaron determinaciones de microscopí a SEM (Seccio n 5.1.2.2.2), 
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aw (Seccio n 5.1.2.2.3), humedad (Seccio n 5.1.2.2.4), y porcentaje de dispersabilidad 

(Seccio n 5.1.2.2.5) y solubilidad (Seccio n 5.1.2.2.6) en agua. 

6.1.2.7. Estabilidad de los sistemas bicomponentes en el almacenamiento 

Los sistemas bicomponentes en polvo se almacenaron a tres temperaturas (-18, 4 y 25 

°C), durante 126 dí as. Para ello, una determinada cantidad de muestra se conservo  en envases 

sellados herme ticamente y al resguardo de la luz. Semanalmente se retiro  un set de muestras 

para su ana lisis. La estabilidad de los sistemas bicomponentes se analizo  mediante la 

determinacio n de (i) IP y TBARS, (ii) retencio n de ASX y (iii) viabilidad de B. lactis INL1. Para 

ello, se utilizaron las te cnicas anteriormente descriptas (Secciones 5.1.2.3 y 6.1.2.4). 

6.1.2.8. Análisis estadístico de los datos 

Los valores promedio y sus desviaciones esta ndar fueron calculados y presentados en 

tablas y gra ficos como pares de coordenadas acompan adas por su correspondiente barra de 

error. Para determinar diferencias significativas entre las distintas condiciones de ensayos se 

aplico  el test de ANOVA usando la prueba de Tukey HSD con un nivel de significancia α=0.05. 

6.2. Resultados y Discusión 

6.2.1. Obtención de microcápsulas con AL mediante liofilización 

Considerando la baja estabilidad oxidativa observada de los microencapsulados 

obtenidos mediante secado por aspersio n en el capí tulo anterior, se decidio  modificar la 

metodologí a de deshidratacio n de las emulsiones y emplear liofilizacio n como alternativa. 

Debido a las bajas temperaturas involucradas en este proceso, se esperaba favorecer la 

preservacio n de los compuestos termosensibles del AL y mejorar la estabilidad de las 

microca psulas durante el almacenamiento. 

La eficiencia de encapsulacio n (EE) del aceite en los polvos liofilizados fue de 64.01 ± 

2.72 % (n=3), un valor inferior al obtenido para las microca psulas producidas mediante secado 

por aspersio n (78.51  10.81) (Tabla 5.2). Esto podrí a atribuirse a las diferencias estructurales 
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generadas por ambos me todos de deshidratacio n. Durante el secado por aspersio n, la ra pida 

evaporacio n del agua favorece la formacio n de una matriz superficial relativamente compacta 

alrededor de las gotas de emulsio n, promoviendo el atrapamiento del aceite dentro de la 

partí cula. En cambio, la liofilizacio n genera estructuras ma s porosas y de mayor superficie 

especí fica debido a la sublimacio n de los cristales de hielo, como consecuencia, la estructura 

resultante es ma s abierta y menos compacta, aumentando la accesibilidad del aceite al medio 

externo (Zhu et al., 2021). 

Si bien se esperaban valores de EE ma s elevados, otros autores tambie n han informado 

eficiencias de encapsulacio n similares para sistemas lipí dicos obtenidos mediante liofilizacio n. 

En general, se considera que una mayor EE contribuye a minimizar la oxidacio n lipí dica, ya que 

reduce la cantidad de aceite superficial expuesto al oxí geno. Sin embargo, diversos estudios han 

demostrado que la estabilidad oxidativa de los aceites microencapsulados no siempre se 

correlaciona directamente con el contenido de aceite libre o superficial presente en las 

partí culas (Aberkane et al., 2013; Fioramonti et al., 2019; Tolve et al., 2017), por lo que resulta 

fundamental monitorear el estado oxidativo de los aceites encapsulados independientemente 

de la EE alcanzada. 

Tabla 6.1. IP, TBARS y retencio n de ASX en las distintas etapas del proceso de obtencio n de 

los encapsulados: aceite inicial, emulsiones, polvos obtenidos por liofilizacio n (n=4). 

Muestra 
IP 

(meq 02/kg aceite) 
TBARS 

(mmol MDA/kg aceite) 
Retención de ASX 

(%) 

Aceite ND 0.16 ± 0.02 b 100.00 ± 2.41 b 

Emulsión 0.95 ± 0.35 a 0.10 ± 0.01 a 85.20 ± 0.91 a 

Liofilizado 0.95 ± 0.26 a 0.10 ± 0.01 a 83.98 ± 3.72 a 

Los datos se expresan como los promedios ± DE. Letras diferentes en la misma columna 

indican diferencia significativa (p<0.05). ND = No detectable. 

En la Tabla 6.1 se puede observar que el proceso de liofilizado no tuvo un impacto 

significativo en la estabilidad oxidativa del aceite y en la concentracio n de ASX, ya que estos 

para metros se mantuvieron pra cticamente iguales a los de las emulsiones antes de liofilizar. En 

este sentido, se alcanzaron valores de IP iniciales menores a los que se habí an obtenido en el 
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capí tulo anterior con las microca psulas secadas por aspersio n (IP: 4.99 ± 1.79 meq O2/kg 

aceite, Tabla 5.2), y valores de retención de ASX ligeramente superiores (69.93 ± 1.08 %, Tabla 

5.2). 

6.2.2. Obtención y caracterización de sistemas bicomponentes de AL y 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 

Una vez obtenidos los polvos liofilizados de AL, se prepararon los encapsulados de la 

cepa B. lactis INL1 mediante secado por aspersio n, para posteriormente formular los sistemas 

bicomponentes. Si bien el secado por aspersio n constituye una tecnologí a ampliamente 

utilizada para la conservacio n de microorganismos (Gullifa et al., 2023; Peralta et al., 2017), las 

elevadas temperaturas y fuerzas de corte involucradas pueden afectar la viabilidad celular 

(Iravani et al., 2015). 

Por este motivo, se evaluo  la supervivencia bacteriana luego del proceso de secado. El 

recuento inicial de la cepa suspendida en MDX fue de 9.27 ± 0.13 Log UFC/mL, mientras que 

los encapsulados obtenidos presentaron 9.37 ± 0.09 Log UFC/mL, sin diferencias significativas 

entre ambos valores. Estos resultados indicarí an que el proceso de secado no afecto  la 

viabilidad de B. lactis INL1, posiblemente debido al efecto protector ejercido por la matriz de 

MDX (Senovieski et al., 2024), así  como a la capacidad de la cepa de tolerar las condiciones de 

estre s asociadas al secado por aspersio n. Esta estabilidad frente al procesamiento constituye 

una caracterí stica tecnolo gica relevante para su potencial aplicacio n industrial. 

A partir de estos resultados, se procedio  a la formulacio n de los sistemas 

bicomponentes mezclando ambos polvos en una relacio n 1:1, tal y como se describio  en la 

Seccio n 6.1.2.5. 

6.2.2.1. Caracterización de los sistemas bicomponentes 

En la Fig. 6.1 se muestra la apariencia macrosco pica de la formulacio n de B. lactis INL1 

obtenida mediante secado por aspersio n, de los encapsulados de AL liofilizados, y de los 

sistemas bicomponentes obtenidos luego de la mezcla de ambos sistemas. 
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Figura 6.1. Apariencia visual de microca psulas (A) de B. lactis INL1 secadas por 

aspersio n, (B) de AL liofilizadas y (C) sistema bicomponente. 

Tanto el liofilizado como el sistema bicomponente presentaron una coloracio n 

anaranjada, sin apariencia aceitosa, mientras que la formulacio n bacteriana con MDX exhibio  

un color blanquecino. Debido a la incorporacio n de este u ltimo polvo, la coloracio n del sistema 

bicomponente es menos intensa que la del liofilizado. Adema s, el tamizado aplicado durante el 

mezclado permitio  obtener una apariencia ma s homoge nea del sistema bicomponente. 

La microestructura de los encapsulados se analizo  mediante SEM, y en la Fig. 6.2 se 

muestran las micrografí as del AL liofilizado, de la cepa secada por aspersio n y de los sistemas 

bicomponentes. En general, se observaron morfologí as claramente diferenciadas entre los 

sistemas obtenidos por liofilizacio n y aquellos producidos mediante secado por aspersio n, 

principalmente asociadas al mecanismo de deshidratacio n involucrado y a la composicio n de 

la formulacio n. 

En la primera columna de la Fig. 6.2, se observa que las muestras liofilizadas 

presentaron estructuras altamente porosas, irregulares y con la presencia de poros hacia el 

interior de la matriz. Estas caracterí sticas son tí picas de materiales obtenidos por liofilizacio n 

y se atribuyen a la sublimacio n de los cristales de hielo formados durante la etapa de 

congelacio n, lo que origina matrices de elevada porosidad y baja densidad aparente. 

Estructuras similares han sido reportadas previamente para emulsiones liofilizadas (Eratte et 

al., 2015; Walendziak et al., 2025). 



C a p í  t u l o  6  | 113 

 

 

 

Figura 6.2. Micrografí as de los encapsulados obtenidas por SEM en distintas 

magnificaciones. Liofilizado AL: Emulsiones de AL liofilizadas; Secado por aspersio n INL1: 

polvos obtenidos mediante secado por aspersio n de B. lactis INL1 con MDX; Sistema 

bicomponente AL/INL1: mezcla de los dos polvos anteriores en relacio n 1:1. 

Por otro lado, la cepa secada por aspersio n (segunda columna de la Fig. 6.2), presento  

partí culas predominantemente esfe ricas, con elevada polidispersidad de taman os y dia metros 

mayormente inferiores a 10 μm, aunque tambie n se observaron algunas partí culas cercanas a 

20 μm. Asimismo, las partí culas exhibieron superficies rugosas con depresiones y 
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concavidades tí picas de materiales obtenidos mediante secado por aspersio n debido a la ra pida 

evaporacio n del agua y posterior contraccio n de la matriz durante el secado (Evangelista et al., 

2023; Jayaprakash et al., 2023; Slavutsky et al., 2017). 

Finalmente, en las micrografí as correspondientes a los sistemas bicomponentes se 

observaron simulta neamente ambas morfologí as, evidenciando la presencia conjunta de las 

estructuras porosas provenientes del material liofilizado y de las partí culas esfe ricas 

correspondientes al polvo bacteriano obtenido mediante secado por aspersio n. 

En la Tabla 6.2 se presentan los distintos para metros fisicoquí micos determinados en 

los encapsulados obtenidos. 

Tabla 6.2. Valores de humedad (H), actividad de agua (aw), dispersabilidad (D) y solubilidad 

(S) de las microca psulas de aceite de langostinos (AL) obtenidas por liofilizacio n, de B. lactis 

INL1 secadas por aspersio n y de los sistemas bicomponentes (n=3). 

Los datos se expresan como los promedios ± DE. Letras diferentes en la misma columna 

indican diferencia significativa (p<0.05). ND = No detectable. 

Todos los sistemas presentaron contenidos de humedad menores al 3 %, valores 

adecuados para productos en polvo de este tipo (Copado et al., 2021). En las emulsiones 

liofilizadas de AL, el contenido de humedad se encontro  por debajo del lí mite de deteccio n de 

la metodologí a gravime trica empleada. Esto podrí a haber estado relacionado con la elevada 

eficiencia de eliminacio n de agua caracterí stica de la liofilizacio n, junto con la formacio n de una 

estructura altamente porosa observada en las micrografí as SEM (Fig. 6.2), la cual habrí a 

facilitado la sublimacio n y desorcio n de las mole culas de agua durante el secado. En alimentos 

liofilizados se han reportado contenidos de humedad residual inferiores al 1 % asociados a este 

tipo de estructuras porosas (Sui et al., 2025). 

Por su parte, el sistema bicomponente presento  un contenido de humedad intermedio 

entre los sistemas individuales. La disminucio n observada respecto del polvo de INL1 obtenido 

Muestra H (%) aw S (%) D (%) 

Liofilizado (AL) ND 0.098 ± 0.004 a 69.86 ± 6.10 a 70.96 ± 0.13 a 

Secado por aspersión (INL1) 2.70 ± 0.11 b 0.341 ± 0.005 c 82.45 ± 6.17 b 100.00 ± 0.40 c 

Sist. bicomponentes (AL - INL1) 1.81 ± 0.27 a 0.268 ± 0.004 b 65.09 ± 3.24 a 87.19 ± 2.82 b 
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mediante secado por aspersio n podrí a atribuirse al efecto de dilucio n generado por la 

incorporacio n del AL liofilizado, caracterizado por un contenido de agua residual 

extremadamente bajo, lo que redujo la humedad global del sistema. 

Respecto de la actividad de agua de los polvos, tambie n se obtuvieron valores bajos y 

se observo  que el proceso de liofilizacio n produjo una disminucio n significativa de este 

para metro en las microca psulas (Tabla 6.2). Los encapsulados de AL liofilizados presentaron 

los menores valores de aw, probablemente debido a la elevada remocio n de agua asociada a este 

proceso de deshidratacio n, mientras que el polvo de INL1secado por aspersio n mostro  valores 

significativamente mayores. 

No obstante, debe destacarse que el AL liofilizado presento  valores de aw inferiores a 

0.2, rango en el cual podrí a verse favorecida la oxidacio n de lí pidos insaturados (St. Angelo, 

1996). Sin embargo, al incorporarse al sistema bicomponente junto con el polvo de INL1 

obtenido mediante secado por aspersio n, se observo  un incremento significativo de aw hasta 

valores intermedios (0.268). Este aumento podrí a contribuir a disminuir el riesgo de oxidacio n 

del aceite encapsulado, manteniendo al mismo tiempo valores adecuados para la estabilidad 

global del sistema durante el almacenamiento, minimizando el desarrollo microbiano y las 

reacciones enzima ticas (aw<0.7) (Fioramonti et al., 2019). 

Respecto de la solubilidad y dispersabilidad de los polvos, en la Tabla 6.2 se observa 

que los encapsulados de B. lactis INL1 obtenidos mediante secado por aspersio n fueron los ma s 

solubles, alcanzando valores ≈82 %, y esto podrí a atribuirse al elevado contenido de MDX es la 

formulacio n, ya que este biopolí mero posee una alta afinidad por el agua y favorece las 

propiedades de rehidratacio n de sistemas deshidratados (Ong et al., 2020). Asimismo, estos 

polvos tambie n exhibieron los mayores valores de dispersibilidad (≈100 %), lo que indicarí a 

una ra pida incorporacio n y distribucio n de las partí culas en el medio acuoso. 

Por su parte, los liofilizados de AL, presentaron valores de solubilidad 

significativamente menores (≈70 %) esto puede deberse a los mismos motivos mencionados 

anteriormente en el Capí tulo 5, y es que, aunque la MDX es el componente principal en los 
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encapsulados, la presencia de CHT podrí a haber contribuido a disminuir la solubilidad. La 

dispersabilidad de estos polvos tambie n fue significativamente menor a la de los encapsulados 

de B. lactis INL1 secada por aspersio n, efecto que tambie n podrí a estar asociado a la presencia 

de CHT. 

Sin embargo, en comparacio n con la dispersabilidad de los polvos de AL obtenidos 

mediante secado por aspersio n del capí tulo anterior (≈23 %, Tabla 5.2), los liofilizados 

mostraron una dispersabilidad considerablemente mayor (≈71 %), a pesar de presentar igual 

composicio n de aceite y biopolí meros. Esta diferencia evidenciarí a la influencia de la tecnologí a 

de secado sobre las propiedades de rehidratacio n de los polvos. En particular, la estructura 

altamente porosa observada en las micrografí as SEM de los liofilizados (Fig. 6.2) podrí a 

favorecer la penetracio n del agua dentro de la matriz y aumentar el a rea de contacto so lido-

lí quido, facilitando así  la dispersio n de las partí culas. En contraste, los polvos obtenidos 

mediante secado por aspersio n presentaron estructuras ma s compactas y colapsadas (Fig. 5.2), 

las cuales podrí an dificultar la hidratacio n y dispersio n del sistema (Chang et al., 2026). 

En cuanto a los sistemas bicomponentes, presentaron valores de solubilidad similares 

a los observados en los liofilizados de AL, aunque exhibieron una dispersabilidad 

significativamente mayor. Este comportamiento podrí a atribuirse a la incorporacio n del polvo 

de B. lactis INL1 obtenido mediante secado por aspersio n, cuya mayor capacidad de 

rehidratacio n y proporcio n relativa de MDX habrí an favorecido la interaccio n de las partí culas 

con el agua, mejorando la dispersabilidad del sistema bicomponente respecto de los liofilizados 

de AL. 

6.2.3. Estabilidad de los sistemas bicomponentes durante el almacenamiento 

Finalmente, se estudio  la estabilidad de los sistemas bicomponentes en distintas 

condiciones de almacenamiento. Para ello, se almacenaron a distintas temperaturas (-18, 4 y 

25 °C) y se evaluo  su estabilidad en el tiempo a trave s de la determinacio n de los í ndices IP y 

TBARS, la retencio n de ASX y la viabilidad de B. lactis INL1. 
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6.2.3.1. Estabilidad oxidativa 

La Fig. 6.3 muestra la evolucio n de los valores de IP y TBARS en funcio n del tiempo y de 

la temperatura de almacenamiento. En todos los sistemas se observo  un incremento gradual 

del IP durante el almacenamiento, lo que evidenciarí a la progresiva formacio n de 

hidropero xidos como productos primarios de la oxidacio n lipí dica. 
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Figura 6.3. Evolucio n de (A) IP y (B) TBARS de sistemas bicomponentes de AL y B. 

lactis INL1 almacenados a -18 °C, 4 °C y 25 °C. 

El sistema bicomponente conservado a -18 °C fue el ma s estable frente a la oxidacio n, 

alcanzando luego de 18 semanas un IP alrededor de 12 meq O₂/kg de aceite, valor que 

permanecio  por debajo del umbral sugerido por el Codex Alimentarius (Fig. 6.3 A). 

Por su parte, los sistemas bicomponentes conservados a 4 y 25 °C mostraron un avance 

ma s pronunciado de la oxidacio n respecto de aquellos almacenados a -18 °C. En ambos casos, 

los valores de IP superaron ra pidamente el lí mite ma ximo sugerido por el Codex (15 meq O₂/kg 

aceite). Sin embargo, el deterioro oxidativo fue considerablemente ma s acelerado en los 

sistemas almacenados a 25 °C, que alcanzaron valores de IP cercanos a 50 meq O₂/kg aceite 

luego de la primera semana de almacenamiento, mientras que los conservados a 4 °C 

presentaron valores cercanos a 20 meq O₂/kg aceite. 
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En particular, los sistemas bicomponentes almacenados a 4 °C mostraron un 

incremento gradual de los valores de IP hasta alcanzar un ma ximo al final del almacenamiento 

(≈100 meq O2/kg aceite). Esta tendencia fue similar a la observada en el capí tulo anterior para 

los encapsulados de AL obtenidos mediante secado por aspersio n (Fig. 5.4), los cuales 

alcanzaron valores cercanos a 80 meq O2/kg aceite a los 90 dí as de almacenamiento.  

Por otro lado, los sistemas bicomponentes almacenados a 25 °C se desestabilizaron ma s 

ra pidamente. En estos sistemas el IP aumento  inicialmente, evidenciando la formacio n 

progresiva de hidropero xidos, y transcurrida la primera semana de almacenamiento comenzo  

a disminuir hasta los 42 dí as, evidenciando una primera etapa de degradacio n de pero xidos. 

Posteriormente, se observo  un segundo incremento del IP hasta alcanzar un nuevo ma ximo a 

los 70 dí as de almacenamiento, seguido nuevamente por una disminucio n gradual hacia el final 

del almacenamiento. 

Se observa el mismo comportamiento que en los encapsulados de AL obtenidos 

mediante secado por aspersio n y almacenados a 25 °C (Fig. 5.4). La evolucio n observada podrí a 

atribuirse principalmente a la oxidacio n de los AGPI presentes en el AL, cuyos pero xidos se 

forman y degradan continuamente durante el almacenamiento. A su vez, la degradacio n en 

paralelo de la ASX podrí a modificar el mecanismo de oxidacio n del sistema, contribuyendo a 

las variaciones registradas en los productos primarios de oxidacio n. 

Cuando se evaluo  el í ndice de TBARS (Fig. 6.3 B), los sistemas bicomponentes 

almacenados a -18 °C mantuvieron valores inferiores a 1 mmol MDA/kg aceite durante todo el 

perí odo de almacenamiento, en concordancia con los bajos niveles de IP observados para estos 

sistemas. Por su parte, en los sistemas bicomponentes almacenados a 4 °C, la formacio n de 

compuestos secundarios de oxidacio n aumento  gradualmente con el tiempo. 

En cambio, a 25 °C este incremento fue considerablemente ma s pronunciado, 

evidenciando una mayor velocidad de deterioro oxidativo. Posteriormente, luego de alcanzar 

un valor ma ximo, los valores de TBARS comenzaron a disminuir, probablemente debido a la 

degradacio n de los compuestos secundarios formados durante la oxidacio n lipí dica. Estos 
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resultados corroboran que los sistemas bicomponentes almacenados a 25 °C se 

desestabilizaron ma s ra pidamente que aquellos conservados a -18 y 4 °C. 

En bibliografí a no se encontraron estudios acerca de la estabilidad oxidativa de 

microencapsulados de AL obtenidos por liofilizacio n. Sin embargo, distintos autores evaluaron 

la estabilidad oxidativa de microca psulas aceite de camaro n – otro aceite marino que contiene 

naturalmente ASX – obtenidas mediante secado por aspersio n. Takeungwongtrakul et al. 

(2014) utilizaron diferentes materiales de pared (WPC, caseinato de sodio, goma ara biga, 

jarabe de glucosa y maltodextrina) para formular microencapsulados de aceite de camaro n 

mediante secado por aspersio n, y reportaron valores iniciales de IP cercanos a 9 meq O₂/kg en 

los polvos. Durante el almacenamiento a 30 °C de estos polvos, los valores de IP aumentaron 

ra pidamente hasta aproximadamente 50 meq O₂/kg aceite a las 4 semanas y 170 meq O₂/kg 

aceite a las 6 semanas, evidenciando la elevada susceptibilidad oxidativa de estos sistemas. 

De manera similar, Gulzar et al. (2022) encapsularon aceite de camaro n en mezclas 1:1 

con aceite de semillas de te  mediante secado por aspersio n y reportaron valores de IP cercanos 

a 30 meq O₂/kg aceite luego de 6 semanas de almacenamiento a temperatura ambiente. 

Estos antecedentes, junto con los resultados obtenidos en la presente tesis, evidencian 

la elevada susceptibilidad oxidativa de los aceites marinos ricos en AGPI y ASX. En los trabajos 

previamente reportados, el marcado incremento del IP fue asociado al secado por aspersio n y 

al posterior almacenamiento de los polvos a temperaturas moderadas. Sin embargo, aun 

cuando la liofilizacio n permitio  obtener encapsulados con menores niveles iniciales de 

oxidacio n respecto del secado por aspersio n, durante el almacenamiento los sistemas 

liofilizados tambie n presentaron un importante deterioro oxidativo a 4 y 25 °C (Fig. 6.3). 

Estos resultados sugieren que la inestabilidad oxidativa de este tipo de aceites no 

estarí a asociada exclusivamente a las altas temperaturas de procesamiento, sino tambie n a la 

elevada exposicio n al oxí geno durante el almacenamiento. La emulsificacio n previa al secado 

aumenta considerablemente el a rea superficial del aceite, mientras que la estructura altamente 

porosa generada por la liofilizacio n favorece la penetracio n y difusio n de oxí geno dentro de la 
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matriz. En consecuencia, au n en ausencia de tratamientos te rmicos severos, pueden acelerarse 

las reacciones de oxidacio n de los AGPI presentes en el aceite. 

6.2.3.2. Estabilidad de la ASX 

Paralelamente a la estabilidad oxidativa, se evaluo  la degradacio n de ASX en los 

sistemas bicomponentes durante el almacenamiento. Tal y como se muestra en la Fig. 6.4, tras 

18 semanas (4.5 meses) de almacenamiento a -18 °C, se conservo  aproximadamente el 80 % 

del contenido inicial de ASX presente en el AL, lo que evidenciarí a una elevada estabilidad del 

compuesto bajo estas condiciones. Sin embargo, al incrementarse la temperatura de 

almacenamiento, la degradacio n de ASX se acelero  significativamente. Al final del 

almacenamiento, los sistemas conservados a 4 °C presentaron una retencio n cercana al 11 %, 

mientras que en aquellos almacenados a 25 °C la ASX no pudo ser detectada luego de 6 

semanas. 
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Figura 6.4. Evolucio n del porcentaje de retencio n de ASX en los sistemas 

bicomponentes almacenados a distintas temperaturas (-18 °C, 4 °C y 25 °C), en relacio n con el 

contenido inicial de ASX en el aceite sin encapsular. 
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Estos resultados fueron consistentes con el comportamiento oxidativo discutido 

anteriormente, ya que a 25 °C se observo  el mayor deterioro oxidativo de los sistemas 

bicomponentes (Fig. 6.3), lo que probablemente habrí a favorecido un consumo ma s ra pido de 

la ASX debido a su accio n antioxidante frente a las reacciones de autooxidacio n lipí dica. 

Adema s, en la Fig. 6.5 puede observarse el cambio de coloracio n de los sistemas 

bicomponentes, al final del almacenamiento a las distintas temperaturas, un feno meno 

probablemente asociado a la degradacio n oxidativa de la ASX. 

 

Figura 6.5. Muestras de sistemas bicomponentes (original y replica), luego de 18 

semanas de almacenamiento a -18, 4 y 25 °C. 

Estos resultados evidencian que la temperatura de almacenamiento constituye un 

factor crí tico en la estabilidad oxidativa de los sistemas bicomponentes, dado que el incremento 

de la temperatura acelerarí a las reacciones de autooxidacio n y la degradacio n de compuestos 

bioactivos sensibles como la ASX. 

6.2.3.3. Estabilidad de la cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 

Los recuentos de INL1 realizados en los sistemas bicomponentes durante el 

almacenamiento a las diferentes temperaturas se muestran en la Fig. 6.6 B. Asimismo, se evaluo  

como sistema control la viabilidad de encapsulados de INL1 en ausencia de aceite, con el fin de 

analizar la influencia del aceite encapsulado sobre la supervivencia bacteriana (Fig. 6.6 A). 

-18  C -18  C 4  C 4  C 25  C 25  C
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Figura 6.4. Recuentos para la cepa B. lactis INL1 (A) solo con MDX y (B) sistemas 

bicomponentes con AL, para los sistemas almacenados a -18, 4 y 25 °C. 

En la Fig. 6.6 A puede observarse que los sistemas control almacenados a -18 y 4 °C 

mantuvieron niveles de viabilidad relativamente constantes durante todo el perí odo de 

almacenamiento, con recuentos del orden de 9 log UFC/mL. No obstante, los sistemas 

conservados a 25 °C presentaron una disminucio n de aproximadamente 2 o rdenes 

logarí tmicos hacia el final del almacenamiento. Estos resultados son consistentes con lo 

reportado en la literatura para microorganismos probio ticos encapsulados en polvo, donde la 

viabilidad bacteriana disminuye a medida que aumenta la temperatura de almacenamiento 

(Barbosa et al., 2015; Wang et al., 2004). Senovieski et al. (2024) trabajaron con encapsulados 

de INL1 obtenidos mediante secado por aspersio n, y observaron una mayor pe rdida de 

viabilidad en los sistemas almacenados a temperatura ambiente (22 °C) respecto de aquellos 

conservados a 5 °C, lo que evidenciarí a que el almacenamiento refrigerado o congelado 

contribuye significativamente a preservar la viabilidad bacteriana en polvos probio ticos 

deshidratados. 

En los sistemas bicomponentes se observo  una disminucio n de la viabilidad bacteriana 

durante el almacenamiento para las tres temperaturas evaluadas, evidenciando que la 
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incorporacio n del liofilizado de AL al sistema afecto  la supervivencia de la bacteria, en 

comparacio n con los sistemas control (Fig. 6.6 B). Sin embargo, el efecto de la temperatura fue 

determinante sobre la magnitud de esta pe rdida de viabilidad. 

En este sentido, los sistemas bicomponentes almacenados a -18 °C mostraron la mayor 

estabilidad microbiolo gica, registra ndose u nicamente una disminucio n cercana a 1 orden 

logarí tmico luego de 14 semanas de almacenamiento, alcanzando valores finales alrededor de 

8 log UFC/mL. En contraste, los sistemas conservados a 4 y 25 °C presentaron una reduccio n 

mucho ma s pronunciada de la viabilidad bacteriana, del orden de 4 o rdenes logarí tmicos hacia 

el final del almacenamiento, alcanzando valores finales cercanos a 4.5 log UFC/mL. 

La menor viabilidad bacteriana observada en los sistemas bicomponentes respecto de 

los sistemas control podrí a atribuirse, al menos parcialmente, a la presencia de aceite libre, ya 

que algunos compuestos presentes en ciertos aceites han sido asociados en la literatura con 

efectos antimicrobianos (Inguglia et al., 2020; Loyeau et al., 2021; Zhao et al., 2013). Asimismo, 

la presencia de CHT en la formulacio n, aunque en baja proporcio n, tambie n podrí a haber 

contribuido a este efecto debido a la reconocida actividad antimicrobiana de este polisaca rido 

(Kong et al., 2010; Vilar Junior et al., 2016). 

Adicionalmente, la marcada disminucio n de viabilidad observada a 4 y 25 °C podrí a 

estar relacionada con el elevado deterioro oxidativo registrado en estos sistemas durante el 

almacenamiento, tal como se discutio  previamente para los valores de IP y TBARS (Fig. 6.3). En 

particular, la acumulacio n de hidropero xidos y otros compuestos secundarios de oxidacio n 

podrí a haber generado un ambiente desfavorable para la supervivencia bacteriana (Hansen et 

al., 2015). Esto resultarí a consistente con la mayor estabilidad observada en los sistemas 

bicomponentes almacenados a -18 °C, donde el avance de la oxidacio n fue considerablemente 

menor y los valores de IP permanecieron dentro del lí mite sugerido por el Codex durante todo 

el almacenamiento. 
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6.3. Conclusiones parciales 

En este capí tulo fue posible obtener sistemas bicomponentes de AL y B. lactis INL1 

mediante la combinacio n de emulsiones liofilizadas de AL y encapsulados de la cepa obtenidos 

mediante secado por aspersio n.  

La liofilizacio n de las emulsiones de AL permitio  disminuir el deterioro oxidativo inicial 

respecto de los encapsulados obtenidos mediante secado por aspersio n en el capí tulo anterior, 

evidenciado por menores valores de IP y una mayor retencio n inicial de ASX. Sin embargo, la 

estructura altamente porosa de los liofilizados no logro  evitar el avance de la oxidacio n lipí dica 

durante el almacenamiento a 4 y 25 °C, donde se observo  un marcado incremento de los valores 

de IP y TBARS, acompan ado por una elevada degradacio n de ASX. 

En contraste, el almacenamiento a -18 °C permitio  alcanzar una mayor estabilidad 

oxidativa de los sistemas bicomponentes, manteniendo los valores de IP por debajo del lí mite 

sugerido por el Codex Alimentarius durante las 18 semanas de almacenamiento y reteniendo 

aproximadamente el 80 % del contenido inicial de ASX. 

Asimismo, la presencia de AL en los sistemas bicomponentes afecto  la viabilidad de B. 

lactis INL1 durante el almacenamiento, especialmente a 4 y 25 °C. No obstante, a -18 °C fue 

posible preservar la cepa con recuentos cercanos a 8 log UFC/mL al final del almacenamiento.  



 

 

7. CAPÍTULO 7: Análisis de las 

propiedades bioactivas del 

sistema bicomponente 
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En este Capí tulo se evaluaron las propiedades bioactivas del ingrediente funcional en 

polvo mediante ensayos de digestio n gastrointestinal simulada in vitro y mediante el ana lisis in 

vitro de la actividad citoto xica y antiproliferativa de los digestos frente a lí neas celulares 

tumorales de ca ncer colorrectal (HT-29 y Caco-2) y de ca ncer de hí gado (HepG2), este u ltimo 

considerado el primer sitio metasta sico de ca ncer colorrectal. 

7.1. Materiales y Métodos 

7.1.1. Digestión gastrointestinal in vitro 

Para evaluar la estabilidad de los sistemas y la liberacio n de aceite durante el tracto 

gastrointestinal, se empleo  un modelo in vitro ampliamente aceptado que simula la digestio n 

ga strica e intestinal secuencial, con algunas modificaciones (Brodkorb et al., 2019; Visentini et 

al., 2020). Estos ensayos se llevaron a cabo por triplicado. 

Fase ga strica: Los sistemas en polvo se reconstituyeron agregando la cantidad de agua 

eliminada en el paso de deshidratacio n, y se combinaron con un volumen igual de fluido 

ga strico simulado 1X (FGS 1X). Para ello, se hidrataron 0.7 g de polvo con agua desionizada 

hasta alcanzar un volumen final de 2 mL y luego se mezclaron con 2 mL de FGS 1X. La solucio n 

de FGS 1.25X contení a 6.9 mM de KCl, 0.9 mM de KH₂PO₄, 25 mM de NaHCO₃, 47.2 mM de NaCl, 

0.1 mM de MgCl₂ y 0.5 mM de (NH₄)₂CO₃. Posteriormente, se an adio  CaCl₂ 0.3 M para alcanzar 

una concentracio n final de CaCl₂ de 0.075 mM. El pH se ajusto  a 3 con HCl, seguido de la adicio n 

de solucio n de pepsina (8 UI/mg de sustrato) y el volumen de agua necesario para obtener el 

FGS 1X. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 2 h con agitacio n orbital a 60 rpm (Rotator 

Multi Bio RS-24, BOECO). Posteriormente, los tubos pasaron a la siguiente fase. 

Fase intestinal: Tras la fase ga strica, se an adio  un volumen equivalente (4 mL) de fluido 

intestinal simulado 1X (FIS 1X) al tubo de reaccio n ga strica. La solucio n FIS 1.25X contení a 6.8 

mM de KCl, 0.8 mM de KH₂PO₄, 85 mM de NaHCO₃, 38.4 mM de NaCl y 0.33 mM de MgCl₂. 

Posteriormente, se an adio  CaCl₂ hasta alcanzar una concentracio n final de 0.3 mM y se 

introdujo una solucio n de sales biliares (0.8 µmol/mg de sustrato). El pH se ajusto  a 7. A 
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continuacio n, se an adio  la solucio n de pancreatina, previamente disuelta en FIS 1.25X (0.8 

UI/mg de sustrato, segu n la actividad de la tripsina), con el volumen de agua necesario para 

obtener FIS 1X. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 2 h con agitacio n orbital a 60 rpm 

(Rotator Multi Bio RS-24, BOECO). Una vez finalizada la reaccio n intestinal, las muestras se 

guardaron a -80 °C hasta su ana lisis. 

7.1.1.1. Estabilidad y bioaccesibilidad de AL 

Tras el proceso de digestio n in vitro, se evaluo  la estabilidad y la bioaccesibilidad del AL 

segu n me todos descritos previamente en la literatura (Finos et al., 2024). Al finalizar la 

digestio n intestinal, la mitad de las muestras se centrifugaron a 10000 x g y 25 °C durante 30 

min para eliminar la materia so lida insoluble y se considero  que los sobrenadantes (fase 

micelar) contení an el aceite liberado del sistema. Solo el aceite liberado se considera disponible 

para la absorcio n y, por lo tanto, representa la fraccio n bioaccesible. Posteriormente, se 

procedio  a extraer, con hexano, el aceite presente tanto en el digesto total como en la fase 

micelar, siguiendo la metodologí a descripta por Timilsena et al. (2017). Para ello se mezclo  la 

muestra con hexano, en una relacio n 1:5, y la fase orga nica se separo  por centrifugacio n (15 

min, 3000 x g). Finalmente, se midio  la absorbancia de la fase orga nica a 465 nm (longitud de 

onda correspondiente al λmax del AL). La concentracio n de aceite se determino  a partir de una 

curva de calibrado preparada con cantidades conocidas de AL disueltas en hexano. 

La estabilidad del aceite (E*) se definio  como la fraccio n que permanecio  sin 

transformarse en el intestino despue s del proceso de digestio n in vitro: 

𝐸∗ (%)  =  
𝐶𝐷𝑖𝑔𝑒𝑠𝑡𝑜

𝐶𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 𝑥 100       Ec. 7.1 

donde CDigesto y CInicial son las concentraciones de aceite en el digesto total recogido despue s de 

la etapa intestinal y en la muestra inicial, respectivamente. 

Por otro lado, la bioaccesibilidad (B*) se definio  como la fraccio n de aceite liberada del 

sistema en polvo y solubilizada en la fase micelar tras la digestio n in vitro: 
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𝐵∗ (%)  =  
𝐶𝑀𝑖𝑐𝑒𝑙𝑎𝑟

𝐶𝐷𝑖𝑔𝑒𝑠𝑡𝑜
 𝑥 100       Ec. 7.2 

donde CMicelar es la concentracio n del aceite en la fase micelar. 

Finalmente, se calculo  la bioaccesibilidad efectiva (EB), definida como la fraccio n de 

aceite ingerido presente en la fase micelar: 

𝐸𝐵 =  𝐸∗ 𝑥 𝐵∗  =  
𝐶𝑀𝑖𝑐𝑒𝑙𝑎𝑟

𝐶𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
 𝑥 100      Ec. 7.3 

7.1.1.2. Retención de ASX 

A partir de las mismas extracciones con hexano llevadas a cabo en el punto anterior, 

tambie n se evaluo  la concentracio n de ASX luego de la digestio n simulada in vitro mediante la 

metodologí a descripta anteriormente en el Capí tulo 5, Seccio n 5.1.2.3.2. 

7.1.1.3. Viabilidad de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 

La viabilidad de las bacterias potencialmente probio ticas se evaluo  siguiendo el 

procedimiento descripto anteriormente en el Capí tulo 6, Seccio n 6.1.2.4. Los recuentos se 

realizaron antes e inmediatamente despue s del proceso de digestio n gastrointestinal simulado. 

7.1.2. Estudio de citotoxicidad de los sistemas bicomponentes sobre líneas 

celulares tumorales 

Se realizaron estudios in vitro de evaluacio n de citotoxicidad de los sistemas 

bicomponentes digeridos en la seccio n anterior, aplicados sobre tres lí neas celulares tumorales 

(hí gado y ca ncer colorrectal) y una lí nea celular normal. 

La lí nea celular HT-29 es un modelo humano de adenocarcinoma colorrectal con 

morfologí a epitelial adherente, utilizado en investigacio n del ca ncer de colon, transporte 

intestinal y respuesta a quimioterape uticos debido a sus caracterí sticas similares a ce lulas 

intestinales maduras. La lí nea celular de ca ncer colorrectal denominada Caco-2 corresponde a 

ce lulas humanas de adenocarcinoma colorrectal que se diferencian esponta neamente en 

ce lulas similares a enterocitos, por lo que se utilizan ampliamente como modelo in vitro de 

barrera epitelial intestinal y permeabilidad de fa rmacos. La lí nea HepG2 son ce lulas humanas 
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de carcinoma hepatocelular de origen hepa tico, comu nmente empleadas para estudiar 

metabolismo hepa tico, toxicidad de xenobio ticos y mecanismos de dan o hepatocelular in vitro. 

La lí nea celular Vero proviene de ce lulas epiteliales renales de mono verde africano 

(Chlorocebus sabaeus) y es ampliamente empleada en evaluacio n de fa rmacos. Estas lí neas 

fueron provistas por la ATCC (American Type Culture Collection, EE. UU.). 

Las lí neas celulares se cultivaron en el medio de cultivo completo conformado por 

DMEM-F12 (Gibco™, EE. UU.) y suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, EE. 

UU.) a 37 °C en atmo sfera con 5 % de CO2 en incubadora (Binder, Alemania), durante el periodo 

detallado en cada prueba (48 h). 

7.1.2.1. Evaluación de viabilidad celular de líneas tumorales y normales 

La viabilidad celular para la determinacio n de la actividad citoto xica de los diferentes 

compuestos sobre el cultivo de ce lulas HT-29, HepG2, Caco-2 y Vero se evaluo  mediante el 

ensayo MTT (Bernas & Dobrucki, 2002; Mosmann, 1983). Los extractos se diluyeron en medio 

de cultivo completo, por triplicado, y se ajustaron segu n la concentracio n de AL en el rango de 

100, 200, 300, 400 y 500 mg/L, de acuerdo con Kim et al. (2022). Se utilizaron como controles 

positivos de viabilidad medio de cultivo completo y PBS 1X (pH 7), y como control negativo se 

uso  pero xido de hidrogeno al 5 % (Cicarelli, Argentina). 

Se evaluaron los siguientes extractos: (i) AL diluido en etanol 0.1 %, (ii) AL 

microencapsulado, (iii) materiales de pared (SPC, CHT, MDX), (iv) digesto de materiales de 

pared (SPC, CHT, MDX), (v) cepa B. lactis INL1 microencapsulada, (vi) digesto de B. lactis INL1 

microencapsulada, (vii) sistema bicomponente de AL+INL1, (viii) digesto de sistema 

bicomponente de AL+INL1, (ix) medio de digestio n gastrointestinal in vitro conteniendo so lo 

sales y enzimas, y (x) etanol 0.1 %. Para los extractos que no contení an aceite – como los de la 

cepa B. lactis INL1 o de los materiales de pared – las concentraciones se ajustaron para igualar 

los niveles que estos componentes presentaban en los sistemas bicomponentes con aceite. 

Las ce lulas inicialmente cultivadas en frascos T25 (Jet Biofil, China), fueron tratadas con 

tripsina-EDTA (Gibco™, EE. UU.) durante 5 min a 37 °C para proceder al disgregado de la 
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monocapa celular. Luego, las ce lulas se sembraron en placas de 96 pocillos (5x103 

ce lulas/pocillo) y se incubaron durante 24 h a 37 °C y 5 % CO2. Se adicionaron los distintos 

sistemas en estudio (digestos y controles) y se incubaron durante 48 h en iguales condiciones. 

Se descarto  el medio de cultivo, se lavaron las ce lulas con PBS 1X (pH 7) y se incubo  durante 4 

h en medio de cultivo con 0.5 mg/L de MTT (3-(4,5 dimethylthiazol 2-yl)-2,5 diphenyl 

tetrazolium bromide, Invitrogen, EE. UU.). Los cristales de formaza n formados mediante la 

reduccio n del colorante (MTT) por las ce lulas viables de cada pocillo se disolvieron en 100 μL 

de dimetilsulfo xido (Mp Biomedicals, EE. UU.) y se midio  la absorbancia a 540 nm y 690 nm 

(como fondo) en el espectrofoto metro SPECTROstar Nano (BGM LABTECH, Alemania). 

La viabilidad celular (%) se determino  de acuerdo con: 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 (%)  =  
𝐴𝐵𝑆𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝐵𝑆𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜
 𝑥 100     Ec. 7.4 

donde la ABSmuestra corresponde a la absorbancia de la muestra en estudio y ABSmedio a la 

absorbancia de las ce lulas en el medio de cultivo. 

Con los resultados obtenidos se construyo  la curva de viabilidad celular (%) en funcio n 

de la concentracio n del sistema de estudio. A partir de la curva construida de absorbancia en 

funcio n de la concentracio n, se determino  para los digestos la concentracio n inhibitoria 50 

(IC50), definida como la concentracio n necesaria para reducir la poblacio n celular al 50 %. 

A partir de los resultados de IC50 se calculo  el í ndice de selectividad (IS) con respecto a 

las ce lulas normales mediante la siguiente ecuacio n: 

(IS) = IC50 línea celular normal / IC50 línea celular tumoral  Ec. 7.5 

7.1.3. Análisis estadístico de los datos 

Los valores promedios y sus desviaciones esta ndar fueron calculados y presentados en 

tablas y gra ficos como pares de coordenadas acompan adas por su correspondiente barra de 

error. Para determinar diferencias significativas entre las distintas condiciones de ensayos se 

aplico  el test de ANOVA usando la prueba de Tukey HSD con un nivel de significancia α=0.05. 
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7.2. Resultados y Discusión 

7.2.1. Digestión gastrointestinal in vitro 

Para analizar la digestibilidad de los sistemas y la liberacio n de los compuestos 

bioactivos, se utilizo  un modelo in vitro, que reproduce de manera secuencial las etapas ga strica 

e intestinal de la digestio n. 

Durante este proceso, el aceite liberado desde las microca psulas queda expuesto a 

reacciones lipolí ticas catalizadas principalmente por las lipasas intestinales, mientras que los 

materiales de pared pueden sufrir transformaciones proteolí ticas y/o estructurales. La 

extensio n y velocidad de estos feno menos dependen en gran medida de las caracterí sticas 

fisicoquí micas del sistema, incluyendo la composicio n de la matriz encapsulante, la estructura 

de las partí culas y la naturaleza de la interface aceite-material de pared. En sistemas 

encapsulados mediante proteí nas y polisaca ridos, estas caracterí sticas pueden modificar la 

accesibilidad de las enzimas digestivas al sustrato lipí dico y, en consecuencia, influir sobre la 

liberacio n y biodisponibilidad de los compuestos bioactivos (Timilsena et al., 2017). 

7.2.1.1. Estabilidad y bioaccesibilidad de AL y ASX 

Tras el proceso de digestio n in vitro de los sistemas bicomponentes, se evaluo  la 

estabilidad y bioaccesibilidad del AL, midiendo la cantidad total de aceite remanente en las 

fases total y micelar (Finos et al., 2024). Estos resultados se utilizaron para calcular la 

estabilidad (E*), la bioaccesibilidad (B*) y la bioaccesibilidad efectiva (EB) del aceite (Tabla 

7.1). 

Tabla 7.1. Para metros de E*, B* y EB de AL y ASX despue s de la digestio n gastrointestinal in 

vitro (n=3). 

Muestra E* (%) B* (%) EB (%) 

AL 42.92 ± 1.65 12.26 ± 1.78 5.28 ± 0.93 

ASX 34.18 ± 1.73 13.63 ± 2.14 4.68 ± 0.92 

Los datos se expresan como los promedios ± DE. 
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Despue s de la digestio n in vitro, la fraccio n de AL que permanecio  en un estado no 

transformado (E*) fue 42.92 ± 1.65 %. Este comportamiento podrí a estar asociado a los 

cambios estructurales que experimentan las microca psulas durante las etapas ga strica e 

intestinal. En condiciones ga stricas, el medio a cido favorecerí a la protonacio n tanto del CHT 

como de las proteí nas de soja, aumentando su solubilidad y modificando las interacciones 

electrosta ticas presentes en la matriz encapsulante. Adema s, la accio n proteolí tica de la 

pepsina sobre las proteí nas interfaciales podrí a promover una desestructuracio n parcial de las 

ca psulas y facilitar la liberacio n del aceite al medio digestivo. 

Posteriormente, durante la etapa intestinal, el aumento del pH podrí a inducir la 

desprotonacio n y pe rdida de solubilidad del CHT, favoreciendo la formacio n de agregados o 

estructuras menos permeables. Este comportamiento podrí a limitar parcialmente el acceso de 

las lipasas pancrea ticas a las gotas lipí dicas, retardando la hidro lisis de los triacilglice ridos. 

Diversos estudios han demostrado que recubrimientos basados en CHT pueden disminuir la 

velocidad de digestio n lipí dica debido a efectos de barrera fí sica, agregacio n de partí culas o 

interferencias en la interaccio n entre las lipasas y la interfase aceite-agua (Hu et al., 2009; 

Klinkesorn & McClements, 2009). 

Por otra parte, la fraccio n de aceite que habrí a sido liberada durante la digestio n 

intestinal probablemente sufrio  hidro lisis enzima tica, dando lugar a la formacio n de a cidos 

grasos libres, monoacilglice ridos y otros productos de lipo lisis. Debido a que la cuantificacio n 

del AL se realizo  mediante extraccio n con hexano y posterior deteccio n espectrofotome trica 

del aceite no transformado, es posible que estos productos de hidro lisis no hayan sido extraí dos 

ni detectados eficientemente mediante la metodologí a empleada. En consecuencia, la 

disminucio n observada en los valores de estabilidad podrí a atribuirse, al menos parcialmente, 

a la transformacio n del aceite en compuestos derivados de la lipo lisis (Timilsena et al., 2017). 

Luego, se determino  la B* del AL, cuantificando la concentracio n de aceite en la fase 

micelar despue s de la digestio n intestinal, obtenie ndose un valor de 12.26 ± 1.78 %. Este 
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resultado indicarí a que solo una pequen a fraccio n del aceite permanecio  dispersa en la fase 

micelar tras la digestio n gastrointestinal in vitro. 

La bioaccesibilidad de los aceites depende en gran medida de los componentes del 

sistema de encapsulacio n, el grado de digestio n y sus interacciones con los componentes del 

fluido intestinal simulado (enzimas, sales biliares, etc.) (Timilsena et al., 2017). 

La baja bioaccesibilidad observada podrí a relacionarse con el comportamiento de las 

interacciones SPC-CHT en condiciones intestinales. Tal y como se menciono  anteriormente, a 

pH neutro, el CHT disminuirí a su solubilidad, favoreciendo la formacio n de agregados o 

precipitados insolubles capaces de retener parte del aceite liberado. Como consecuencia, una 

fraccio n del AL podrí a haber sedimentado junto con el material insoluble durante la 

centrifugacio n, reduciendo la cantidad de aceite recuperada en el sobrenadante 

correspondiente a la fase micelar. 

Asimismo, se ha reportado que recubrimientos basados en CHT pueden limitar la 

digestibilidad lipí dica al dificultar el acceso de las lipasas a la interfase aceite-agua y promover 

la agregacio n de partí culas en condiciones cercanas a pH neutro (Hu et al., 2009). Este 

comportamiento podrí a haber restringido tanto la liberacio n del aceite desde la matriz 

encapsulante como su incorporacio n a micelas mixtas estables con sales biliares. 

Por otra parte, dado que las sales biliares utilizadas en la digestio n in vitro presentaban 

una fraccio n insoluble, parte del AL podrí a haber formado micelas mixtas que posteriormente 

precipitaron durante la centrifugacio n junto con esta fraccio n (Visentini et al., 2020). 

En contraste, El-Messery et al. (2020) reportaron valores de bioaccesibilidad 

considerablemente mayores (20–83 %) en nanoemulsiones de aceite de krill estabilizadas 

mediante WPC, goma ara biga y maltodextrina. Las diferencias observadas podrí an atribuirse, 

al menos en parte, a que estos biopolí meros permanecen solubles tanto en medio ga strico como 

intestinal, mientras que el CHT disminuye su solubilidad a pH neutro, favoreciendo la 

formacio n de agregados capaces de retener parte del aceite fuera de la fase micelar. 
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Finalmente, se determino  la EB, definida como la fraccio n del total de AL ingerido 

presente en la fase micelar y disponible para su absorcio n, obtenie ndose un valor del 5.28 ± 

0.93 % (Tabla 7.1). Este bajo valor refleja el efecto combinado de la reducida estabilidad del 

aceite durante la digestio n y de su limitada incorporacio n a la fase micelar. 

No obstante, la retencio n de una fraccio n del AL en la matriz encapsulante no 

necesariamente implicarí a una pe rdida total de funcionalidad biolo gica. Parte del aceite podrí a 

alcanzar el intestino grueso au n asociado al sistema encapsulante y liberarse posteriormente 

durante la fermentacio n colo nica, permitiendo ejercer efectos locales a nivel intestinal. En este 

sentido, la capacidad de los sistemas bicomponentes para vehiculizar compuestos bioactivos 

hacia el colon podrí a resultar particularmente interesante. Por ello en este capí tulo se evaluo  

adema s la actividad citoto xica de los sistemas bicomponentes sobre las lí neas celulares HT-29 

y Caco-2. 

De manera similar a lo observado para el AL, se evaluaron E*, B* y EB de la ASX presente 

en el aceite encapsulado. 

Despue s de la digestio n in vitro, la fraccio n de ASX que permanecio  en un estado no 

transformado (E*) fue de 34.18 ± 1.73 %, mientras que la B* alcanzo  un valor de 13.63 ± 2.14 

%. Por u ltimo, la EB de la ASX fue de 4.68 ± 0.92 %. 

Como era de esperarse, la ASX presento  un comportamiento similar al observado para 

el AL, ya que se encuentra naturalmente disuelta en la fraccio n lipí dica. En consecuencia, los 

feno menos que afectaron la liberacio n, digestio n y recuperacio n del aceite durante el proceso 

digestivo probablemente tambie n condicionaron la estabilidad y bioaccesibilidad de la ASX. 

7.2.1.2. Viabilidad de Bifidobacterium animalis subsp. lactis INL1 

Antes y despue s del proceso de digestio n gastrointestinal in vitro de los sistemas 

bicomponentes se realizaron recuentos de la cepa B. lactis INL1. En simulta neo se evaluo  un 

sistema control constituido por la cepa encapsulada u nicamente en MDX, en ausencia de aceite. 

El recuento inicial del sistema control fue de 9.21 ± 0.07 Log UFC/mL, mientras que el 

correspondiente a los sistemas bicomponentes resuspendidos fue de 9.09 ± 1.15 Log UFC/mL. 
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Luego de la digestio n gastrointestinal, los digestos obtenidos a partir del sistema 

control presentaron un nivel de ce lulas viables de 6.97 ± 0.28 Log UFC/mL, evidenciando una 

buena supervivencia de la cepa frente a las condiciones ensayadas. Esta resistencia de B. lactis 

INL1 frente a condiciones gastrointestinales ya habí a sido reportada por Vinderola et al. 

(2012), quienes evaluaron la supervivencia de la cepa encapsulada con distintos 

crioprotectores. Los autores observaron que, luego de la digestio n gastrointestinal simulada, 

las ce lulas encapsuladas con leche descremada y lactosa disminuyeron aproximadamente un 

orden logarí tmico, mientras que aquellas encapsuladas con sacarosa presentaron una 

disminucio n de tres o rdenes logarí tmicos, partiendo en todos los casos de recuentos iniciales 

cercanos a 8 Log UFC/mL. 

 Sin embargo, en los sistemas bicomponentes no se detectaron ce lulas viables luego del 

proceso de digestio n gastrointestinal. Una posible explicacio n de este comportamiento es que 

el AL pueda presentar cierta actividad antimicrobiana. En este sentido, la liberacio n del aceite 

desde la microca psula durante la digestio n, junto con el estrecho contacto entre el AL y la cepa 

bacteriana, podrí a haber afectado negativamente la viabilidad de B. lactis INL1. 

El AL utilizado para el desarrollo de esta tesis fue un aceite no refinado obtenido a partir 

del caparazo n y cabeza de langostinos. Debido a su naturaleza no refinada, el AL podrí a 

contener compuestos con potencial actividad antimicrobiana (Zhao et al., 2013). E stos 

compuestos podrí an ser responsables de la disminucio n en los recuentos bacterianos, ya que 

la principal diferencia entre los sistemas bicomponentes y el sistema control radica en la 

presencia del aceite y los materiales de pared empleados para la encapsulacio n (SPC y CHT). 

En relacio n con esto u ltimo, uno de los materiales de pared utilizado fue el CHT, un biopolí mero 

tambie n obtenido a partir de residuos de langostinos, sobre el cual se ha reportado actividad 

antimicrobiana (Vilar Junior et al., 2016). En un trabajo publicado por Fawwaz et al. (2019) se 

demostro  la actividad antibacteriana de un extracto de caparazo n de camarones. Estos 

antecedentes sugieren que tanto componentes presentes en el AL como el CHT podrí an haber 

contribuido a la pe rdida de viabilidad observada en B. lactis INL1 durante la digestio n in vitro. 
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Aunque la cepa probio tica no logro  sobrevivir al proceso de digestio n 

gastrointestinal in vitro en los sistemas bicomponentes, esto no necesariamente implica la 

ausencia de un potencial efecto beneficioso. Tradicionalmente, los probio ticos se definen como 

microorganismos viables no pato genos capaces de conferir beneficios para la salud del 

hue sped. Sin embargo, en los u ltimos an os se ha demostrado que muchos de los efectos 

atribuidos a las ce lulas viables de probio ticos, tambie n pueden ser ejercidos por componentes 

celulares liberados tras su lisis (D’ambrosio et al., 2024; de la Fuente-Mun oz et al., 2025). 

En este contexto, surge el concepto de “paradoja probio tica”, segu n el cual tanto las 

ce lulas vivas como las muertas en productos probio ticos pueden inducir respuestas biolo gicas 

beneficiosas. Este feno meno podrí a explicarse por la liberacio n de compuestos bioactivos 

durante la degradacio n o ruptura de las ce lulas bacterianas en el tracto gastrointestinal. Por lo 

tanto, el efecto de los probio ticos podrí a ser dual: mientras las ce lulas viables podrí an modular 

la microbiota intestinal y ejercer un efecto inmunomodulador, los componentes derivados de 

las ce lulas no viables podrí an participar en respuestas antiinflamatorias (Adams, 2010; Akter 

et al., 2020). 

7.2.2. Estudio de citotoxicidad de los sistemas bicomponentes sobre líneas 

celulares tumorales 

Considerando que numerosas drogas han sido descubiertas a partir de materias primas 

naturales mediante diferentes ensayos biolo gicos, el estudio de sistemas que contienen 

compuestos bioactivos de origen natural ha ido cobrando creciente importancia para la 

bu squeda de potenciales agentes anticancerí genos (Ma & Wang, 2009; Puri et al., 2022). En 

esta Seccio n se analizo  la actividad citoto xica y antiproliferativa in vitro de los sistemas 

bicomponentes, previamente sometidos a digestio n gastrointestinal simulada in vitro, segu n 

las condiciones descriptas anteriormente, frente a dos lí neas celulares de ca ncer colorrectal 

(HT-29 y Caco-2), una lí nea celular de ca ncer hepa tico (HepG2) y una lí nea normal epitelial 

derivada del rin o n del mono verde africano (Vero). 
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7.2.2.1. Evaluación de la viabilidad celular 

Para evaluar el potencial citoto xico de los sistemas bicomponentes sobre lí neas 

celulares, se realizo  inicialmente un ensayo de viabilidad celular mediante el ensayo MTT sobre 

las lí neas tumorales HT-29 y HepG2 (Bernas & Dobrucki, 2002; Mosmann, 1983). La lí nea HT-

29 constituye un modelo ampliamente utilizado de adenocarcinoma colorrectal humano y se 

caracteriza por presentar un fenotipo menos diferenciado y altamente proliferativo, por lo que 

resulta adecuada para estudios de citotoxicidad y evaluacio n de compuestos con potencial 

antiproliferativo. Adema s, las ce lulas HT-29 son generalmente sensibles a los quimiotera picos 

utilizados para el tratamiento del ca ncer colorrectal (Ribas et al., 2021). Por su parte, la lí nea 

HepG2 representa un modelo de carcinoma hepatocelular humano frecuentemente empleado 

en estudios de compuestos bioactivos y toxicidad. 

En la Fig. 7.1, se muestra el porcentaje de viabilidad celular de las lí neas HepG2 (Fig. 

7.1 A) y HT-29 (Fig. 7.1 B) tratadas con los digestos de los sistemas bicomponentes, de la cepa 

B. lactis INL1 encapsulada con MDX, y de los materiales de pared (SPC-CHT-MDX), en el rango 

de concentraciones de 100-500 µg/mL. 

La reduccio n de la viabilidad por debajo del 70 % permite caracterizar a una droga o 

bioproducto como citoto xico, de acuerdo con las normas ISO (Cannella et al., 2019; Srivastava 

et al., 2018). 

En primer lugar, se observo  que los digestos correspondientes a la cepa probio tica y a 

los materiales de pared no produjeron disminuciones significativas en el porcentaje de 

viabilidad celular en ninguna de las concentraciones evaluadas. En todos los casos, los valores 

de viabilidad se mantuvieron por encima del 70 %, indicando ausencia de actividad citoto xica 

bajo las condiciones ensayadas. Es importante recordar que en los digestos de B. lactis INL1, la 

bacteria se mantuvo viable y presento  elevados niveles de recuento (≈7 log UFC/mL). 



C a p í  t u l o  7  | 138 

 

 

100 200 300 400 500
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130

100 200 300 400 500
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

130
(A)

 

 

V
ia

b
il

id
ad

 c
el

u
la

r 
(%

)

Concentración (µg/mL)

 Co-encapsulado

 Probioticos

 Materiales de pared

 

 

V
ia

b
il

id
ad

 c
el

u
la

r 
(%

)
Concentración (µg/mL)

 Co-encapsulado

 Probioticos

 Materiales de pared

(B)

 

Figura 7.1. Viabilidad celular (%) de las lí neas celulares tumorales A) HepG2 y B) HT-

29 en funcio n de la concentracio n de los digestos mediante ana lisis de MTT. Cada punto indica 

el % de viabilidad como la media ± DE. La lí nea de puntos horizontal indica una viabilidad del 

70 %. 

Sin embargo, los digestos provenientes de los sistemas bicomponentes AL-INL1 

produjeron una marcada disminucio n de la viabilidad celular en ambas lí neas tumorales desde 

≈100 a 4-6 % a medida que aumento  la concentracio n desde 100 hasta los 500 µg/mL. Estos 

resultados sugerirí an que la actividad citoto xica observada en los sistemas bicomponentes 

digeridos estarí a asociada principalmente al AL presente en el sistema, dado que en la seccio n 

anterior se observo  que la cepa bacteriana no sobrevivio  al proceso de digestio n 

gastrointestinal en los sistemas bicomponentes. Esto se encuentra en consonancia con otros 

autores, quienes evaluaron extractos de langostinos y krill ricos en EPA, DHA y ASX, 

demostrando la actividad citoto xica frente a distintas lí neas celulares tumorales (Gulzar et al., 

2020; Jayathilake et al., 2016; Kannan et al., 2011; Kim et al., 2022; Nirmal et al., 2020; Xie et 

al., 2019). 
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Adema s, puede observarse que la sensibilidad frente al tratamiento con el sistema 

bicomponente digerido fue diferente entre ambas lí neas celulares. En las ce lulas HT-29, la 

viabilidad disminuyo  por debajo del 10 % ya a concentraciones de 200 µg/mL, mientras que en 

las ce lulas HepG2 fue necesario alcanzar concentraciones de 300 µg/mL para obtener niveles 

de viabilidad similares. Estos resultados indicarí an una mayor sensibilidad de las ce lulas de 

ca ncer colorrectal frente a los compuestos presentes en el AL respecto de las ce lulas hepa ticas 

tumorales. 

Los valores obtenidos de porcentaje de viabilidad para las lí neas HepG2 y HT-29 

respecto a pero xido de hidrogeno, utilizado como control positivo de toxicidad, fueron de 7.05 

± 0.55 % y 5.18 ± 1.37 %, respectivamente. 

A partir de los resultados obtenidos en HT-29, se decidio  profundizar el estudio sobre 

otra lí nea celular tumoral de origen intestinal. Las ce lulas Caco-2, si bien derivan de un 

adenocarcinoma colorrectal humano, presentan una elevada capacidad de diferenciacio n y 

constituyen uno de los modelos ma s utilizados para representar el epitelio intestinal. Debido a 

ello, resulta particularmente u til para evaluar el efecto de compuestos bioactivos luego de 

procesos de digestio n gastrointestinal simulada. En paralelo, se incorporo  la lí nea celular 

normal Vero (no tumoral), con la finalidad de evaluar la selectividad de la actividad citoto xica 

observada y comparar la respuesta entre ce lulas tumorales y no tumorales. 

La viabilidad celular de las lí neas Caco-2 y Vero luego de la incubacio n durante 48 h con 

el sistema bicomponente, digerido y sin digerir, en concentraciones crecientes de 100 a 500 

µg/mL, se evaluo  a trave s del ensayo de MTT (Fig. 7.2).  

El sistema bicomponente digerido inhibio  la proliferacio n celular de manera 

dependiente de la concentracio n en ambas lí neas celulares (Fig. 7.2 A y B). 

En las ce lulas Caco-2, la disminucio n significativa de la viabilidad se observo  a partir de 

la concentracio n de 200 µg/mL, mientras que en las ce lulas Vero, el efecto citoto xico ocurrio  a 

partir de los 100 µg/mL, evidenciando una mayor sensibilidad frente a los digestos.  
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Por otro lado, los sistemas bicomponentes sin digerir presentaron porcentajes de 

viabilidad celular superiores al 60 % en las concentraciones de 100 a 400 µg/mL. Por lo tanto, 

la mayor actividad citoto xica observada en los digestos respecto de las muestras sin digerir 

podrí a atribuirse a que durante la digestio n gastrointestinal in vitro se produjo la liberacio n 

del aceite presente en las microca psulas, aumentando así  la disponibilidad de los compuestos 

bioactivos para interactuar con las ce lulas. 
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Figura 7.2. Viabilidad celular (%) de la lí nea tumoral Caco-2 (A) y de la lí nea normal 

Vero (B), en funcio n de la concentracio n de los sistemas bicomponentes, digeridos y sin 

digerir, mediante el ensayo MTT. Cada punto representa el porcentaje de ce lulas viables como 

media ± DE. 

Los valores obtenidos de porcentaje de viabilidad para las lí neas Caco-2 y Vero respecto 

a pero xido de hidrogeno, utilizado como control positivo de toxicidad, fueron de 6.43 ± 0.86 % 

y 3.72 ± 0.55 %, respectivamente. 

Con el fin de comparar la actividad citoto xica de los sistemas bicomponentes digeridos 

en las distintas lí neas celulares se determinaron los valores de IC50 que se muestran en la Tabla 

7.2. 

 



C a p í  t u l o  7  | 141 

 

 

Tabla 7.2. Valores IC50 de los sistemas bicomponentes digeridos frente a las lí neas HepG2, HT-

29, Caco-2 y Vero. 

Línea celular IC50 (µg/mL) 

HepG2 205.31 ± 3.44 a 

HT-29 160.03 ± 3.29 b 

Caco-2 113.48 ± 22.07 c 

Vero 98.22 ± 18.95 c 

Los datos se expresan como los promedios ± DE. Diferentes letras indican diferencias 

significativas (p<0.05). 

Respecto a las lí neas tumorales, los menores valores de IC50 se obtuvieron para las 

lí neas Caco-2 y HT-29, indicando una mayor sensibilidad de las ce lulas de ca ncer colorrectal 

frente a la actividad citoto xica y los efectos antiproliferativos de los sistemas bicomponentes 

(p<0.05), siendo la ma s sensible dentro de ellas la lí nea Caco-2. Por su parte, la lí nea HepG2 

presento  el mayor valor del IC50, evidenciando una menor sensibilidad al tratamiento. Estos 

resultados demuestran que los sistemas bicomponentes desarrollados en esta tesis poseen 

actividad citoto xica sobre distintas lí neas celulares tumorales. 

Tambie n, se evaluo  el í ndice de selectividad (IS) para determinar si los digestos de los 

sistemas bicomponentes presentaban una mayor actividad citoto xica frente a ce lulas tumorales 

que frente a ce lulas normales, en cuyo caso el IS deberí a ser mayor que 1. El IS calculado a partir 

de la relacio n entre los valores de IC50 obtenidos para la lí nea normal Vero y las lí neas tumorales 

HepG2, HT-29 y Caco-2 fue de 0.48 ± 0.08, 0.61 ± 0.11 y 0.87 ± 0.01, respectivamente. En 

conjunto, estos resultados indican que los digestos de los sistemas bicomponentes no 

evidenciaron selectividad hacia las ce lulas tumorales bajo las condiciones evaluadas. 

Aun así , los resultados obtenidos representan una primera aproximacio n relevante 

para el estudio del potencial biolo gico de sistemas bicomponentes basados en aceite de 

langostino y probio ticos, y ponen de manifiesto la necesidad de profundizar futuras 

investigaciones orientadas a identificar los compuestos responsables de la actividad 

observada, optimizar las formulaciones y evaluar mecanismos de accio n ma s especí ficos sobre 

ce lulas tumorales colorrectal. 
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7.3. Conclusiones parciales 

Los ensayos de digestio n gastrointestinal simulada in vitro demostraron una baja 

bioaccesibilidad intestinal del AL y de la ASX presentes en los sistemas bicomponentes. Sin 

embargo, los digestos obtenidos presentaron actividad citoto xica y antiproliferativa in vitro, lo 

que sugiere que la fraccio n liberada durante la digestio n fue suficiente para ejercer efectos 

biolo gicos sobre las lí neas celulares evaluadas. 

La cepa B. lactis INL1 encapsulada u nicamente con MDX sobrevivio  al proceso de 

digestio n gastrointestinal simulada, mientras que en los sistemas bicomponentes AL-INL1 no 

se detectaron ce lulas viables luego de la digestio n, sugiriendo un posible efecto adverso del AL 

y/o del CHT sobre la supervivencia bacteriana. 

Los sistemas bicomponentes digeridos presentaron actividad citoto xica sobre las lí neas 

tumorales HT-29, Caco-2 y HepG2, observa ndose mayor sensibilidad en las ce lulas de origen 

colorrectal. Adema s, los digestos de la cepa probio tica encapsulada y de los materiales de pared 

no mostraron actividad citoto xica, indicando que el efecto observado estarí a asociado 

principalmente al AL liberado durante la digestio n. 

 

 

 

 



 

 

8. CAPÍTULO 8: Conclusiones y 

consideraciones finales 
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En este trabajo de tesis se logro  disen ar un sistema bicomponente de aceite de 

langostino y una cepa potencialmente probio tica, empleando la tecnologí a de emulsiones 

multicapa para obtener un ingrediente funcional en polvo. 

En primer lugar, se valido  con e xito un me todo espectrofotome trico ra pido y sencillo 

para la determinacio n del IP en aceites altamente pigmentados que, adema s de minimizar el 

uso de reactivos y la generacio n de residuos, permitio  analizar varias muestras de manera 

simulta nea. 

Posteriormente, se formularon y caracterizaron emulsiones O/W para encapsular el 

aceite de langostino mediante el disen o de una doble capa interfacial utilizando concentrado 

de proteí nas de soja, quitosano y maltodextrina como materiales de pared. Las emulsiones 

obtenidas presentaron estabilidad coloidal frente al cremado y la coalescencia, sin evidenciar 

liberacio n de aceite, lo que demostro  la adecuada resistencia de sus membranas interfaciales. 

Sin embargo, la seleccio n del me todo de deshidratacio n de las emulsiones tuvo un papel 

crucial en la estabilidad oxidativa del aceite encapsulado. Los encapsulados de AL obtenidos 

mediante secado por aspersio n mostraron una ra pida oxidacio n durante el almacenamiento a 

4 y 25 °C, probablemente asociada a la sensibilidad de la ASX y de los a cidos grasos 

poliinsaturados frente a las altas temperaturas aplicadas durante el secado. 

Por este motivo, se modifico  la estrategia de deshidratacio n mediante liofilizacio n para 

formular posteriormente los sistemas bicomponentes, incorporando la cepa B. lactis INL1 

encapsulada con MDX mediante secado por aspersio n. 

Si bien los sistemas bicomponentes presentaron inicialmente bajos valores de í ndice de 

pero xidos y una elevada retencio n de ASX, la estructura altamente porosa de los sistemas 

liofilizados favorecio  la degradacio n oxidativa del aceite durante el almacenamiento a 4 y 25 °C, 

superando el lí mite de oxidacio n sugerido por Codex Alimentarius (15 meq O₂/kg aceite). 

U nicamente los sistemas bicomponentes almacenados a -18 °C lograron mantener valores de 

IP por debajo de dicho lí mite durante 4.5 meses, conservando adema s aproximadamente el 88 

% del contenido inicial de ASX. 
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Respecto de la viabilidad bacteriana, la presencia de AL en los sistemas bicomponentes 

afecto  la supervivencia de B. lactis INL1 durante el almacenamiento, especialmente a 4 y 25 °C. 

No obstante, a -18 °C fue posible preservar la viabilidad de la cepa con recuentos cercanos a 8 

log UFC/mL al final del perí odo evaluado. 

Por otra parte, los ensayos preliminares de actividad biolo gica demostraron que los 

digestos de los sistemas bicomponentes presentaron actividad citoto xica y antiproliferativa in 

vitro sobre las lí neas celulares tumorales HT-29, Caco-2 y HepG2. Sin embargo, dado que no se 

detectaron ce lulas viables de B. lactis INL1 luego de la digestio n gastrointestinal simulada, la 

actividad citoto xica observada estarí a asociada principalmente a compuestos presentes en el 

AL. Asimismo, la ausencia de selectividad frente a ce lulas normales indica la necesidad de 

profundizar los estudios biolo gicos mediante la incorporacio n de nuevos controles y modelos 

experimentales. 

En conjunto, los resultados obtenidos permiten considerar al aceite de langostino como 

una fuente promisoria de compuestos bioactivos con potencial aplicacio n en el desarrollo de 

ingredientes funcionales y nutrace uticos, basados en el aprovechamiento de este subproducto 

de la industria alimentaria. No obstante, futuros estudios debera n orientarse a optimizar la 

estabilidad oxidativa y la viabilidad probio tica de los sistemas encapsulados, mediante el 

disen o de matrices ma s protectoras y menos permeables al oxí geno, así  como profundizar la 

evaluacio n biolo gica mediante ensayos in vivo que permitan comprender con mayor precisio n 

sus posibles efectos fisiolo gicos.
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