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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Multiples beneficios se atribuyen a la ingesta de compuestos bioactivos (CB), el mas
relevante es el asociado a los efectos benéficos sobre la salud. Sin embargo, los CB se
caracterizan por poseer una baja estabilidad quimica y fisica, ademas de los
inconvenientes asociados a su baja solubilidad y sabor amargo. En esta tesis, se evalud
la estabilizacion de CB presentes en el aceite de aguacate (Persea americana Mill) y
extracto de mora (Rubus glaucus benth).

La tesis se encuentra divida en dos partes: parte experimental y parte de simulacion. En
la parte experimental, los CB obtenidos a partir del extracto de mora fueron estabilizados
por medios de Particulas de Biopolimeros (PB) y Secado por Aspersion (SA). El aceite de
aguacate (AA), fue estabilizado por medio de Particulas de Hidrogel (PH). Y en la parte de
simulacion fue realizada por medio de Aspen Plus. Los CB estabilizados obtenidos a través
de los tres métodos de encapsulacidon evaluados fueron caracterizados en su carga
eléctrica, tamafio de particula, eficiencia de encapsulacion, contenido de compuestos

fendlicos, capacidad antioxidante, morfologia de particula.

En el método de PB, las mejores condiciones se obtuvieron a pH 4. A este valor de pH,
las soluciones de biopolimeros tienen cargas eléctricas opuestas, lo que facilita la
formacion de las PB. La estabilidad de los CB estabilizados fue corroborada por medio de
su carga eléctrica, la cual se relaciona con la estabilidad de los CB encapsulados. Este
resultado es relevante, debido a que en la literatura no se encuentran estudios en el cual

se utiliza PB para estabilizar extractos de mora.

El tamafio de particula de los tres sistemas de estabilizacién (PB, SA y PH) evaluados se
encuentran influenciados por los materiales y condiciones de operacién. El menor tamafio

de particula se encontré en el método de PH, seguido por las PB y SA. Es de importancia
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conocer los rangos de los tamafios obtenidos debido a que este determina su potencial
campo de aplicacion.

En la parte de simulacién se encontr6 que el método de estabilizacion con menor costo de
produccion fue el SA. Los métodos de PB y PH presentaron un mayor costo de produccion.
El costo de fabricacion de los métodos de estabilizacion se encuentran relacionado con
las materias primas utilizadas durante el proceso. El factor con mayor porcentaje sobre el
costo final de los métodos de encapsulacién es el de las materias primas. Con el objetivo
de obtener un menor costo de fabricacion, a futuro se pueden utilizar materias primas
(proteinas) de bajo costo, las cuales pueden ser producidas a partir de los residuos de la
industria, como es el caso del suero de leche. Este costd contribuiria a disminuir el costo
de estabilizaciéon de CB a nivel industrial, convirtiendo este método mas atrativo para la

industria.

Palabras clave: Aceite de aguacate, Extracto de mora, Encapsulacién, Evaluacion

econdmica, Particulas de Biopolimeros, Particulas de hidrogel, Secado por aspersion.

Abstract

Several health-benefit have been attributed to the intake of bioactive compounds. However,
its poor chemical stability, low water-solubility and bitter taste. In this study is evaluated the
stabilization of bioactive compounds: i) avocado oil (Persea americana Mill)) and ii)
blackberry extract (Rubus glaucus benth). The biopolymer particles and spray dryed were
used to stabilize the blackberry extract and the hydrogel particles was used to stabilize
avocado oil. The stabilized compounds were characterize in their particle size, electrical
charge, encapsulation efficiency, phenolic compounds content, antioxidant capacity and
morphology. The encapsulation processes were evaluated economically providing an

approximate cost of production.
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The better conditions to stabilized blackberry extract using the particle of biopolymer was
found at pH 4. In this value, the biopolymer solution had oppose electrical charge, which
can be used to form biopolymer particles. The stability of the particle were confirm through
the C-potential. This result is relevant due to in the literature there is not found the
stabilization of blackberry extract using the casein-pectin and casein arabic gum system.

The particle size of the three encapsulation methods (biopolymer particle, spray dried and
hydrogel particle) evaluate were influence by the raw material and operation conditions.
The lowest particle size was found with the hydrogel particle, followed by the biopolymer
particle and spray dried. It's relevant knows the particle size of the compounds stabilized
due to this determine their potential application.

The encapsulation efficiency was highest using spray dried, in contrast to the other
methods. In the economic evolution was found that the lowest production cost was obtained
with spray dried. The production cost of the encapsulation method is related with the raw
materials used in the process.

Keywords: Avocado oil, Blackberry extract, Encapsulation, Economic evaluation,
Biopolymer particles, Hydrogel particle, spray dried.
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Definicion de conceptos usados

Concepto Definicion
Sustancia quimica que se encuentra en pequefias cantidades en
Compuestos las plantas y ciertos alimentos (frutas, verduras, nueces, aceites
bioactivos y granos integrales). Los compuestos bioactivos cumplen
funciones en el cuerpo que pueden promover la buena salud
Gelificaciéon Transformacion de un liquido en un sélido o semi-sélido

Coacervacion

Separacion de dos liquidos en dos fases las cuales contienen

concentraciones diferentes de los componentes.

Particulas de

biopolimeros

Particulas compuestas por polimeros con una densa matriz en la

cual solo incorpora una limitada cantidad de liquidos

Particulas de

hidrogel

Particulas compuestas de polimeros gelificados que incorporan
cantidades apreciables de liquido dentro de estructuras de redes

poliméricas

Polisacaridos

Macromoléculas compuestas de monosacéaridos unidos

mediante enlaces glicosidicos

Proteina

Las macromoléculas compuestas de aminoacidos unidos

mediante enlaces peptidicos

(- potencial

Medida del diferencial del potencial eléctrico de un coloide
cargado, el cual depende de la densidad de carga superficial y la

presencia de contra-iones
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Introduccioén

En la actualidad, las industrias de alimentos y farmacéutica centran su atencion
sobre diferentes familias de compuestos bioactivos (CB). Este interés se debe a
gue los consumidores prefieren alimentos funcionales, los cuales confieren efectos

benéficos sobre la salud, méas alla de sus propiedades nutricionales.

Entre los CB mas demandados se encuentran los extractos de frutas con altos
contenidos de compuestos fendlicos [1]-[4]. La Los compuestos fendlicos (CF) son
CB presentes en multiples frutas y hortalizas. La importancia de los CF radica en
su capacidad de limitar la accion de los radicales libres, responsables de dafios
celulares. Los métodos de accion de los CF pueden ser: i) Union molecular con
proteinas pro-oxidantes, ii) fijacion de iones de metales pro-oxidantes (Fe3*, Al**,
Cu?*) y iii) atrapando los radicales libre [5]. El impacto comercial de los CB es
relevante debido a su amplio uso en la industria de alimentos. Entre los principales
usos se encuentran los aditivos naturales tales como colorantes, conservantes y

antioxidantes naturales [5].

La encapsulacién es definida como una tecnologia de micro-empaque de
materiales sélidos, liquidos o gaseosos [6]. Los compuestos atrapados al interior
de los diferentes sistemas de estabilizacion, pueden ser liberados como
consecuencia de una respuesta al entorno [7]. En la industria farmacéutica, la
encapsulacion se ha aplicado en el desarrollo de farmacos en forma de capsulas.
Los sistemas de encapsulacion pueden proteger los farmacos de la degradacion
para luego ser liberados en sitios especificos. Lo anterior, minimiza los efectos

secundarios (irritacion gastrica), y mejorando la biodisponibilidad de los farmacos

[8][9].
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En la industria de alimentos, la encapsulacién ha sido empleada en el control de
liberacion de sabores y en la produccién de alimentos que contienen ingredientes
activos funcionales tales como probidticos y CB [10]. Otros propoésitos de la
encapsulacion en la industria de alimentos consideran la proteccion de CB
sensibles al entorno, liberacion controlada de CB iii) enmascaramiento de olores y
sabores, facilitar el manejo y manipulas de los CB y mejoramiento de su solubilidad,
biodisponibilidad de los CB [8], [11]-[13] [14]-[16].

Los materiales empleados durante la estabilizacion deben ser capaces de proteger
los CB de los dafios ocasionados por el entorno. Entre los principales causantes
de alteraciones en la estabilidad de los CB se encuentran condiciones fisicas y
guimicas [9]. Los principales tipos de materiales empleados para estabilizar CB se
encuentran: proteinas, polisacaridos, fosfolipidos y surfactantes [17]. La seleccion
del tipo de material a emplear se relaciona con el propdsito de la encapsulacion y

con las propiedades de particula deseada.

Los beneficios asociados a la ingesta de CB son limitados, debido a la degradacion
de los compuestos durante su paso por el tracto digestivo [18]. Los CB presentan
barreras que impiden su incorporaciébn en matrices alimenticias o productos
farmacéuticas. Algunas limitaciones son su baja estabilidad fisica y quimica, baja
biodisponibilidad (en algunos casos) y sabores indeseables.

En busqueda de sobrepasar estas limitaciones, se ha estudiado la estabilizacién
de CB por medio de sistemas de encapsulacion [14], [19]-[21]. Uno de los aspectos
mas importantes en la estabilizacion de CB es la selecciéon del método de
encapsulacion. Existen diversas tecnologias de encapsulacion, las cuales pueden
ser clasificados en dos grupos de acuerdo a sus condiciones de preparacion: i)

procesos fisicos y ii) quimicos [22].

Entre las principales caracteristicas que se buscan en los sistemas de
encapsulacion son obtener altas eficiencias de encapsulacion y que el costo de
produccion sea bajo [10]. En la industria farmacéutica los costos asociados a la

encapsulacion no representan limitante, debido a las altas margenes de ganancias



obtenidas en este sector. En cambio, en la industria de alimentos puede convertirse
en una limitante, debido a los bajos margenes de ganancia de este sector [10]. De
acuerdo a la literatura, el método mas utilizado debido a su bajo costo y tecnologia
disponible es el secado por aspersion. Sin embargo, los métodos de coacervacion
y gelificacion estan ganado interés debido a su capacidad de ofrecer una liberacion
controlada. Este trabajo, se enfoca en la estabilizacion de CB empleando los

meétodos coacervacion, gelificacion y secado por aspersion
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Hipotesis
Es posible conservar las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos bioactivos
microencapsulados por medio de los métodos de coacervacion y gelificacion.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar los métodos de coacervacion y gelificacion desde el punto de vista técnico en la

estabilizacién de compuestos bioactivos obtenidos a partir de residuos agroindustriales.
Objetivos especificos

1. Evaluar experimentaBMente el proceso de microencapsulacién coacervacion y
gelificacion.

2. Realizar la caracterizacion de las particulas obtenidas mediante los métodos de
coacervacion y gelificacion.

3. Comparaciéon tecno econémica y ambiental de los métodos propuestos con el

método convencional (secado por aspersion)



Capitulo 1: Estabilizacion de compuestos
bioactivos

1.1 Estabilizacion de compuestos bioactivos

1.1.1 Alimentos funcionales

La fortificacién de alimentos con diversos tipos de compuestos bioactivos (CB) ha ganado
interés debido a la creciente tendencia del consumidor hacia los alimentos funcionales,
los cuales se caracterizan por conferir efectos benéficos sobre la salud a quienes los
consumen. El creciente interés por los alimentos funcionales, tanto por la industria (a
través de patentes) como por la academia (a través de articulos cientificos), se ve
evidenciado en la Figura 1-1.

Figura 1-1 Numero de articulos y patentes publicadas en el campo de alimentos
funcionales entre los afios 2000 y 2014 (Fuente Scopus, Septiembre 2015, Palabra
Clave: Functional food)
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Los consumidores cada vez, tienen mas conciencia de los problemas de salud, asociados
a la ingesta de alimentos. Entre las principales enfermedades asociadas a la ingesta de
alimentos se encuentran las enfermedades neurodegenerativas, diabetes, cancer, y

enfermedades cardiorrespiratorias [23].

1.1.2 Limitaciones de los compuestos bioactivos

La fortificacion de alimentos con CB muestra gran potencial en la industria de alimentos,
debido a los beneficios que confiere al ser ingeridos. Sin embargo este tipo de
compuestos no pueden ser incorporados dentro de matrices alimenticias debido a su
inestabilidad quimica y fisica. Ademas, de la incompatibilidad entre el compuesto
incorporado y la matriz [24]. Los principales factores que limitan el uso de los CB se

mencionan en la Figura 1-2.

Figura 1-2 Factores limitantes del uso de CB sin estabilizar en alimentos [24]

Caracteristicas
organolepticas

Procesamiento Biodisponibilidad

eAltas temperaturas *Baja solubilidad evita eSabores y olores
pueden disminuir su que los CB se han indeseables
actividad, como es el absorbidos.

caso de los CB
termosensibles

Por otro lado, para que los CB cumplan su funcién deben ser absorbidos en el intestino
delgado. Para que los CB lleguen hasta el intestino delgado deben soportar las
condiciones adversas que presenta el tracto digestivo. Estas condiciones pueden
producir la pérdida de su actividad biologica. Entre las principales condiciones adversas
gue presenta el tracto digestivo son los entornos 4cidos y presencia de otros nutrientes,
como en el caso del estomago. En la Figura 1-3 se muestran los entornos que deben

recorrer los CB para ser absorbidos.
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Figura 1-3 Representacion esquematica de las condiciones fisicoquimicas del tracto
digestivo [41].

Intestino Delgado
 pHG6-75
Boca - Enzimas
e pH5-7 + Sales
* Sales » Agitacion
e Enzimas e 1-2
e« b5-60s horas
Estomago |
. pH1-3 Colon
+  Enzimas * pHS5-7
+ Agitacion * Enzimas
e 3min-4 * Bacterias
horas »  Agitacion
e 12-24
horas

1.1.3 Estabilizacién de compuestos bioactivos

En busca de superar las limitaciones que presentan el uso de CB sin estabilizar (Figura
1-2) se han desarrollado sistemas de estabilizacién que permitan la incorporacion de CB
en diversas matrices de alimentos. Entre las principales razones para encapsular CB se
encuentran: i) Enmascarar sabores indeseables, evitando la interaccion en la boca entre
el CB y los receptores de sabor, ii) proteger el CB de la degradacién dentro de ciertas
regiones especificas del tracto digestivo y iii) liberacién de los CB en sitios especificos
de accion (Figura 1-3). La incorporacion de CB en diversos productos depende de sus
propiedades fisicoquimicas y de la existencia de interacciones moleculares favorables

con otros componentes involucrados [25].

Un factor relevante en la encapsulacion de los compuestos es el método de entrega. La
respuesta de liberacion depende del tipo de CB estabilizado y del método de

encapsulacion utilizado. La cantidad de articulos cientificos y patentes publicados en el
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campo de estabilizacion de CB demuestra el interés tanto a nivel académico como en la
industria (Figura 1-4).

Figura 1-4 Numero de articulos y patentes publicadas en el area de estabilizacién de
compuestos entre los afios 2000 hasta 2014. (Fuente: Scopus, Septiembre 2015,
Palabras Clave: Stabilization y active ingredient).
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El concepto de encapsulacion fue empleado por primera vez por la industria
farmacéutica, para controlar la liberacion de medicamentos dentro del organismo. La
introduccion de este concepto de encapsulacién en la industria de alimentos permitié la
incorporacion de saborizantes en cierto tipo de alimentos (helados y yogures), asi como
el mejoramiento de las propiedades funcionales [24]. La cadena Idgica en la eleccion del
método de encapsulacién a emplear se presenta en la Figura 1-5

Figura 1-5 Procedimiento esquematico en la estabilizacion de CB.

Compuesto Material de Metodo de L
: : y 7 Aplicacion
Bioactivo encapsulacion encapsulacion

*Propiedades *No toxicos *Alta EE *Propiedades
Quimicas y «Solubilidad *Bajo costo funcionales
biologicas (hidrosoluble o

*Termosensibilidad liposoluble)
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Entre los CB de gran interés en la industria de alimentos se encuentran los Compuestos
fendlicos (CF) y los aceites vegetales que posean alto contenido de acidos grasos mono
y poliinsaturados. Los compuestos ricos en CF, son ampliamente conocidos por su
capacidad de neutralizar los radicales libres [26]. Esta caracteristica convierte los CF en
una interesante familia de compuestos con aplicaciones nutracéuticas entre otros [26],
[25].

1.1.4 Contexto colombiano: moray aceite de aguacate

La mora (Rubus glaucus benth.) es una fruta conocida por poseer cantidades
considerables de CF tales como antocianinas, flavonoides, &cidos clorogénicos y
elagitaninos (Figura 1-6). Estos compuestos presentan alta actividad bioldgica y pueden
ofrecer beneficios en la salud [27]. Debido a las condiciones climaticas y de suelos,
Colombia presenta altos volumenes de produccion de esta fruta (Figura 1-7). Segun
reportes de Agronet para el afio 2013, el area cultivada reportada y de produccion fueron
de 11,986 hay 105,285 toneladas, respectivamente [28]. El procesamiento de la mora
genera alrededor del 20% de residuos, los caules contienen considerable contenido de
CF [29].

Los aceites vegetales con un alto contenido de acidos grasos tienen un amplio rango de
aplicaciones en varias industrias. Este tipo de aceites son empleados principalmente en
suplementos nutricionales, y productos cosméticos [30]. Segun reportes de la FAO en el
afio 2013, la produccién mundial del fruto de aguacate fue de alrededor de 4,717,102
t/afio siendo los principales productores México, Republica dominicana, Colombia, Peru
e Indonesia [31]. Colombia ocupé el tercer lugar con un area cultivada de 32,066.0

hectareas, y una produccién de 303,352 toneladas (Figura 1-7.)
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Figura 1-6 Principales CF en la mora: antocianinas, flavonoides, elagitaninos [29].
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Figura 1-7 Produccion Nacional de Mora y aguacate (Fuente Agronet, Septiembre 2015)
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El aceite extraido a partir de la pulpa de aguacate se caracteriza por contener un alto
porcentaje de &cido oleico (C18:1, 69-74% del total de acidos grasos). El acido oleico se
encuentra clasificado como &cido graso monoinsaturado, el cual se ha relacionado con
la prevencion de cancer de mama. Ademas, el AA contiene acidos grasos poliinsaturados
de las familias omega-3 y omega-6 (w-3 y w-6, respectivamente). De la familia w-6, el
AA contiene linolénico (C18:2, 10-14%) y de la familia w-3 incluye alfa linolénico (C18:3,
1-2%) [32], [33].

El aceite de aguacate (AA) contiene diferentes CB, incluyendo fitoesteroles,
carotenoides, alcoholes terpénicos y tocoferoles [32]. Estos acidos se caracterizan por
ser altamente fotosensible y por su tendencia a ser oxidados con facilidad, de modo que
este tipo de acidos grasos necesitan ser protegidos para poder ser incorporados en los

alimentos.

En este contexto, las técnicas de encapsulacion tales como PB, PH y Secado por

aspersion permiten mejorar la estabilidad y biodisponibilidad de este tipo de compuestos.

1.2 Materiales empleados en la estabilizacion de CB

Uno de los aspectos mas importantes en la estabilizacion de CB es la seleccién de los
materiales apropiados. Los materiales de encapsulacion empleados pueden ser
proteinas, polisacaridos, fosfolipidos y surfactantes. La seleccién de los biopolimeros a
utilizar se encuentra relacionada con las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto
bioactivos a estabilizar, su potencial aplicacion y al costo de los materiales de

encapsulacion.

El uso de biopolimeros en la fabricacion de PB y PH se debe a su disponibilidad y al bajo
costo que presentan. Sin embargo el disefio de sistemas de encapsulacion para
propositos de estabilizacion, involucra los estudios sistematicos de las propiedades
funcionales de los biopolimeros por individual y la interaccion molecular entre

biopolimeros y los compuestos. Las dos principales clases de biopolimeros grado
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alimenticio empleados durante la fabricacién de particulas de biopolimeros funcionales
son las proteinas y los polisacaridos.

1.2.1 Proteinas

Las proteinas son utilizadas en la fabricacién de PB en su estado natural, o pueden ser
modificadas (quimica, fisica, o enzimatica) con el fin de ser empleadas en campos
especificos. En general, las proteinas poseen superficie activa (responden al entorno)
debido a que contienen una mezcla de aminodacidos hidréfilos e hidréfobos a lo largo de
su cadena de polipéptidos [17]. Las caracteristicas especificas de las proteinas de grado
alimenticio que se utilizan en la fabricacion de particulas de biopolimeros se muestran en
la Tabla 1-1y Tabla 1-2.

Tabla 1-1 Propiedades moleculares de las proteinas empleadas en la fabricacion de PB
[34][35].

Propiedades Moleculares Proteinas

y Globular: Con residuos no polares en su interior
Conformacion molecular _ _
Lineal: Estructura secundaria

Positiva: - NHz*

Caracteristicas eléctricas Negativo: - COO —

pl: Positivo y negativo

o ) . Funcionalidad: Superficie (efectiva) en comparacion
Caracteristicas hidrofobicas S
con el interior (ineficaz)

_ - Van der Waals, electrostatica, hidrofébica y enlaces de
Interacciones fisicas ]
hidrogeno

o . Intercambios disulfuro, deshidratacion, reacciones de
Reactividad quimica ) ) ]
Maillard, reacciones transglutaminasa

pl: Punto isoeléctrico
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Tabla 1-2 Caracteristicas de las proteinas empleadas en la fabricacion de PB [34]

Tipo de .
Nombre Fuente pl Solubilidad
estructura
- lactoglobulina Leche Globular ~5.0 Agua
Caseina Leche Flexible ~4.6 Agua
Albumina de suero Leche /
_ Globular ~4.7 Agua
bovino Sangre
Lactoferrina Leche Globular ~8.0 Agua
_ Clara de
Ovoalbumina Globular ~4.6 Agua
huevo
o Clara de
Lisozima Globular ~11.0 Agua
huevo
. Yema de
Fosvitina Globular ~4.0 Agua
huevo
a-Lactoalbumina Globular ~4.0 Agua
_ Coladgeno )
Gelatina _ Flexible ~ 8 Agua
animal
Proteina de arveja Arveja Globular
Proteina de soja Soja Globular ~5.0 Agua
Solvente
Zein Maiz Globular ~6.2 o
organico

1.2.1.1 Caseina

La Caseina es una proteina aislada de la leche que una estructura abierta con segmentos
hidrofébicos e hidrofilicos. La caseina puede ser utilizada en la liberacion de compuestos
en sitios especifico debido a su digestibilidad, y baja toxicidad [36]. Esta caracteristica
convierte a la caseina en una proteina con potencial para ser utilizado en el desarrollo

de sistemas de encapsulacion.
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1.2.2 Polisacaridos

Los polisacéridos se caracterizan por poseer econdmicos y presentar alta disponibilidad
[37]. Aligual que las proteinas, los polisacéridos pueden ser modificados (fisica, quimica
y enzimatica) teniendo en cuenta su potencial aplicacion. Las propiedades moleculares
de los principales polisacéaridos se encuentran en la Tabla 1-3. En general, los
polisacaridos son moléculas hidrofilicas y sus mecanismos de estabilizacion son basados
en incrementar la viscosidad de la fase acuosa, inhibiendo el movimiento de las particulas

presentes [17].

Tabla 1-3 Propiedades moleculares de los polisacaridos empleados en la fabricacién de
PB.

Propiedades Moleculares Proteinas

Conformacion molecular Lineal o espiral aleatoria

Positiva: - NHs*
Negativo: - COO—, -SO4—

Interaccién con residuos no polares, conjugacion con

Caracteristicas eléctricas

Caracteristicas hidrofobicas )
proteinas

_ - Van der Waals, electrostatica, hidrofobica y enlaces de
Interacciones fisicas ]
hidrogeno

o . Conjugacion, esterificacion, radicalizacion,
Reactividad quimica o
despolimerizacion,

1.2.2.1 Pectina

La pectina es un polisacérido que posee iones con cargas eléctricas negativas (anionico).
Su pKa (fuerza que tienen las moléculas de disociarse) se encuentra entre 2.9 y 3.5 [38].
La carga eléctrica de la pectina es producto de la relacion entre el pH y su pKa. De este
modo, las pectinas tienden a tener carga negativa a valores de pH altos y carga eléctrica

neutra a pH bajos.
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Las pectinas pueden ser clasificadas como pectinas de bajo metoxilo (BM) y alto metoxilo
(AM). Pectinas AM forman geles bajo condiciones acidas, lo cual es atribuido a la
reduccion de la repulsion electrostatica a valores de pH bajos. Pectinas BM forman geles
en la presencia de iones de calcio, lo cual es atribuido a la capacidad de los iones de
calcio divalente catiénicos (Ca?*) para formar enlaces electrostaticos entre las regiones
anionicas de la estructura de la pectina [34].

1.2.2.2 Goma arabiga

La goma arabiga (GA) es el principal polisacarido natural que se utiliza en la industria de
alimentos. Este polisacarido es extraido de los exudados de Acacia Senegal y se
compone de un alto niumero de fracciones de alto peso molecular. La GA es altamente
hidrosoluble y posee una baja viscosidad en comparacion con otras gomas diluidas, esto

se debe a su estructura compacta [39].

1.2.2.3 Maltodextrina

La maltodextrina es un polisacéarido hidrosoluble de alto peso molecular que se emplea
en la estabilizacion de compuestos a través del método de secado por aspersion. El
secado por aspersion, el alto peso molecular de la maltodextrina previene la adherencia
del producto en la camara de secado y reduce la higroscopicidad del polvo. Otra
caracteristica importante de usar maltodextrina en secado por aspersion son las altas

eficiencias de encapsulacioén que se obtienen [40].

Tabla 1-4 Polisacaridos empleadas en la estabilizacién de CB [34][41].

Tipo de - .
Nombre Fuente Carga pKa Gelificacion
estructura
) lineal / . Enfriamiento (K* o
Carragenina Algas o Anionico 2,0
helicoidal Ca?*)
) _ . Entrecruzamiento
Alginato Algas Lineal Aniodnico 3.5

C a2+
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Paredes i
. » . Azucar/Calentamient
Pectina celulares de Ramificado Anibnico 29-33
0 (AM); Ca?* (BM)
las plantas
Pectina a Pulpa de i
) B . Calentamiento (AM);
partir de remolacha Ramificado Anidnico 29-33
Ca?* (BM)
remolacha azucarera
Goma Savia de B . Forma geles a altas
. ) Ramificado Anidnico ~-3,5 )
arabiga acacia concentraciones
] crustaceos ) o Entrecruzamiento
Quitosano . Lineal Cationico 6,5 )
invertebrados polifosfato
Goma Xanthomonas lineal / o Forma geles a altas
) o Anibnicos 3.5 i
xantana caspestris helicoidal concentraciones

1.2.3 Surfactantes

Los surfactantes son utilizados en la de y la estabilidad de CB hidrofilicos y lipofilicos. La
fuerza conductora que permite la obtencién de sistemas de encapsulacion es el auto-
ensamble a través de efectos hidrofébicos. De este modo, se evita emplear métodos

mecanicos (homogenizacion) en la estabilizacién de los CB.

Surfactantes hidrosolubles con un balance entre sus grupos hidrofilicos y lipofilico (BHL)
entre 8 y 18 se emplean en la formacion de emulsiones oleosas en acuosas (O/W),
permitiendo que las moléculas oleosas puedan ser incorporadas en productos acuosos.
Surfactantes liposolubles con BHL entre 2 y 6 son utilizados en la formacion de

emulsiones agua en aceite (W/O).

Las emulsiones O/W son utilizadas en la estabilizacion de CB lipofilicos. No obstante, las
emulsiones son inestables a condiciones expuestas durante su produccion, transporte, y
almacenaje. En busca de sobrepasar estas limitantes, se emplea tipos alternativos de

emulsiones como las PH.
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Tabla 1-5 Tipos de Surfactantes empleados en la estabilizacién de CB [34].

Nombre Caracteristica Abreviacion Solubilidad NLIJ3r:|eLro
Lecitina I6nico - Hibrido Agua - 2-8
Aceite
Monoleato de Sorbitano Span 80 Aceite 4.3
Triestearato de sorbitano Span 65 Aceite 2.2
Monoestearato de Span 60 Aceite 4.7
sorbitano
Monopalmltato de Span 40 Aceite 6
Sorbitano
Monolaqreato de No ionico Span 20 Aceite 8.6
sorbitano
Paliglicerol poliricinoleato PGPR Aceite 15
Polisorbato 80 Tween 80 Agua 15
Polisorbato 60 Tween 60 Agua 14.9
Polisorbato 40 Tween 40 Agua 15.6
Polisorbato 20 Tween 20 Agua 16.7

1.3 Métodos de estabilizacion

Existen diferentes métodos de encapsulacion de CB basados en procesos, fisicos, fisico-

guimicos y quimicos. Entre los métodos de encapsulacion basada en la modificacién de

las propiedades fisicoquimicas se encuentra las PB. Las principales fuerzas de

interaccion involucrados en la formacion de las PB se encuentran en la Tabla 1-6.

Los métodos empleados durante la fabricacion de PB pueden ser clasificados en dos

categorias: reduccion de tamafio de particula (RTP) e incremento del tamafio de particula

(ITP).
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Tabla 1-6 Interacciones fisicoquimicas entre biopolimeros y factores relevantes

Tipo de _
_ . Signo Efecto del entorno
interaccion
Magnitud:
Atractivo: e pH
Cargas e Constante dieléctrica del
Interaccion opuestas. biopolimero
electrostatica Repulsivo: Rango:
Cargas e pH
similares e Fuerza ibnica
e Constante dieléctrica
Magnitud:
Enlaces de _ e Temperatura
. Atractivo S
hidrogeno e Constante dieléctrica del
solvente
Magnitud y rango:
_ o Caracteristicas del
Interacciones _ , .
_ o Atractivo biopolimero
hidrofobicas o
o Constante dieléctrica
. Temperatura
Efecto de _ y
] Magnitud y rango: Conformacion
volumen Atractivo _ .
_ del biopolimero
excluido

1.3.1 Reduccién de tamafio de particula

La RTP involucra la reduccién del tamafio de particulas solidas o liquidos. En esta

categoria, el sistema mas relevante de encapsulacion es aquella basada en emulsiones

(Tabla 1-4). La fabricacion de emulsiones se puede realizar empleando dos enfoques:

alto y bajo consumo energeético.
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En el enfoque de alto consumo energético las particulas son producidas por medio de
equipos mecanicos tales como los homogeneizadores. Estos equipos se caracterizan por
tener un alto costo en el mercado, ademas de los altos costos asociados a su operacion
y mantenimiento. En cambio, el enfoque de bajo consumo energético se caracteriza por
ser un método econdémico y facil de implementar en la industria [42]. Este enfoque de
bajo consumo energético estd relacionado al método de formacién espontanea de
particulas. No obstante, este enfoque requiere altas cantidades de surfactantes y las
emulsiénes formadas son inestables a temperaturas elevadas debido a la naturaleza de

los surfactantes empleados [43].

1.3.1.1 Emulsificacion espontanea

La emulsificacion espontanea es el método de bajo consumo energético de mayor uso y
se caracteriza por producir particulas con tamafios de particula pequefios [44] . El método
de estabilizacién se basa en poner el surfactante junto con la fase oleosa, esta mezcla
es llamada fase organica. La fase organica se inyecta en la fase acuosa. Al realizar
alteraciones en el sistema tales como mezclado, los surfactantes migran de la fase

oleosa a la fase acuosa, produciendo las particulas [45].

1.3.1.2 Particulas de hidrogel

Las particulas obtenidas por medio de emulsificacibn espontanea son inestables a
cambios térmicos. Con el propdsito de resolver estos inconvenientes se puede incorporar
la fase organica (surfactante + fase oleosa) en una fase acuosa que contenga algun tipo

de biopolimero (gelatina), la cual inhibe la agregacion de particulas.

Las particulas de hidrogel (PH) se forman en dos etapas. La primera etapa comprende
la preparacion de una emulsion O/W, (a través de emulsificacibn espontanea)
homogenizando la fase oleosa con el surfactante. La segunda etapa consiste en
combinar las particulas obtenidas en la emulsificacion espontanea, en una solucion de
biopolimeros. La mezcla es sometida a alteraciones del entorno (temperatura, agitacion)

con el propésito promover la formacion de las PH [46].
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Tabla 1-7 CB lipofilicos estabilizados empleando PH.

Compuesto Fase oleosa Biopolimeros Formacion Reference
CB lipofilico Aceite de maiz Caseina : Gelatina IE [47]
CB lipofilico Aceite de maiz Alginato: Caseina IE [48]
CB lipofilico Aceite de canola  Caseina : Pectina AM IE [44]
o Aceite de . _
CB lipofilico Caseina : Pectina BM IE [20]
pescado
Aceite de Caseina : Pectina de
Omega - 3 IE [49]
pescado AM

IE: Interaccién electrostatica

Tabla 1-8 CB estabilizados empleando emulsificacion espontanea.

Fase
Compuesto Biopolimeros Surfactante Referencia
oleosa
. Gelatina : Gelatina de
CB lipofilico MCT Tween 80 [50]
postres
Vitamina E MCT NA Tween 80 [43]
] Span 20
Aceite de
. Tween 20, 40,
CB lipofilico canola, NA [42]
60, 80y 85
MCT
Aceite _
. Aceite de
esenciales ] NA Tween 80 [45]
_ maiz
(Thyme oil)

MCT: Triglicéridos de cadena media

NA: No aplica

En la industria de alimentos, los hidrogeles son fabricados empleando biopolimeros. La
naturaleza de los biopolimeros empleados durante su fabricacion determinan las
propiedades fisico-quimicas y funcionales de los hidrogeles. El costo de las proteinas
representa un alto costo para el proceso. De modo, que encontrar proteinas de bajo costo

es de gran interés en el desarrollo de sistemas de encapsulacién viables a nivel industrial.
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1.3.2 Incremento de tamafio de particula

En el caso de los métodos ITP se caracterizan por crear particulas por medio de auto-
ensamble de las moléculas debido al cambio en las condiciones del entorno, tales como
el pH, fuerza idnica, temperatura, o concentracion [51]. En los métodos ITP empleados
para preparar PB actian principalmente dos tipos de fuerzas: i) asociativa y ii)
segregativa [52]. Estos métodos dependen de las condiciones en que se encuentren los
biopolimeros y el solvente involucrado, ademas de la naturaleza del mecanismo que

induce la formacion de las PB.

1.3.2.1 Particulas de biopolimeros

Las PB son estructuras coloidales que pueden ser elaboradas a partir de uno o mas tipos
de moléculas de biopolimeros las cuales tienen un nimero de potenciales aplicaciones
en diversos campos. Por ejemplo en la industria de alimentos, las PB pueden ser
empleadas para encapsular y proteger CB o para modificar la estabilidad, textura, y
propiedades Opticas en productos alimenticios (Tabla 1-9) [53]. Las proteinas
contribuyen a aumentar la eficiencia de encapsulacion proporcionando afinidad para
unirse a los CB a través de enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofébicas, mientras
gue los polisacaridos funcionan como una barrera para proteger la degradacion
enzimatica de las proteina en el estbmago y por lo tanto proporcionar una liberacion de

los compuestos encapsulados en el intestino delgado [52].

Tabla 1-9. Compuestos bioactivos estabilizados por medio de PB.

. i Método de _
Clase CB Biopolimero » Referencia
formacion
_ . ] Auto-
Carotenoides Curcumina Caseina [54]
ensamble

. _ _ Interaccion
Curcumina Zein / Pectina » [55]
electrostatica

Acidos L _ B-lactoglubulina  Interaccion
a- Acido linoleico _ . [56]
grasos / Pectina electrostatica
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Compuestos _ Policaprolactona Precipitacion
. Catequinas _ _ [57]
fendlicos (PCL) / Alginato  antisolvente
Quitosano / o
. o _ Gelificacion
Acido clorogénico trifosfato de _ o [58]
_ ionotropica
sodio
Trifosfato de o
. o _ Gelificacion
Acido elagico sodio / _ o [59]
_ ionotropica
Quitosano
_ Zein : Caseinato Precipitacion
Quercetina _ _ [60]
de sodio/ antisolvente

Glianidin: Zein : o,
Precipitacion

Resveratrol Caseinato de . [14]
_ _ antisolvente
sodio / Pectina
o Caseina / Interaccién
Antocianinas _ » [46]
Pectina AM electrostatica
Timol (2-isopropil-  Zein: Caseina / Interaccién 61]
5-metilfenol ) Quitosano electrostatica
3,457 - i Interaccioén
Caseina / »
tetrahydroxyflavone _ electrostatica [36]
T Pectina o
— 3- rutinoside —gelificacion.
_ _ Riboflavina Caseina / Interaccion
Vitaminas o _ _ [62]
(Vitamina B2) Quitosano electrostatica
a-Tocoferol . _ Interaccién
o Zein / Quitosan . [63]
(Vitamina E) electrostatica
Indole-3- carbinol Zein / Separacion
Mezcla de o
, , and 3,3- Carboximetil de fases - [64]
bioactivos

diindolyBMethane quitosan Gelificacion
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1.3.2.2 Secado por aspersion

El secado por aspersion es la tecnologia de encapsulacién empleada por la industria de

alimentos en la estabilizacién de colorantes naturales y CB. Este método se caracteriza

por trabajar en continuo, ser de bajo costo y producir capsulas de buena calidad. Ademas

la tecnologia requerida para producir las capsulas se encuentra disponible [65]. El secado

por aspersion se ha utilizado para estabilizar ciertas clases de compuestos fendlicos,

algunos de los principales se encuentran en la Tabla 1-10.

Tabla 1-10. CB estabilizados por medio de secado por aspersion.

Clase CB Fuente Biopolimero Referencia
Maltodextrina
Compuestos o Zanahoria [28 — 31 DE]
. Antocianinas [66]
fenolicos negra Glucodry 210
[20-23 DE]
Goma arabiga
L Semillas de (40%) y
Procianidinas _ [67]
uva maltodextrina
(60%)
Maltodextrina
_ Grosella negra DE 11
Polifenoles _ . [68]
(Ribes nigrum) DE 18
DE 21
Maltodextrina
DE (14-17)
_ Cascara de
Polifenoles DE (18 - 20) [65]
granada
DE (13 - 17)

DE (16.5 — 19.5)

DE: Dextrosa equivalente






Capitulo 2: Materiales y Métodos

Uno de los factores mas criticos al momento de estabilizar CB es la seleccion de materiales
apropiados. El potencial uso industrial de los CB estabilizados por medio de encapsulacién
se encuentra ligado a los métodos y condiciones de fabricacion, ademas de los materiales
involucrados durante la estabilizacion. Un CB estabilizado ideal debe ser formado
completamente a partir de materiales grado alimenticio, brindar proteccién contra
condiciones adversas del entorno y poseer alta eficiencia de carga. Entre los materiales
empleados en la fabricacion de cpsulas capaces de estabilizar CB se encuentran: i)
proteinas, ii) polisacaridos, y iii) surfactantes. El uso de los materiales puede ser por

individual o en combinacion.

Con el propésito de establecer las condiciones del proceso en las cuales se obtienen alta
eficiencia de encapsulacién de CB, se tomé la decisibn de emplear materiales grado
analitico durante la parte experimental, a pesar de conocer el alto costo que representa el

uso de estos materiales a nivel industrial.

2.1 Materiales

El polisorbato 80 (Tween 80) se compré a Alfa Aesar (Ward Hill, MA, USA). Gelatina
comercial (Frutifio sin sabor) y Aceite de oliva (Olivetto) se adquirié de un distribuidor local
(Manizales, Caldas, Colombia). Goma arabiga y Pectina de AM (Genu Pectin (Citrus)) se
compr6 a CP Kelko (Atlanta, Georgia, USA). Su grado de esterificacion fue
aproximadamente 61.4%. Maltodextrina (Dextrosa equivalente (DE 21)) se compré de
Shandong Bangye Co Ltda (Yishui, Shandong, China) Caseina en polvo, se compré de
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Todos los reactivos quimicos empleados durante el
desarrollo de la parte experimental se compraron a Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Agua
grado HPLC se empleé durante la preparacion de las soluciones y las emulsiones. Los CB
a estabilizar: extracto de mora rico en compuestos fendlicos (BE) y aceite de aguacate

(AA) fueron producto del desarrollo de la tesis de Doctoral de Javier Davila Rincén (2015)
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[69]. El extracto de mora se obtuvo a partir del residuo de su procesamiento de la fruta
(semilla y pulpa), los cuales fueron suministrados por Frugy S.A (Manizales, Colombia). El
fruto de aguacate se compro a un distribuidor local en Manizales, Colombia.

Figura 2-1. Materias primas y CB empleadas durante el trabajo: a) residuo de mora, b) fruto de

aguacate, c) extracto de mora, y ¢) aceite de aguacate [69]

g |

2.2 Metodos experimentales.

Durante el desarrollo del trabajo de investigacion se estabilizaron los CB empleando los
métodos de encapsulacion: i) particulas de biopolimeros, ii) Secado por aspersion vy iii)
particulas de hidrogel. Las PB y Secado por aspersion se elaboraron con el propésito de
estabilizar extractos ricos en CF y las PB se fabricaron para estabilizar AA.
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2.2.1 Particulas de biopolimeros

2.2.1.1 Preparacion de las soluciones de caseina,

pectinay goma arabiga

Las soluciones acuosas de caseina (CB) (5% wi/v), Pectina citrica (Pe) (2% wi/v) y goma
arabiga (GA) (2% wi/v) se prepararon dispersando cada polimero dentro de una solucién
buffer fosfato (10mM ; pH 7.0; 500 rpm; 25°C). La solucion se dejo durante la noche hasta
completar la hidratacion. Transcurrido este periodo se ajust6 el pH de las soluciones a 6.0.

2.2.1.2 Preparacion de particulas de biopolimeros sin

extracto

Las PB sin carga se fabricaron siguiendo el procedimiento descrito por Arroyo &
McClements [46] con algunos modificaciones. En total se elaboraron 2 sistemas de
estabilizacion: i) caseina — pectina y ii) caseina-goma arabiga. A cada sistema (mezcla de
las soluciones de biopolimeros) se les evalué diferentes relaciones v/v (1:1, 2:1y 1:2). Los
sistemas se sometieron a agitacion constante a 200 rpm durante un periodo de 3 minutos.
Luego a los sistemas se les ajusto6 el pH a 6 y se sumergié en bafio maria a 90°C durante
5 minutos con el fin de promover el desdoblamiento de la proteina globular (caseina).
Después tratamiento térmico, se realiz6 un paso de acidificacion con el objetivo de
promover la adsorcién de las moléculas de pectina sobre la superficie de las particulas de

proteina. Luego se ajust6 el pH de la solucion desde 6 a 4.0 agregando HCL 0.1 M.

2.2.1.3 Preparacion de PB con carga.

A partir de los sistemas de estabilizacion elaborados en el numeral anterior (2.2.1.2.) se
evalud su capacidad de incorporacion de extractos de mora ricos en CF (Figura 2-2). La
solucion del extracto se agregd a los sistemas de encapsulacién hasta alcanzar una
concentracion de 300 o 600 mg/mL, considerando los resultados encontrados por Arroyo-

Maya & McClements 2015 [46]. Los sistemas con el extracto se sometieron a
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calentamiento térmico en bafio maria a 90°C durante un periodo de 5 minutos. Luego del
calentamiento, se realizd una etapa de acidificacién donde se ajust6 el pH desde 6.0 a 4.0
con HCL (0.1 M). La resultante suspension de PB se almacenaron a 4°C hasta futuros

analisis.

Figura 2-2 Esquema de estabilizacion de CF empleando PB

Extracto de mora

/

Sistemas:

i ) Ajuste condiciones
1) Caseina-Pectina
del entorno

2) Caseina-Goma

Interaccién iénica e
‘ ‘ ' ‘ i 5 [ ® \
P\ PP hidrofébica ‘:..7
M 000
‘ ‘ il oo "" ‘,
Proteina: Polisacarido  Extracto rico o
Obtencién de

en compuestos
capsulas

fenolicos

2.2.2 Particulas de Hidrogel

2.2.2.1 Formacién de emulsiéon

La emulsién se prepararon empleando el método de emulsificacion (EES) espontanea
empleando un tween 80. La emulsion se realizo con el objetivo de facilitar la formacion de
particulas con diametros pequefios. La fase oleosa que se emple6 fue AA. La EES se llevo

a cabo siguiendo la metodologia desarrollada por Komaiko & McClements 2015 [50], la
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cual consiste en la adiccién de la fase oleosa y el surfactante dentro de una solucién
acuosa a 60°C. La fase organica se encuentra compuesta por la fase oleosa y el
surfactante. La fase orgénica se agregé empleando una micropipeta durante un periodo
de 10 minutos. Luego de agregar la fase orgénica a la fase acuosa, la mezcla se agité
durante un periodo de 10 minutos. Las emulsiones tuvieron una relacion surfactante: fase
oleosa fue de 1. El sistema consiste en 1% (p/p) Aceite de aguacate, 1% (p/p) Surfactante
(Tween 80), y 98% (p/p) de la fase acuosa (Figura 2—3).

2.2.2.2 Formacion de particulas de hidrogel

Las condiciones de preparacion de las PH en la estabilizacion de aceite de aguacate se
realizaron por medio de hidrogeles. La metodologia se basé en los estudios publicados
previamente por Komaiko & McClements 2015 [50]. La solucién acuosa se sometié a
calentamiento (60°C) y agitacion durante un periodo de 10 minutos antes de la dilucién de
la gelatina. La gelatina en polvo fue gradualmente agregada en un la solucién acuosa a
60°C con agitacién constante (Figura 2-3). Las muestras se dejaron equilibrar a
temperatura ambiente (~25°C) durante una hora con el fin de promover la formacién del

gel. El sistema de PH final contiene 2% (p/p) de gelatina.

Figura 2—3 Representacion de la formacién de hidrogeles en la estabilizacion de aceite de

aguacate.
Aceite de I:E:I ?é Surfactante no
Aguacate i6nico (Tween 80)
" L, e oo

Emulsificacion |%,tea 5545

) alosion'd,

espontanea [s . s “4°

o {g} \;'O\'l)

Y77

Gelatina

Gelificacion

AR
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2.2.3 Secado por aspersion

El extracto de mora rico en CF, el cual contiene un contenido de solidos de 9 °Brix se
suplemento con maltodextrina hasta obtener una concentracion de solidos de 18, 27 y 36
°Brix. Luego, la mezcla soluciones obtenidas se sometieron a agitacion (300 rpm) en

condiciones oscuras hasta diluir completamente.

El proceso de estabilizacion se realiz6 empleando un secado por aspersion a escala de
laboratorio (Model B191, Buchi, Laboratoriums — Technik, Flawil, Switzerland). Las
condiciones en la cual se llevé el proceso de estabilizacion se basé en estudios realizados
por Ferrrari et al [70]-[73] La mezcla a estabilizar se alimenté al interior de la camara de
secado a temperatura ambiente (25°C) empleando una bomba peristaltica con un flujo
ajustado a 0.44 L/h. La temperatura del aire de entrada fue 160°C y temperatura de salida
estuvo entre 75 a 80°C. El tamafio del atomizador fue de 0.7 mm de didmetro. El flujo de
aire de entrada fue 0.36 m®/ h. El polvo obtenido se almaceno en recipientes &mbar y se

almacenaron a 4°C hasta realizar la caracterizacion (Figura 2—4).

Figura 2—4 Equipo de secado por aspersion.

Entrada: Aire
y compuesto

\ Alimentacion
de la mezcla
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2.3 Caracterizacion de los CF estabilizados

2.3.1 Tamafo de particula

El tamafio de particula de las muestras fue analizado a diferentes pH (4 - 6) empleando un
Instrumento de dispersion dinamica de luz (Zetasizer Nano ZS series, Malvern Intruments
Ltda, Malvern, UK) (Figura 2-5). Las muestras a ser analizadas fueron diluidas agregando
10 pL del sistema dentro de 5 mL de buffer fosfato (10 mM). El buffer se encuentra al
mismo pH de la muestra con el objetivo de evitar los multiples efectos de dispersion [47].
El fundamento de la técnica se basa en la dispersion de la luz por las particulas debido al
movimiento browniano en movimiento en un liquido [74]. EI movimiento de las particulas
es relacionado con el tamafio de las particulas. Cada valor arrojado por el equipo fue un

promedio de 13 corridas.

2.3.2 Carga eléctrica (¢- Potencial)

La carga eléctrica de las particulas se midieron a diferentes pH (3 - 6) empleando un equipo
de electroforesis de particula (Zetasizer Nano ZS series, Malvern Intruments Ltda, Malvern,
UK) (Figura 2-5). Las muestras fueron diluidas antes de realizar la mediciéon agregando 10
pL del sistema dentro de 5 mL de buffer fosfato 10 mM. El buffer se encuentra al mismo
pH de la muestra. Los sistemas diluidos se introdujeron en celdas y se realizaron las
mediciones. La técnica se basa en determinar la direccién y velocidad de las particulas en
movimiento en un campo eléctrico aplicado. El potencial-{ proporciona una estimacién de
la carga neta de una particula real mas la carga asociada con cualquier de los iones que
se mueven junto con la particula en el campo eléctrico. Una medicion de potencial-C
individual reportada por el equipo es el promedio de 3 lecturas tomadas de la misma

muestra.
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Figura 2-5 Instrumento de electroforesis de particula (Zetasizer, Nano ZS series, Malvern
Instruments Ltda, Malvern, UK)

2.3.3 Determinacion de Compuestos Fendlicos

El contenido de compuestos fendlicos totales(CFT) se determiné empleando el método
Folin — Ciocalteu [75]. En el caso de los compuestos estabilizados se realiz6 una etapa
adicional en comparacion con las muestras sin estabilizar. La etapa adicional consiste en
realizar una ruptura de la capa que rodea los compuestos bioactivos. Esta ruptura se
realiz6 sacando una alicuota del sistema que contiene las capsulas formadas y diluirla en
dimetil sulféxido (DMSO) a una relacion 1:5 (v/v) entre las capsulas y el solvente. Luego,
se cogié una alicuota de 0,2 mL del sistema diluido junto con 1 mL del reactivo Folin —
Ciocalteu y se agregaron a 4,8 mL de agua destilada. La mezcla se sometié a agitacion
y se agregd 1 mL de una solucion de carbonato de sodio al 20% (Na.COs). Las soluciones
se dejaron en reposos a temperatura ambiente en condiciones oscuras durante un periodo
de 2 horas. Se tomaron alicuotas de las muestras para determinar el contenido de
compuestos fendlicos totales (CFT) empleando un espectrofotémetro (Jenway UV/ Visible
Spectrophotometer, Thermo - scientific, Staftodshire, UK) a una longitud de onda 765 nm.
Acido gélico se emple6 en la elaboracion de la curva estandar. El contenido de CF se
realizo por triplicado y los datos se reportaron como mg de acido gélico equivalente por g

de extracto (mg GAE g).
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2.3.4 Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion

La eficiencia de encapsulacién (EE) se determiné centrifugando a 6000 rpm (Hermle
Labortechnik GmbH, Germany) una alicuota del sistema en el cual se encuentran las PB
cargadas con los extractos ricos en CF con el objetivo de separar los compuestos
atrapados y compuestos libres en la solucion. La concentracion de los compuestos
fendlicos libres (CFL) (no encapsulados) en la solucion acuosa se determiné midiendo la
absorbancia a 765 nm en espectrofotémetro (Jenway UV/ visible spectrophotometer,
Thermo-scientific, Staftodshire, UK). La cantidad de compuestos fendlicos libres se
determind a partir de una curva estandar y la eficiencia de carga se calculé6 empleando la
Ecuacion 1.

CFT — CFL

0 - - i
%EE o 100 Ecuacion (1)

Donde: CFT = Compuestos fendlicos totales

CFL = Compuestos fendlicos libres

2.3.5 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los sistemas se determiné midiendo la capacidad de los
compuestos fendlicos en las muestras para secuestrar radicales libres DPPH (2,2,-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl) siguiendo el método de Brand-Williams [76]. La solucién de
DPPH se elaboré disolviendo 20 mg de DPPH en 100 ml de etanol y se aBMacené a -
20°C. El grado de decoloracién de la solucion indica la eficiencia anti-radical de la sustancia
afadida. Cada muestra fue diluida. Luego se adicion6 150 pL de las diluciones de las
muestras en 2850 pL de la solucién de DPPH (0.2 mM) y se dejé en reposo en ausencia
de luz durante 60 minutos. La absorbancia de la solucién se midi6 en espectrofotémetro a
515 nm (Jenway UV/ visible spectrophotometer, Thermo-scientific, Staftodshire, UK).
Soluciones de trolox desde 100 a 1000 uM se agregaron a la solucion DPPH como
estandar. Los resultados son expresados en términos capacidad antioxidante equivalente

de Trolox (TEAC, por sus siglas en inglés).
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2.3.6 Morfologia de particula

La morfologia de particula y la apariencia de las particulas fueron analizadas empleando
microscopio electrénico de barrido (SEM) (FEI QUANTA 250) (Figura 2-6). El SEM se
emplea para observar la forma de las particulas formadas. Antes de realizar la medicién
empleando SEM los sistemas evaluados fueron sometidos a liofilizaciéon con el objetivo de
obtener los compuestos en forma sélida.

Figura 2—6 Microscopio de barrido electrénico (SEM) FEI QuantaTM 250

2.4 Descripcion del proceso de simulacion

2.4.1 Proceso de simulacion

Los datos obtenidos durante el desarrollo de la parte experimental son la base del
desarrollo de la simulacion. EL proceso se evalu6 para una base de calculo de 1 t/h, para
ambos casos: CF y AA. Esta base de célculo se estim6 considerando el volumen total de
produccion nacional (Figura 1-7).Estos datos son alimentados al proceso de simulacion.
La principal herramienta de simulacién empleada fue el paquete Aspen Plus v8.0 (Aspen
Technology, Inc., USA). Algunos de los compuestos involucrados en el desarrollo de la
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simulacién no se encontraron en la base de datos de Aspen Properties, de modo que fue
necesario calcular sus propiedades. El céalculo de propiedades se realizé dibujando el
compuesto en “User Defined Compound Wizard” of Aspen Plus v8.2 y luego exportarlo
dentro del médulo de propiedades, el cual utiliza los datos reportados por el Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologias (NIST). EI modelo termodindmico empleado
durante el desarrollo de la simulacién fue el Non Random Two Liquids (NRTL). La
estimacion de los requerimientos energéticos se realizd basados en los resultados de los

balances de masa y energia generados por la simulacion.

2.4.2 Evaluacion econdmica

El analisis econdmico se realiz6 empleando el software comercial Aspen Economic
Analyser V. 8.0. [46 —53]. El analisis econ6mico nos proporciona el costo estimado de
produccién por kilogramos de productos en los modelos de estabilizacién. El costo total de
producciéon considera los costos de materias primas, utilidades, mano de obra,
mantenimiento, y costos administrativos. El analisis se estim6 en délares por un periodo
de 10 afos a una tasa de interés anual del 16.02%. Teniendo en cuenta el método de
depreciacién en linea recta y un impuesto sobre la renta del 33%. Empleando la
informacion suministrada por Aspen Plus y los datos ingresados de acuerdo a las
condiciones especificas del proceso, el software estima el costo de capital de las unidades
de proceso, el costo de operacion entre otros datos de interés. En la Tabla 2-1, Tabla 2—
2 y Tabla 2-3 se muestran los costos de los items empleados durante el analisis

econdémico.

Tabla 2—1 Parametros econémicos empleados durante la simulacion.

Parametro Unidades Unidades Referencia
Impuestos a la
% 33 [84]
renta
Tasa de interés
% 17 [84]
anual
Costo operario uUsD/h 2,14 [84]
Costo supervisor uUsD/h 4,29 [84]
Electricidad @ USD/kWh 0,10 [84]
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Agua potable USD /m3 ‘ 1,25 ‘ [84]
Combustible USD / MWh ‘ 26,81 ‘ [84]

aPromedio de costos Nacional

Tabla 2—-2 Precios de las materias primas empleados durante la evaluacion econémica.

Parametro Unidades Precio Referencia
Extracto de mora USD/ kg 23,4 [69]
Aceite de aguacate USD/kg 40 [69]
Maltodextrina USD/kg 0,6 [85]
Goma arabiga USD/kg 4,18 [86]
Pectina alto
_ USD/kg 12,1 [86]
metoxilo
Caseina USD/kg 35 [85]
Gelatina USD/kg 5,94 [86]
Surfactante (Tween
80) USD/ton 1500 [85]

Tabla 2-3 Precios de los productos empleados durante la evaluacién econémica.

Parametro Unidades Precio (USD / kg) Referencia

Extracto de USD/kg 240 [87]

arandano (polvo)
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Capitulo 3: Resultados experimentales

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de los CB

La caracterizacion fisicoquimica de los CB a estabilizar ( EM y AA) a través de los métodos
de encapsulacion PB, SA 'y PH, fue realizé en conjunto con la tesis de doctorado de Javier
Andrés Davila Rincén [69].

3.1.1 Extracto de mora (Rubus glaucus benth)

El EM estabilizado fue obtenido empleando fluidos supercriticos (45°C; 300 bar; Agua:
etanol/ 90:10). Los resultados obtenidos del EM se muestran en la Tabla 3—1. El contenido
de CFT del extracto de mora fue 5,39 + 0,02 mg GAE/ g de extracto. El cual se encuentra
en el rango de los reportados por Pasquel et al [29]. Los autores [29] evaluaron la
extraccion de CF de los residuos de mora. Encontr6 que el contenido de CF incrementa al
aumentar la temperatura de extraccion. Este incremento en el contenido de CF se debe a
gue las altas temperaturas incrementa la solubilidad de los CF. La actividad antioxidante
se obtuvo median el método DPPH dando como resultado 40,3 TEAC. La actividad
antioxidante se encuentra entre los reportados por Pasquel et al. [29] (Tabla 3—1). . Autores
como Machado et al. [88] reportaron que un incremento en CF en los extractos es debido
al uso de solventes durante la extraccion de CF. Sin embargo, la obtenciéon de un mayor
contenido de CF o actividad antioxidante depende no solo del método de extraccion.
Existen otros factores a considerar tales como, variedad del fruto, estado de madurez,

condiciones agroecoldégicas del cultivo, y forma de preparacion de las muestras [89].
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Tabla 3—-1 Contenido de polifenoles y actividad antioxidante del extracto de mora (Rubus
glaucus benth)

Pasquel Pasquel Pasquel Pasquel Pasquel

Caracteristica ESté etal[88] etal[88] etal[88] etal[88] etal[88]
estudio 2 ) . g . .

Compuestos
fenolicos totales 539+ 4.44 + 3,77+ 12,73 £ 6,51 + 49,36 +
[mg GAE/ g de 0,02 0,30 0,30 1,26 0,30 0,27
extracto]
Actividad
antioxidante DPPH 40,3 + 21,24 + 21,57 + 53,43 + 45,07 £ 96,11 +
TEAC [umolTE/g de 0,36 0,54 0,54 4,51 2,2 4,49
extracto]

aExtraccién supercritica (45°C; 300 bar; Agua: Etanol/ 90:10)

b Extraccion supercritica (60°C; 200 Bar)

¢ Extraccion supercritica (40°C; 200 Bar)

d Extraccién supercritica (60°C; 150 Bar; CO2:EtOH/90:10; Asistida con ultrasonido)
¢ Extraccién supercritica (60°C; 150 Bar; CO2:EtOH/95:5; Asistida con ultrasonido)
fExtraccion supercritica (60°C; 150 Bar; CO2:Agua/90:10; Asistida con ultrasonido)

3.1.2 Aceite de aguacate

Los CF presentes en las frutas y vegetales son los principales responsables de la actividad
antioxidantes de los CB. EIl AA analizado por el método Folin Ciocalteu mostré un contenido
de compuestos fendlicos de 1,6 + 0,2 mg GAE/ g (Tabla 3-2). El contenido de metabolitos
secundarios en vegetales estd condicionado a mudltiples factores. Entre los mas
representativos se encuentran las condiciones agronémicas y ambientales en que fueron
producidas [89]. Este valor es ligeramente inferior a los reportados por Daiuto et al [89] y
Wang et al [90] (Tabla 3-2 ). Este valor puede ser consecuencia de las condiciones de

extraccion del aceite, ademas de las condiciones de cultivo del fruto.

Con respecto a la capacidad antioxidante del AA evaluado por el método DPPH se
presentan en la Tabla 3-2. La capacidad anti-radical DPPH del aceite estudiado fue de 2,8

+ 1,2 TEAC. Autores como Prescha et al [91] encontraron que la capacidad antioxidante
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de los aceites extraidos a partir del aguacate se debe a la fraccion lipofilica (tocoferoles)
en lugar que la fraccion hidrofilica (compuestos fendlicos). Los valores de actividad
antioxidante de AA son relativamente bajos en comparacion con otro tipo de extractos de
frutas. Unarazoén de este valor se debe a que del total del fruto de aguacate, la parte oleosa
es la que menor cantidad de CF posee. Los mayores valores se encuentran en la semilla
y la cascara [89], [90]. Conociendo que los AA no tienen altos contenidos de CF ademas
de su baja actividad antioxidante, estos aceites pueden ser empleados como medios de

transporte de otro tipo de CB tales como vitamina lipofilicas.

Tabla 3—-2 Contenido de polifenoles y actividad antioxidante del de aceite de aguacate.

Este Prescha Daiutoet Wang et
estudio et al [91] al [89]2 al [90]2

Caracteristica

Compuestos
fenodlicos totales 1,6 +0,2 ND 33+0.7 49+0.7
[mg GAE/ g]
Actividad
o 0.58 +
antioxidante DPPH 28+1,2 0.08 81+19 13 +£0.1

TEAC [umoITE/g]

ND: No determinada

aPulpa de aguacate

3.2 Particulas de biopolimeros
3.2.1 Soluciones de biopolimeros

3.2.1.1 Caracteristicas eléctricas de las soluciones

biopoliméricas

A nivel laboratorio se evalué la influencia del pH sobre las caracteristicas eléctricas de las

tres soluciones de biopolimeros (Caseina, Pectina y Goma arébiga).
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Los resultados mostraron que el Z-potencial se encuentra influenciado por el pH de la
solucion. Conocer la carga eléctrica de las soluciones de biopolimeros permite conocer en
gue rangos de pH existe atraccion o repulsién de las soluciones de biopolimeros. Ademas,
la carga eléctrica de las soluciones define su estabilidad.

En el caso de la solucidn de caseina, el {-potencial cambia de negativo a positivo a medida
gue el pH disminuye de 6 a 3 con una carga nula alrededor del pH 4,3 (Figura 3—1). David-
Parto et al. [14], atribuyen este cambio de las propiedades eléctricas en las proteinas
debido a la presencia de grupos amino (-NH2) y carboxilo (-COOH) en su estructura. A pH
igual a 4 se observa que la solucién de proteina presenta cargas eléctricas positiva., lo
cual es importante si se desea generar atraccion con las soluciones de polisacéridos. Los
datos encontrados del comportamiento de la carga eléctrica respecto a los valores de pH
son similares a los reportados por Arroyo-Maya & McClements [46]. Los autores reportan
valores de carga eléctrica a pH basicos (pH 8,0) de la caseina de -20 mV y a valores &cidos
(pH 3.0) de -30 mV. El valor del punto isoeléctrico (pl) de la caseina encontrada en este
estudio fue ligeramente menor a los reportados por Luo et al [36] y Arroyo-Maya &
McClements [46]. Los autores reportaron la pl de la caseina a un valor de pH aproximado
de 4,6.

En el caso de las soluciones de polisacaridos (pectina y GA) se comportaron como poli-
electrolito anionico (Figura 3-1). Es decir, que las soluciones mantienen sus cargas
eléctricas negativas en todo el rango de pH evaluados. Sin embargo, a medida que las
soluciones se acidifican se nota una disminucién en su carga eléctrica. Esto se debe a que
las soluciones de biopolimeros se acercan a su constante de disociacion (pKa) [39]. Estos
resultados se encuentran en concordancia con otras investigaciones realizadas en
soluciones de biopolimeros [52], [92], [39], [93]. Los autores de atribuyen la disminucion
de la carga eléctrica a los grupos carboxilicos presentes en la estructura de algunos

polisacéaridos

De los resultados obtenidos en las soluciones de biopolimeros se observa que a pH 4, la
solucion de proteina y las soluciones de polisacéridos presentan cargas opuestas. Lo cual
es relevante, si se busca crear sistemas de encapsulacion que se basan en la atraccion

entre biopolimeros.
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Figura 3-1 Influencia del pH sobre la carga electrica de las soluciones de biopolimeros.
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3.2.2 Formacion PB sin adiccion de extracto

3.2.2.1 Caracteristicas eléctricas y tamafio de particula

Conociendo las caracteristicas eléctricas de las soluciones de biopolimeros se pas6 a crear
los dos sistemas de encapsulacion (caseina — pectina y caseina goma arabiga). Luego de
crear los sistemas de encapsulacion se evalu6 su estabilidad entre los rangos pH 3y 6.

En el sistema caseina — pectina, la carga eléctrica paso de ser altamente negativa a pH
6,0 (-28,2 mV) a moderadamente negativa a pH 3 (-14,23 mV). Del mismo modo, el sistema
caseina - goma arabiga el {-potencial paso de ser negativo a pH 6 (-18,1 mV) a ser

ligeramente negativos a pH 3 (-5,78 mV)

Figura 3-2. La estabilidad de los sistemas se encuentra relacionado con sus caracteristicas
eléctricas. Si el valor de la carga eléctrica es cercana a cero, su inestabilidad es alta.

Considerando los resultados encontrados con anterioridad, en la cual se observa una
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atraccion entre las soluciones de biopolimeros a un valor de pH igual 4, se observa su
estabilidad al mismo valor de pH. Los resultados muestran que el sistema de

encapsulacion mas estable es el sistema caseina-pectina (Figura 3-2).

Figura 3-2 Influencia del pH sobre el la carga eléctrica de las particulas de biopolimeros
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La importancia del tamafio de particula en los sistemas de encapsulacién se debe a que
este parametro determina el potencial campo de aplicacion. Tamafios de particula superior
a 200 nm debe ser empleada en matrices alimenticias opacas (yogures, helados, pastas),
mientras que tamafos de particulas menores a 200 nm pueden ser empleadas en bebidas

transparentes.
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De los sistemas de encapsulacion evaluados (caseina — pectina y caseina goma arabiga)
se observa que en ambos sistemas se obtuvieron tamafios de particula mayores a 200 nm.
A pH 4 se obtuvieron menores tamafios de particula en ambos sistemas. Lo cual concuerda
con los resultados encontrados en las cargas eléctricas (Figura 3—-1)

Los sistema de encapsulacion caseina- pectina y caseina-goma arabiga presentaron
tamafios de particula de 271,9 (Figura 3-4) y 317,7 (Figura 3-3) nm. Este tamafio

corresponde a los sistemas de encapsulacion sin agregar el extracto.

Figura 3-3: Tamafio de particula para las PB formadas por el sistema caseina — goma
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Figura 3—4: Tamafio de particula para las PB formadas por el sistema caseina — pectina
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Los resultados de los tamafios de particula son consistentes con los reportados otros
autores. Luo et al [36] estudio la fabricacién de particulas de biopolimeros empleando
soluciones de caseina y pectina. Los autores reportan didmetros de particula a pH basicos
(7.0) iguales a 577 nm y logran reducir su tamafio a 204,6 nm acidificando el medio a pH
3.7. Arroyo-Maya & McClements [46], estudio la elaboracion de PB empleando Icaseina —
pectina. Encontraron que los tamafios de particulas a condiciones basicas son 580 nm, y

a condiciones acidas de 180 nm.

3.2.3 Formacion particulas de biopolimeros con carga

La capacidad de retencion de los compuestos bioactivos en los sistemas estudiados
(caseina — pectina y caseina — goma arabiga). A los sistemas se les adicioné 300 mg/ mL
de extractos de mora rico en CF antes del tratamiento térmico (90°C, 5 min). Luego a los
sistemas se acidifico a pH 4 para inducir la adsorcién de los polisacéridos sobre la

superficie de las particulas de proteinas.
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3.2.3.1 Tamarfo de particula

Se conoce que las proteinas pueden formar complejos covalentes con los CF. La
naturaleza de estas interacciones depende de las condiciones de la solucién, tales como
pH, agitacion, temperatura, y relacion entre biopolimeros [94].

La incorporacion de los extractos de mora afecta el tamafio de particula obtenido. Por
ejemplo a pH 4, el tamafio de particula para los sistemas (caseina-pectina y caseina —
goma arabiga) resultaron ser superiores a los tamafos de los sistemas sin extracto (Figura
3-3y Figura 3—4). EIl incremento en el tamafio de particula encontrado es producto de la

incorporacioén de los extractos al interior de las PB.

3.2.3.2 Determinacion de Compuestos Fendlicos y actividad

antioxidante

Los compuestos fendlicos son los principales responsables de la capacidad antioxidante
en extractos obtenidos a partir de frutas y hortalizas. En la literatura se reporta algunos
tipos de CF son afectados por condiciones fisicas y quimicas (temperatura, luz, oxigeno,
humedad), debido a la presencia de enlaces insaturados en su estructura molecular [16].
Sim embargo, la degradacién térmica de los compuestos bioactivos depende del tipo de
extracto. En algunos casos se ha reportado que el contenido de compuestos fendlicos

incrementa, luego de someter el extracto a tratamientos térmicos [95].

En base a lo anterior se evalué el comportamiento de los compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante al ser sometidos a tratamientos térmicos (Figura 3-5). De las
condiciones (extracto puro, extracto puro + temperatura, sistema caseina — pectina y
sistema caseina — goma arabiga) evaluadas el mayor contenido de compuestos fendlicos
fue en el extracto puro (5,40 mg AG/g de extracto). Al someter el extracto puro a las mismas
condiciones de fabricacion de los sistemas de encapsulacién (90°, 5 min) se not6 una
disminucion en el contenido de CF de (1,94 mg AG / g de extracto). Resultados similares
fueron encontrados por Volf et al [96], los autores reportaron que los tratamientos térmicos
afectan la estabilidad de los CF. Sin embargo, la disminucién o incremento del contenido

de CF en los extractos depende de la estructura del extracto [97]. Los extractos
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estabilizados por los sistemas caseina —pectina y caseina — goma arabiga se nota que los
sistemas protegen los CF de los tratamientos térmicos, comparado a los extractos sin
proteccion.

Figura 3-5 Efecto del tratamiento térmico sobre el contenido de CFT
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Con respecto a la capacidad antioxidante tiene un comportamiento similar al de los CF
(Figura 3-5). Las condiciones térmicas utilizadas durante la fabricacion de los sistemas de
encapsulacion causan una disminucién de su capacidad antioxidante, comparado al
extracto puro inicial. Al igual que los CF, la actividad antioxidante fue de los sistemas de
encapsulacion fueron mayores, que los del extracto puro sometido a las condiciones de
elaboracion (90°, 5 min). Esto se debido a que las antocianinas son susceptibles a
degradacién térmica [99]. Incorporar extractos con un alto contenido de antocianinas
puede mejorar la estabilidad de estos valiosos compuestos. En la literatura se encuentran
reportes donde muestran que encapsular CF al interior de las PB mejora su inestabilidad
térmica [100]-[102].
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En general, los resultados nos muestran que la incorporacién de extractos de mora al
interior de sistemas de encapsulacion previene la perdida de CF y la disminucion de su
actividad antioxidante.

3.2.3.3 Capacidad de carga y Eficiencia de encapsulacion

Con el objetivo de determinacion de la maxima cantidad de extractos de mora que puede
ser incorporados en los sistemas de encapsulacion se evaluaron dos concentraciones de
extracto: i) 300 mg/ mL y ii) 600 mg/ mL. Ademas a cada carga se le evalué el efecto de la

relaciéon entre las soluciones de proteina y polisacaridos (Figura 3—6 y Figura 3-7).

En el caso de los sistemas caseina — pectina (carga 600 mg/L) la mayor EE fue de 59,8%
y en el caso caseina — goma arabiga fue de 63,4 %. La EE incrementa levemente al
incrementar el contenido de proteina en el sistema, debido a que existen mas sitios de
unién disponibles para la unién de los CF. No obstante, emplear grandes cantidades de
proteinas en los procesos no puede ser recomendable, debido a su alto costo en el
mercado. En consecuencia, se eligio continuar la experimentacién con la relacién 1:1 entre
proteina — polisacéaridos y cargados con 300 mg/L de extracto. Esta eleccion se debio a
gue aumentar el contenido de protein a en el sistema, no icrementa significativamente la
EE.

Figura 3—6 EE de las PB a diferentes relaciones entre biopolimeros.
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Figura 3—7 EE de PB a diferentes relaciones entre las soluciones de biopolimeros.
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3.2.34 Morfologia de particula

Con el objetivo de facilitar la caracterizacion de las PB por medio de SEM. La solucion de
PB cargadas con extracto de mora, se sometio a liofilizacién para obtener las muestran en
estado solido. En la Figura 3-8 se muestra las imagenes de las PB producidas por la
interaccidn entre caseina y pectina. Las PB presentan diversas formas geométricas y una
superficie lisa. El tamafio de particula se observa que se obtienen particulas con tamafios
de particula entre 330,8 nm y 1038 nm, lo cual se encuentra en concordancia con los
tamafos de particula encontrados por medio de medio de dispersion dinamica de luz.
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Figura 3-8 Fotografia tomada por medio de SEM a PB formadas por la interaccion

caseina — pectina. Relacion 1:1y cargadas 300 mg/L de extracto

3.2.4 Emulsificacion espontanea

3.2.4.1 Tamafo de particula

Como se mencioné con anterioridad el tamafio de particula en uno de los factores que
determina la potencial aplicacion de los sistemas de encapsulacién. En el trabajo,
estudiamos a que condiciones de fabricacion se pueden obtener tamafios de particulas

pequefios.

Las emulsiones son altamente inestables. Considerando su inestabilidad, evaluamos la
composicion de la fase oleosa variando las relaciones volumétricas entre aceite de
aguacate (AA) y aceite de oliva (AO). Las relaciones volumétricas evaluadas se muestran
en la Figura 3-9. Las condiciones de la formacion de emulsion espontanea fueron
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estandarizadas para las cuatro relaciones evaluadas (fase oleosa 10%, tween 80 10%,
(500 rpm ,25 °C).

Figura 3—9 Efecto de la composicion de la fase oleosa (AA 'y AO) sobre el
tamafio de particula
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La fase oleosa tiene gran influencia sobre el tamafio de particula final obtenida en las
emulsiones [103]. De las relaciones en la composicién de la fase oleosa, se logré un menor
tamafio de particula al emplear un 80% de AA en la fase oleosa (Figura 3-9).

La literatura reporta que en algunos casos la viscosidad de la fase oleosa influye en el
tamafio de particula obtenidas por medio de emulsificacién espontanea [42], [104].
Considerando lo anterior, evaluamos la viscosidad de la fase oleosa, en la cual se obtuvo
un menor tamafo de particula. La viscosidad a estas condiciones corresponde a de 0,13
Pa.s. La viscosidad del aceite podria influenciar la velocidad en que las moléculas de

surfactante se mueven de la fase organica (fase oleosa + surfactante) hacia la fase acuosa.
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De modo que a menor viscosidad de la fase oleosa, las moléculas del surfactante se
podrian mover con mayor facilidad y por lo tanto producir particulas con menor tamafo.
Sin embargo, Hossein et al [105], mencionan que hasta el momento no es clara la relacién
entre el tamafio de particula y la viscosidad obtenida. De modo, que los mecanismo
fisicoquimicos que gobiernan el tamafio de las particulas producidas por EES son todavia
poco claras, y necesitan mayor investigacion en esta area [106].

Se considera la relacion entre surfactante y fase oleosa. De las relaciones evaluadas se
obtuvo que la relacion (v/v) 1:1 fue la que menor tamafio se obtuvo. Emplear menores o
mayores concentraciones de surfactantes provoca un incremento en el tamafio de particula
[42], [107].

Tabla 3-3. Diametro de particula a diferentes relacion fase oleosa - surfactante

Relacion »
Diametro de
surfactante — )
particula (nm)
fase oleosa
1:2 182,3
11 102,3
2:1 165,5

Este comportamiento se ha atribuido a los diferentes fendmenos fisicoquimicos
involucrados durante la formacion de EES. Los principales son debido a que las moléculas
de surfactantes se adhieren a la interface aceite-agua, lo que conduce a una disminucién
en la tension superficial, facilitando la formacién de particulas pequefias [104]. Otra
caracteristica se debe al nimero de moléculas de surfactante que se difunden de la fase
organica a la fase acuosa, se obtiene particulas muy finas [84], Sin embargo al continuar
incrementando el contenido de surfactante en la mezcla se observa un incremento en el

tamafo de particula. Este fenomeno es debido a que un aumento en el contenido de
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surfactantes en la mezcla, produce un incremento en la viscosidad del la solucion, en
consecuencia la formacion espontanea de las particulas es mas dificil de llevar a cabo
[108].

Los resultados muestran que la estabilizacién de AA se puede llevar a cabo empleando el
método de EES. Este método produce particulas con tamafio de particulas pequefias.
Teniendo en cuenta el tamafio de particula y el costo comercial del surfactante en el
mercado, se eligié continuar la estabilizacion empleando el porcentaje de surfactante
respecto a la fase oleosa del 100%, es decir a una relacion 1:1 entre la fase oleosa y el
surfactante. Empleando esta relacion, se obtuvo el menor tamafio de particula (102,2 nm).
A pesar de que las particulas obtenidas poseen un tamafo de particula pequefio, estas
particulas son susceptibles a desestabilizacién causados por alteraciones del entorno.
Considerando que este tipo de CB estabilizados tiene como objetivo ser aplicados en
matrices de alimentos, surge la necesidad de garantizar su estabilidad. En base a lo
anterior, se evalué la estabilizacion de las emulsiones espontaneas por medio de

hidrogeles.

3.25 Particulas de hidrogel

3.25.1 Preparacion y Caracterizacion de Hidrogeles

La emulsién formada empleando el método de EES se incorpor6 a la fase acuosa. La fase
acuosa consiste en un modelo simple de hidrogel, la cual estd compuesta por gelatina (2%
p/v) disuelta en agua. El tamafio de particula de los hidrogeles que estabilizan la emulsién,
no se pueden medir empleando métodos tradicionales de dispersion de luz o por medio de
microscopio Optico, debido a que la fase acuosa se encuentra gelificada y el tamafio de
particula es demasiado pequefio. Incorporar la nano emulsion dentro de hidrogeles, puede
reduce la coalescencia entre las particulas durante el proceso de emulsificacion

espontanea, debido al incremento en la viscosidad de la fase acuosa [20], [20], [109], [110].
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3.3 Secado por aspersion

Secado por aspersion es la tecnologia mas empleada en la industria para transformar
alimentos liquidos o suspensiones en polvos en un solo paso [111]. Esta tecnologia es facil
de emplear a nivel industrial, ademas permite trabajar en continuo. Este método de
estabilizacibn se ha empleado en la estabilizacion de diversos extractos de frutas
[111],[66],[112],[113],[40],[65].

3.3.1 Tamafo de particula

El tamafio de particula de los CB estabilizados tiene gran importancia a nivel industrial,
debido a que el tamario define su potencial aplicacién en matrices alimenticias. En general
cuando los compuestos estabilizados presentan grandes tamafios de particulas, su uso
potencial se encuentra en el rango de matrices liquidas opacas (productos lacteos) 6

matrices sélidas (salsamentaria, chocolates, entre otros) [114].

Figura 3—10 Tamafio de particula de los extractos estabilizados por medio de secado por

aspersion.
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En la Figura 3—10 se muestran los tamafios de particula de los extractos estabilizados
empleando las tres relaciones mencionadas. Empleando la relacion 1:2 entre extracto y
maltodextrina se obtuvo el menor tamafio de particula (4,69 um). Si empleamos relaciones

diferentes se notd un incremento en el tamafio de particula. En contraste con las otras
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técnicas evaluadas (PBy EE), el secado por aspersion presenta tamafios de particula muy
superiores (Figura 3-10) en comparacién con las particulas de biopolimeros y
emulsificacion espontanea. Krishnaiah et al [111], evaluaron la estabilizacion de extracto
de Morinda citrifolia L empleando polisacéridos tales como maltodextrina y k-carragenina.
El menor tamafio de particula se encontré al emplear una relacion 1:2 entre extracto y
agente encapsulante. Considerando el menor tamafo de particula encontrado durante este
paso, se evalud el efecto de la relacién extracto proteina sobre los compuestos fendlicos

totales y su capacidad antioxidante.

3.3.2 Compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante

El contenido de CFT obtenidos en las particulas formadas empleando secado por
aspersion se muestra en la Figura 3—11. Entre los contenidos de solidos evaluados, la
concentracion de solidos 36°Brix obtuvo un mayor contenido de CF (5,09 mgEAG / g
muestra). Este comportamiento puede ser el resultado de la uniéon entre compuestos
activos y maltodextrina [111]. Por otro lado, la concentracion que obtuvo un menor
contenido de CF fue a 18°Brix (3,52 mg AG / g de muestra). La mejor capacidad
antioxidante se encontr6 empleando 36°Brix (16,25 umolTE/g de extracto). La baja
capacidad antioxidante puede ser debido a la perdida de compuestos fendlicos volatiles
responsables de la capacidad antioxidante del extracto durante el proceso de
estabilizacion. Krishnaiah et al [111], reporta la perdida de compuestos bioactivos
termolabiles, como consecuencia de las altas temperaturas de secado manejadas durante

el proceso de secado por aspersion.
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Figura 3-11 Efecto de la relacion extracto maltodextrina sobre los compuestos fendlicos
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3.3.3 Eficiencia de encapsulacion

La EE de los CF incorporados al interior de las capsulas se encuentra en el rango de 65,21
a 94,18% Figura 3—-12. La mayor eficiencia de encapsulacion fse obtuvo al emplear la
concentracion de solidos de 36°Brix (94,19%). La EE se encuentra en concordancia con
otros estudios realizados empleando diferentes extractos. Mustafa et al [65], reportaron
gue el balance 6ptico entre compuestos fendlicos y maltodextrina en la cual se obtiene la
mayor eficiencia de encapsulaciéon fue de 1:4 (EE = 98,4%). Silva et al, [115], evalud la
estabilizacion de myriciaria jaboticaba, con maltodextrina a diferentes condiciones de
operacion. Los investigadores reportaron que a una temperatura de secado de 160°C, la
retencion de antocianinas fue de 99,02 %. Si bien los resultados son similares a los
reportados por los otros autores, la EE se encuentra influenciada por los tipos de CF
presentes en la muestra y su grado de termolabilidad.
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Figura 3—12 Eficiencia de encapsulacion de compuestos fendlicos, empleando diferentes

relaciones entre extracto y maltodextrina.
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La EE de los CF empleando el método de secado por aspersion (Figura 3—12) es mayor
a los encontrados en las PB (Figura 3—6 y Figura 3—7). Estos resultados muestran que por
medio del método de secado por aspersion se pueden alcanzar altos eficiencia de
encapsulacion de los CB. Sin embargo, las condiciones de procesamiento del secado por
aspersion afectan ciertos CF responsables de la capacidad antioxidante del extracto. Por
otro lado, al seleccionar un método de estabilizacién de compuestos se deben considerar
otros factores importantes tales como el sitio de liberacion del compuesto y el tipo de matriz
alimenticia en el cual se van a incorporar los compuestos estabilizados. En este tipo de

aspectos las PB han demostrado tener mayor potencial.
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Capitulo 4: Resultados simulacion

Los costos de la estabilizacién de CB se encuentra relacionado con las caracteristicas de
las compuestos estables obtenidas al final del proceso. Los datos recolectados durante el
desarrollo de la parte experimental, se emplearon para alimentar la simulacién de los
diferentes procesos evaluados. La evaluacién econdmica nos permite obtener una primera
aproximacion de los costos de produccion de los CB estabilizados. Los costos de
produccion de CB estabilizados pueden variar significativamente, desde centavos de délar
por kg a decenas de ddlares por kg. Este costo se encuentra influenciado por multiples
factores, entre lo mas relevantes se encuentran: formulacion, volumen, condiciones de
operacién, tamafio de particula y eficiencia de encapsulacion [116]. Los pardmetros
asociados a los costos de produccién en los métodos de estabilizaciébn se encuentran

mencionados en Tabla 4-2.

4.1 Particulas de biopolimeros

La estabilizacién de CF de mora por medio de PB se encuentra fuertemente ligada al costo
de los materiales empleados durante la estabilizacion. El costo del extracto de mora a
estabilizar es de 23,4 USD Kg. Los costos juegan un factor relevante decidir si emplear o
no la estabilizacion de los compuestos. En general, la gran mayoria de extractos poseen
altos valores comerciales y son apetecidos por la industria farmacéutica y de alimentos. La
revision de los costos de produccion es un factor importante en la determinacion de la
viabilidad de los métodos. En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se

muestra los precios de produccion, para los tipos de particulas evaluadas.

Los costos de produccion de los dos tipos de biopolimeros se presentan a continuacion:

en el caso de las particulas de biopolimeros formados al emplear caseina y pectina el costo
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de produccion por cada kg de extracto estabilizado fue de 39,6 USD, mientras que en el
caso de las PB formados empleando caseina — goma arabiga fue de 35,4 USD kg (Tabla
4-1. Costo de produccion de los sistemas de encapsulacionTabla 4-1). Gaonkar et al.
[116] enfatiza en la importancia de la eficiencia de encapsulacion de los métodos de
encapsulacion debido a su importancia sobre el precio final de los extractos estabilizados.
El autor expresa que a medida en que la eficiencia de encapsulacion sea alta, el precio de
produccién es menor. En este estudio, se obtuvo una mayor eficiencia de encapsulacion
de CF empleando goma arabiga como polisacéarido (60,9%) (Figura 3—7) mientras que en
el caso de emplear pectina la EE fue de 54,1% (Figura 3—6). Por ende, estos datos estan

con concordancia con los datos reportados por el Gaonkar et al [116]

Tabla 4-1. Costo de produccién de los sistemas de encapsulacion

Costo de produccién por Kg usD
PB: Caseina — Pectina 39,6
PB: Caseina — Goma arabiga 35,4

A nivel comercial no se encuentra reportado el costo de produccién de PB cargadas con
extractos de mora. En busca de poder realizar una comparacion de costos de produccién
obtenidos durante el estudio y los encontrados a nivel comercial, se eligi6 los costos de los
extracto de arAndano en polvo, debido a las caracteristicas similares del arandano con los
extractos de mora (Tabla 2-2 Precios de las materias primas empleados durante la
evaluacién econémica.). No obstante, la empresa que los comercializa no especifica el
método de encapsulacién ni el contenido de compuestos fendlicos del extracto de
arandano en polvo. Con el fin de realizar una comparacién mas robusta y profunda es
necesario contar con los datos mencionados con anterioridad, lo cual no fue posible,
debido a que la empresa no suministra estos datos. Los costos de fabricacion de los
extractos de mora estabilizados empleando el método de coacervacion en las particulas
de biopolimeros fue menor al costo de comercializacién de los extractos de arandanos el
cual fue de 240 USD/kg.
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Tabla 4-2: Pardmetros asociados a los costos de produccion de los sistemas de

encapsulacion.

Factor Econémico Descripcion

Costo de materias primas Costos asociados a los biopolimeros y extracto.

Costos asociados a los servicios de la planta

Costo energéticos o o
(requerimientos de vapor, electricidad y agua)

Costos asociados al numero de equipos empleados

Costo de operacion o o _
(mantenimiento, costos administrativos)

Costos asociados al numero de equipos involucrados

Costos de depreciacion
en cada planta

Figura 4-1 Distribucion de costos en la estabilizacién de extractos de mora por medio de
PB. Biopolimeros caseina y pectina

6,5%

B Costo de materias primas
[ Costo de utilidades
[l Costos operativos

M Depreciacion

La distribucion de los costos de distribucion para los dos casos, se muestra en las Figura
4-1 y Figura 4-2. En ambos casos el item que mas influye sobre el costo total de las
particulas finales, son las materias primas empleadas durante su elaboracién. La seleccién
de los apropiados materiales para encapsular compuestos bioactivos via coacervacion es
un tema relevante, debido a las regulacion y los bajos margenes de ganancia. El precio
de las proteinas es relativamente costoso al utilizarlo a nivel industrial. Su costo es
dependiente del grado de pureza y de las caracteristicas que presente, sin embargo las

propiedades fisicoquimicas son importantes en las caracteristicas funcionales del producto
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final. Por el contrario, los polisacéridos presentan un precio bajo en comparacién con las
proteinas Tabla 2—2. A pesar de su bajo costo, tienen influencia sobre el costo final. En el
caso de utilizar pectina como polisacéarido, se obtuvo que el porcentaje final sobre el costo
final del producto del 61,5 % (Figura 4-1) superior al encontrado empleando goma ardbiga
57,7% (Figura 4-2) (Tabla 4-3).

Figura 4-2 Distribucion de costos en la estabilizacién de extractos de mora por medio de
particulas de biopolimeros empleando caseina — goma arabiga

7,8%

B Costo de materias primas
M Costo de utilidades
[0 Costos operativos

W Depreciacion

Tabla 4-3: Costos de producciéon anual de PB.

i _ PB: Caseina — goma
PB: Caseina - Pectina

arabiga
Costo /
Parametro Costo / afio Porcentaje afio Share
econdmico (1x 10 USD) (%) (1x 103 (%)
USD)
Materia prima 2268,144 61,5 1902,289 57,7
Utilidades 224,681 6., 224.681 8,8

Operacionales 955,131 25,9 955.131 25,8




Capitulo 4 61

Depreciacion 240,398 6,5 240.398 7,8

Costo total del
3688.355 100 3688.355 100
proyecto

4.2 Hidrogeles

La tendencia en los procesos de encapsulacion se encuentra enfocados en la reduccion
del tamafio de particula, reducir los costos de produccion y evitar el uso de solventes o
guimicos potencialmente tdxicos [116]. Se conoce que los costos de estabilizar
compuestos bioactivos incrementan como consecuencia de complejidad del método
utilizado. En el caso de la estabilizacion de aceite de aguacate por medio de los métodos
de emulsificacion espontanea seguido de gelificacion se obtuvo un costo de elaboracién
de 53,7 USD/ kg. Los costos de las materias primas involucrados durante la estabilizacién
de los aceites son relativamente menores en comparacion con los precios de las materias
primas utilizadas en la elaboracién de particulas de biopolimeros (Tabla 2-2). EL item que
influye con mayor fuerza sobre el precio final es el del compuesto a estabilizar y los costos

asociados a la estabilizacion representan un ligero incremento del compuesto inicial.

La distribucion de los costos de produccién se muestra en la Figura 4-3. Al igual que las
particulas de biopolimeros, el item mas influyente es el de las materias primas (59,2%).
Esto es debido a los precios de los compuestos a estabilizar sumado a los costos de los

compuestos utilizados durante la estabilizacion.

Figura 4-3 Distribucion de costos en la estabilizacion de aceite de aguacate por PH
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4.3 Secado por aspersion

El secado por aspersion es una tecnologia ampliamente utilizada en la industria de
alimentos debidos a su alta disponibilidad de los equipos, versatilidad y bajo costo
comparado con las otras tecnologias [117].

El costo de produccién en la estabilizacién de extractos de mora via secado por aspersion
se estimé en 27,8 USD / kg. Los materiales empleados en el método de secado por
aspersion son bajos, en comparacion con los empleados en la elaboracién de particulas
de biopolimeros (Tabla 2-2) Desde el punto de vista economico, los costos de
estabilizacion de extractos de mora via secado por aspersion son menores comparados al
método de coacervaciéon. Sin embargo, no es posible realizar una comparacion
equivalente, debido a que los las caracteristicas de los extractos obtenido al final del

proceso son diferentes.

Figura 4-4 Distribucion de costos en la estabilizacion de extractos de mora por secado

por aspersion empleando maltodextrina
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La muestra la distribucion de costos obtenidos durante la obtencion de extractos de mora
estabilizados via secado por aspersion. Los costos de las materias primas influyen con el
mayor porcentaje de los costos de produccion (62%). Este alto porcentaje se debe en gran
medida al alto costo del extracto estabilizado (Tabla 2—2)






Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

En este trabajo se demostré la posibilidad de emplear el principio de coacervacién en la
fabricacion de sistemas de encapsulacion (caseina-pectina y caseina — goma arabiga). Las
propiedades eléctricas de las soluciones de biopolimeros mostraron cargas opuesta a pH
4. Este factor muestra la posibilidad de crear sistemas de encapsulacion basados en

interacciones eléctricas.

Los sistemas de encapsulacién evaluados mostraron buena estabilidad, lo cual fue
comprobado con sus caracteristicas eléctricas. Los tamafios de particula nos muestran
gue los compuestos estabilizados por diferentes métodos deben ser incorporados en

matrices de alimentos con caracteristicas distintas.

Los sistemas de encapsulacion mostraron conferir proteccién de los compuestos fendlicos
y la actividad antioxidante. Los costos aproximados de produccion de los sistemas de
encapsulacion mostraron ser distintos y son influenciados por el costo inicial de las

materias primas.

5.2 Recomendaciones

En futuros estudios en la elaboracion de particulas de hidrogel se recomienda considerar
el enriquecimiento de la fase oleosa con vitaminas liposolubles. De este modo se logra
proteger la vitamina de posibles degradaciones y pérdida de actividad como consecuencia
del entorno. También se recomienda emplear otro tipo de surfactantes que presenten
menores costos y sean de origen vegetal. En la formulacion de particulas de biopolimeros
se recomienda evaluar otro tipo de proteina de menor costo en el mercado y estudiar su

efecto sobre la eficiencia de encapsulacion y el tamafio de particula obtenido.
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