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Evaluacion de la encapsulacién de fitoesteroles de palma africana (Elaeis guineensis)
utilizando diferentes concentraciones de gelatina, maltodextrina y relaciones de acetona:
agua

Aryeri Stephanie Bardales Castellanos
Javier Alfredo Aleman Martinez

Resumen. La encapsulacion de compuestos bioactivos con baja solubilidad acuosa se encuentra
en auge. En el caso de los fitoesteroles, se han realizado diversos esfuerzos para mejorar su
solubilidad en agua y su bioaccesibilidad. Debido a esto, en el presente estudio se utilizo diferentes
concentraciones de maltodextrina (5 y 10%), gelatina (30 y 40 mg/mL) y relaciones acetona: agua
(1:1, 1.5:1, y 2:1) para la encapsulacion de fitoesteroles. Para ello, se utilizd la técnica de
nanoprecipitacion o coacervacion simple. Los pardmetros evaluados fueron, actividad de agua
(aw), porcentaje de solubilidad en agua, eficiencia de encapsulacién (E.E.), capacidad de carga
(C.C.), tamafio y morfologia de las particulas. Se emple6 un Disefio Completamente al Azar (DCA)
para el analisis de las variables. Se obtuvo diferencias significativas (P < 0.05) para las variables
evaluadas, y se encontrd que el porcentaje de maltodextrina tuvo un efecto significativo (P < 0.05)
sobre la aw, C.C. y porcentaje de solubilidad en agua de las microcapsulas. Por otro lado, la
concentracion de proteina tuvo un efecto significativo (P < 0.05) sobre porcentaje de solubilidad y
tamafo de particula. Asimismo, la relacion acetona: agua tuvo un efecto significativo (P < 0.05)
sobre las variables E.E. y tamafio de particula. Se determiné la presencia de particulas amorfas
multipared en el rango de 40-60 um para todos los tratamientos. Se logr6 encapsular y mejorar la
solubilidad en agua de los fitoesteroles utilizando biopolimeros de grado alimenticio como la
gelatina y maltodextrina.

Palabras clave: Capacidad de carga, multipared, nanoprecipitacion, solubilidad.

Abstract. The encapsulation of bioactive compounds with low aqueous solubility is in high
demand. In the case of phytosterols, various efforts have been made to improve their solubility in
water and their bioaccessibility. As a result, in the present study different concentrations of
maltodextrin (5 and 10%), gelatin (30 and 40 mg/mL) and acetone: water ratios (1:1, 1.5:1 and 2:1)
were used for the encapsulation of phytosterols. The technique of nanoprecipitation or simple
coacervation was used. The parameters evaluated were, water activity (aw), percentage of
solubility in water, encapsulation efficiency (E.E.), loading capacity (L.C.), size and morphology
of the particles. A Completely Randomized Design (DCA) was used for the analysis of the
variables. Significant differences (P < 0.05) were found for the evaluated variables, and it was
found that the percentage of maltodextrin had a significant effect (P < 0.05) on aw, C.C. and
percentage of solubility in water of the microcapsules. On the other hand, protein concentration
had a significant effect (P < 0.05) on solubility percentage and particle size. Similarly, acetone:
water ratio had a significant effect (P < 0.05) on the E.E. and particle size. The presence of multi-
wall amorphous particles in the range of 40-60 pum was determined for all treatments. It was
possible to encapsulate and improve the water solubility of phytosterols using food-grade
biopolymers such as gelatin and maltodextrin.

Key words: Loading capacity, multi-wall, nanoprecipitation, solubility.
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1. INTRODUCCION

Actualmente los alimentos funcionales estan en auge no solo por sus propiedades nutricionales sino
también por sus funciones especificas. Las tendencias mundiales en alimentacion humana sefialan
que existe un gran interés por parte de los consumidores hacia algunos alimentos qué ademas de
dar un aporte nutritivo brindan otros beneficios a las funciones bioldgicas y fisioldgicas del
organismo (Jesch y Carr 2017).

Existe un continuo desarrollo de nuevos productos alimenticios designados como funcionales.
Estos tienen efectos benéficos para la salud de los consumidores con problemas de colesterol,
hipertensién y otras enfermedades cardiovasculares (ECV). La ingesta de colesterol puede variar
desde 250 hasta 500 mg/dia aproximadamente, ademas, el 95-98% del colesterol que se ingiere se
encuentra esterificado con acidos grasos como: &cido palmitico, acido estearico, acido oleico y, en
menor proporcidn, acido linoleico (Martin-Aragon y Marcos 2008). Esto representa un problema
de gran magnitud ya que a nivel mundial los porcentajes méas altos de muerte se deben a las
enfermedades cardiovasculares (ECV), més del 80% de las muertes se atribuyen en mucha mayor
medida a los paises de bajos recursos o bajos ingresos esto segun los datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS 2020).

Algunos de los principales productos buscados son aquellos bajos en grasa debido a los altos
indices de obesidad. En el tratamiento de estas afecciones, el control de las dietas y adicion de
compuestos bioactivos a matrices alimenticias cumple una funcion de controlar los niveles de
colesterol dentro de los cuales se encuentran los fitoesteroles (Jesch y Carr 2017). Los fitoesteroles
son compuestos con estructura y funcionalidad similares al colesterol, conforman una parte
esencial de las membranas de la pared celular de las plantas. Estos compuestos analogos del
colesterol son derivados exclusivamente de plantas. Definidos como Generalmente Aceptados
como Seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) son conocidos como lipidos funcionales que
aportan beneficios a la salud (Di Battista et al. 2018).

La encapsulacion de compuestos consiste en cubrir particulas de interés a traves del uso de una
capa protectora que permita que el material encapsulado sea gradualmente disuelto bajo
condiciones controladas (Calvo et al. 2010). Esta capa protectora actla como una barrera entre el
compuesto de interés y la matriz alimentaria. En este sentido, la capa permite que cualidades del
compuesto como su textura arenosa e insolubilidad en agua sean oprimidas (Izadi et al. 2012).
Debido a esto, el tipo de barrera a utilizar influye en la solubilidad del compuesto en agua, el cual
se relaciona directamente con su biodisponibilidad en la administracion oral (Hecq et al. 2005).

Un ejemplo de esto es el uso de proteinas, estas otorgan una capacidad emulsificante debido a su
naturaleza anfifilica. Por otro lado, polisacaridos como maltodextrina funcionan como un
compuesto hidrofilico y biodegradable que permite una encapsulacién como segunda capa de la
proteina (Germershaus et al. 2015). Al final, ambos compuestos permiten que los fitoesteroles se
vuelvan biodisponibles debido a su solubilidad en agua.

Existen diferentes parametros que afectan la encapsulacién de compuestos. Una técnica muy
utilizada es la nanoprecipitacion. Esta teécnica permite que, compuestos como la acetona, se



mezclen con fitoesteroles los cuales son solubles constituyendo asi la fase organica. Por otro lado,
la proteina es capaz de diluirse en agua comprendiendo de esta forma la fase acuosa.Al mezclar
ambas fases la proteina es incapaz de estabilizarse en el no disolvente el cual lo conforma la fase
organica precipitandose y formando asi las nanoparticulas (Sadeghi et al. 2014). La relacién de
ambas fases puede afectar pardmetros como forma y tamafio de particula de los compuestos
encapsulados (Sadeghi et al. 2014).

Estudios preliminares recomiendan hacer uso de solventes organicos con el propésito de aumentar
la solubilidad de los fitoesteroles en agua, las técnicas de encapsulacion revelan que se han utilizado
diferentes solventes (como metanol, etanol, isopropanol o n-butanol) (Di Battista et al. 2018). Es
por eso que la investigacion tiene como proposito encontrar la relacion ideal de acetona y agua para
encapsular los fitoesteroles siendo una alternativa para mejorar su solubilidad.

La composicion del material de cobertura, en este caso la proteina, mejora la dispersion del agua y
bio-accesibilidad de los fitoesteroles a través de un método de emulsificacion. Las gelatinas poseen
propiedades superiores que las hacen un buen material encapsulante (Meng y Cloutier 2014).
Basado en lo anterior se establecieron los siguientes objetivos del estudio:

e Evaluar el cambio en el perfil de fitoesteroles encapsulados con respecto al perfil inicial.

e Establecer el efecto de diferentes concentraciones de maltodextrina, cantidad de gelatina y
acetona sobre actividad de agua, porcentaje de solubilidad y tamafio de particula.

e Determinar la influencia de la concentracién de maltodextrina y relacion acetona: agua sobre
la eficiencia de encapsulacién y capacidad de carga de las particulas.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion del estudio

El presente estudio se realiz6 en el Laboratorio de Analisis de Alimentos Zamorano (LAAZ), en el
cual se realizaron los analisis fisicoquimicos y preparacion de muestras. El secado de las muestras
se llevo a cabo en las instalaciones de la Planta de Innovacion de Alimentos (PIA). La evaluacion
de tamafios de particulas y morfologia del producto encapsulado se efectud en el laboratorio de
reproduccion animal de la carrera de Ciencia y Produccion Agropecuaria. Las instalaciones
mencionadas anteriormente se encuentran en la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano,
localizada en el km. 30, carretera de Tegucigalpa hacia Danli, Valle del Yeguare, Municipio de
San Antonio de Oriente, departamento de Francisco Morazan, Honduras.

Materiales

Acetona RA ACS (J.T Barker pureza de 99.5%), Gelatina bovina 250 Bloom malla 30 y
Maltodextrina en polvo (DE:10-35). Mezcla de Fitoesteroles de Palma africana (Elaeis guineensis)
composicion (Campesterol, Stigmasterol y B-sitosterol, BIOSA®, Honduras) y agua desionizada.
Se utiliz6 agua desionizada para todos experimentos, la cual fue obtenida de un sistema de
purificacion de agua “Barnstead™” “Nanopure™” (“Thermo Scientific”, Waltham, MA, EE.
uu.).

Pruebas preliminares

Para poder definir las relaciones de los tratamientos para encapsulado, se realiz6 una serie de
pruebas preliminares. El proceso consistio en prueba y error evaluando diferentes relaciones de
solvente: no-solvente y concentraciones de proteina y maltodextrina a usar como materiales
encapsulantes. La fase orgénica fue usada como solvente, en donde fueron disueltos los
fitoesteroles. Para la fase acuosa, se prepar6 agua destilada y gelatina a diferentes concentraciones
como se menciond antes. Ambas fases fueron mezcladas, agregando de forma directa la fase
organica a acuosa. Las proporciones fueron definidas evaluando la homogeneidad, estabilidad y
observando que no se formara precipitado en la solucion final.

Para el disolvente (fase inorganica) se establecieron tres proporciones, las cuales fueron 2:1, 1:1.5,
1:1 en relacion con la mezcla de la solucidn acuosa (agua). Para el material encapsulante gelatina,
las concentraciones establecidas fueron 30 y 40 mg/mL, en relacion con la cantidad de agua. Los
porcentajes usados para maltodextrina fueron de 5y 10%, tomando en cuenta la cantidad de agua
a utilizar.

Se realizd una doble encapsulacion agregando directamente la maltodextrina en polvo a la mezcla
entre fase acuosa y organica, la cual ya contenia los fitoesteroles encapsulados. Antes de agregar
la maltodextrina, el solvente organico se evapord haciendo uso de un rotavapor® R-100 (BUCHI
Labortechnik AG, Flawil, Suiza). Las particulas encapsuladas fueron secadas mediante secado por
aspersion, “LabPlant SD-Basic”(“Keison Products”, Reino Unido) y fueron analizadas para
determinar su tamafio, morfologia, actividad de agua, solubilidad, eficiencia de encapsulado y
capacidad de carga de los diferentes tratamientos. La elaboracion de los tratamientos siguio las



formulaciones segun el Cuadro 1y el orden establecido en la Figura 1, en la cual se establecio la
preparacion de la solucion acuosa: organica, roto evaporacion y secado de las muestras.

Cuadro 1. Formulacién para elaboracion de encapsulados, segun tratamientos establecidos.

Tratamiento  Gelatina (mg/mL)  %Maltodextrina (p/v)  Relacion acetona: agua

1 30 5 2:1
2 40 5 2:1
3 30 10 2:1
4 40 10 2:1
5 30 5 1.5:1
6 40 5 1.5:1
7 30 10 1.5:1
8 40 10 1.5:1
9 30 5 11
10 40 5 1:1
11 30 10 1:1
12 40 10 1:1
Inicio — | Mezcla de fase orgénica

eny fase acuosa

! I

Pesado de la gelatina segln

la concentracién deseada Ad'C'On. de
maltodextrina a la
l mezcla de fase acuosa 'y
organica
Mezcla de agua desionizada ‘
y gelatinaa 30 - 40 °C.

Roto evaporacionde la
l muestra a 360 mbar 50

°C

Pesado de fitoesteroles l

) Deshidratado de la
Mezclado de fitoesteroles y muestra en secador por

acetona aspersion

Figura 1. Flujo de proceso de elaboracion de encapsulados con fitoesteroles.

Preparacion de la solucion acuosa. La solucion acuosa se preparoé a partir de dos concentraciones
de gelatina: 30 y 40 mg/mL. La preparacion de cada solucion fue en base a las relaciones de agua
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desionizada 2:1,1:1.5y 1:1, respectivamente. El agua fue colocada en un beaker de 1000 mL, luego
se agrego la proteina y se calentd en una plancha agitadora. La temperatura utilizada para facilitar
la dilucion de la proteina en el agua fue entre 30-40 °C. Se mantuvo en agitacion constante a 600
rpm con un agitador magnético por un tiempo aproximado de 20 minutos.

Preparacion de la solucion orgénica. La cantidad de fitoesteroles a utilizar fue determinada en
base a la proporcion de proteina utilizada en la solucion acuosa. Se empled acetona grado reactivo
como solvente, a la cual se le agregd el fitoesterol segun el tipo de tratamiento y relacion de
solventes a ser preparada. La cantidad de fitoesteroles planteada fue de 50% del total de proteina
usado en la fase acuosa de cada tratamiento (para una relacion de 1 parte de fitoesteroles por cada
dos partes de gelatina). Para preparar esta solucion se coloco la acetona en un beaker de 500 mL,
se agregaron los fitoesteroles previamente pesados. La mezcla se puso en una plancha con agitacion
magnética constante a 600 rpm durante 12 minutos aproximadamente.

Roto evaporacion. Una vez fueron preparadas las soluciones acuosas y organicas, se agrego de
manera directa la solucion organica a la acuosa y se mantuvo en agitacién magnética constante
durante 8 minutos. Las proporciones definidas fueron de 2:1, 1:1.5, 1:1 (acetona: agua). La muestra
con los fitoesteroles ya encapsulados se roto evapord para remover la acetona. Adicionalmente, se
agregd la maltodextrina como material de segunda encapsulacion a la solucién acuosa que contenia
la proteina y los fitoesteroles encapsulados. La cantidad usada de maltodextrina (5 0 10%) fue en
relacion con la proporcion de agua utilizada inicialmente antes de realizar el proceso de roto
evaporacion.

Secado por aspersion. Para el deshidratado de los tratamientos se utiliz6 un secador por aspersion
“LabPlant SD-Basic” (Keison Products, Reino Unido). Se hizo pasar aproximadamente 50 mL de
agua por todo el equipo para eliminar cualquier suciedad que pudo haber quedado de muestras
anteriores y que pudieron ser un potencial contaminante de la siguiente muestra a secar. El
tratamiento fue inyectado a través de la manguera a una velocidad de 6 mL/min, 3 bares de presion,
una temperatura de entrada 150 y 90 °C de temperatura de salida en flujo continuo como se
establece en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Condiciones de uso del secador por aspersion.

Condiciones de uso Parametros
Temperatura de entrada 150 °C
Temperatura de salida 90 °C
Velocidad de bomba peristéltica 6 rpm
Presion de aire 3 bar

Fase 1. Analisis quimicos y fisicos de los encapsulados con fitoesteroles

Perfil de fitoesteroles. Para determinar el perfil de fitoesteroles de la muestra mezcla de
fitoesteroles y los tratamientos, se realizd un analisis de Cromatografia de Gases (CG) Agilent
modelo 6890 mediante el método AOCS Ce 12-16 (AOCS 2017c). Brevemente, se preparo la
solucién de estandar interno utilizando Epicoprostanol (5p-colestano-3o—ol) en tolueno como
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solvente (5 mg/mL). A continuacion, se pesé 1 g de la muestra encapsulada en un matraz de 50
mL, en el cual se afiadieron perlas de ebullicion. Seguidamente al matraz que contenia la muestra
se le agregd 5 mL del estandar interno y 5 mL de HCL a 3 N y se coloco en planchas a 100 °C en
el condensador de reflujo durante 45 minutos donde se llevé a cabo una hidrolisis &cida de la
muestra. Se dejé enfriar la muestra a temperatura ambiente durante 20 minutos y luego se adicion6
40 mL de NaCl saturada hasta aforar para realizar el lavado de la muestra. Se agito la muestra
manualmente durante 2 minutos y se dejo en reposo durante 5 minutos o hasta que se llevara a cabo
la separacion de fases, luego con una micropipeta se extrajo la fase organica y se coloco en un
nuevo matraz de 50 mL. Se le adicion6 5 mL de NaOH/MeOH a 2.3 N y se llevo a cabo una
hidrolisis alcalina a 100 °C durante 15 minutos, después se dejo enfriar a temperatura ambiente por
20 minutos. Posteriormente se le agregdé 7 mL de HCL 3 N y 40 mL de NaCl saturada hasta aforar
el cuello del matraz. Luego se agito por 2 minutos y se dejo en reposo hasta observar la separacion
de fases. Inmediatamente se preparé el vial para el analisis de cromatografia. El vial fue preparado
con 0.1 g de sulfato de sodio, 0.3 mL de muestra de la fase organica, 0.5 mL de piridinay 0.5 mL
de BSTFA (N, O-Bistrifluoroacetamida) para poder derivatizar y facilitar la cuantificacion de los
fitoesteroles recuperados. Se colocaron los viales dentro de tubos de centrifugacion de 15 mL y
fueron centrifugados a 6000 rpm durante 3 minutos. Los tratamientos realizados fueron sometidos
a este método para calcular la eficiencia de encapsulacion y la capacidad de carga.

Actividad de Agua (aw). La actividad de agua de cada tratamiento se midio después de ser secados
en el proceso de secado por aspersion. Se determin6 usando el medidor AQUALAB modelo serie
3 por el método AOAC 978.18. Este equipo mide la temperatura superficial de las muestras
mediante infrarrojo y el punto de rocio sobre un espejo enfriado. Primero se calibré el equipo
utilizando un estandar de 0.500 de actividad de agua, seguidamente se procedio a llenar las copas
de muestra de pléastico hasta la mitad y se realizo el anélisis hasta que el equipo lograra alcanzar el
equilibrio. Se tomaron tres lecturas de cada tratamiento.

Solubilidad. El indice de solubilidad en agua fue determinado segun el método descrito por
(Ahmed et al 2010), al cual se le realizaron modificaciones para adaptarlo a la investigacion. Se
tomaron 2 gramos de muestra de encapsulado por cada repeticion y tratamiento, se colocé en un
tubo plastico de centrifuga con capacidad de 50 mL, al cual se le agreg6 24 mL de agua desionizada.
Posteriormente, se mezcl6 la muestra en un Vortex durante 5 minutos a 2500 rpm. La mezcla se
[levé por 30 minutos a 30 °C en bafio maria y se centrifugd por 15 minutos a 3000 rpm, esto para
poder separar el material no soluble. Se extrajo el sobrenadante y se trasladé a una placa Petri que
fue previamente pesada en una balanza analitica. Se peso la placa Petri junto con el residuo y se
dejo en el horno durante 24 h a 105 °C. Una vez transcurrido el tiempo necesario en el horno, las
muestras se dejaron enfriar en un desecador por aproximadamente 20 minutos, se peso la muestra
seca y se realizaron los célculos. El porcentaje de solubilidad se calcul6 utilizando la Ecuacion 1:

. PMS
%Solubilidad= ( PMI ) x100 [1]

Donde:
PMS: Peso muestra seca.
PMI: Peso de material inicial.

Tamafio de particula y morfologia. El tamafio de particula fue determinado mediante la
observacion y medicion del valor promedio de 15 particulas de cada tratamiento. Se utilizé un
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microscopio invertido de marca Mshot MI11, con un aumento de 400X. Seguidamente al
microscopio se le colocd una cdmara Dino-Eye AM-423X, esto permitid visualizar mejor las
particulas. Las imégenes pudieron observarse y medirse usando el programa Dino capture 2 - 0
version 2.0. La escala utilizada en la medicion del tamafio y morfologia de particulas fue en
micrometros.

Fase 2. Capacidad de carga y eficiencia de encapsulacion.

Porcentaje (%) de Eficiencia de Encapsulacion (EE). El analisis de eficiencia de encapsulacion
se midid a partir de una relacion entre la cantidad de fitoesteroles iniciales (peso) afiadidos en la
mezcla del encapsulado, y la cantidad de fitoesteroles resultantes que fueron encapsulados
(cuantificacion), y esto se multiplicé por cien. Este diferencial se determin6é por anélisis de
cromatografia de gases del material encapsulado para cuantificar la cantidad de fitoesteroles
recuperados de las particulas elaboradas. Se calculé la E.E. segun la Ecuacién 2.

FF
% Eficiencia de Encapsulacion= T x100 [2]

Donde:
FF = Fitoesteroles recuperados por cromatografia de gases.
IF = Cantidad inicial de fitoesteroles.

Capacidad de Carga (CC). Se obtuvo la cantidad de fitoesteroles por gramo de muestra segun el
resultado obtenido luego de integrar el area debajo de las curvas de la grafica obtenida en
cromatografia, segin el método AOCS Ce 12-16. Luego se sumé la cantidad por gramo de cada
uno de los fitoesteroles en el total de la muestra para determinar los miligramos de fitoesteroles por
gramo de muestra. Se calcul6 la CC segln la Ecuacién [3].

FR
CMC

Capacidad de carga= [3]

Donde:

FR = Fitoesteroles recuperados por cromatografia de gases, mg.
CMC = Cantidad de muestra utilizada para cromatografia de gases, g.

Disefio experimental.

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA para ambas fases de los analisis quimicos y
fisicos. Se evaluaron doce (12) tratamientos (tres relaciones de acetona:agua, dos concentraciones
de proteina y dos porcentajes de maltodextrina) con tres repeticiones para cada tratamiento, para
un total de 36 unidades experimentales (Cuadro 2). Los datos se analizaron utilizando un analisis
de varianza (ANDEVA). Se utilizo la prueba de Duncan para la separacion de medias de los
tratamientos y LSMEANS para evaluar las interacciones entre las variables evaluadas con una
probabilidad del 95%. Para el analisis de los datos se utilizo el programa “Statistical Analysis
System” (SAS®) version 9.4.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1

Durante la primera fase del experimento se establecieron los parametros de actividad de agua,
porcentaje de solubilidad en agua, tamafio y morfologia de las particulas de los diferentes
tratamientos. Luego de obtener los resultados, se obtuvieron los mejores tratamientos por cada
variable evaluada. De igual forma, se establecid el efecto del porcentaje (%) de maltodextrina,
relacién acetona: agua y gelatina sobre las variables evaluadas. Con esta informacidn se procedid
a elegir los tratamientos en los cuales se evaluaria la capacidad de carga y eficiencia de
encapsulacion. Se tomé en cuenta la informacion establecida por el analisis de separacion de
medias Duncan y de interacciones LS Means para elegir las variables a evaluar en capacidad de
carga y eficiencia de encapsulacion.

Perfil de fitoesteroles. Se evalué mediante cromatografia de gases el perfil de esteroles y estanoles
presentes en el concentrado de fitoesteroles utilizados en el presente estudio. Para ello, los
fitoesteroles se derivatizaron a éteres de trimetilsililo (TMS) y fueron separados y cuantificados
utilizando el método AOCS Ce 12-16. El analisis de la mezcla de fitoesteroles demuestra que tenian
una concentracion total promedio de 98.85%, de los cuales 19.66% eran Campesteroles, 15.54%
eran Estigmasteroles y 53.68% eran B-Sitoesteroles. Estos Ultimos datos son similares a los
declarados en el certificado de analisis del producto. Otros fitoesteroles se encontraron en menor
cantidad (9.67%) y fueron identificados en el Cuadro 3 y Figura 2. Por otro lado, los tratamientos
de encapsulados también presentaron todos los mismos fitoesteroles en porcentajes similares, pero
en cantidades diferentes, de acuerdo con su encapsulacion. Por lo tanto, el proceso de
encapsulacion no afecto el perfil de fitoesteroles, sino la cantidad total de fitoesteroles recuperados.
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Figura 2. Cromatograma obtenido de la muestra de concentrado de fitoesteroles. La identificacion
de cada pico se presenta en el Cuadro 3. Eje Y=Pico amperios, pA; Eje X= Tiempo, min.



Cuadro 3. Tiempos de retencién y concentracion en porcentaje (%) de esteroles y estanoles
encontrados en la muestra de concentrado utilizado en el presente estudio.

9% Fitoesteroles en

Pico Compuesto Tiempo de concentrado
retencion (min) Promedio + D.E.

1  5B-Colestano-3a-ol (Estandar Interno) 26.42

2  Brasicasterol 35.16 0.86 £ 0.00
3  Ergosterol* 39.06 1.15+041
4 24-Metileno Colesterol 39.06 0.47 £0.05
5  Campesterol 40.69 19.66 £ 0.03
6 Campestanol 41.42 0.69 £ 0.05
7  Estigmasterol 43.8 15.54 £ 0.46
8  A22-Estigmastenol 44.57 3.56+1.36
9  A7-Campesterol 46.04 0.30 £ 0.09
10 Clerosterol + A5,23-Estigmastadienol 48.11 0.38 £ 0.06
11  B-Sitosterol 50.43 53.68 + 1.65
12  Sitostanol 51.07 1.41 +0.08
13 A5-Avenasterol 52 1.17 £ 0.03
14 Fucosterol 53.68 0.46 £ 0.04
15 A7-Estigmastenol 54.94 0.39+£0.01
16 A7-Avenasterol 56.83 0.26 + 0.07

* No incluido en el calculo de esteroles; D.E.= Desviacion Estandar.

Actividad de agua. Un bajo valor en actividad de agua en los alimentos permite reducir su
actividad microbiolégica cuando es menor a 0.6. La actividad de agua de un polvo que se encuentra
entre 0.2-0.4 provee de reducciones en procesos como oxidacion y reacciones enzimaticas como
empardeamiento (Caliskan y Dirim 2016). A baja actividad de agua se forma una capa de agua fina
que protege las particulas del contacto con el oxigeno (Labuza et al. 1969). Se denota en el Cuadro
4 que el rango de actividad de agua se encontr6 entre 0.22 a 0.43. Los resultados obtenidos en el
estudio son superiores a los obtenidos por Tolve et al. (2018). En dicho estudio se utiliz6 proteina
de suero, inulina y quitosano como agentes encapsulantes de fitoesteroles secados por aspersién en
los que se obtuvo un rango de actividad de agua de 0.24 a 0.44.

La maltodextrina es altamente soluble en agua y con comportamiento hidrofilico (Barthold et al.
2019). Dada las propiedades de higroscopicidad de la particula, se tuvo en cuenta que durante su
manejo los valores en aw pudieron cambiar drasticamente. Segun los resultados obtenidos en el
Cuadro 5y de acuerdo con el andlisis de medias LS Means, se pudo establecer que existe un efecto
estadisticamente significativo (P < 0.05) del porcentaje de maltodextrina y relacion acetona: agua
sobre actividad de agua. De los pardmetros evaluados, la cantidad de proteina no tuvo influencia
significativa (P > 0.05) sobre la actividad de agua. En un estudio realizado por Mishra et al. (2013),
encontraron que el porcentaje de maltodextrina de 5 a 9% para polvo de jugo de Amla secado por
aspersion provoco una disminucion en el contenido de humedad de un 5.6 a un 3.8%. Esto
demuestra que un aumento en el contenido de maltodextrina puede reducir el porcentaje de agua
en la muestra a secar por aspersion. Esto se puede deber a que un aumento en el contenido de
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solidos provoca que se tenga que eliminar una menor cantidad de agua durante el secado (Kha et
al. 2010). Por otro lado, la relacion acetona: agua pudo tener un efecto en la aglomeracion de las
particulas. Al incrementar la aglomeracion debido a un incremento en las interacciones Van der
Waals se obtiene una menor eficiencia en el secado por aspersion (Birchal 2005).

Cuadro 4. Actividad de agua de promedio de los diferentes tratamientos y separacion Duncan por
tratamiento.

%Maltodextrina Gelatina Actividad de agua
(pIv) (mg/mL) media + D.E.
2:1 5 30 0.43 +0.025%
40 0.35 + 0.024°
10 30 0.23 + 0.036°
40 0.28 + 0.019%
1.5:1 5 30 0.31 + 0.049¢
40 0.26 + 0.016%
10 30 0.25 + 0.017%
40 0.24 + 0.014%
1:1 5 30 0.27 +0.019%
40 0.26 + 0.028%
10 30 0.28 + 0.032%
40 0.22 + 0.019°
C.V. (%) 17.02

C.V. (%) = Coeficiente de variacién en porcentaje; D.E.= Desviacién Estandar; (p/v) =
peso/volumen; ¢ = Valores seguidos por diferentes letras en la misma columna son
estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Cuadro 5. Probabilidades obtenidas en el analisis de varianza de la actividad de agua de las
particulas.

Variables Valor-p
Gelatina 0.144
Relacion acetona: agua 0.001
Concentracién de maltodextrina 0.005
Proteina*Relacion solventes 0.811
Proteina*Maltodextrina 0.229
Relaciones solventes*Maltodextrina 0.002
Proteina* Relacidn solventes*Maltodextrina 0.055
C.V. (%) 17.02
R? 0.70

C.V. (%) = Coeficiente de Variacion en porcentaje.
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Solubilidad. La utilizacion de compuestos a base de proteina mejora la solubilidad de los
fitoesteroles al momento de ser encapsulados. Bajo este concepto se establecio el uso de gelatina 'y
maltodextrina, ya que al poseer extremos hidrofilicos mejoran la solubilidad de las particulas en
agua (Meng y Cloutier 2014). La solubilidad de los encapsulados con fitoesteroles fue mayor a
80% para la mayoria de los tratamientos evaluados como se muestra en el Cuadro 6. Solamente
dos tratamientos presentaron una solubilidad menor al 80%.

Cuadro 6. Porcentaje de solubilidad promedio para los diferentes tratamientos y separacion Duncan
por tratamiento.

Relacion acetona: % Maltodextrina Gelatina %o Solubilidad en
agua (p/v) (mg/mL) agua
promedio =+ D.E.
2:1 5 30 83.88 + 2.95%
40 82.37 + 2.89"
10 30 88.62 + 1. 122
40 88.01 + 1.29%
1.5:1 5 30 84.53 + 3.40%
40 77.83 + 7.32%
10 30 89.40 + 0. 85?
40 88.87 + 2. 312
1:1 5 30 82.25 + 2.145
40 75.42 + 4.07¢
10 30 88.69 + 1. 652
40 87.94 + 0.85%
C.V. (%) 3.67

C.V. (%) = Coeficiente de variacién en porcentaje; D.E.= Desviacién Estandar; (p/v) =
peso/volumen; #9: Valores sequidos por diferentes letras en la misma columna son estadisticamente
diferentes (P < 0.05).

Segun el analisis de interacciones en el Cuadro 7, se puede observar que la relacién entre porcentaje
de maltodextrina y proteina promovi6 cambios estadisticamente significativos (P < 0.05) en el %
de solubilidad en agua. Por otro lado, se establecid que la relacion acetona: agua no tuvo ninguna
influencia significativa (P > 0.05) sobre la solubilidad de las particulas. El aumento en el porcentaje
(%) de maltodextrina provocé un aumento en la solubilidad de las particulas. Los resultados de
solubilidad obtenidos en el presente estudio son comparables con los reportados por Siacor et al.
(2020), en el cual se encapsulé compuestos fenolicos de semilla de mango. En dicho estudio se
establecio que el incremento de un 2 a un 5% de maltodextrina resultd en un aumento significativo
(P < 0.05) en el indice de solubilidad en agua. Este comportamiento puede ser asociado al hecho
de que la maltodextrina es una molécula altamente polar y con amplia cantidad de grupos hidroxilo
(Do Valle Calomeni et al. 2017). Esto ultimo resulta en un aumento de la solubilidad cuando los
encapsulados se solubilizan en agua. Sumado a esto, la interaccion entre la gelatina bovina y la
maltodextrina, al contener ambas moléculas secciones hidrofilicas, estas interactuan y vuelven a la
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particula mas soluble en ambientes acuosos (Semenova et al. 2002). Esto justifica el aumento en
solubilidad y actividad de agua de las particulas al interaccionar con el agua.

Cuadro 7. Probabilidades obtenidas en el Andlisis de varianza para el porcentaje de solubilidad (%)
en agua de las particulas.

Variables Valor-p
Gelatina 0.012
Relacion acetona: agua 0.235
Concentracion de maltodextrina <.0001
Proteina*Relacion solventes 0.494
Proteina*Maltodextrina 0.045
Relaciones solventes*Maltodextrina 0.251
Proteina* Relacion solventes*Maltodextrina 0.502
C.V. (%) 3.663
R? 0.755

C.V. (%) = Coeficiente de Variacion en porcentaje.

Morfologia y tamafio de particula. De acuerdo con la clasificacion morfologica para
microcapsulas establecida por Gharsallaoui et al. (2007), se clasifico la forma para los tratamientos.
Para los tratamientos se encontraron microcépsulas de forma irregular como se ilustra en la Figura
3. Ademas, se encontraron microcapsulas multipared para todos los tratamientos, donde se puede
observar la doble capa formada alrededor del fitoesterol. Las microcépsulas pueden ser clasificadas
como Figuras amorfas, las cuales segin Cao et al. (2016) aumentan la solubilidad en agua por su
forma.

En el caso de tamafio de particula, este es uno de los factores mas importantes de los compuestos
encapsulados. Este pardmetro permite determinar si el tamafio afectara la textura del alimento
donde sera incorporado (Comunian y Favaro-Trindade 2016). Por ello, es esencial monitorear el
tamano de particula de los encapsulados con fitoesterol, ya que segun Tolve et al. (2020), tamarfios
de particula superiores a los 30 um pueden afectar la textura de los alimentos en los que se
incorporaran. Los resultados en el Cuadro 8 muestran que el tamafio de particula fue
estadisticamente diferente (P < 0.05) entre los tratamientos evaluados. El rango de tamafios que se
obtuvo fue de 43 a 60 um. Los valores obtenidos estan por encima de lo obtenido por Di Battista
et al. (2018), en el cual se utiliz6 goma arébica y maltodextrina como agentes encapsulantes de
fitoesterol con promedio de tamafio de particula de 5 um. Esta diferencia puede deberse a que en
el estudio Di Battista et al. (2018), utilizaron un proceso de homogenizacion a la hora de preparar
las muestras, contrario a lo realizado en el presente estudio.
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Figura 3. Imagenes tomadas por microscopio 6ptico invertido. Aumento de 400X. Para:
A = (Relacion 2:1, 5% maltodextrina, 30 mg/mL gelatina); B = (Relacion 1:1, 10% maltodextrina,
40 mg/mL gelatina); C = (Relacion 2:1, 5% maltodextrina, 40 mg/mL gelatina); D = (Relacion

1.5:1, 5% maltodextrina, 30 mg/mL gelatina).
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Cuadro 8. Tamafio promedio de particula (um) para los diferentes tratamientos y separacion
Duncan por tratamiento.

Relacion Tamafio de particula(pm)
acetona: agua % Maltodextrina (p/v)  Gelatina (mg/mL) promedioz D.E.
2:1 5 30 60.59 + 5. 432
40 56.62 + 5.44%
10 30 57.81 + 5.44%
40 54.78 + 5.75"
1.5:1 5 30 49.83 + 4.36%
40 52.30 + 6.00%
10 30 50.44 + 5.92¢
40 49.14 + 4.83%f
1:1 5 30 46.86 + 5.46°9
40 43.17 + 4.079
10 30 45.28 + 5.35¢
40 44.16 + 4.689
C.V. (%) 10.5

C.V. (%) = Coeficiente de variacion en porcentaje; (p/v) =peso/volumen; #9: valores seguido por
diferentes letras en la misma columna son estadisticamente diferentes (P < 0.05); D.E.= Desviacion
Estandar.

Segun el andlisis en el Cuadro 9, se establecié que el tamafio de particula fue estadisticamente
diferente (P < 0.05), teniendo como parametros de influencia la relacion acetona: agua y el
porcentaje de maltodextrina por muestra. Por otro lado, se ha reportado que el uso de compuestos
organicos como acetona y etanol promueven la precipitacion de la albumina de suero bovina al ser
incompatibles (Sadeghi et al. 2014). Segin el mismo autor, la incompatibilidad genera
aglomerados al ser disueltos la fase organica con la fase acuosa conteniendo la proteina. Este efecto
pudo ocurrir en el presente estudio, ya que se utiliz6 acetona como agente no solvente y gelatina
(proteina) como material encapsulante.

Cuadro 9. Probabilidades obtenidas en el Andlisis de varianza para el tamafio de particula (um) de
las particulas.

Variables Valor-p
Gelatina 0.078
Relacion acetona:agua 0.007
Concentracion de maltodextrina <.0001
Proteina*Relacion solventes 0.759
Proteina*Maltodextrina 0.429
Relacion solventes*Maltodextrina 0.034
Proteina* Relacion solventes*Maltodextrina 0.152
C.V. (%) 10.16
R? 0.55

C.V. (%) = Coeficiente de variacion en porcentaje.
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Como se puede observar en el Cuadro 10, se determind que a medida se incrementd la
concentracion de acetona en la mezcla de no-solvente: solvente, se obtuvo un mayor tamarfio de
particula. Esto no concuerda con lo reportado por Etorki et al. (2016), quienes crearon
nanoencapsulacion de particulas utilizando a-lactaloumina y ovoalbdmina, en el uso de diferentes
agentes disolventes no encontraron un efecto significativo en los tamarfios de particulas. Para este
efecto, ellos concluyeron que utilizar agentes disolventes en concentraciones alrededor del 70 al
80% causa que la proteina se despliegue y se pliega para agregarse y formar nanoparticulas, y que
la adicion de mas agente disolvente no tiene efecto sobre el tamafio. Sin embargo, en comparacion
con solventes organicos como el etanol, la polaridad de la acetona promueve una menor
hidrofobicidad, lo cual reduce el tamafio de la particula (Sahoo et al. 2015). El aporte que
compuestos como la acetona establecen es un menor tamafio de particula en albumina de suero
(Sadeghi et al. 2014) y una mejor solubilidad de los fitoesteroles (Leong et al. 2011).

Cuadro 10. Efecto de relacion disolvente: agua sobre el tamafo promedio de particula (um) de
fitoesteroles encapsulados y separacion de medias Duncan para relacién acetona: agua.
Tamafo de particula (um)

promedio + D.E.

Relacion acetona: agua

2:1 57.45 + 6. 19°
1.5:1 50.43 + 5.32°

1:1 44.87 + 4.76°
CV (%) 10.5

P. <0.0001

C.V. (%) = Coeficiente de variacidn en porcentaje; P=Probabilidad; D.E= Desviacién Estandar
&b Valores seguidos por diferentes letras en la misma columna son estadisticamente diferentes (P
<0.05).

Fase 2

Se determino que los factores que tuvieron mayor influencia en los parametros como actividad de
agua, tamafio de particula y solubilidad fueron el porcentaje de maltodextrina y proteina. Para el
caso de la concentracion de gelatina, se encontré que 30 mg/mL de proteina produjo los mejores
resultados en % de solubilidad en comparacién con 40 mg/mL. Debido a esto, se seleccionaron
solamente los tratamientos con 30 mg/mL para los analisis de capacidad de carga y eficiencia de
encapsulacion. Por lo cual, solamente se evaluaron las variables de relacion acetona: agua y
porcentaje de maltodextrina. Ademas, los resultados en el Cuadro 7 demostraron que la
maltodextrina fue mas significativa para el parametro de solubilidad en agua, por lo cual se decidié
estudiar esta variable, ya que este ingrediente es mas barato y se encuentra en mayor cantidad en
la formulacion de los encapsulados. Al final, se obtuvo la capacidad de carga y porcentaje de
eficiencia de encapsulacion para los siguientes tratamientos; 1) Relacion acetona: agua (2:1), 5 %
maltodextrina y 30 mg/mL de gelatina; 2) Relacion acetona: agua (2:1), 10 % maltodextrina y 30
mg/mL de gelatina; 3) Relacion acetona: agua (1.5:1), 5 % maltodextrina y 30 mg/mL de gelatina,
y 4) Relacion acetona: agua (1.5:1), 10 % maltodextrina y 30 mg/mL de gelatina.
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Eficiencia de encapsulacion. Los resultados del Cuadro 11 muestran que la eficiencia de
encapsulacion de los fitoesteroles fue mayor al 80%, alcanzando para algunos tratamientos hasta
un 94%, lo cual demuestra que el método utilizado en conjunto con la gelatina y maltodextrina
como materiales encapsulantes tienen un alto potencial para la encapsulacion de fitoesteroles. Se
encontrd diferencia significativa (P < 0.05) entre tratamientos para eficiencia de encapsulacion
(Cuadro 11). Se establecio que, a menor cantidad de acetona utilizada, se encontr6 una tendencia
al incremento en los resultados de eficiencia de encapsulacién. Los resultados obtenidos son
similares a los reportados por Cao et al. (2006), quienes reportaron eficiencias de encapsulacion en
el rango de 63 a 95% para fitoesteroles encapsulados en caseinato de sodio, proteina de soja o
proteina de suero de leche.

Cuadro 11. Porcentaje de encapsulacion promedio para los diferentes tratamientos y separacion de
medias Duncan por tratamiento.

Relacion (acetona: agua) % Maltodextrina (p/v) % Eficiencia de encapsulacién
promedio = D.E.
2:1 5 80.80 +5.31°
10 88.44 + 2.85%
1.5:1 5 88.76 + 3.62%
10 94.31 + 4.05?
C.V. (%) 6.48

C.V. (%) = Coeficiente de Variacion en porcentaje; a-b: valores seguido por diferentes letras son
estadisticamente diferentes (P < 0.05); D.E= Desviacion Estandar.

En el Cuadro 12 se puede observar que la relacion acetona: agua tuvo un efecto significativo (P <
0.05) en el porcentaje (%) de eficiencia de encapsulacion de los fitoesteroles. Esto concuerda con
lo obtenido por Lee et al. (2010). En el estudio de Lee, se establecié que una reduccion del no
solvente (etanol) con relacion al solvente provocé un aumento en el rendimiento de encapsulado
de gelatina bovina. De igual forma, Castellanos et al. (2001) establecieron que cambios en la
relacion fase acuosa-organica provocé diferentes resultados en la eficiencia de encapsulacion de
albumina de suero bovino (BSA) en microesferas de poli (lactida-co-glicélido) (PLG). Afiadiendo
a esto, Sadeghi et al. (2014) estableci6 que la acetona en comparacion con solventes como etanol,
produce la mejor eficiencia de encapsulado de nanoparticulas de albumina de suero bovino y
encapsulacion de curcumina, el cual es un compuesto con caracteristicas hidrofobicas similares a
los fitoesteroles.
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Cuadro 12. Probabilidades obtenidas en el Analisis de varianza para la eficiencia de encapsulacion
(%) de las particulas.

Variables Valor-p
Relacion acetona/agua 0.036
Concentracion de Maltodextrina 0.030
Relaciones solventes*Maltodextrina 0.688
C.V. (%) 4.630
R? 0.671

C.V. (%) = Coeficiente de Variacion en porcentaje.

Otro factor significativo (P < 0.05) fue el porcentaje (%) de maltodextrina, ya que a medida se
incrementd el porcentaje de maltodextrina, se incrementd la eficiencia de encapsulacién. Este
comportamiento también fue reportado por Akhavan Mahdavi et al. (2016), quienes utilizaron
maltodextrina, goma arabica y gelatina para encapsular antocianinas. La eficiencia de
encapsulacion estuvo en un rango entre un 89 a un 96%.

Capacidad de carga. Segun Joye y McClements (2014), la capacidad de carga es uno de los
parametros que evalua el aporte del material encapsulante en el sistema de encapsulacion. Como
consecuencia de esto, se establece en el Cuadro 13 que en los tratamientos con menor cantidad de
maltodextrina se obtuvo una mayor capacidad de carga. Con esta técnica se alcanz6 una capacidad
de carga de hasta 142 mg de fitoesteroles por cada gramo de encapsulados en polvo (Cuadro 13).
Estos resultados son prometedores, ya que son consistentes con algunos valores reportados otros
estudios previos para la encapsulacion de fitoesteroles en caseinato de sodio, proteina de soja o
proteina de suero de leche (Cao et al. 2006). En dicho estudio se reportaron capacidades de carga
para los fitoesteroles en el rango de 49 — 270 mg/g, o de 4.9 — 270 g/100 g. Asimismo, ellos
reportaron que a medida se incremento el porcentaje de caseinato sodio, la capacidad de carga
disminuy6. La capacidad de carga es dependiente de la cantidad de material nlcleo a encapsular
con relacién a la cantidad de material encapsulante.

Cuadro 13. Capacidad de carga promedio para los diferentes tratamientos y separacion de medias
Duncan por tratamiento.

Relacion (acetona:

Capacidad de carga (mg ft. /g muestra)

% Maltodextrina (p/v)

agua) promedio + D.E.
91 5 129.16 + 8.482
' 10 86.99 + 2.81°
. 5 141.88 + 5.792
151 10 88.06 + 8.65"
C.V. (%) 6.15

C.V. (%) = Coeficiente de variacion en porcentaje; mg ft, /g muestra = mg de fitoesterol por gramo
de producto de muestra; ®": Valores seguido por diferentes letras en la misma columna son
estadisticamente diferentes (P < 0.05); D.E.= Desviacion Estandar.
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Segun el analisis del Cuadro 14, el porcentaje (%) de maltodextrina fue el factor que afectd de
forma significativa (P < 0.05) la capacidad de carga de los fitoesteroles encapsulados. A medida se
aumento el porcentaje de maltodextrina, se observé una reduccion en la capacidad de carga (mg/qg).
Esto se debe al aumento en la concentracion de maltodextrina con respecto a los compuestos
encapsulados, reduciendo asi la cantidad de fitoesteroles por gramo de muestra. El efecto del
aumento de concentracion de maltodextrina en compuestos encapsulados fue demostrado en
estudios previos (Barthold et al. 2019). En dicho estudio, se utilizaron 2 concentraciones de
maltodextrina (2.5 y 10% wi/w) y se concluyd que el aumento en porcentaje (%) de maltodextrina
produjo una reduccion en la concentracion de fenoles totales de extractos de desechos de pifia
secados por aspersion.

Cuadro 14. Probabilidades obtenidas en el Analisis de varianza para la capacidad de carga (mg/g)
de las particulas.

Variables Valor-p
Relacién acetona: agua 0.120
Concentracion de maltodextrina <.0001
Rel*Malt 0.180
C.V. (%) 6.150
R2 0.950

C.V. (%) = Coeficiente de Variacion en porcentaje.
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4. CONCLUSIONES

El perfil de fitoesteroles no cambia al realizar el proceso de encapsulacion.

Solamente el porcentaje de maltodextrina y la concentracion de gelatina, de los factores
evaluados, afectan la solubilidad de las particulas con fitoesteroles.

El porcentaje de maltodextrina, gelatina y la relacion acetona: agua no afectan la actividad de
agua de las particulas.

El tamafio de particula se vera afectada por la interaccion entre los factores acetona: agua y
concentracion de proteina. Se observa tamafos de particulas en un rango de 40 a 60 pmy con
forma irregular y amorfa.

La concentracion de maltodextrinas y relacion acetona: agua afectan de manera directa dando

un efecto significativo sobre la eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga de las
particulas.
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o. RECOMENDACIONES

e Serecomienda evaluar el uso de un surfactante para mejorar tamafio promedio de particula.

e Se recomienda realizar pruebas de color, sabor y textura en una matriz alimenticia para
establecer los cambios obtenidos.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de varianza de actividad de agua.

Interaccion Probabilidad
Gelatina 0.144
Relacion acetona: agua 0.001
Concentracion de maltodextrina 0.005
Gelatina*relacion acetona: agua 0.811
Gelatina*concentracion de maltodextrina 0.229
Relacién acetona: agua*concentracion de maltodextrina 0.002
Relacion acetona: agua*concentracion de

maltodextrina*gelatina 0.055
C.V. (%) 17.018
R2 0.700

C.V. (%) = Coeficiente de variacion en porcentaje.

Anexo 2 Andlisis de varianza para porcentaje de solubilidad (%) en agua.

Interaccion Probabilidad
Gelatina 0.012
Relacion acetona: agua 0.235
Concentracion de maltodextrina <.0001
Gelatina*Relacién acetona: agua 0.494
Gelatina*Concentraciéon de maltodextrina 0.045
Relacién acetona: agua*Concentracion de

maltodextrina 0.251
Relacién acetona: ag_ua*Concentracién de 0.502
maltodextrina*Gelatina '
C.V. (%) 3.663
R2 0.755

C.V. (%) = Coeficiente de variacién en porcentaje.
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Anexo 3. Andlisis de varianza para tamafio de particula.

Interaccion Probabilidad
Maltodextrina 0.078
Gelatina 0.007
Relacion acetona:agua <.0001
Concentracion de maltodextrina*gelatina 0.759
Concentracion de maltodextrina*relacion acetona:agua 0.429
Gelatina*relacion acetona: agua 0.034
Concentracion de maltodextrina*gelatina*relacion acetona: agua 0.152
C.V. (%) 10.160
R2 0.552

C.V. (%) = Coeficiente de variacidn en porcentaje.

Anexo 4. Andlisis de varianza para capacidad de carga

Interaccion Probabilidad
Relacion acetona: agua 0.120
Concentracion de maltodextrina <.0001
Relacién acetona: agua*concentracion de maltodextrina 0.180
C.V. (%) 6.150

R2 0.950

C.V. (%) = Coeficiente de variacion en porcentaje.

Anexo 5. Andlisis de varianza para eficiencia de encapsulacion.

Interaccion Probabilidad
Relacién acetona: agua 0.036
Concentracion de maltodextrina 0.030
Relacion acetona: agua*concentracion de maltodextrina 0.688
C.V. (%) 4.630
R2 0.671

C.V. (%) = Coeficiente de variacién en porcentaje.
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