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Optimizacion de la encapsulacion de fitosteroles de palma africana (Elaeis
guineensis), con alginato de sodio como material encapsulante para su adicion en
yogur natural

Joshué Walberto Cevallos Torres

Resumen. Una de las tendencias actuales son los alimentos funcionales. La fortificacion de
matrices alimenticias con compuestos funcionales que ayudan positivamente a la salud ha
tomado fuerza en el campo cientifico. En este estudié se evalu6 la optimizacion de la
encapsulacion de fitoesteroles mediante el uso de alginato de sodio como material
encapsulante. Se realizaron pruebas preliminares, donde se establecieron concentraciones
finales de 0.4, 0.5y 0.6% (p/v) de alginato de sodio en agua destilada. La gelificacion se
realiz6 por metodologia idnica externa en concentraciones de CaCl, de 0.2% (p/v). Las
particulas fueron liofilizadas y analizadas por cromatografia de gases para determinar su
contenido de fitoesteroles. Se evalud la capacidad de carga y la eficiencia de encapsulado
mediante la metodologia de Superficie de Respuesta. Se determind un tratamiento 6ptimo
resultado del anélisis estadistico para su aplicacion en el yogur natural de Zamorano, con
concentraciones de 0.69% (p/v) de alginato de sodio y una relacién de solventes de 92:8
(fase acuosa/aceite), del cual, se obtuvo una capacidad de carga de fitoesteroles de 11.10
mg/g alginato. Se evaluaron los atributos de viscosidad y acidez titulable para determinar
la influencia de su adicion en el yogur, en comparacion al control entre el dia 0 y el dia 15,
donde no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Se recomienda
aumentar la relacion fitoesterol-alginato, para obtener cépsulas con cantidades de
fitoesteroles considerables.

Palabras clave: Capsulas de hidrogel, colesterol, fitoquimico, gelificacion idnica externa.

Abstract. Functional foods are one of the actual trends. Fortified functional food matrices
that helps healthiness in a positive way are becoming strong in the scientific field. The
optimization of the encapsulated phytosterols were evaluated through sodium alginate as a
material for the encapsulation. Preliminary tests were carried out where final concentrations
were established as 0.4, 0.5, and 0.6% (w/v) of sodium alginate on distillated water.
Gelation of the particles was performed by ionic external methodology with concentrations
of CaCl, 0.2% (w/v). The particles were lyophilized and analyzed by gas chromatography
to determine the amount of phytosterols. Efficiency and loading capacity of the
encapsulation were evaluated through the response surface methodology. An optimized
treatment was determined based on the results of the statistical analysis for the addition in
natural yogurts of Zamorano, with concentrations of 0.69% (w/v) of sodium alginate with
a solvent ratio of 92:8 (water/oil phase) the it obtained a load capacity of phytosterols of
11.10 mg/g-algin. Attributes of viscosity and titratable acidity were evaluated to determine
the effect of its addition in yogurt. In comparison between day 0 and day 15, there were no
significant differences among the treatments. It is recommended to increase the amount of
phytoesterols to obtain capsules with important content inside of them.

Key words: Cholesterol, hydrogel beads, ionic external gelation, phytochemical.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, los productos funcionales alrededor del mundo han tomado gran
importancia en el consumo masivo que apunta a una dieta mas saludable. Por tal motivo, el
interés de la industria de alimentos en procesar y desarrollar nuevos productos beneficiosos
para la salud, ha conllevado a una significativa inversion monetaria para investigaciones
relacionadas. Diversos estudios epidemioldgicos demuestran una estrecha correlacion entre
el consumo de dietas ricas en vegetales y frutas, y la reduccion de la incidencia de diversas
enfermedades como son el cancer, cardiovasculares, diabetes, enfermedades cronicas, entre
otras (Jacoby y Keller 2006).

Se considera que las frutas y vegetales son importantes para la salud por los nutrientes
esenciales que poseen, pero la complejidad por su composicién de los fitoquimicos que la
conforman, son los que muestran este argumento relevante. De esta manera, el contenido
de la dieta diaria debe ser equilibrada, donde gran parte de los carbohidratos, proteinas y
vitaminas, provengan de las frutas y vegetales (Lopez 2018). Los fitoquimicos se clasifican
en grupos generales tales como fendlicos, alcaloides, componentes que contienen nitrogeno,
organosulfurados, fitoesteroles y carotenoides, de los cuales, se extiende una gran cantidad
de especificos. Por ende, la elaboracién de productos biofortificados con estos fitoquimicos
apuesta a brindar productos mas saludables y funcionales para el metabolismo.

Uno de los fitoquimicos mas estudiados y de mayor importancia en la actualidad para la
industria son los esteroles vegetales. Los esteroles vegetales son micro elementos que
provienen de las plantas que poseen estructura y funcién similar a la del colesterol. Se
encuentran en la membrana vegetal y dentro de sus funciones en las plantas esta la
biosintesis de celulosa y produccién de elementos secundarios como alcaloides, entre otros
(Palou et al. 2005). Estos compuestos difieren del colesterol animal por su estructura, ya
que presentan una adicion en el carbono 17 de esteroles. El el caso del B-sitosterol que tiene
mayor presencia dentro de estos, inhibe el crecimiento del cancer de colon y prostata,
controlando a nivel celular la propiedad cancerigena (Noormazlinah et al. 2019).

A nivel mundial existe un alto indice de defuncion que se atribuye a las enfermedades
cardiovasculares. Por tal motivo, se ha intensificado el estudio para la utilizacion de
fitoquimicos en la fortificacién de alimentos. Segin la OMS (2017), las enfermedades
cardiovasculares son la principal causante con datos estadisticos que indican alrededor del
31% de todas las muertes registradas en el 2015. Dentro de las enfermedades
cardiovasculares, el colesterol es el causante principal de enfermedades coronarias,
hepaticas y renales, entre otras.



De igual manera, la hipercolesterolemia es una enfermedad genética que radica en
concentraciones altas de lipoproteina de baja densidad por sus siglas en inglés LDL,
dificultando su eliminacion en el plasma sanguineo (Herrera et al. 2016). Este contraste
entre la mayor problematica de muertes a nivel mundial, y la actividad bioldgica de los
esteroles dentro del intestino y el plasma sanguineo, ha surgido con suma importancia de
investigacion y desarrollo de productos biofortificados. La ingesta de alimentos
biofortificados con esteroles puede reducir alrededor de hasta un 10% del colesterol, con
cantidades minimas de 1.5 - 2 g, en un periodo de aproximadamente tres semanas (San
Mauro et al. 2016). Sin embargo, se pueden evidenciar efectos positivos desde una ingesta
minima de 160-360 mg por dia (Vries et al. 1997). Los esteroles ingeridos provocan una
disminucion de la absorcion del colesterol en el intestino en un 20 a 80%. De esta manera
el higado busca compensacion para aumentar los receptores de LDL, lo que resulta una
disminuncién del mismo sin afectar la lipoproteina de alta densidad presente (San Mauro
Martin, 2016).

El aprovechamiento de los esteroles vegetales se da plenamente en las micelas mixtas del
intestino delgado, por ende, la ingesta de estos compuestos debe garantizar la llegada y
absorcion de los mismos. De esta manera, se emplea una técnica de microencapsulacion a
estos compuestos. La microencapsulacion es una técnica que se define como un
empaquetamiento que protege al producto de factores externos, manteniendo el producto
bioactivo y cuidando su estabilidad. La microencapsulacién puede ser de varios materiales,
especialmente con la utilizacion de una membrana polimérica que mantiene ese compuesto
bioactivo con sus caracteristicas iniciales (Parra 2010). Entre las técnicas mas utilizadas se
encuentran la gelificacién ionica inversa y directa.

Los alginatos son sales que se forman a partir del acido alginico, con diferentes elementos
quimicos. El &cido alginico, es un compuesto quimico proveniente de la extraccion de la
pared celular de las algas. Quimicamente, estos compuestos son polimeros conformados
por mondmeros de &cido urdnicos, donde en su estructura, el grupo CH2OH de 6 carbonos,
se reemplaza por COOH; esta modificacién da paso a la presencia de un &cido D-
manuronico, y el &cido L-gulurénico (Medina y Ledo 2010). Asi mismo, interactian con
los cationes divalentes como el Ca?*, donde forman la caja de huevo (“Egg box™) que
permite la encapsulacion del compuesto.

En esta investigacion se establecieron los siguientes objetivos:

o Optimizar la microencapsulacion de fitoesteroles, con la utilizacion de alginato de
sodio como material encapsulante.

o Determinar el tamafio y morfologia de las capsulas para ser adicionado a una matriz
alimenticia.
o Analizar los cambios en acidez y viscosidad de las particulas adicionadas a través

del tiempo en la matriz alimenticia (yogur natural).



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

El desarrollo de este proyecto se realizé en las instalaciones del Laboratorio de Analisis de
Alimentos de Zamorano (LAAZ), utilizando diferentes analisis y pruebas a desarrollar
disponibles y permitidas en el laboratorio, garantizando el desarrollo correcto del estudio.
El laboratorio se encuentra dentro de las instalaciones de la Universidad Zamorano ubicada
en el Km 30 carretera de Tegucigalpa a Danli, VValle del Yeguare, Municipio de San Antonio
de Oriente, Francisco Morazéan, Honduras.

Materiales.

Alginato de sodio (TICA-algin HG 400 Powder, Lote:9194) donado como muestra de
cortesia por TIC Gums Co. (Belcamp, MD, USA). Cloruro de calcio dihidratado, granular
(74-78%) (J.T. Baker UK). Aceite de Canola (4.73 I) (Wesson Chicago, Illinois, USA).
Lecitina de soya (1 kg). Agua destilada.

Metodologia.

Fase 1. La fase preliminar del estudio, consistié en encontrar la combinacién de valores
optimos y permitidos para la elaboracion del encapsulado, donde la cantidad de solvente y
fitoesteroles en la solucion, son utilizados en la mayor cantidad posible por el material
encapsulante, y a su vez, no sea facilmente percibido por el consumidor. De tal manera, se
establecieron tres tratamientos para cada variable. Para el material encapsulante alginato,
las concentraciones planteadas fueron de 0.4, 0.5 y 0.6%, en relacion a la proporcion
mezclada como solucién acuosa. En el caso de la solucion final a encapsular, se
establecieron tres diferentes relaciones basadas en la emulsion de agua/aceite (w/0). Las
relaciones utilizadas fueron de 10/90, 20/80 y 70/30, emulsificadas con lecitina a 1.4%
(p/v). Para las proporciones de fitoesteroles, se utilizé una relacion de 1:4 tomando como
referencia la concentracion de alginato en el tratamiento.

En la fase preliminar, se realizaron diferentes pruebas de combinacion entre la fase acuosa
y el aceite preparado para determinar las proporciones adecuadas. En el caso de la
preparacion de aceite, se utilizd aceite vegetal de canola como solvente, donde se
disolvieron los fitoesteroles. Para la fase acuosa, se prepard con agua destilada y alginato
de sodio a diferentes concentraciones antes mencionadas. De esta manera, las proporciones
se definieron por la homogeneidad de la solucion final para proceder el encapsulado.

Posteriormente, se encapsulé el tratamiento preparado por método de extrusion externa para
obtencion de capsulas menos permeables. Utilizando una solucién de cloruro de calcio a
una concentracién de 0.2% (p/v), se realiz6 el goteo a una velocidad de 12 a 18 gotas por



minuto para la gelificacion de los tratamientos. Las particulas resultantes fueron liofilizadas
y analizadas para determinar su tamafo, morfologia, eficiencia de encapsulado y capacidad
de carga de los diferentes tratamientos.

Preparacion solucién de alginato de sodio. Para la preparacion de la solucion de alginato,
se elabord la solucion a partir de tres diferentes concentraciones antes mencionadas: 0.4,
0.5y 0.6% (p/v). La preparacion de la solucion fue en base a 100 mL de agua destilada en
vasos de precipitacion de 250 mL. Las concentraciones de 0.4, 0.5 y 0.6, fueron
determinadas agregando 4, 5 y 6 mg/mL, a los diferentes vasos de precipitacion
respectivamente. La agitacion en la preparacion fue constante y a velocidad de 700 rpm
debido a su alta viscosidad, realizada con un agitador magnético. La temperatura utilizada
para facilitar la mezcla fue entre los 70 - 80 °C por 10 minutos.

Preparacion solucion de fitoesteroles. La concentracion de fitoesteroles fue establecida
en relacion a la cantidad de alginato utilizado en la solucién acuosa. Se utilizé aceite vegetal
de canola como solvente para la dilucion debido a la naturaleza del compuesto bioactivo,
para mantenerlo en solucion hasta el encapsulado. La cantidad de fitoesteroles en la
preparacion de aceite variaba segun el tratamiento que iba a ser empleado, pero siendo
constante en los tratamientos. La relacion de fitoesteroles planteada fue de 40% del total de
alginato utilizado en el tratamiento, misma que se mantuvo como relacién p/p. Se
prepararon 100 mL de cada tratamiento para posteriormente ser encapsulados.

Preparacién del tratamiento. La preparacion del tratamiento para encapsular se hizo con
tres concentraciones diferentes de proporciones entre solucién acuosa y aceite con
fitoesteroles. Las proporciones definidas fueron de 10/90, 20/80 y 30/70 (w/0) para la
preparacion de 100 mL de muestra. Adicionalmente, se agregd lecitina de soya como
emulsificante en una dosis de 1.4% dentro del volumen total de 100 mL. Se mezclé en vasos
de precipitacion las cantidades establecidas garantizando una mezcla homogénea.

Elaboracidn de esferas de alginato. Para la elaboracion de las particulas de alginato, se
homogenizo constantemente el tratamiento listo para encapsular durante 20 minutos. En un
vaso de precipitacion de 80 mL con 60 mL de CaClza 0.2%, se goted a una velocidad de
12 a 18 gotas por minuto con una jeringa de 10 mL y una aguja de 0.33 mm de diametro y
12 mm de largo la solucion homogenizada. Mediante el método de gelificacidn externa, se
inyecto la muestra homogenizada a una velocidad constante de agitacion. En la figura 1 se
presenta el flujo de proceso de la elaboracion de las capsulas.
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Figura 1. Flujo de proceso de elaboracion y adicion de capsulas.

Eficiencia de encapsulacién. El analisis de eficiencia del encapsulado se midié a partir de
una relacion entre la cantidad de fitoesteroles iniciales (peso) afiadidos en el aceite
preparado, y la cantidad de fitoesteroles resultantes que fueron encapsulados
(cuantificacion), multiplicados por cien. Este diferencial se determin6 por andlisis de
cromatografia de gases del material encapsulado para cuantificar la cantidad de fitoesteroles
recuperados de las particulas elaboradas.

% Eficiencia de encapsulado = (FF/IF) * 100 [y
Donde:
FF = Cantidad final de fitoesteroles
IF = Cantidad inicial de fitoesteroles



Capacidad de carga. La capacidad de carga del encapsulado fue determinada por la
cantidad de fitoesteroles recuperados por cromatografia de gases calculada para 1 g. Se
multiplico la cantidad de fitoesteroles obtenidos por 1 g, y se dividi6 para la cantidad de
muestra preparada para cromatografia de gases que fueron 0.5 g.

Capacidad de carga = (FR * 1gr) / (CMC) 2]
Donde:
FR = Fitoesteroles recuperados por cromatografia de gases.
CMC = Cantidad de muestra utilizada para cromatografia de gases.

Tamafio de particula y morfologia. El tamafio de particula fue medido por un valor
promedio de 10 particulas por tratamiento para identificar el tamafio de cada uno de ellos.
Se utilizé un microscopio invertido de marca Mshot MI11, con un aumento de 400x, al cual
se le ubicd una camara Dino-Eye AM-423X para poder observar las imagenes a la pantalla.
Estas imégenes se pudieron observar y medir mediante el programa de Dino Capture 2.0
version 2.0, a una escala de micrometros para determinar el tamarfio de las particulas y la
morfologia. Se obtuvieron iméagenes de su agrupacion mediante el uso de microscopio
estereoscopio “Vision Scope” T-2200 de Ken-A-Vision.

Perfil de fitoesteroles. Para medir el perfil de fitoesteroles del material encapsulado, se
realiz6 un analisis de Cromatografia de Gases (CG) mediante el método AOCS Ce 12-16.
Se realiz6 una hidrdlisis de las capsulas para poder derivatizarlas y cuantificar los
fitoesteroles recuperados. Se prepard la solucion de estandar interno utilizando
Epicoprostanol, 5Bcolestano-3a~0l en tolueno como solvente. Seguidamente, para la
preparacion de cada muestra se pes6 1 g de las capsulas en un matraz de 50 mL.
Posteriormente se adiciond 5 mL del estandar interno y 5 mL de NaOH/MeOH 2.3 N en un
nuevo matraz, para someterlo a bafio maria a 100 °C por 45 minutos. Luego de enfriarse a
temperatura ambiente, se adicion6 7 mL de HCl a 3 N y 40 mL mas de NaCl saturada. Se
esperd a la separacion de fases e inmediatamente se prepar6 el vial para el analisis de
cromatografia. Se preparo el vial con 0.15 g de sulfato de sodio, 0.3 mL de muestra, 0.5 mL
de piridina, 1 mL de BSTFA (N, O-Bistrifluoroacetamida) y agitacion para la mezcla del
extracto.

Los tratamientos realizados fueron sometidos a este método para determinar la eficiencia
de encapsulado y la capacidad de carga que tenia las diferentes concentraciones. Una vez
determinada la mejor combinacién por metodologia estadistica de Superficie de Respuesta,
se procedid a realizar los diferentes analisis fisicoquimicos al encapsulado final dentro de
la matriz alimenticia.

Fase 2

Se midié el impacto que ocasiona la adicion de las particulas en la matriz de yogur natural
en su estado original. El yogur natural utilizado fue producto Zamorano, en el cual, se
adicion0 el 1% de cépsulas del volumen total planteado en el Reglamento Técnico
Centroamericano 67.04.54:10 (RTCA, 2011), como limite de aditivo de alginato. Se
analizaron tres muestras, definidas como el tratamiento control, tratamiento 6ptimo y
tratamiento punto central. Se realizaron los anélisis al dia 0 y dia 15.



%ATECAL. Se midio laacidez titulable expresado como acido lactico de los tratamientos
y el control para determinar el cambio de acidez en la variacion de tiempo. Se tomaron 9 g
de yogur y se le agregaron tres gotas de Fenolftaleina. Seguidamente, se titul6 con NaOH
1 N hasta obtener un color rosado claro en la muestra.

Viscosidad. La viscosidad del yogur con las capsulas se midié mediante un analisis fisico,
utilizando el Reémetro de Brookfield L\VVDV-I1I Ultra. En este analisis. se midio diferencias
entre el yogur en estado original y el yogur con céapsulas para determinar si la viscosidad
tuvo algin cambio y en qué cantidades. Se aplicaron velocidades de 5, 10, 15, 20, 25y 30
rpm, utilizando un spindle LV6.

Disefio experimental y analisis estadistico. Para la encapsulacion liofilizada se utilizé un
experimento factorial completo 2% estadisticamente delineado con la metodologia de
Superficie de Respuesta, un Disefio de Composicion Central Rotacional de segundo orden
(DCCR) y una probabilidad de significancia del 5%. Se evaluo el efecto combinado de
porcentaje de alginato y proporcion de solvente (fase acuosa/aceite). Para generar un
entorno experimental mas acotado, se delinearon las variables axiales -a y +a, este valor
depende del nimero factorial (F = 2¥), donde k es el nimero de variables independientes
(k=2), los valores son definidos por la ecuacion 3.

+q = (F)Y4 = (249 =1.414 [3]

El nimero de unidades experimentales (UE) para esta metodologia fue un disefio factorial
completo definido por la ecuacion 4.

n=2+2k+m [4]

Donde:

2= numero de puntos factoriales

2k = namero de puntos axiales

m = namero de réplicas del punto central

En el cuadro 1 se muestran las codificaciones de las concentraciones de alginato y la
relacion de solventes, incluyendo los puntos axiales calculados para una mayor cobertura
del experimento.



Cuadro 1. Niveles codificados de las variables independientes.

Variables independientes Niveles
o -1 0 +1 +a
% Alginato, X1 00.36 00.40 00.50 00.60 00.64

Relaciones solventes (Fase Acuosa), X> 65.86 70.00 80.00 90.00 94.14

X1: Variable de estudio dependiente 1.
Xo: Variable de estudio dependiente 2.
a: Valores axiales de la investigacion (1.414).

En el cuadro 2 se detallan los tratamientos definidos para la elaboracion de las capsulas
segun las codificaciones establecidas.

Cuadro 2. Tratamientos establecidos por superficie de respuesta con niveles codificadas y
variables reales.

. Niveles Codificados Niveles reales de variables
Tratamientos - - - -
% Alginato Relacion solventes % Alginato Relacion solventes

1 -1 -1 0.40 70.00
2 1 -1 0.60 70.00
3 -1 1 0.40 90.00
4 1 1 0.60 90.00
5 -1.414 0 0.36 80.00
6 1.414 0 0.64 80.00
7 0 -1.414 0.50 65.86
8 0 1.414 0.50 94.14
90© 0 0 0.50 80.00
10© 0 0 0.50 80.00
11© 0 0 0.50 80.00
12© 0 0 0.50 80.00
130© 0 0 0.50 80.00
14 © 0 0 0.50 80.00

©: Punto central del experimento.
% Alginato: Concentracion de alginato utilizada.
Relacion Solventes: Relacion de cantidades de agua y aceite.

Se utilizé el programa STATISTICA 7, para el andlisis estadistico de la Superficie de
Respuesta. Ademas, se utilizé el programa Statistical Analysis System (SAS, Version 9.4),
en el cual, se plante6 un Andlisis de Varianza y una prueba Duncan para determinar la
categorizacion con diferencia significativa de los tamarfios de particula. De igual manera, se
realizé un andlisis de medidas repetidas en el tiempo para determinar la interaccion entre
tratamientos en el tiempo de la viscosidad y % ATECAL.
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3. RESULTADOSY DISCUSION

La determinacion de las concentraciones cercanas y Optimas para poder obtener el
encapsulado esperado, se midid con experimentacion a diferentes concentraciones y
proporciones en repeticiones. Las primeras pruebas fueron realizadas a concentraciones de
alginato de 0.5, 1.0 y 1.5%, con una solucion de CaClz al 2% (p/v). Las proporciones de las
dos fases también se establecieron como 90:10, 70:30, y 50:50. Las capsulas obtenidas con
la menor concentracion eran irregulares, agrupadas y de un tamafio moderado. En la
concentracion intermedia y alta de alginato, eran bastante uniformes pero el inconveniente
radicaba en el tamafio de las particulas de entre los 1.5 mm a 2 mm, y su consistencia era
dura al momento de deshacerlas. La extrusion se realizé a una velocidad de 12 a 18 gotas
por segundo.

Seguidamente, se reestructuraron las concentraciones y se utilizaron tratamientos de
alginato a 0.4, 0.5 y 0.6% (p/v) con las cuales se obtuvieron particulas mas pequefias. Se
modifico la concentracion de CaCl, por la dureza que les otorgaba a las mismas. La
concentracion de cloruro de calcio final utilizado fue de 0.2% (p/v), y las proporciones fase
acuosa y aceite con fitoesteroles, se establecieron a 90:10, 80:20 y 70:30 (w/0), para evitar
la pérdida de material encapsulado.

Encapsulado de las soluciones. Se encapsularon los tratamientos definidos segln los
preliminares realizados, manteniendo seis repeticiones en el punto central. Se pudo observar
con los datos obtenidos anteriormente, que las concentraciones de material encapsulante
debieron ser modificadas debido a su tamafio presentado. En la figura 2 y 3, se muestra la
mezcla final del tratamiento y la extrusién que se aplicd a cada uno de ellos, hacia la
solucién de CaCl; para la encapsulacion



Figura 2. Extrusion de tratamientos hacia la solucion de endurecimiento.

Figura 3. Tratamiento homogenizado para encapsular.

Tamafio de particulas. En el cuadro 3, se muestran los tamafios obtenidos de los
tratamientos aplicados. Los resultados indican que el tamafio de particula dependia
directamente de la concentracion de alginato en el tratamiento. EI mismo incrementaba a
medida aumentaba la concentracion de alginato, lo cual, se le atribuye a la viscosidad que
se obtiene en la preparacion del gel (Loftipour et al. 2012). De igual manera, el didmetro y
la distancia de la aguja hacia la solucion de endurecimiento, la velocidad de agitacion en el
CaCl. y el secado, fueron factores determinantes para el tamafio de las particulas (Smrdel
et al. 2008). Sin embargo, se controlaron estos factores manteniendo la distancia de
extrusion de 3 a 6 cm de distancia, el didmetro de aguja de 0.33 mm y la velocidad de
agitacion no mas de 500 rpm para evitar elongacion de las particulas.
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Cuadro 3. Tamafos promedios de las particulas en los diferentes tratamientos.
Tratamientos

% Alginato Proporcion de tratamientos Promedio Tamaros (um)
0.40 ALG 70.00 : 30.00 612.93 + 117.55
0.60 ALG 70.00 : 30.00 755.58 + 131.00
0.40 ALG 90.00 : 10.00 552.59 + 108.59
0.60 ALG 90.00 : 10.00 769.86 + 113.76
0.36 ALG 80.00 : 20.00 452.54 +150.38
0.64 ALG 80.00 : 20.00 814.67 + 169.91
0.50 ALG 94.14 : 05.86 611.71 + 117.98
0.50 ALG 65.86 : 34.14 586.61 + 105.27
0.50 ALG 80.00 : 20.00 562.49 + 112.64
0.50 ALG 80.00 : 20.00 544,77 + 118.12
0.50 ALG 80.00 : 20.00 498.17 + 135.58
0.50 ALG 80.00 : 20.00 574.69 + 170.06
0.50 ALG 80.00 : 20.00 603.48 + 136.39
0.50 ALG 80.00 : 20.00 582.38 + 113.45
X 608.75 + 103.16
CV 21.31

ALG: Alginato en solucion.
X: Promedio del tamafio de los tratamientos.
CV: Coeficiente de variacion.

Se realizd una separacion de medias para determinar las diferencias significativas de los
tratamientos. En el cuadro 4, se representan las separaciones de medias Duncan, donde las
diferencias de los tratamientos fueron definidas por las variables independientes obteniendo
tres clasificaciones. Se puede evidenciar que los tratamientos de 0.36, 0.4 y 0.5% de
alginato, no son significativamente diferentes entre si, sin embargo, son los tratamientos
donde la concentracion de alginato fue menor. Los tratamientos de 0.6% de alginato,
presentaron una clasificacion diferente debido a su tamafio. Ademas, se puede observar que
las desviaciones estandares son altas debido a la baja concentracion de alginato en los
tratamientos. Segun Fujiwara (2012), las concentraciones de alginato mayores a 2% (p/v)
presentan mayor homogeneidad en las microcapsulas debido a la viscosidad generada que
mantiene la estructura mas rigida. Mientras que las concentraciones bajas presentan mayor
susceptibilidad al ser extruidas.
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Cuadro 4. Clasificacion Duncan de los tamafios promedio de las particulas de los diferentes
tratamientos.

Tratamientos Tamarnos (um) + DE Grupo Duncan
0.64% Alg. / 70:30 R. solv. 814.67 + 169.91 A

0.60% Alg. /90:10 R. solv. 769.86 + 113.76 A

0.60% Alg. / 70:30 R. solv. 755.58 + 131.00 A

0.40% Alg. / 70:30 R. solv. 612.93 + 117.55 B

0.50% Alg. / 65.84:24.14 R. solv. 611.71 +117.98 B

0.50% Alg. / 94.14: 5.86 R. solv. 586.61 + 105.27 B

0.50% Alg. / 80:20 R. solv. 561.00 + 131.18 B C
0.40% Alg. / 90:10 R. solv. 552.59 + 108.59 B C
0.36% Alg. / 80:20 R. solv. 452.54 + 150.38 C
CV (%) 21.31
R? 0.37

CV: Coeficiente de variacion.
R2: Cuadrado medio del error.
%Alg.: Porcentaje de alginato.
R. solv.: Relacién de solventes (agua/aceite).

Los tamafos obtenidos no fueron regulares en las diferentes concentraciones entre 300 y
1200 pm. Los tamarios obtenidos se vieron bastante reducidos por las concentraciones de
alginato utilizadas. Estas particulas muestran un menor tamafio en comparacion a lo
presentado por Défaz y Moreira (2017) de un tamafio de particula con un promedio de 2.19
mm de diametro a una concentracion del 2% de alginato (p/v). En el cuadro 5 se presenta
una separacion de medias Duncan para los tratamientos donde la concentracién de alginato
era de 0.5% (p/v). Las medidas fueron estadisticamente iguales para todos los tratamientos,
con lo que, se puede concluir que las particulas mantienen su tamafio en la misma
concentracion de alginato.

Cuadro 5. Separacion Duncan de las capsulas con concentraciéon de 0.5% de alginato.

Tratamientos Grupo Duncan
0.50% Alg. / 65.84:24.14 R. solv.
0.50% Alg. / 80:20 R. solv.
0.50% Alg. 94.14:5.86 R. solv.
0.50% Alg. / 80:20 R. solv.
0.50% Alg. / 80:20 R. solv.
0.50% Alg. / 80:20 R. solv.
0.50% Alg. / 80:20 R. solv.
0.50% Alg. / 80:20 R. solv.

CV (%) 22.38

CV: Coeficiente de variacion.

>>>>>2>>>
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Diametro de particulay morfologia. Los tamafios de las particulas fueron medidos en una
escala de 100 um. Se logro enfocar las particulas utilizando un lente de 400x en el
microscopio invertido, capturando la imagen con el tamafio correspondiente. Como se
puede observar en las figuras 4, 5y 6, las formas de las particulas son irregulares entre
redondas y ovaladas, mostrando un color en su interior diferente definido como la solucién
encapsulada de aceite. Segun Rodriguez y colaboradores (2003), el tamafio de las particulas
puede ser modificado por la concentracion de alginato de sodio y CaClz, brindando mejor
estructura y mayor disponibilidad de calcio para compactar la particula. Sin embargo,
difiere a este estudio ya que el tamafio obtenido fue de micrometros y la interaccion del
CacCl; se veia reflejada en la dureza de la particula. En la figura 7, se puede evidenciar la
agrupacion de las particulas en forma de una matriz conjunta, esto debido al proceso de
secado donde se aglomeran unas con otras.

" DLO
“ L=429.617 um

b

Figura 5. Captura del tamafio de particula de tratamiento 0.5% alginato.
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Figura 7. Agrupacion de particulas del tratamiento 0.5% alginato.

Cuantificacién de fitoesteroles: Los tratamientos especificos fueron sometidos al analisis
de fitoesteroles AOCS Ce 12-16 de cromatografia de gases. En el cuadro 6 se observan las
cantidades encontradas en los diferentes tratamientos una vez analizadas. Segun Fujiwara
(2012), la cuantificacion de fitoesteroles por gramo de 6leo fue de 9.97mg/g, en una
concentracion de 1% de fitoesteroles en el 6leo. En el presente estudio, las concentraciones
obtenidas fueron entre los 8 y 10.5 mg/g, presentando una similitud entre ellas. Sin
embargo, los tratamientos 2, 6, 8, 9 y 11 que mostraron mayor cantidad de fitoesteroles
recuperados, tenian mayor concentracion de alginato. Se puede corroborar con estudios
anteriores, donde la capacidad de carga aumenta proporcionalmente con la concentracion
de alginato (Mandal et al. 2010). Cabe recalcar, que las concentraciones de fitoesteroles en
el aceite variaban segun la concentracion de alginato presentado en la matriz, siendo
constante el 40% de la cantidad de material encapsulante.
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Cuadro 6. Capacidad de carga final de fitoesteroles recuperados de la cromatografia de
gases.

Fitoesteroles Alginato Fit. Rec. .
TRT (mg) (mg) (My/500mg) CCF (mg/g-algin)
1 110.40 276.00 4.53 09.06
2 165.60 414.00 5.15 10.30
3 141.92 354.80 3.57 07.14
4 212.88 532.20 4.99 09.98
5 99.36 248.40 3.73 07.46
6 176.64 441.60 5.42 10.84
7 185.60 464.00 4.05 08.10
8 129.80 324.50 5.17 10.34
9 157.80 394.50 5.07 10.14
10 157.80 394.50 4.90 09.80
11 157.80 394.50 5.12 10.24
12 157.80 394.50 4.79 09.58
13 157.80 394.50 4.96 09.92
14 157.80 394.50 4.93 09.86
X 09.48
C.V.(%) 11.92

Fit. Rec.: Fitoesteroles recuperados por cromatografia.
CCF: Capacidad de carga final de fitoesteroles por gramo de alginato.

Optimizacion por superficie de respuesta. Los resultados de la Superficie de Respuesta
para la capacidad de carga y la eficiencia de encapsulado mostraron niveles diferentes.
Como se muestra en la figura 8, la capacidad de carga de la capsula en relacion a contenido
de fitoesteroles se ve en aumento cuando la concentracion de alginato se acerca a 0.7% (p/v)
y larelacién de solventes a 95% (fase acuosa/ aceite). Por otro lado, en la figura 9 se muestra
el comportamiento de la eficiencia de encapsulado representada en porcentaje, mostrando
un incremento cuando la concentracion de alginato se acerca a 0.3% (p/v), y la relacion de
solventes es de 60% (fase acuosa / aceite). Segin Gupta y Ghosh (2015), la eficiencia de
encapsulacion es atribuida al material encapsulante, determinado por las caracteristicas de
flexibilidad, impermeabilidad, no reactividad y fuerza. Por tal motivo, para mejorar la
eficiencia de encapsulado es necesario la aplicacion de una segunda capa de recubrimiento,
especialmente en las concentraciones bajas de alginato, y asi, garantizar la proteccién del
material encapsulado (Laurenti y Garcia 2013). Se puede atribuir el valor 6ptimo
determinado por la capacidad de carga, debido a la relacion de adicion de fitoesteroles en
el aceite (p/v) a la que se definieron los tratamientos.
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Figura 8. Efecto del porcentaje de alginato y la relacion de solventes sobre la capacidad de
carga de la particula.

iy AR

Figura 9. Efecto del porcentaje de alginato y la relacion de solventes sobre la eficiencia de
encapsulado de la particula.

De igual manera, en los cuadros 7 y 8 se muestran los coeficientes de regresion del estudio
en cuanto a la eficiencia de encapsulado y la capacidad de carga de las particulas. Para
considerar que variable dependiente determina el valor 6ptimo buscado, se toma en cuenta
el cuadrado medio del error mayor a 0.7. Como se puede observar, el cuadrado medio del
error mas alto del modelo pertenece a la capacidad de carga. Debido a la permeabilidad de
la particula presentada en el secado, la fluctuacion de material encapsulado hacia el exterior
puede presentar cambios especificos en el contenido interno de la misma (Smrdel et al.
2008). Segun Martins y colaboradores (2017), las particulas gelificadas con
concentraciones <45g/L de CaCl. (4.5% p/w), muestran membranas externas delgadas y
fragiles presentes en la etapa de crecimiento, lo que representa perdidas en el momento del
secado. Sin embargo, en nanoparticulas es viable usar concentraciones mayores a las
utilizadas debido al tamafio reducido en diametro que proporciona viabilidad en la industria
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de alimentos para no ser percibidas por el consumidor. Por consiguiente, para la adicion de
compuestos bioactivos encapsulados en alimentos, es imprescindible agregar particulas
coloidales de 100-1000 nm de didmetro consideradas nanoparticulas (Jitendra, et al 2011).

Cuadro 7. Coeficientes de regresion y la probabilidad del modelo de regresion lineal de la
capacidad de carga de las particulas.

Variables Coeficientes de regresion Probabilidad
Intercepto -14.167 0.558

X1 19.374 0.629

X2 -40.299 0.161

X2? 00.400 0.403

XoXo? -00.004 0.196

R? 0.759

X1: Concentracion de alginato (%m/v)
X2: Relacion de solventes (fase acuosa/aceite)

Cuadro 8. Coeficientes de regresion y la probabilidad del modelo de regresion lineal de la
eficiencia de encapsulado de las particulas.

Variables Coeficientes de regresion Probabilidad
Intercepto 08.775 0.680

X1 -26.735 0.456

X4 07.629 0.749

X2 00.041 0.922

X2? -00.001 0.712

X2X2? 00.205 0.530

R? 0.213

X1: Concentracion de alginato (%m/v)
X2: Relacion de solventes (fase acuosa/aceite)

Funcién de utilidad. Para la determinacién de la deseabilidad del experimento mostrado
en la figura 10, se maximiz6 la capacidad de carga de las particulas, y se considerd la
concentracion del material encapsulante para mantener los diametros y caracteristicas. Se
buscd reducir los dafios mecanicos posibles manejando los niveles de inyeccion
homogéneamente para determinar las diferencias de las capsulas del tratamiento éptimo y
el tratamiento central al ser adicionados a la matriz final. La deseabilidad se centra en el
tratamiento central de 0.5% de alginato y una relacion de solventes del 80%, lo que nos
demuestra que los valores dptimos establecidos experimentalmente fueron acordes con el
experimento. De esta manera, la Superficie de Respuesta determinG que el tratamiento
Optimo para la elaboracion fue de 0.69% (p/v) de material encapsulante y 92:8 (agua :
aceite) de relacion de solventes basados como punto critico. Esta deseabilidad nos
representa los valores de optimizacién del estudio donde se maximiza la encapsulacion de
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fitoesteroles. Sin embargo, se pudo observar anteriormente que el aumento de la
concentracion de alginato aumenta el tamafio de particula, por ende, puede ser percibido
por el consumidor.
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Figura 10. Efecto del porcentaje de alginato y retencidn de solventes sobre la deseabilidad
del modelo basado en la capacidad de carga y eficiencia de encapsulado.

Viscosidad del yogur. El yogur es un tipo de fluido no newtoniano que tiene caracteristicas
inversas entre la relacion de la velocidad de corte y el esfuerzo cortante (Oxford, 2014).
Por tal motivo, el comportamiento reoldgico del yogur es determinante para definir su
comportamiento a través del tiempo, y como se ve afectado en la adicién de compuestos
bioactivos. Se adicion6 1.5 g de capsulas de alginato de sodio en un total de 150 g de yogur,
basados en el RTCA 67.04.54:10 (RTCA 2011). Segun Liu y colaboradores (2014), la
viscosidad de los productos fermentados de la leche depende directamente del pH y el cuajo
utilizados para su elaboracion. En las figuras 11, 12 y 13 se refleja el comportamiento de
los tratamientos control, 6ptimo y central en el dia 15, después de haber sido adicionado las
particulas.
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Figura 11. Comportamiento reolégico del tratamiento 0ptimo a los 15 dias.
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Figura 12. Comportamiento reoldgico del tratamiento control a los 15 dias.

35.00
y =154.41x - 41.691

R?=0.9882
25.00 4

20.00 o
15.00 .

30.00

Velocidad G

10.00 ')
5.00 .

0.00
0.00 0.20 0.40 0.60
Esfuezo cortante

Figura 13. Comportamiento reologico del tratamiento central a los 15 dias.
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El yogur por ser una leche fermentada concentrada tiene un incremento de proteina a un
minimo de 5.6% la cual forma una matriz que se presenta de manera espesa (Codex, 2003).
En el cuadro 9 se puede evidenciar una diferencia minima de la viscosidad al dia 0, viéndose
disminuida en las muestras con la adicion de capsulas de tratamiento central y dptimo. Esta
diferencia reflejada en el coeficiente de variacion se debe a la ruptura de la matriz proteica
por el mezclado para la obtencidn de una distribucion homogénea de las particulas. Por el
contrario, se ve una reduccion en la viscosidad del tratamiento control al dia 15, reflejada
por una mezcla previa al analisis, para homogenizar la muestra que se encontrd en reposo
durante los 15 dias. Segun Reyes y colaboradores (2014), los tratamientos de yogur
aumentan con la presencia de microcapsulas de aceite. Este cambio se atribuy0 a la friccion
que generan las microcépsulas en el esfuerzo cortante. Sin embargo, los tratamientos del
presente estudio no presentaron diferencia significativa entre ellos, pero si se observaron
diferencias significativas entre los dias 0 y 15.

Cuadro 9. Analisis de viscosidad en el yogur sin sabor con los diferentes tratamientos

(mpa.s).
Tratamientos Dia0 Dia 15
Control 80.0 + 10.50 X2 130.3 + 10.50 P
0.50% Alg. / 80:20 R. solv. 133.1 + 10.50 %@ 154.4 + 10.50 %P
0.70% Alg. / 92:08 R. solv. 118.1 + 10.50 *@ 159.5 + 10.50 %P
C.V (%) 8.20
R2 0.673

C.V(%): Coeficiente de variacion.

XY Medias en la misma columna con diferente letra representa diferencias significativas
entre los tratamientos (P < 0.05).

*b Medias en la misma fila con diferente letra representa diferencias significativas entre
tiempos (P < 0.05).

% Alg.: Porcentaje de alginato

R. solv.: Relacién de solventes (fase acuosa: fase hidrofébica)

Control: Yogur sin particulas adicionadas.

%ATECAL. La acidez titulable de los tratamientos tuvo un aumento en relacién al tiempo
almacenado, pero no hubo diferencia entre los diferentes tratamientos. EI aumento de la
acidez a traves de los dias se debe directamente a la presencia de las bacterias acido lacticas
presentes en el yogur. Estas bacterias forman &cido lactico, el mismo que genera una
disminucion del pH tanto en el periodo de incubacion, como en el de almacenamiento
(Rojas et al. 2007). En el cuadro 10 se puede observar que la diferencia de la acidez titulable
entre los tratamientos de los dias 0 y 15 no muestra diferencia alguna. Défaz y Moreira
(2017) reportaron que entre los primeros 15 dias, no existen diferencias significativas en el
cambio de acidez, la misma que aumentaba en los 30 dias de almacenamiento. Se puede
determinar que la presencia de las capsulas no afecta en la acidez del yogur, por lo que
pueden ser afadidas sin alterar la composicidn quimica en cuanto a su acidez.
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Cuadro 10. Andlisis de % ATECAL en el yogur sin sabor con los diferentes tratamientos.

Tratamientos Dia 0 Dia 15
Media + DE Media + DE
Control 0.787 + 0.01%? 0.932 + 0.01%P
0.50 % Alg. / 80:20 R. solv. 0.787 + 0.01%? 0.937 + 0.01%®P
0.70 % Alg. / 92:08 R. solv. 0.785 + 0.01%? 0.933 + 0.01%®P
C.V. (%) 25.99
R? 0.999

C.V(%): Coeficiente de variacion.

RZ: Ajuste lineal del modelo (R cuadrado).

XY Medias en la misma columna con diferente letra representa diferencias significativas
entre los tratamientos (P < 0.05).

#b Medias en la misma fila con diferente letra representa diferencias significativas entre
tiempos (P < 0.05).

% Alg.: Porcentaje de alginato

R. solv.: Relacidn de solventes (fase acuosa: fase hidrofdbica)

Control: Yogur sin particulas adicionadas.
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4. CONCLUSIONES

Se encontrd el tratamiento 6ptimo el cual consistid de 0.7% alginato (p/v) y 92:8 (fase
acuosa / aceite) relacion solvente, que obtuvo la capacidad de carga mas alta (11.10
mg/g-alginato).

Se pudieron obtener las particulas con tamafios menores a 1 mm, lo que resulta
bastante viable para la adicion a una matriz alimenticia.

La adicion de las particulas al yogur no modifico los aspectos fisicoquimicos
mayormente percibidos por el consumidor.
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5. RECOMENDACIONES
La utilizacion de un compuesto complementario de recubrimiento en la elaboracion
de las capsulas para brindar mayor proteccion externa.

Realizar un andlisis sensorial de aceptacion para determinar si el consumidor puede
identificar o no la presencia de las particulas.

Analizar las diferencias de viscosidad y acidez titulable en 30 dias, para determinar
si la presencia de alginato en forma de capsulas no muestra alteracion alguna en la
composicion original del yogur.

Realizar un analisis de cromatografia de gases para determinar la cantidad recuperada
real de fitoesteroles en el yogur con las capsulas.
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7.  ANEXOS

Anexo 1. Punto critico de optimizacion de tratamiento y sus valores obtenidos.

Valores criticos; Variable: Capacidad carga
Solucion méaxima
Valor predicho por la solucion: 11.09657

Variables independientes — vaeles, - —
Minimos Punto critico Maximo
% Alginato, X1 0.359 0.699 0.631
Relacion solventes (Fase Acuosa), X» 65.86 92.39 94.14
Valor Predicho (mg/g) 11.09
Valor Obtenido (mg/q) 11.10

X1: Variable de estudio dependiente 1
Xo: Variable de estudio dependiente 2

Anexo 2. Resultado de andlisis de medidas repetidas en el tiempo de %ATECAL

Source DF Sum of Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 3 0.10658750 0.03552917 7162.68 <.0001
Error 14 0.00006944 0.00000496
Corrected Total 17 0.10665694
R-Square Coeff Var Root MSE ATECAL Mean
0.999349 0.259897 0.002227 0.856944
Source DF Type 111 SS Mean Square F Value Pr>F
TRT 2 0.00001944 0.00000972 1.96 0.1776
Dia 1 0.10656806 0.10656806 21484.1 <.0001
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Anexo 3. Resultado de andlisis de medidas repetidas en el tiempo de viscosidad.

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 3 3892.690000 1297.563333 11.76  0.0794
Error 2 220.703333 110.351667
Corrected Total 5 4113.393333
R-Square Coeff Var Root MSE Viscosidad Mean
0.946345 8.128584 10.50484 129.2333
Source DF Type 111 SS Mean Square F Value Pr>F
TRT 2 1764.523333 882.261667 8.00 0.1112
Dia 1 2128.166667 2128.166667 19.29 0.0481

Anexo 4. Cromatograma de referencia de fitoesteroles de palma africana.
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