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Resumen

La encapsulacién de compuestos bioactivos permite el aprovechamiento de moléculas que benefician
la salud. Los fitoesteroles son fitoquimicos con estructura similar a la del colesterol, sin embargo, son
sensibles a variados factores ambientales. En esta investigacién, se realizé una revisién de literatura
sobre las generalidades de los fitoesteroles y los diferentes materiales de encapsulacién para que
puedan ser integrados en alimentos. Asimismo, se realizé un estudio experimental usando diferentes
concentraciones de maltodextrina (6 y 8%), relaciones etanol:agua (2:1 y 3:1) y una concentracion
constante de gelatina (5 mg/mL) para encapsular fitoesteroles. Se usé un Disefio Completamente al
Azar con arreglo factorial 2 x 2 con tres repeticiones, una separacién de medias ajustadas (LSMEANS)
para la interaccidon de los niveles de los factores y una prueba Duncan para comparar las medias entre
factores con un nivel de significancia de 95%. Se evalud la solubilidad, actividad de agua, tamafo de
particula, morfologia y capacidad de carga. Se obtuvieron diferencias significativas (P < 0.05) en
actividad de agua y capacidad de carga. Por otro lado, solubilidad y tamafio de particula no
presentaron diferencias significativas (P > 0.05). Ademads, se adiciond el mejor tratamiento en
capacidad de carga al yogur natural Zamorano y se evalud su efecto en la textura, ATECAL y el
contenido de fitoesteroles. La adicidn de fitoesteroles no afectd la acidez, firmeza ni cohesividad del
yogur; sin embargo, se encontraron diferencias en adhesividad (P < 0.05). Por ultimo, la cuantificacidn
de fitoesteroles indicd que el yogur conservé el 80% de fitoesteroles afiadidos.

Palabras claves: Adhesividad, capacidad de carga, cohesividad, fitoquimicos.
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Abstract

The encapsulation of bioactive compounds allows the use of molecules that benefit health.
Phytosterols are phytochemicals with a structure similar to cholesterol, however, they are sensitive
to various environmental factors. In this research, a literature review was carried out on the
generalities about phytosterols and the different encapsulation materials to integrate them in food.
Likewise, an experimental study was carried out using different concentrations of maltodextrin (6 and
8%), ethanol: water ratios (2: 1 and 3: 1), and a constant concentration of gelatin (5 mg/mL) for
encapsulating phytosterols. A Completely Randomized Design was used with a 2 x 2 factorial
arrangement with three repetitions, a separation of adjusted means (LSMEANS) for the interaction of
factor levels, and a Duncan test to compare the means between factors with a significance level of
95%. Solubility, water activity, particle size, morphology, and loading capacity were evaluated.
Significant differences (P < 0.05) were obtained in the water activity and loading capacity. On the other
hand, solubility and particle size did not show significant differences (P > 0.05). In addition, the best
treatment in loading capacity was added to Zamorano natural yogurt, and its effect on the texture,
ATECAL, and the content of phytosterols were evaluated. The addition of phytosterols did not affect
the acidity, firmness, or cohesiveness of the yogurt; however, differences in adhesiveness were found
(P < 0.05). Finally, the quantification of phytosterols indicated that the yogurt conserved 80% of added
phytosterols.

Keywords: Adhesivity, cohesivity, load capacity, phytochemicals.
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Introduccién

Actualmente las tendencias en alimentacién y salud estdn enfocadas en promover una dieta
mas saludable (Murillo Serna y Rodriguez Salazar 2018), debido a esto, la industria alimentaria tiene
la responsabilidad de suplir con nuevos productos capaces de responder a las nuevas necesidades del
mercado. Para poder desarrollar este tipo de productos es necesario realizar diversos estudios que
determinen los componentes que pueden utilizarse para mejorar el estilo de vida del consumidor.

“Evidencias cientificas indicaron que los alimentos, ademas de nutrientes, pueden contener
compuestos bioactivos capaces de prevenir diversas enfermedades y/o fortalecer el sistema
inmunolégico” (Ancos et al. 2016). Los compuestos bioactivos o fitoquimicos no son nutrientes
esenciales, sino que suponen un aporte extra nutricional y por lo tanto propician investigaciones para
gue posteriormente se pueda trabajar con ellos en la industria, produciendo lo que se conoce como
alimentos funcionales (Navarro-Gonzalez y Periago 2016). “Estos componentes se encuentran en
general en pequefias cantidades en productos de origen vegetal y en alimentos ricos en lipidos”
(Herrera Chalé et al. 2014).

Un grupo de los compuestos bioactivos son los fitoesteroles y se pueden clasificar en dos
grupos: Esteroles y estanoles, siendo los primeros los mds abundantes. Estos compuestos se
consideran colesteroles vegetales porque son compuestos lipidicos de origen vegetal, pueden ser
afiadidos a la dieta por medio de alimentos naturales o suplementos alimenticios enriquecidos (Ogbe
et al. 2015). Los fitoesteroles son componentes naturales de las células vegetales con amplia
distribucién en la naturaleza. Entre las especies vegetales existe una gran variabilidad en el contenido
de fitoesteroles; en frutas y verduras su contenido es bajo, mientras que las semillas de oleaginosas y
de cereales son las mayores fuentes naturales de fitoesteroles (Silva et al. 2016).

Las investigaciones sobre encapsulacion de compuestos se han incrementado en los ultimos
afos, esta técnica se usa en el desarrollo y fabricacidn de alimentos funcionales y nutraceuticos. Dicha
estrategia consiste en confinar un compuesto activo dentro de una matriz polimérica (Lépez Cérdoba

2012). La encapsulacién protege al compuesto bioactivo de las condiciones ambientales (Luz, oxigeno,
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humedad y temperatura) y de esa manera prolongar su vida util y facilitar su manipulacién (Sanchez
Molina et al. 2018). Asimismo, con este proceso el compuesto encapsulado se protege de reaccionar
con los demdas componentes del alimento, se impide su oxidacién, se controla su liberacién y en
algunos casos no solo permite mejorar su valor nutritivo sino también su apariencia, color, sabor y
textura (Hernandez-Torres et al. 2016).

El material pared particularmente afecta la estabilidad de las microparticulas, la eficiencia del
proceso y el grado de proteccion del nucleo activo (EsquivelGonzalez et al. 2015). Los materiales para
realizar una encapsulacidn varian segun las propiedades del compuesto y del material, la aplicacion
gue se le dard y su costo. Los materiales mas usados son: Gomas, carbohidratos, celulosas, lipidos,
proteinas y materiales inorgdnicos (Ramirez Ortiz 2017).

Existen multiples métodos usados para la encapsulacidon de compuestos y estos se dividen en
dos grupos: Quimicos y mecdnicos. En cuanto a los mecanicos, los principales son: Secado por
aspersion, aspersion por enfriamiento o congelacion y extrusion. Por otra parte, los métodos quimicos
son: Coacervacion, co-cristalizacion, gelificacion idnica, polimerizacién interfacial, incompatibilidad
polimérica e inclusién molecular (Arroyo Lobo 2015).

La hipercolesterolemia o colesterol alto en sangre hace referencia al contenido de colesterol
LDL,por sus siglas en inglés,(Lipoproteinas de Baja Densidad) por encima de los valores deseables (<
240 mg/dl). Este tipo de colesterol es conocido por ser perjudicial debido a que en niveles muy altos
tiende a depositarse en las paredes arteriales y se asocia con el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares (Muzo Moreta 2016). La ingesta minima de fitoesteroles para producir la inhibicidn
de la absorcidn intestinal de colesterol y reducir la concentracién plasmatica de c-LDL es de 2 g al dia
(Pascual Fuster 2017). (Muzo Moreta 2016).

El aceite de palma, se compone por acidos grasos saturados e insaturados casi en la misma
proporcién, no obstante, algunos factores pueden favorecer a un perfil menos saturado (Gesteiro et
al. 2018). Este aceite aporta 33% de acidos grasos saturados (Cerca del 28% como acido palmitico) y

66% de acidos grasos insaturados (Aproximadamente 54% como acido oleico); este contenido de 4cido
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oleico, un acido graso monoinsaturado, proporciona propiedades cardio protectoras debido a su
capacidad para reducir el colesterol malo o LDL (Mondragén y Pinilla 2015).

Debido a que la ingesta de fitoesteroles no alcanza la ingesta minima para obtener sus
beneficios, se requieren dosis suplementarias incorporando este compuesto a diferentes alimentos
como margarinas vegetales, leche, yogur, barras de cereales y productos carnicos procesados
(Descalzo et al. 2018). Segun la Administracion de Medicamentos y Alimentos, FDA (Por sus siglas en
inglés), define yogur, como un alimento que se produce a partir de uno o mas ingredientes lacteos
con un cultivo bacteriano que contiene las bacterias productoras de dacido lactico, Lactobacillus
bulgaricus y Streptococcus thermophilus. El yogur natural es considerando como un alimento de alta
densidad nutricional, fuente de minerales, vitaminas y proteinas de alta calidad; su consumo se asocia
a un patrén alimentario saludable (Babio et al. 2017).

En este estudio se compild informacidn relevante a cerca de encapsulacion de fitoesteroles y
su efecto ante la hipercolesterolemia se realizé una parte experimental encapsulando fitoesteroles de
palma africana (Elaeis guineensis) y su adicion en yogur para determinar la cantidad de fitoesteroles
recuperados a través del proceso de encapsulacidn.

Los objetivos de la investigacion fueron:

Recopilar informacidn sobre los fitoesteroles y los materiales mas usados en encapsulacién
para su aplicacidn en la industria alimentaria.

Evaluar el efecto de la relacion etanol:agua y porcentaje de maltodextrina sobre las
propiedades fisico-quimicas de fitoesteroles de palma africana (Elaeis guineensis) microencapsulados
con gelatina.

Determinar el efecto de la adicion de fitoesteroles microencapsulados sobre la acidez, textura

y cuantificacion de fitoesteroles totales en yogur natural de Zamorano.
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Materiales y Métodos

Criterios de Busqueda

Se buscaron articulos relacionados con temas de métodos de encapsulacién de fitoesteroles
y estudios en su efecto ante el colesterol, dicha bisqueda tomd en cuenta los objetivos de la revisidn
bibliografica. Para efectuar la busqueda de informacion se revisaron bases de datos confiables.
Principalmente se hizo uso de: “SciELO, Researchdlife, Springer, Science Direct, Dialnet, Elsevier,
Annual Reviews, Researchgate y Redalyc”. La busqueda se realizé tanto en inglés como en espanol,
para ampliar la recopilacién de informacién. La seleccién de las bases de datos se hizo con el fin de
obtener informacién con base cientifica adecuada para la redaccidon de la revision literaria.
Criterios de Seleccidon de Articulos

Se tomé en cuenta diferentes factores que calificaron a los articulos aptos para su inclusion
en la revision literaria, estos fueron: Bases de datos con credibilidad cientifica, el articulo no tiene mas
de 10 afios publicado y su enfoque con relacién a estrategias para la encapsulacion de fitoesteroles y
su efecto ante la hipercolesterolemia. Los criterios se aplicaron con la finalidad de tener una revision
literaria actual y con adecuada base cientifica.
Criterios de las Fases Experimentales del Estudio
Localizacion del Estudio

El estudio se dividi6 en dos fases. FASE 1: Microencapsulacion de fitoesteroles. El

deshidratado de muestras se realizd en la Planta de Innovacidn de Alimentos (PIA). Los analisis fisicos
y quimicos se efectuaron en el Laboratorio de Andlisis de Alimentos (LAAZ). Los analisis de tamafio de
las microcdpsulas se realizaron en el Laboratorio de Reproducciéon Animal. FASE 2: Adicion de las
microcdpsulas en el yogur natural firme, analisis de textura, acidez y cuantificacion de fitoesteroles
totales, se realizaron en el Laboratorio de Analisis de Alimentos (LAAZ). Cada uno de los laboratorios
ubicados en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, ubicada en el km 30 de la carretera que

conduce de Tegucigalpa a Danli, Valle de Yeguare, San Antonio de Oriente, Francisco Morazan,

Honduras.
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FASE 1. Elaboracidn de los Tratamientos de Fitoesteroles Microencapsulados
Materiales

Fitoesteroles de Palma (BIOSA®, Honduras), Gelatina B 275 Bloom (Gelnex®, Brasil),
Maltodextrina (DE 10-15, Shandong Bangye Co Ltd, Shandong, China), Etanol EMSURE® (99%, UN1170,

Alemania), agua desionizada y yogur natural Zamorano.

Preparacion de la Fase Orgdnica

Esta parte consistié en mezclar de fitoesteroles disueltos en etanol al 99%. La cantidad de
fitoesteroles dependid de la cantidad de proteina y esta a la vez de la relacién etanol:agua. La
preparacion se realizd en un matraz de 1,500 mL, se le agregaron los fitoesteroles previamente
pesados. Se adiciond la cantidad de etanol segin cada relacién, se mezcld y calentd en una plancha
por 20 min, con una agitacion de 700 rpm y nivel 7 de temperatura, hasta su completa disolucion.
Preparacion de la Fase Acuosa

Esta etapa consistié en la dilucion de gelatina (Proteina) en 350 mL agua desionizada (5
mg/mL; esta cantidad fue constante en todos los tratamientos). Se pesé la gelatina para cada
tratamiento, se deposité en matraces de 2,000 mL y se mezclé con agua a 700 rpm y temperatura a
nivel 6 en una plancha, hasta que se disolvio la gelatina completamente. Se dejé enfriar a temperatura
ambiente para su posterior mezclado con la fase organica.
Preparacion de la Microencapsulacion de Fitoesteroles

La fase orgdnica (Fitoesteroles disueltos en etanol) se mantuvo en movimiento en la plancha
magnética y se agregd a la fase acuosa (Gelatina disuelta en agua), segun el método “Flash
desolvation” (Wang et al. 2018). Posteriormente, se evapord el etanol de cada muestra en un
“rotoevaporador” (BUCHI, modelo R-100, Suiza). Los parametros usados para el evaporado fueron:
temperatura del bafio Maria 60 °C, temperatura del refrigerante 10 °C, vacio 175 mbar y 400 rpm.
Cuando se evaporé el etanol, y solo quedd presente la fase acuosa con los fitoesteroles encapsulados,
se adiciond la maltodextrina de acuerdo con el porcentaje para cada tratamiento (6 y 8%). La muestra

se colocé en matraces de 400 mL para su posterior deshidratado en el secador por aspersion.
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Deshidratado por Aspersion

El deshidratado se realizd en un secador por aspersidon (LabPlant SD-Basic, UK). Las
condiciones de operacién que se utilizaron para la manipulacién del secador fueron: Temperatura de
entrada 150 °C y temperatura de salida 90 °C. Se colocaron las muestras en un matraz de 400 mL, en
la cual se introdujo una manguera de absorcién. Luego se encendié la bomba peristaltica a velocidad
4, la cual absorbié la mezcla y la llevd al inyector donde la muestra se atomizé por medio de aire
comprimido (300 kPa) a la cdmara de deshidratado. En la camara, las gotas atomizadas de la solucion
entraron en contacto con el aire caliente, el cual produjo una rdpida reduccion del contenido de agua
y forma las particulas secas de la muestra. Las particulas sdlidas fueron arrastradas y depositadas en
un frasco portador de la muestra. Se extrajo la muestra seca para posterior envasado y pesado.

En la Figura 1 se muestra el flujo de proceso para la elaboracidon de fitoesteroles

microencapsulados, donde se encuentra detallado cada paso del proceso.

Anadlisis Fisicos y Quimicos de Fitoesteroles Microencapsulados
Actividad de Agua

Se realizé la medicidn de la actividad de agua a través del método de la AOAC 978.18 haciendo
uso de un Aqualab Serie 3 (Decagon Devices WA, USA).
Tamaiio de Particulas

Las particulas fueron medidas en escala de 1000 um, para lo cual se utilizé un microscopio
invertido marca Mshot MI11, con aumento de 40x. Para la captura de imagenes se usé una cdmara
Dino-Eye AM-423X y la medicidn de las imagenes se realizd con el programa Dino Capture versiéon 2.0

con escala en micrémetros.



Figura 1

Flujo de proceso de la elaboracion de microencapsulacion de fitoesteroles.
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Solubilidad

Se pesaron 2 g de muestra en tubos de ensayo de centrifugacién y se le agregd 24 mL de agua
desionizada. Se agité a 2,500 rpm por 5 min en un Vortex (Fisherbrand, EUA). Luego se colocé en un
bafio Maria a 30 °C por 30 min. Posteriormente, se centrifugd a 5,000 rpm por 15 min. Se extrajo el
sobrenadante y se colocé en un plato Petri, los cuales se dejaron en un horno a 105 °C por 24 h. Para

determinar el porcentaje de solubilidad se utilizé la Ecuacién 1:

pi—PMI
pi

% Porcentaje de solubilidad = * 100 [1]

Donde:
pi = Peso inicial
PMI = Peso del material insoluble
Andlisis de Fitoesteroles

La medicidon del perfil y cuantificacion de fitoesteroles encapsulados se realizé en un
cromatdgrafo de gases (CG) (Agilent 6890 Serie GC System, USA), el cual posee un software CG
ChemStation 2010, y se utilizé el método de la AOCS Ce 12-16. Se prepard una solucién estandar
interno (IS) con Epicoprostanol, 5B-colestano-3a-01 (5 mg/mL) disuelto en tolueno.

Para cada uno de los tratamientos se pesé 1 g de muestra, la cual se derivatizé con BSTFA al
1% (N, O-Bistrifluoroacetamida). Se colocé la muestra en un matraz de 50 mL, a la cual se le agregd 5
mL del estandar interno disuelto en tolueno, se colocé tres perlas de vidrio y 5 mL de HCl a 3N.
Posteriormente se colocd la muestra en un condensador de reflujo y con una plancha se calenté hasta
100 °C por 40 min, luego se dejd enfriar a temperatura ambiente por 20 min. Una vez la muestra
estaba fria, se realizo el primer lavado con una solucién saturada de sal (NaCl), se le agregd la solucién
saturada hasta el cuello del matraz, se agitd por 3 min haciendo uso de una plancha magnética y un
iman y se dejo reposar por 2 min. Luego se retird la fase organica haciendo uso de una micropipeta,
se colocd en otro matraz de 50 mL, al cual se le agregd 5 mL de NaOH metandlico a 3N vy tres perlas

de cristal. Se colocé nuevamente en el condensador de reflujo, se calentd con una plancha a 100 °C



19

por 15 min; pasado este tiempo se dejé enfriar por 20 min y se realizd el segundo lavado con una
solucion saturada (NaCl). Para la derivatizacion de los fitoesteroles, se extrajeron 300 pL de la fase
organica, los cuales se mezclaron con 250 pL de Piridina, 500 pyL de BSTFA al 1% (N, O-
Bistrifluoroacetamida), 0.001 g de sulfato de sodio y se colocé en un vial de 1.5 mL. Luego, los viales
se centrifugaron (VWR, Symphony 4417R, Alemania) a 6,000 rpm por 2 min.

Finalmente, se analizé cada muestra en el cromatdgrafo de gases. Las condiciones que cumple
el cromatdgrafo de gases Agilent 6890 Serie GC System para el analisis de fitoesteroles son: Gas de
arrastre: Hidrédgeno; Columna: SP - 30 m x 0.320 mm x 0.25 um; Horno: Temperatura inicial 55 °C por
3 min., temperatura final 120 °C por 2 min. y velocidad de calentador 20 °C/min; Detector (FID),
Temperatura 250 °C, Presion del aire 450 mL/miny Presidn del hidrégeno 40.0 mL/min; Inyector (Split)
Temperatura 175 °C, Split radio 80.0 y velocidad lineal 39 cm/s; Duracidén del método, 8.25 min;
Volumen de inyeccién, 1.0 L.

Capacidad de Carga

Para determinar la capacidad de carga, se dividid la cantidad de fitoesteroles encapsulados

(mg) entre, la cantidad de muestra usada para la cromatografia de gases (1 g) por medio de la Ecuacion

2, con algunas modificaciones (Zhang et al. 2017).

R

™) 2l

Capacidad de carga =

Datos:
FR = Fitoesteroles recuperados por cromatografia de gases, mg.
M = Cantidad de muestra utilizada para cromatografia de gases, g.
Disefio Experimental
Para los analisis fisico-quimicos como: Solubilidad en agua, actividad de agua, tamafio de las
particulas y capacidad de carga, se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial

2x2; utilizando dos relaciones etanol:agua (2:1, 3:1 v/v), y el factor porcentaje de maltodextrina de 6
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y 8% (p/v). Se evaluaron cuatro tratamientos (Dos relaciones de etanol:agua y dos porcentajes de
maltodextrina). Se hicieron tres repeticiones por tratamiento, obteniendo asi un total de 12 unidades
experimentales como se muestran el Cuadro 1. Para el analisis de los datos se utilizé el “Statistical
Analysis System” (SAS® version 9.4) con una separacién de medias ajustadas (LSMEANS) para la
interaccion de los niveles de los factores, y una prueba Duncan para comparar las medias de los
factores con un nivel de significancia de 95%.

Cuadro 1

Tratamientos con relaciones etanol:agua y porcentajes de maltodextrina a evaluar.

) Descripcidn de los niveles de la relacidn etanol:agua )
Tratamientos Maltodextrina (%)
Etanol Agua

o O 0 O

2 1
2 1
3 1
3 1

A W N

FASE 2. Adicién de Microcdpsulas de Fitoesteroles de Palma Africana a un Yogur Natural

Acorde a los resultados obtenidos en la Fase 1, se escogid el tratamiento con la capacidad de
carga mas alta para ser adicionado a un yogur natural firme de la Planta de Procesamiento de Lacteos
Zamorano. Segun el Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA 67.01.60:10) de etiquetado
nutricional de productos alimenticios preenvasados para consumo humano para la poblacién a partir
de 3 afios de edad; se establece que un producto necesita al menos 0.65 g de fitoesteroles para ser
indicado en la etiqueta que podria reducir el colesterol. Por lo tanto, los fitoesteroles se calcularon en
base a un tamafio de porcién de 225 g, necesitando 12.5 g del mejor tratamiento con 52 mg de
fitoesteroles/g de muestra, para cubrir el minimo requerido por la RTCA 67.01.60:10. Debido a la
cantidad de yogur disponible, se realizo la conversidn de fitoesteroles para agregar a 100 g de yogur,
adicionando finalmente 5.5 g de fitoesteroles microencapsulados por repeticién. Para incorporar los

fitoesteroles al yogur, se utilizé una Hamilton Beach Hand Blender con el implemento batidor a la
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menor velocidad durante 30 segundos, asimismo, el yogur control sin fitoesteroles fue batido para
gue ambas muestras tuvieran el mismo proceso.

Se midid a través del analisis quimico de titulacidn, el impacto en la acidez (ATECAL) del yogur
natural luego de agregar los fitoesteroles microencapsulados. A través de analisis fisicos de textura,
se determind el cambio en adhesividad, cohesividad y firmeza en el yogur después de anadir los
fitoesteroles microencapsulados. Por medio de un andlisis de cromatografia de gases se determiné la
cantidad de fitoesteroles en el yogur con las microcapsulas. Los analisis se realizaron comparando un
yogur control sin fitoesteroles y el yogur con el mejor tratamiento anadido.

Anadlisis Fisico - Quimicos al Yogur Natural
Textura

Para realizar el analisis de perfil de textura (APT) se usé un Brookfield CT3 analizador de
textura, empleando el método descrito por Pang et al. en el 2015, con algunas modificaciones por las
autoras. Para esta prueba se usé un cilindro con una base plana de 25.4 mm de didmetro, velocidad
de 0.5 mm/s. La altura de la muestra fue de 30 mm en un recipiente de 100 mL con una base plana de
45 mm de didametro. Se aplicaron dos ciclos de compresion a una profundidad de 10 mm. Se
cuantificaron los siguientes parametros: Firmeza (N), adhesividad (mJ) y cohesividad.

Acidez Titulable Expresada Como Acido Ldctico (%ATECAL)

Se hizo uso del método de la AOAC 947.05. Se pesaron 20 g de la muestra de yogur, se diluyo
en agua desionizada al doble de su peso (40 mL) y luego se le agregaron 2 mL de fenolftaleina al 1%.
Posteriormente, se procedi6 a titular la muestra utilizando 0.1M de NaOH, hasta que el color rosado
fuera palido y persistente. Se midieron los mililitros gastados de la solucion de NaOH y se uso la
Ecuacion 3 para valorar el porcentaje de acido lactico.

%ATECAL= [(mL de NAOH * 0.0090) + 20 g de muestra] * 100 [3]
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Cuantificacion de Fitoesteroles Absorbidos

La medicién del perfil y cuantificacion de fitoesteroles encapsulados en yogur se realizd en un
cromatégrafo de gases (CG) (Agilent 6890 Serie GC System, USA), el cual posee un software CG
ChemStation 2010, y se utilizd el método de la AOCS Ce 12-16. Se prepard una solucién estandar
interno (IS) con Epicoprostanol, 5B-colestano-3a-01 (5 mg/mL) disuelto en tolueno.

Para cada uno de los tratamientos se pesé 1 g de muestra de yogur, la cual se derivatizé con
BSTFA al 1% (N, O-Bistrifluoroacetamida). Se colocd la muestra en un matraz de 50 mL, a la cual se le
agrego 5 mL del estandar interno disuelto en tolueno, se colocé tres perlas de vidrio y 5 mL de HCl a
3N. Posteriormente se colocé la muestra en un condensador de reflujo y con una plancha se calenté
hasta 100 °C por 40 min, luego se dejé enfriar a temperatura ambiente por 20 min. Una vez la muestra
este fria, se realizé el primer lavado con una soluciéon saturada de sal (NaCl), se le agregé la solucion
saturada hasta el cuello del matraz, se agitd por 3 min haciendo uso de una plancha magnética y un
iman y se dejo reposar por 2 min. Luego se retird la fase organica haciendo uso de una micropipeta,
se colocd en otro matraz de 50 mL, al cual se le agregd 5 mL de NaOH metandlico a 3N y tres perlas
de cristal. Se colocé nuevamente en el condensador de reflujo, se calentd con una plancha a 100 °C
por 15 min; pasado este tiempo se dejé enfriar por 20 min y se realizé el segundo lavado con una
solucién saturada (NaCl). Para la derivatizacidn de los fitoesteroles, se extrajeron 300 uL de la fase
organica, los cuales se mezclaron con 250 pL de Piridina, 500 uL de BSTFA al 1% (N, O-
Bistrifluoroacetamida), 0.001 g de sulfato de sodio y se colocé en un vial de 1.5 mL. Luego, los viales
se centrifugaron (VWR, Symphony 4417R, Alemania) a 6,000 rpm por 2 min.

Finalmente, se analizé cada muestra en el cromatdgrafo de gases. Las condiciones que cumple
el cromatdgrafo de gases Agilent 6890 Serie GC System para el analisis de fitoesteroles son: Gas de
arrastre: Hidrégeno; Columna: SP - 30 m x 0.320 mm x 0.25 um; Horno: Temperatura inicial 55 °C por
3 min, temperatura final 120 °C por 2 min. y velocidad de calentador 20 °C/min; Detector (FID),

Temperatura 250 °C, Presion del aire 450 mL/miny Presién del hidrégeno 40.0 mL/min; Inyector (Split)
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Temperatura 175 °C, Split radio 80.0 y velocidad lineal 39 cm/s; Duracién del método, 8.25 min;
Volumen de inyeccién, 1.0 uL.
Disefio Experimental

Para analizar las diferencias entre la muestra del yogur control sin fitoesteroles encapsulados
y el yogur con adicion del mejor tratamiento, segun su capacidad de carga de fitoesteroles
encapsulados, los datos se analizaron por medio de una Prueba T- estudiante con el programa
““Stastistical Analysis System’ (SAS® version 9.4). De esta manera se comparo y se definid si existe
diferencias significativas entre ambas muestras en los pardmetros fisicoquimicos como: Textura,

ATECAL (%) y cuantificacidn de fitoesteroles.
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Revision Bibliografica
Generalidades de los Fitoesteroles

é¢Qué son Fitoesteroles?

El término fitoesteroles se refiere a compuestos esteroides de origen vegetal. Los esteroides
pertenecen a los lipidos y su estructura esta compuesta por tres anillos C6 y un anillo C5, usualmente
estdn unidos a grupos metilo en las posiciones 10 y 13, y en la posicién 17 se encuentra una cadena
lateral alquilo. En el caso de los esteroles, estdn compuestos por 28 a 29 dtomos de carbono y la
estructura difiere en el grupo hidroxilo que esta presente en la posicion tres del anillo A (Da Silva
Marineli et al. 2015).

Funcién en las Plantas. Tanto los fitoesteroles y los fitoestanoles son el producto de su
reduccidn quimica, tienen una amplia distribucidn en la naturaleza. Estos compuestos responden a
metabolitos secundarios en las plantas; a pesar de no ser esenciales, son usados por sus células en
procesos fundamentales para su supervivencia desempefiando funciones metabdlicas importantes.
Los fitoesteroles son claves para la formacién de agregados lipidos que complementan procesos en la
membrana plasmatica de la célula, denominados micro dominios. También tienen un papel
importante para la regulacion en la fluidez y permeabilidad de la membrana. Son precursores de las
hormonas, por ello influyen en el proceso de embriogénesis, crecimiento, desarrollo a través de la
division celular y morfogénesis. Por otra parte, colaboran en la defensa de la planta ante el estrés,
haciendo sefiales moleculares dentro de la planta o entre la planta (Tolve et al. 2020).

La funcién de los fitoesteroles en las plantas es muy similar a la del colesterol en la estructura
de las membranas celulares animales. Los primeros pueden encontrarse principalmente en frutos,
semillas, hojas y tallos de la mayoria de los vegetales. Es por esta razon que estan normalmente
presentes en nuestra alimentacion, teniendo una ingesta diaria desde 160 a 500 mg/dia, dependiendo

de nuestros habitos alimenticios (Silva et al 2016).
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Fuentes de Fitoesteroles.

El estudio de Silva P. y colaboradores indica que los fitoesteroles son producidos en las plantas
por biosintesis de los isopropenoides, esto ocurre en el citoplasma de la célula y se generan mas de
25 reacciones catalizadas por diferentes enzimas (Silva et al. 2016). Surgen a partir de moléculas de
acetil-CoA y la actividad enzimatica de acetil-CoA carboxilasa, convirtiendo la Acetil-CoA en 3-hidroxi-
3-metilglutaril CoA, el cual se reduce a melovato. EIl melovato pasa por procesos sucesivos de
fosforilaciones y una descarboxilacidon hasta que es transformado en isoprenoide, que finalmente da
origen a los fitoesteroles.

Los alimentos vegetales son las principales fuentes de fitoesteroles, abundantes en
estigmasterol, B-sitosterol y campesterol. Las fuentes vegetales con mayor contenido de fitoesteroles
son los aceites, frutos secos, semillas, legumbres y cereales (Merino et al. 2014). Dado que la dieta
mediterranea estd compuesta por una gran variedad y abundancia de estos alimentos ricos en
fitoesteroles, proporciona un aporte importante de estos componentes en la ingesta (Tolve et al.
2020).

En el Cuadro 2 se presenta una lista de alimentos con su contenido de fitoesteroles por cada
100 g, los aceites tienen una mayor concentracién de fitoesteroles en comparacién con las frutas y
vegetales. Tomando en cuenta que la recomendacién de consumo de fitoesteroles por dia debe ser
mayor a 1 g (Ramirez Botero y Roman Morales 2018) para apreciar sus beneficios, la cantidad de
alimento a ingerir seria demasiado elevada.

Tipos de Fitoesteroles y sus Estructuras Quimicas. Las investigaciones indican que existen mas
de 200 tipos de esteroles vegetales, estos compuestos son miembros de los triterpenos y tienen una
estructura similar a la del colesterol; sin embargo, incluyen un grupo metilo o etilo en el Carbono 24.
Los fitoesteroles mas conocidos y abundantes son: B-sitosterol, campesterol y estigmasterol. Se ha
comprobado que existe una gran variacién de esteroles en semillas y frutos, ya que su perfil depende

de los factores genéticos y ambientales, que se dan en los cultivos.
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Cuadro 2

Contenido medio de fitoesteroles en algunos alimentos vegetales (mg/100g)

Alimento Fitoesteroles (mg/100 g)

Aceite de salvado de arroz 1,190
Semillas de sésamo 714
Semillas de girasol 534
Aceite de soya 250
Aceite de oliva 221
Pistacho 214
Margarina 210
Almendra 114
Aceite de girasol 100
Zanahoria deshidratada 94
Pan trigo integral 86
Lentejas 57
Lechuga 38
Garbanzos 35
Arroz 28
Esparragos 24
Naranja 24
Platano 16
Cebolla 15
Manzana 12

Nota. Tomado de USDA 2019

Las dos categorias de esteroles vegetales (esteroles y estanoles) se reflejan en los nombres
del compuesto, por ejemplo, campesterol y campestanol (Figura 2). Los esteroles vegetales son
complejos debido a su asimetria estérica, la adicién de grupos alquilo en la cadena lateral da lugar a
la aparicién de un carbono asimétrico. Tanto esteroles como estanoles tienen estructuras similares,
sin embargo, tienen un doble enlace en la posicidn 5, mientras los estanoles no lo tienen, ya que son
la forma reducida de la molécula de fitoesterol y muchas veces se encuentran en menores cantidades.
Los esteroles se convierten a estanoles con hidrogenacidn quimica. La diferencia entre ellas radica en
la saturacion entre los carbonos C-5 y C-6, ademas de la presencia del grupo metilo en la cadena lateral
(Hernandez Olate et al. 2013).

Los fitoesteroles pueden incluir en su estructura grupos metilo en el carbono 4, dividiéndose
en tres tipos: los 4,4 dimetilesteroles con dos grupos metilo, los 4-monometil-esteroles con uno, y los
4- desmetilesteroles que no poseen ningln grupo metilo adicional. Las primeras dos clases

mencionadas se encuentran en minoria porque son intermediarios durante la sintesis de los esteroles
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(Figura 3). Por otra parte, los 4-desmetil-esteroles poseen un esqueleto de
ciclopentanoperhidrofenantreno. En su estructura presentan un grupo -OH en el carbono 3, grupos
metilo en los carbonos 10y 13, y una cadena alifatica en el carbono 17, cuya longitud varia de entre 8

y 10 carbonos (Figura 4) (Fernandez de la Cuesta, A. 2014).

Figura 2

Estructura del colesterol y esteroles vegetales.

a) Esteroles b) Estanoles
HO . HO .
Colesterol B-Sitosterol B-Sitostanol
HO Campesterol Hn Campestanol
=~
HO Estigmasterol

Nota. Tomado de Oliver et al. (2021)

Figura 3

Estructura de esteroles vegetales minoritarios.

4, 4- Dimetilesterol 4- Monometilesterol

Nota. Tomado de Fernandéz de la cuesta (2014)
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Figura 4

Estructura de 4-desmetil-esteroles.

HO

Nota. Tomado de Fernandéz de la cuesta (2014)

Extraccion de Fitoesteroles. Varias técnicas cromatograficas pueden analizar rdpidamente
compuestos bioactivos. Sin embargo, sus eficiencias pueden depender de los métodos de extraccidn,
incluidos varios parametros de extraccién, la naturaleza del compuesto de interés y la matriz de la
planta. Los estudios cualitativos y cuantitativos de compuestos bioactivos de materiales vegetales se
basan principalmente en la seleccion de métodos de extraccion adecuados (Uddin et al. 2018). El
método de extraccién a utilizar se elige dependiendo de las caracteristicas del medio del compuesto
a extraer, debe ser eficiente, factible, que conserve la bioactividad del extracto y que sea econémico.
Uno de los métodos convencionales es la extraccion por Soxhlet (Figura 5), la cual consiste en poner
la matriz en contacto con un solvente organico durante un tiempo en especifico, usando el equipo
requerido para este fin (Duarte Trujillo et al. 2020). “Los métodos de extraccién convencionales
(Maceracion, reflujo o extraccion Soxhlet) requieren tiempos largos de extraccion, los rendimientos
son bajos y el consumo energético es alto, pero son populares porque son faciles de operar (Yang et

al. 2011).
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Figura 5

Método de Soxhlet.

Condenser

Soxhlet Extractor

Algae Reservoi Siphoned Hexane/Oil

Distillation flask=—————>

Hexane/Oil Reservoir

Heat Source

Nota. Tomado de Kofi Tulashie & Salifu (2017)

En un estudio donde se extrajeron los fitoesteroles de la semilla de aguacate, se usé la
Extraccion en Fase Solida (SPE por sus siglas en inglés), la cual estd basada en fundamentos de
cromatografia liquida (Figura 6). Esta técnica es utilizada en la preparaciéon de muestras para otros
analisis, logrando una separacién selectiva de los compuestos de interés. Consiste en el paso de la
muestra a través de un soporte sélido donde los analitos se absorberan, posteriormente son extraidos
segln sea la afinidad entre la fase mdvil y el sélido absorbente. Las cuatro etapas de este proceso son:
calibracion del instrumento, carga de la muestra, lavado de material indeseado y extraccion selectiva
de la sustancia objetivo. Esta técnica es usada para la preparacién de lipidos y extraccion de esteroles
vegetales, utilizando solventes organicos como hexano y acetato de etilo como fase mévil (Martinez

Hernandez y Santana Parra 2019).
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Figura 6

Extraccion con método de cromatografia liquida.

Acondicionamiento Adicién de muestra Lavado Elucién

'ﬂ' Anaiitg ﬂ

Nota. Tomado de Martinez y Santana (2019)

Otra técnica de separacion es la cromatografia de gases (CG) (Figura 7), la cual logra una
separacion fisica de los componentes de una mezcla gaseosa y son distribuidos entre dos fases, una
de ellas es liquida (Fase estacionaria) y la otra es un gas (Fase mévil). Los componentes de la muestra
se separan entre si, debido a las presiones de vapor y a su afinidad con la fase estacionaria. La
cromatografia de gases se emplea en el analisis de mezclas complejas tipo esteroles en muestras
vegetales y animales porque presenta alta sensibilidad y se obtiene una separacion efectiva (Arias

Gonzalez et al. 2013).

Figura 7

Esquema de un cromatdgrafo de gases.

Jeringa

@ Detector
5 i
Regulador de Puerto de

presion inyeccion

Columna

Sistema de datos

Horno

Gas de arrastre

Nota. Tomado de Martinez y Santana (2019)
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En la investigacion de Uddin y colaboradores, en el 2018, se resumen los principales métodos
de extraccion usados en fitoesteroles. En su estudio establecen tanto los métodos convencionales
como Soxhlet y la maceracidon, y métodos no convencionales como la Extraccién Asistida por
Ultrasonidos (UAE, Ultrasound-Assisted Extraction), la Extraccién Asistida por Microondas (MAE,
Microwave-Assisted Extraction), la Extraccion con Fluidos Supercriticos (SFE, Supercritical Fluid
Extraction), la Extraccidén con Liquidos Presurizados (PLE, Pressurized Liquid Extraction), Extraccion
Asistida con Enzimas (EAE; Enzyme-assisted extraction), entre otros. No obstante, la mayoria de dichas
técnicas requiere alta inversion por el costo del equipo (Nufiez Moreira et al. 2019).

La Extraccién Asistida por Microondas (MAE por sus siglas en inglés) se realiza en tres pasos
secuenciales: Separacién de solutos de la matriz de la muestra bajo presidon y temperaturas
aumentadas, difusién del solvente a través de la matriz de la muestra y liberacion de solutos de la
matriz de la muestra al solvente. La ventaja particular del calentamiento por microondas en la
extraccidon es la ruptura mejorada de enlaces de hidrégeno débiles por la rotacion dipolo de las
moléculas. Cuando se ejecuta radiacién de microondas, a través de la muestra portadora de
disolvente, llega directamente a la muestra sélida sin ser absorbida por el disolvente. Esto provoca un
calentamiento rapido de la humedad en la muestra sélida, lo que resulta en la evaporacién creando
una alta presién de vapor (Uddin et al. 2018).

Para la extraccion asistida por enzimas (EAE) se toma en cuenta que algunos fitoquimicos en
la célula vegetal estan presentes como unidos a los componentes de la pared celular, no se extraen
faciimente con los métodos convencionales de extraccion con solventes. Sin embargo, el
pretratamiento de la muestra con una enzima es una forma eficaz de liberar algunos compuestos
ligados al disolvente y, por lo tanto, aumenta el rendimiento total del compuesto de interés. Los
compuestos presentes en las células salen facilmente al solvente debido a la rotura de las paredes
celulares de la planta por tratamiento enzimatico (Uddin et al. 2018).

En el caso de la Extraccidn Asistida por Ultrasonidos (UAE por sus siglas en inglés) consiste en

una onda con mas de 20 kHz que pasa al disolvente, bajo la onda ultrasdnica, las particulas sélidas y
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liquidas vibran y aceleran y luego el soluto de la muestra sale rdpidamente de la fase sélida al solvente.
La intensidad del ultrasonido reduce las fuerzas intermoleculares resultando en una ruptura de la
estructura molecular. Existen varias hipdtesis posibles para la mejora de la extraccidon por
ultrasonidos, como la ruptura de la pared celular, el aumento de la penetracién y la hinchazén y los
procesos de hidratacidn, entre otros (Uddin et al. 2018).

La Extraccion Asistida por Campo Eléctrico Pulsado (PEFAE por sus siglas en inglés) se basa en
el uso de campos eléctricos externos, que provocan la electro-poracién de las membranas celulares
bioldgicas potenciando la difusién de solutos. En este método se coloca una suspension de células
vivas en una cdmara de tratamiento, que consta de dos electrodos con un circuito simple que produce
pulsos de desintegracién exponencial. La ventaja de PEFAE es que minimiza la degradaciéon de
compuestos termolabiles debido a su capacidad para funcionar a intensidades de campo eléctrico
moderadas (Uddin et al. 2018).

En la Extraccion de Liquido Presurizado (PLE por sus siglas en inglés) se utilizan presiones y
temperaturas elevadas, que aumentan drasticamente el proceso de extraccidn. La alta presién facilita
la extraccidn al conducir el solvente hacia los poros de la matriz de la muestra. En contraste, las altas
temperaturas reducen la viscosidad del solvente y aumentan la difusividad del solvente, lo que resulta
en una mejor penetracidn del solvente en la matriz, lo que mejora la eficiencia de extraccion. La
técnica PLE puede reducir el tiempo de extraccidon y el solvente requisitos, porque la combinacion de
altas presiones y temperaturas mejora la tasa de extraccién (Uddin et al. 2018).

Por ultimo, la Extraccion de Fluidos Supercriticos (SFE por sus siglas en inglés) es una
alternativa eficaz para la extraccion de compuestos funcionales de fuentes naturales con disolventes
organicos. Las propiedades gaseosas de viscosidad, difusion, tensién superficial y la densidad liquida
y el poder de solvatacidon hacen que el fluido supercritico sea un solvente adecuado para extraer
compuestos bioactivos en periodos mas cortos de tiempo con mayores rendimientos. Generalmente,
una unidad SFE consta de varias partes basicas que incluyen un tanque para CO3, una bomba de alta

presion, un enfriador, el CO,, un horno o bafio de agua para controlar la temperatura, una bomba de
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cosol-venteo, un regulador de contrapresidon para controlar el caudal de CO,, un recipiente extractor
y un separador (Uddin et al. 2018).
Los Fitoesteroles y la Hipercolesterolemia.

Los Fitoesteroles y la Dieta Humana. Los fitoesteroles se encuentran en casi todos los tallos,
frutos y hojas verdes. Las principales fuentes son los aceites vegetales, semillas oleaginosas, cereales,
legumbres y frutos secos (Mufioz Jauregui et al. 2011). El consumo de fitoesteroles se ha visto
relacionado con la disminucion de la hipercolesterolemia, en especial por la reduccién del colesterol
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), dicha reduccién algunos terapeutas la utilizan para tratar
enfermedades cardiovasculares. No obstante, el consumo de esteroles vegetales en la dieta habitual
es insuficiente para lograr la reduccion del colesterol. Debido a esta informacién se han realizado
estudios que fomenten el desarrollo de alimentos funcionales orientados a la hipocolesterolemia y
prevencion de enfermedades cardiovasculares (Meco Lépez et al. 2016). La produccion de alimentos
enriquecidos con fitoesteroles se ha incrementado en los ultimos afios de forma considerable debido
al interés que suscita la capacidad que tienen estos compuestos para reducir las concentraciones de
colesterol LDL. Actualmente, los productos enriquecidos con esteroles o estanoles utilizan las formas
esterificadas debido al aumento de su solubilidad, hecho que permite su incorporacidn a alimentos
tales como yogures, margarinas, mayonesa, cremas para untar, leche y aderezos para ensaladas
(Merino et al. 2014).

En la dieta mediterranea, se reconocen los fitoesteroles como uno los mejores componentes
bioactivos; esto se debe al importante consumo de aceite de oliva, cereales, frutos secos y legumbres.
En estudios se ha relacionado inversamente la ingesta de fitoesteroles con los niveles plasmaticos de
colesterol. Una de las primeras descripciones de la adicion de fitoesteroles en una matriz alimentaria
fue en 1977 (Lees et al. 1977),en la cual prepararon un derivado de aceite de soja enriquecido con
fitoesteroles (3 g/dia) y observaron una disminucién significativa del colesterol LDL. Otras

investigaciones demostraron que el aceite de girasol suplementado con ésteres de sitoestanol, usando
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una dosis de 1.5 g/dia, reducia el colesterol LDL en un 15% en adultos hipercolesterolemicos (Merino
et al. 2014).

“Considerando la baja biodisponibilidad de los fitoesteroles en los alimentos de la dieta
habitual, y su competencia con los receptores de colesterol a nivel celular, es recomendable la
ingestion de leche y derivados lacteos para favorecer la biodisponibilidad de estos e incrementar el
efecto terapéutico (San Mauro-Martin et al. 2016)”. Asi mismo, se debe considerar que los
fitoesteroles por si solos no logran reducir sustancialmente el colesterol LDL, estos son solo un
complemento que colabora con la reduccion paulatina del colesterol malo o LDL.

Efecto de los Fitoesteroles en la Absorcion del Colesterol.

Aunque las estructuras del colesterol y los esteroles son similares se metabolizan de diferente
forma (Mufoz Jauregui et al. 2011). La manera en la que accionan los fitoesteroles y fenoles para
disminuir las concentraciones de colesterol LDL se conocen de forma parcial (Merino et al. 2014) . ““El
colesterol proviene de la dieta diaria y la billis, estd conformado por micelas que estan constituidas
por agregados de sales biliares y fosfolipidos, cuyo nucleo contiene colesterol, acidos grasos y
monogliceridos”, por el contrario, los fitoesteroles como: B-sitoesterol y el campesterol, comprenden
del 30 al 65% de ingesta de esteroles vegetales siendo los mdas abundantes (Mufioz Jauregui et al.
2011). Debido a que son compuestos insolubles en medio acuoso, tanto el colesterol como los
fitoesteroles son solubilizados a través de las micelas mixtas (Fosfolipidos, acidos grasos, acidos
biliares) para después ser absorbidos en el intestino. A causa del caracter hidrofébico y su dificultad
de absorcidn, los fitoesteroles compiten con el colesterol para unirse a las micelas, este hecho afecta
la solubilidad y absorcidn del colesterol en el intestino, promoviendo su eliminacién por las heces y
asi su disminucion en los niveles plasmaticos (Gonzalez Hernandez 2017).

El mecanismo de accién de los fitoesteroles, sobre la disminucion del colesterol en el cuerpo
sucede al interferir en el proceso de absorcion del colesterol a nivel intestinal, compitiendo con el
colesterol por la unién a las micelas mixtas transportadoras de acidos grasos. En consecuencia,

aumentan la expresion de genes codificadores de proteinas transportadoras NPC1L1, ABCG5 y ABCGS,
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promoviendo la expulsién del colesterol desde los enterocitos al lumen intestinal y disminuyendo la
re-esterificacién del colesterol en los enterocitos y aumenta la excreta del colesterol via el tracto
intestinal (Badal y Delgoda 2016). De manera mds sencilla, la accién hipolipemiante de los fitoesteroles
se debe a la similitud estructural con el colesterol. Su estructura le permite competir con este
compuesto en el interior de las micelas encargadas de transportar los lipidos insolubles en el tracto
intestinal; las micelas tienen mayor afinidad por los fitoesteroles que por el colesterol. El efecto de la
reduccidn de la absorcién del colesterol intestinal combinado con la disminucién de la circulacion
enterohepdtica del colesterol biliar promueve la sintesis endégena de colesterol, junto con la
estimulacion de la expresién de receptores hepaticos de LDL, lo cual permite el aumento de la
captacién de la LDL circulante en exceso en la sangre. El resultado final es un descenso de entre el 10
— 15% de la LDL plasmatica, siempre y cuando se consuma al menos 1 gramo diario de fitoesteroles
(Ramirez Botero y Romdan Morales 2018).
Estrategias de Encapsulacion de Fitoesteroles para su uso en la Industria Alimentaria

Importancia de la Encapsulacién de los Fitoesteroles. La encapsulacidn de compuestos es una
técnica muy utilizada en el desarrollo de productos de ingenieria en diversas industrias alimentarias,
en especial en la fabricacion de alimentos funcionales, el procesamiento de alimentos y la innovacion
de productos. Consiste en atrapar un material de nucleo funcionalmente activo en una matriz de un
material inerte. El material que se desea encapsular se conoce como nucleo o material activo. También
se conoce como llenado, fase interna o carga util. Por otro lado, el material que se utiliza para
encapsular el ingrediente activo se denomina material de revestimiento, pared, capsula, membrana,
cubierta, matriz o material de soporte. La tecnologia de microencapsulacién recibié importancia en la
aplicacion industrial debido a su capacidad para brindar proteccidon a los componentes bioactivos
inestables (Factores ambientales como el oxigeno, la radiacion, la luz, la humedad y las condiciones
adversas de pH), incorporar nuevas propiedades funcionales en los productos alimenticios y el control
de la liberacion de los activos de las matrices alimentarias en el lugar correcto, en el momento correcto

y en la tasa deseada (Timilsena et al. 2020). En la investigacion de Nedovic y colaboradores se
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establece que la industria alimentaria aplica el proceso de encapsulaciéon por varios motivos. Entre
ellos se destaca que es una herramienta atil para mejorar la entrega de moléculas bioactivas, no
solamente se usa en fitoesteroles sino también antioxidantes, minerales, vitaminas, luteina, acidos
grasos, licopeno e incluso células vivas como probidticos. La encapsulacion proporciona proteccidon
eficaz a las condiciones ambientales, de procesamiento y condiciones gastrointestinales; de esa
manera se preserva la estabilidad de los compuestos bioactivos y ralentiza procesos de degradacion.
Ademads, esta tecnologia puede proporcionar barreras entre los materiales bioactivos sensibles y el
medio ambiente, por lo tanto, permitir el sabor y el aroma de diferenciacion, enmascarar el mal sabor
u olor, estabilizar los ingredientes alimentarios o aumentar su biodisponibilidad (Nedovic et al. 2011).

Las microcapsulas formadas pueden ser clasificadas en tres categorias segin sea su
morfologia: mononuclear, polinuclear y tipo matriz (Figura 8). Las capsulas mononucleares tienen una
cubierta del material encapsulante alrededor del nucleo; las capsulas polinucleares tienen multiples
nucleos dentro de la cubierta, y en la microcdpsula tipo matriz el material del nucleo se distribuye de
manera homogénea en el material de la pared y forma distintas estructuras. Por otra parte, los
principales métodos para realizar la encapsulacién se dividen en procesos fisicos (Secado por
aspersion, extrusién, recubrimiento por aspersiéon), procesos quimicos (Polimerizacién interfacial,
inclusién molecular) y procesos fisicoquimicos (Coacervacion, atrapamiento en liposomas o micelas).
Cada uno de estos procesos en combinacidn con el material encapsulante dan distintas caracteristicas

y aplicaciones en el producto (Nava Reyna et al. 2015).

Figura 8

Tipos de microcdpsulas

Mononuclear Polinuclear Matriz

Nota. Tomado de Nava Reyna et al. (2015)
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Encapsulacidn de Fitoesteroles con Carbohidratos.

En la investigacién de Nava Reyna y colaboradores se menciona que los carbohidratos mas
usados como recubrimiento son almidones, dextranos, sacarosa y jarabes de maiz (Nava Reyna et al.
2015). Tolve, en 2020, establecié que los carbohidratos con cadenas mas cortas actian como
formadores de matriz. Entre esto, la inulina es un polimero interesante, ya que actla en el cuerpo
como una fibra dietética, contribuyendo a la mejora de las condiciones del sistema gastrointestinal y
modula positivamente metabolismo del colesterol. Desafortunadamente, la inulina, como la mayoria
de los carbohidratos, carecen de propiedades emulsionantes y se estdn estudiando cada vez mds para
su uso en polimeros mezclas o en combinacidn con otros polimeros encapsulantes, como proteinas.

Un estudio realizado por Di Battista y colaboradores logré la microencapsulacién de
fitoesteroles mediante secado por atomizacién, utilizando como agente de cobertura una mezcla de
maltodextrina y goma ardbiga con bajas y distintas concentraciones de un tensoactivo: Tween 20 o
Dodecilsulfato de Sodio (SDS). Para el estudio utilizaron fitoesteroles en polvo cuya composicién fue
principalmente B-Sitosterol (35-55%), Campesterol (18-27%) y Estigmasterol (21-35%). Los resultados
de dicho estudio encontraron que la temperatura de entrada del aire de secado a 130 °C proporciona
valores 6ptimos, tanto para la fraccion de fitoesteroles encapsulados en el producto (De 12.95%) como
para el tamafio de particulas (7.98 um). Los resultados son adecuados para asegurar la absorcion de
fitoesteroles en el intestino y evitar la sensacion arenosa en el paladar (Di Battista et al. 2013).

La investigacion de Tolve y colaboradores, estudié la viabilidad de encapsular aceite de soya
enriquecido con fitoesteroles mediante secado por atomizacién utilizando microcapsulas de proteina
aislada de soya, inulina y quitosano. Se estudio el efecto de diferentes formulaciones y condiciones de
secado por atomizacién sobre las propiedades de las microcapsulas, la eficiencia de encapsulacién, el
contenido de aceite superficial y la estabilidad a la oxidacién. El aceite de soja se fortificé con 5 0 10%
de fitoesteroles y la fase acuosa contenia 6.75% de proteina, 0.125% de quitosanoy 1 0 2% de inulina.
Las microparticulas resultantes eran esféricas y uniformes, con un tamafio medio inferior a 50 um. Se

encontrd un efecto significativo de la formulacidn, la concentracidn de fitoesteroles y la temperatura
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de secado del aire de entrada sobre las propiedades de las microcapsulas. Se logré una eficiencia de
encapsulacidn de aceite del 85% con una carga de fitoesteroles de 0.95 g / g de polvo (Tolve et al.
2018).

En 2013 se realizdé una investigacién por Fujiwara y colaboradores donde la
microencapsulacién se realizé especificamente en estigmasterol, usando como material encapsulante
alginato de sodio, almiddn y quitosano por un proceso de una etapa usando la técnica de gelificacion
externa. La preparacion comenzé es un sistema dispersando 20 g de aceite de canola que contenia 0.2
g de estigmasterol en 80 g de una solucién con a 1% alginato de sodio, 0.3% almidén de maiz y 0.3%
poloxamero. Dicha fase se mantuvo a 60 °C hasta ser enfriada espontaneamente a 800 rpm por 15
minutos en un agitador mecanico y después la mezcla se llevd con una jeringa al bafio gelificante.
Posterior a ese proceso, las microparticulas se lavaron dos veces con CaCl; 0.05 M. y fueron secadas
en una columna de aire a 50 °C. Los resultados del estudio indicaron que las microcapsulas obtenidas
fueron de forma esférica, levemente ovaladas, con una media de humedad residual de 60.59% y una
eficiencia de encapsulacion de 90.42% (Fujiwara 2012).

El estudio por Hussain y colaboradores en 2020, realizé la microencapsulacién de fitoesteroles
con maltodextrina y goma arabiga en una proporcién 1:1 usando agua destilada, posteriormente la
emulsion se secd usando un secador por aspersion. Los fitoesteroles se agregaron durante el proceso
de produccidn de queso cheddar. Los tamafiios de las microcdpsulas en dicho estudio oscilaban entre
0.1 y 1.8 um de didmetro, con un tamafio medio de particula de aproximadamente 0.66 um. Al
comparar el queso control con el enriquecido con fitoesteroles se obtuvo que el pH, la proteina y el
contenido de humedad del control no fueron significativamente diferentes, mientras que la grasa del
queso con 4 y 5% de fitoesteroles fue significativamente mas alto que el del control y el queso que
contenia 1% de fitoesterol. Para el analisis de textura, la dureza se tomé como la fuerza maxima (N)
durante la deformacidn de muestras de queso y se observé que la dureza aumenté con el porcentaje
de fitoesterol incorporado. En el andlisis sensorial se usé una escala del 1 al 9, no se observaron

cambios significativos con respecto al sabor y atributos de color en todas las muestras de queso. La
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aceptabilidad general fue un poco menor en el queso con un 5% de fitoesterol afiadido. El experimento
también evalud los efectos del consumo de queso cheddar con adicién de fitoesteroles en ratas,
obteniendo que los fitoesteroles tienen capacidades para reducir el colesterol, especialmente cuando
estd encapsulado, sin influir significativamente en el peso corporal. Ademads, los fitoesteroles
encapsulados pueden incorporarse en productos lacteos especialmente en queso y consumirse para
el manejo de la hiperglucemia (Hussain et al. 2020).

Encapsulacidon de Fitoesteroles con Gomas.

Las gomas son polisacdridos con alto peso molecular, las cuales se obtienen de plantas o por
microorganismos. Las caracteristicas de estos compuestos son hidrofilicas o hidrofébica, usualmente
también cuentan con propiedades coloidales, capaces de crear geles al combinarse con los solventes
adecuados y se pueden dispersar en agua fria o caliente (Garcia-Ceja y Lopez-Malo 2012). En la
encapsulacién de fitoesteroles las gomas mds utilizadas son agar, alginato de sodio, carragenina y
goma arabiga (Nava Reyna et al. 2015).

La investigacion realizada por Carla Di Battista, us6 goma ardbiga, maltodextrina y
tensioactivos (T20 y SDS) para el proceso de encapsulacion usando secado por atomizacidn. Los
anadlisis evaluados fueron: dngulo de contacto, viscosidad de la suspensidn, distribucidn del tamafio
de particula, rendimiento del proceso y retencién de fitoesteroles. Los resultados demostraron ser
afectados por la concentracion y el tipo de tensioactivo. Tween 20 resultd permitir mayores
rendimientos, sin embargo, la adicidon de SDS produjo mejores resultados en todos los demas analisis
(Di Battista et al. 2015).

La investigacion de Talita Aline Comunian en 2017 se centré en tres fases, donde la primera
evalud la encapsulaciéon de aceite de Echio (Echium plantagineum L.) por doble emulsién vy
coacervacion compleja para evaluar compuesto fendlico hidrofilico, el cual resulté ser el acido
sindpico. Posteriormente se evalud la microencapsulacion del mismo aceite usando gelatina - goma
arabiga y gelatina — goma de anacardo como materiales encapsulantes, también se usé acido sindpico

y transglutaminasa como catalizadores. El tercer objetivo de la investigacion consistié en estudiar el



40

efecto del acido sindpico en las microparticulas obtenidas por emulsidn y secado por aspersion o
enfriamiento para comparar diferentes técnicas de microencapsulacién. La udltima parte de la
investigacion comparo las técnicas de microencapsulacién mencionadas, donde los mejores
resultados se obtuvieron con el tratamiento de coacervacién compleja, usando acido sindpico como
catalizador y goma ardbiga de material encapsulante. Esto se usé para la microencapsulacion de aceite
de Echio y fitoesteroles y se agregaron en un yogur. Se determind que tuvo buena aceptacién sensorial
y pueden ser afadidos sin comprometer las propiedades reoldgicas vy fisicoquimicas (Aline Comunian
2017).

Encapsulacidn de Fitoesteroles con Proteinas.

Las proteinas son alimentos hidrocoloides muy utilizados como microencapsulantes. Las
principales proteinas usadas como material encapsulante para fitoesteroles son gluten, caseina,
albumina y gelatina (Nava Reyna et al. 2015). La gelatina es ampliamente utilizada por sus buenas
propiedades de emulsificacidn, formacién de peliculas, solubilidad en agua y biodegrabilidad (Favaro-
Trindade et al. 2010). Hay diferentes tipos de proteinas que se usan como agentes encapsulantes tales
como las proteinas lacteas y las de origen vegetal. En el caso de las proteinas lacteas son vehiculos
naturales porque sus propiedades estructurales y fisicoquimicas permiten que sean utilizadas en una
gran diversidad de productos. Las proteinas del suero se conocen por formar peliculas transparentes,
flexibles y sin sabor, con alta resistencia a la transferencia de oxigeno, aromas y lipidos (Garcia-Ceja y
Lépez-Malo 2012).

Sharifiy colaboradores en 2020 realizaron un estudio encapsulando el probidtico Lactobacillus
plantarum vy fitoesteroles por coacervacién compleja utilizando proteinas aisladas de suero y goma
arabiga. El proceso para obtener las microcapsulas comenzd con la preparacién del Lactobacillus
plantarum para obtener una concentracidn final de 2°, luego se preparé la emulsién de fitoesteroles
gue seria afiadida a los tratamientos que lo requieran y se siguié el método de coacervacidon compleja
para cada muestra. Por ultimo, se secaron las particulas por secado por aspersioén vy liofilizacion y

posteriormente se realizaron los andlisis de eficiencia de encapsulacién, viabilidad del L. plantarum,
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actividad de agua, tamanio de particula y contenido total de fitoesteroles. Las microcdpsulas obtenidas
se afadieron durante el procesamiento de queso blanco irani, obteniendo que el tratamiento con
fitoesteroles tuvo una viabilidad mds alta en comparacién con el Lactobacillus encapsulado solo,
ademas, se observod que la viabilidad fue mds alta en los tratamientos secados con liofilizacién. Las
capsulas secadas por liofilizacién tuvieron una morfologia porosa y no tenian una forma en particular,
sin embargo, los resultados del secado por aspersién daban una particula mas esférica y una superficie
arrugada (Sharifi et al. 2021).

Otro estudio realizado en Zamorano, tuvo una fase preliminar que consistiéo en elegir la
relacién etanol:agua con mejor eficiencia en el secado y para la fase acuosa se usé proteina gelatina
como material encapsulante. Para la fase preliminar se eligieron las relaciones con menor porcentaje
de precipitacién y que se mantuvieran mayor tiempo sin separacion de fases, siendo estas 2:1, 3:1y
4:1. La relaciéon de gelatina y fitoesteroles fue 2:1, el método de microencapsulacidon usado fue “Flash
desolvation” y se usé el deshidratado en un secador por aspersion. En dicho estudio se determiné que
el tamanfio de la particula fue afectado por la interaccion entre los factores etanol:agua y el porcentaje
de maltodextrina, y de los factores evaluados, Unicamente la maltodextrina afecté la solubilidad las
microcapsulas (Perez Valladares 2020).

Encapsulacidn de Fitoesteroles con Complejo Proteinas-Carbohidratos.

Muchas proteinas y carbohidratos como los derivados del almidén son utilizados para la
microencapsulacion de compuestos. En un estudio realizado por Akhavan, encontraron que existia un
aumento en la eficiencia de encapsulacion de antocianinas al utilizar gelatina y maltodextrina
(Akhavan Mahdavi et al. 2016). La gelatina es bastante soluble en agua y segin Comunian (2016), no
existe efectos negativos en las propiedades fisico-quimicas, reoldgicas y sensoriales al adicionarlo a
matrices alimenticias como un yogur (Comunian et al. 2016). La maltodextrina ayuda a aumentar
rendimientos en el secado por aspersidon ya que también favorece la solubilidad de la gelatina

(Chuaychan y Benjakul 2016).
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Chen y colaboradores investigaron la encapsulacién de aceite de pescado con fitoesteroles,
usando liofilizacién o secado por aspersidon y el material encapsulante fue aislado de proteina de suero
y fibra de maiz soluble. Los resultados demostraron que la liofilizacidn no produjo polvos con
propiedades superiores y no muestran una mejor protecciéon hacia los materiales del nucleo que el
secado por atomizacion (Chen et al. 2013). Devi y colaboradores en su revisién de literatura
mencionan que la gelatina es comunmente usada acompafiada de goma ardbiga, quitosano, pectinas,
alginatos, goma xantana o carragenina (Devi et al. 2017).

Encapsulacion de Fitoesteroles con Lipidos.

Los lipidos mds utilizados en procesos de encapsulacidon son ceras, parafinas, diglicéridos,
monoglicéridos, aceites, grasas, acido estearicos y trisetearina (Nava Reyna et al. 2015), cada uno de
ellos son capaces de cubrir particulas individuales y asi causar una encapsulacién uniforme.

Las emulsiones simples o convencionales son las mas comunes, ya que son la unién de dos
liguidos inmiscibles entre si, debido a la accién de emulsificante que poseen, asi como se muestra en

la Figura 9.

Figura 9

A) Aceite en agua. B) agua en aceite.

A) B)

Nota. Tomado de Gomez y Pérez (2020)
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En cada emulsidn se diferencian dos fases, una que representa la fase dispersa, que es la que
forma las gotas de la emulsién y la fase continua, que es el medio donde estan distribuidas las gotas
de la emulsién. Cuando se encapsula un compuesto bioactivo en una emulsién simple o convencional,
el compuesto activo se disolveria en la fase dispersa y entonces se produciria una emulsién. ““Puesto
que la mayoria de compuestos, que necesitan encapsularse para mejorar su compatibilidad con Ila
matriz donde se desean incluir, son liposolubles, las emulsiones o/w son en la practica las mas
abundantes” (Gémez y Pérez 2020).

Uno de los usos que se le confiere a las emulsiones simples o convencionales en el campo de
la encapsulacién es el del control de la digestién, liberacién y absorcion de componentes lipofilicos
dentro del tracto gastrointestinal. Este sistema sirve para controlar la liberacion de farmacos y algunos
componentes bioactivos lipofilicos como fitoesteroles entre otros (Acidos grasos, carotenoides,
antioxidantes liposolubles, vitaminas, entre otros). Cada uno de estos presentan sus propios desafios
al momento de agregarlos directamente a una matriz alimentaria como, por ejemplo: solubilidad baja
en agua, desestabilizacidn quimica, alto punto de fusién y baja disponibilidad del compuesto activo en
el alimento. Las emulsiones en el campo de la encapsulacién, cuando se controla la liberacién de los
compuestos bioactivos como lo son los fitoesteroles, pueden ser Utiles para el desarrollo de alimentos

funcionales para tratar problemas de salud como la obesidad (Gomez y Pérez 2020).



44

Resultados y Discusion
FASE 1. Encapsulacion de Fitoesteroles
Andlisis Fisicos y Quimicos de la Microencapsulacion de Fitoesteroles

Actividad de Agua (aw).

Actividad de agua hace referencia a la presidn parcial de vapor de agua en equilibrio con el
alimento, dividido por la presién parcial de vapor de agua en condiciones estandar (Agua pura);
tomando valores en una escala de 0 - 1, sabiendo que en cuanto mas se aleja de 1, mucho mas dificil
es la actividad microbiolégica, y por lo tanto la conservacidn de los alimentos es mas facil y la vida util
se prolonga por mucho mas tiempo (Cardona 2019).

Segln los resultados del andlisis estadistico, se encontré diferencias significativas en la
actividad de agua de los tratamientos. En el Cuadro 3, el tratamiento con una relacién etanol:agua de
3:1 y 8% de maltodextrina obtuvo una menos actividad de agua (0.17), y el tratamiento con una
relacion etanol:agua de 2:1y 6% de maltodextrina obtuvo mayor actividad de agua (0.26). En el Cuadro
4 se puede observar que las relaciones etanol:agua y los porcentajes de maltodextrina utilizados, si
tuvieron efecto sobre la actividad de agua. Ademas, en los Anexos A y B se encuentran las medias de
actividad de agua segun la relacién etanol:agua o porcentaje de maltodextrina.

La actividad de agua de un polvo toma rangos de 0.20-0.44, estos valores proveen reducciones
en la oxidacién (Caliskan y Dirim 2016). Salminen y colaboradores en el 2018 encapsularon omega-3
utilizando lecitina y maltodextrina como agentes encapsulantes. En los andlisis de actividad de agua
(aw) obtuvieron resultados de 0.13-0.29 siendo polvos microbioldgicamente adecuados (Salminen et
al. 2019). Asimismo, Rubiano y colaboradores en el 2015, encapsularon d-limoneno como ingrediente
activo utilizando maltodextrina y goma arabiga como materiales encapsulantes e hicieron uso del
método de secado por aspersion para la deshidratacion de las capsulas, este estudio no tuvo
diferencias significativas (P > 0.05) y obtuvieron valores de actividad de agua (aw) de 0.112, donde la
aw ho se vio influenciada por la temperatura de secado o la velocidad de atomizacién (Rubiano et al.

2015).En el presente estudio realizado, se obtuvieron valores de actividad de agua (aw) de 0.17-0.26,
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esto concuerda con los rangos establecidos para alimentos en polvo siendo microbiolégicamente
estables.
Cuadro 3

Resultados del andlisis de Actividad de agua en los tratamientos de microencapsulacion de

fitoesteroles.
Relacion Etanol:Agua Maltodextrina (%) Actividad de agua

Media + D.E.
2:1 6 0.26 £ 0.0062
8 0.20 + 0.004%¢
3:1 6 0.21+0.010°
8 0.17 £0.010¢

Probabilidad 0.004

C.V. (%) 6.83

Nota. Cada medicion del andlisis de Actividad de agua representa la media de tres repeticiones; a-c: valores promedios seguido por

diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0.05); D.E.: Desviacion Estandar; C.V.: Coeficiente de Variacion en porcentaje.

En el Cuadro 4, se indica que la relacion Etanol:Agua y maltodextrina presentaron diferencias
significativas (P < 0.05), en comparacidon con la interaccidon de estos dos factores observando que no
hay diferencias significativas en los tratamientos. La velocidad de atomizaciéon define el tamafo de la
gota del secador por aspersién y ayuda a aumentar o disminuir la funcionalidad de maltodextrina
como agente protector. Cortes y colaboradores en el 2017, encapsularon Vitamina C, utilizando como
material protector maltodextrina y obtuvieron una menor a,, debido a la operacién baja de la
velocidad del atomizador que genero un tamafio de gota mds pequefio y mayor cantidad de
maltodextrina (Cortés et al. 2017).

Cuadro 4

Resultados de probabilidad de los factores y su interaccion para la Actividad de agua.

Variables Valor - p
Relacion Etanol:Agua 0.003
Maltodextrina 0.001
Relacion Etanol:Agua*Maltodextrina 0.114
C.V. (%) 6.83

Nota. CV.: Coeficiente de Variacidn en porcentaje.
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Tamaiio de Particula.

Los resultados mostrados en el Cuadro 5, indican que no hubo diferencia significativa en el
efecto de las relaciones etanol:agua y los porcentajes de maltodextrina para el tamafo de particula.
La Figura 9 demuestra algunas capturas de las mediciones de las particulas de los tratamientos, las
cuales fueron tomadas durante la medicion de las particulas. En el Cuadro 6, se demuestra que las
relaciones etanol:agua, porcentajes de maltodextrina y la interaccién de ambos factores, no tuvieron
diferencias significativas (P > 0.05).

En el estudio realizado por Mis y colaboradores en el 2016 encontraron una relacidén en cuanto
al tamafio de la particula y las temperaturas de entrada y de salida del aire en el secador por aspersién.
En este estudio se determind que se obtienen particulas de mayores tamafios cuando la temperatura
del equipo fue de 150 °C, en comparacidon con temperaturas de 130 y 140 °C que presentaron un
tamafio menor (Mis et al. 2016).

Ribeiro y colaboradores en el 2020, utilizaron un microscopio éptico con un objetivo de
aumento de 40x y para la captura de imagenes usaron una camara (Olympus, SC30). Con la
implementacion de este equipo en su investigacion, lograron la visualizacién de particulas de aceite
de buriti encapsuladas con maltodextrina. Durante el proceso de encapsulacién, el secador por
aspersion trabajo a una temperatura de entrada de 180 °C y temperatura de salida de 119 a 123 °C.
En el estudio no se obtuvieron diferencias significativas para los tamafios de particula en los
tratamientos, los resultados determinaron que los rangos de tamafios se encontraban de 0.3-400 um
(Ribeiro et al. 2020). Botrel y colaboradores en su investigacion relataron que el tamafio de particulas
depende de la temperatura del secado utilizada en el secador por aspersion y la composicion del

material pared (Botrel et al. 2014).
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En la presente investigacidon es relevante destacar que la temperatura de entrada del secador
por aspersion al momento de realizar el secado de los tratamientos se mantuvo constante a 150 °C
para cada uno de los tratamientos. Con esta informacidn se justifica el por qué todos los tamafios de
particulas de los tratamientos no mostraron diferencias significativas, ya que no se presentd ninguna
variacién o cambio en la temperatura utilizada de entrada y salida del Secador por aspersién y el

material encapsulante utilizado (Maltodextrina) no afectd el tamafio de las particulas.

Cuadro 5
Resultado de la Relacion Etanol:Agua y el porcentaje de maltodextrina en el tamafio de particulas

microencapsuladas de fitoesteroles.

Tamafio de particula

Relacidn Etanol:Agua Maltodextrina (%)
Media um £ D.E."™
02:01 6 209.44 £ 38.50
8 193.04 +47.51
03:01 6 190.46 £ 42.23
8 186.54 + 35.83

C.V. (%) 4.93

Nota. Cada medicion de la solubilidad representa la media de tres repeticiones; C.V.: Coeficiente de variacion en porcentaje; D.E.: Desviacion

estdndar; ns: no significativo (P > 0.05).

Cuadro 6
Resultado de la probabilidad de los factores y su interaccion para el tamafio de particulas de

fitoesteroles microencapsulados.

Variables Valor - p
Relacidn Etanol:Agua 0.06
Maltodextrina 0.12
Relacion Etanol:Agua*Maltodextrina 0.30
C.V. (%) 4.93

Nota. C.V.: Coeficiente de Variacion en porcentaje.
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Figura 10

Medidas de los tamaios de particulas de los tratamientos (Ejemplos).

Nota. Escala 1000 um. Lente Ob. 40x

T1: tratamiento con relacién etanol:agua 2:1 y maltodextrina 6%
T2: tratamiento con relacién etanol:agua 2:1 y maltodextrina 8%
T3: tratamiento con relacién etanol:agua 3:1 y maltodextrina 6%

T4: tratamiento con relacién etanol:agua 3:1 y maltodextrina 8%

Solubilidad.
Los resultados del andlisis de solubilidad indicaron que no se encuentran diferencias
significativas (P = 0.05), por lo que la relacion etanol:agua y el porcentaje de maltodextrina utilizado

no tuvieron efecto en la solubilidad de las microcapsulas (Cuadro 7). De igual manera, en el Cuadro 8
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se observa que la relacidn etanol:agua, el porcentaje de maltodextrina y la interaccion entre estas

variables no tuvieron diferencias significativas entre los tratamientos.

La solubilidad es un pardmetro muy importante para la aplicacién posterior de las
microcdpsulas (Tomsone et al. 2020), en este caso los resultados fueron positivos porgque todos los
tratamientos de fitoesteroles microencapsulados tuvieron una solubilidad mayor a 85%. Castro-
Munoz y colaboradores determinaron que la alta solubilidad de las microcdpsulas se les atribuye a las
propiedades de los agentes encapsulantes, segin su estudio se debe principalmente a la
maltodextrina porque al aumentar la cantidad de encapsulante, aumenté la solubilidad de sus
muestras (Castro-Mufioz et al. 2015).

Gallego en 2017, define la gelatina y la maltodextrina como dos agentes encapsulantes de
origen natural con buenas propiedades de solubilidad y de proteccién al nucleo de la capsula. La
maltodextrina es uno de los principales encapsulantes usados en secado por aspersién debido a que
es altamente soluble en agua (Souza et al. 2015).

Cuadro 7
Resultado de la Relacidon Etanol:Agua y del porcentaje de maltodextrina en la solubilidad de los

tratamientos de microencapsulacion de fitoesteroles.

% de Solubilidad

Relacion Etanol:Agua Maltodextrina (%)
Media £ D.E.™
02:01 6 87.96+£1.75
8 85.91+7.86
03:01 6 87.68 +1.48
8 89.80+1.03
C.V. (%) 4.52

Nota. Cada medicidn de la solubilidad representa la media de tres repeticiones. C.V.: Coeficiente de Variacion en porcentaje. D.E.: Desviacion

Estandar. ns: no significativo (P > 0.05).

En el Cuadro 8 se observa que la relacion etanol:agua, el porcentaje de maltodextrina y la
interaccion entre estas variables no tuvieron diferencias significativas entre los tratamientos. Por otro
lado, la gelatina posee partes hidrofébicas que se orientan a los fitoesteroles y partes hidrofilicas que

interactian con la maltodextrina, aumentando su solubilidad (Meng y Cloutier 2014).
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Cuadro 8

Resultado de la probabilidad de los factores y su interaccion para la solubilidad de fitoesteroles

microencapsulados.
Variables Valor - p
Relacidn Etanol:Agua 0.46
Maltodextrina 0.9871
Relacion Etanol:Agua*Maltodextrina 0.398
C.V. (%) 4.52

Nota. C.V.: Coeficiente de variacion en porcentaje.

Capacidad de Carga.

Este concepto hace referencia a la cantidad de miligramos de compuesto bioactivo cargado
por cada gramo de particulas. En los resultados de las medias por tratamiento (Cuadro 9), se observa
gue los mejores tratamientos son los de relacion etanol:agua de 2:1. Ademas, para cada relacién
etanol:agua, el menor porcentaje de maltodextrina (aritméticamente) generd una menor capacidad
de carga. Los resultados son acordes a las investigaciones de Kusmayadi y colaboradores, y Carneiro y
colaboradores; donde se encontré que la cantidad de maltodextrina es directamente proporcional a
la capacidad de carga de las microcdpsulas, es decir, la capacidad de carga aumento al usar mas
maltodextrina (Kusmayadi et al. 2019; Carneiro et al. 2013). Ademas, en los Anexos C y D se
encuentran las medias de capacidad de carga segun la relaciéon etanol:agua o porcentaje de
maltodextrina.

El Cuadro 10 sefiala que los tratamientos se ven afectados por el porcentaje de maltodextrina
y la relacién etanol:agua (P > 0.05), se observa que el factor mas influyente es la relacion de
etanol:agua. Jyothi y colaboradores, en sus resultados, atribuyen dicha significancia a la alta
solubilidad del etanol en el agua al momento de mezclar las dos fases (Organica y acuosa), lo que
permite una transferencia de masas mas rapida y con ello, una mejor capacidad de carga (Jyothi et al.
2010). Ademas, segun Encina y colaboradores, también es importante el mecanismo de secado. En el
secado por atomizacién, la interaccién entre el nucleo y el polimero puede ocurrir a través de

interacciones hidrofdbicas y fuerzas de Van der Waals (Encina et al. 2018).
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Cuadro 9
Resultado de la Relacidn Etanol:Agua y del porcentaje de maltodextrina en la Capacidad de carga de

los tratamientos de microencapsulacion de fitoesteroles.

Capacidad de carga

Relacion Etanol:Agua Maltodextrina (%)

Media + D.E.
2:1 6 46.66 + 5.03%°
8 52.33+0.94°
3:1 6 36.66 + 2.49¢
8 42.00 + 1.63

Probabilidad 0.02

C.V. (%) 7.76

Nota: Cada medicion de la solubilidad representa la media de tres repeticiones. C.V.: Coeficiente de Variacion en porcentaje. a-b-c: valores

promedios seguido por diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0.05); D.E.: Desviacion Estandar.

Los resultados de significancia para el porcentaje de maltodextrina coinciden con Rosemberg
y colaboradores, donde la composicién de la capsula afectd significativamente la capacidad de carga
y se les atribuyd a las propiedades del material encapsulante y la relacion entre el ndcleo y el material
pared (Rosenberg et al. 2016). Fadel y colaboradores sefialan que la maltodextrina tiene propiedades
de formacidn de pelicula, por lo tanto, conducen a la formacién de una membrana permeable que
favorece la retencion del compuesto (Fadel et al. 2019). En cuanto a la relacion entre el material
encapsulante y el nucleo, es importante tomar en cuenta la gelatina debido a que sus partes
hidrofdbicas anclan el polisacarido sobre la superficie del fitoesterol y las cadenas hidrofilicas de la
maltodextrina evitan la agregacion formando una capa gruesa cargada, proporcionando un
mecanismo de estabilizacidn, caracteristico de pocos sistemas polisacarido-proteina (Cano-Higuita et
al. 2015).
Cuadro 10
Resultado de la probabilidad de los factores y su interaccion para la Capacidad de carga de

microencapsulacion de fitoesteroles.

Variables Valor - p
Relacion Etanol:Agua 0.0022
Maltodextrina 0.0327
Relacion Etanol:Agua*Maltodextrina 0.936
C.V. (%) 7.76

Nota. C.V.: Coeficiente de Variacion en porcentaje.
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FASE 2. Andlisis Fisicos y Quimicos a Yogur Natural con Fitoesteroles Microencapsulados Afadidos
Textura

En los resultados de la prueba “t-estudiante” para el analisis de textura (Cuadro 11) se
determind que en los parametros de firmeza y cohesividad no hubo diferencias estadisticas (P > 0.05).
Los resultados concuerdan a lo reportado por Domagala y colaboradores, quienes estudiaron la
textura y reologia del yogur con adicién de maltodextrina y encontraron que la cohesividad no tuvo
diferencias significativas (Domagata et al. 2006). Asi mismo, Costa y colaboradores determinaron que
la firmeza del yogur no se ve afectada por la adicion de maltodextrina (Costa et al. 2016). Por otra
parte, las muestras presentaron diferencia significativa en adhesividad, asi mismo, Bisar y
colaboradores evaluaron los efectos de la adicidon de maltodextrina en leche fermentada, encontrando
gue su agregacion aumentd la adhesividad (Bisar et al. 2015). Segun Batawy y Khalil, el cambio en
textura en el yogur podria atribuirse a la hidrdlisis parcial del almidén a partir de una variedad de
iniciacion y aceleracién de la formacion de gel de maltodextrina (Batawy y Khalil 2018).
Cuadro 11
Diferencias entre los pardmetros de Adhesividad, Firmeza y Cohesividad, del yogur control sin

fitoesteroles afiadidos entre el yogur con adicion del mejor tratamiento de fitoesteroles

encapsulados.
Control Tratamiento
Parametros Probabilidad
Media * D.E. Media + D.E.
Adhesividad (m)J) 0.36 £ 0.03 0.53+0.02 0.001
Firmeza (N) 0.13+0.01 0.12+£0.01 0.68
Cohesividad (%) 0.85 +0.07 0.73+£0.07 0.116

Nota. D.E.: Desviacién Estandar
Acidez Titulable Expresada Como Acido Lactico (%4ATECAL)

En el Cuadro 12 para el andlisis de porcentaje de ATECAL, entre el control y el tratamiento con
fitoesteroles encapsulados no se encontraron diferencias significativas (P > 0.05). Défaz y Moreira en

el 2017, utilizaron de igual manera un polisacarido para la encapsulacion de Lactobacillus Plantarum
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y se determiné que el yogur no es afectado quimicamente por la presencia de capsulas, por lo cual
pueden ser agregadas al yogur sin alterar su acidez (Défaz y Moreira 2017).

La acidez de un yogur debe de oscilar entre 0.9-1.1% ATECAL. El porcentaje de 4cido lactico es
importante en relacion con la calidad del yogur. Un adecuado porcentaje de acidez en el yogur permite
obtener una mayor calidad en el sabor, cuerpo y textura, para que el producto no sea afectado por el
porcentaje de sinéresis que se forma en el almacenamiento (Mori Nufiez 2017).

Cuadro 12
Diferencias entre la acidez del yogur control sin fitoesteroles afiadidos entre el yogur con adicion del

mejor tratamiento de fitoesteroles encapsulados.

Control Tratamiento
Parametro Probabilidad
Media * D.E. Media * D.E.
ATECAL (%) 1.00 £ 0.00 1.06 £ 0.05 0.184

Nota. ATECAL: Acidez titulable expresada como acido lactico. D.E.: Desviacidn Estandar.

Cuantificacion de Fitoesteroles en el Yogur

Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 13, los cuales indican que existe diferencia
significativa entre el control y el tratamiento con adicién de fitoesteroles (P < 0.05). Segun el RTCA
67.01.60:10, la recomendacion del consumo diario de fitoesteroles de 1.3 g, ademas, un alimento
debe contener un minimo de 0.65 g de fitoesteroles para ser incluido en la etiqueta y recomendar dos
porciones de dicho alimento al dia. El tratamiento afiadido al yogur se eligié segun la capacidad de
carga (52 mg/g), con base en esto, se realizd la conversidén de gramos de microcépsulas necesarias
para llegar al contenido minimo de fitoesteroles requerido por el RTCA. Basado en un yogur con
tamafio de porcidn de 225 g, se requieren 12.5 gramos de encapsulado para contener 0.65 g de
fitoesteroles. Para este analisis el control representa la cantidad objetivo de fitoesteroles. En Ila
investigacion de Saraiva y colaboradores, se analizé el contenido de fitoesteroles en diferentes marcas
de yogur del mercado de Portugal, en dicho estudio se sefialé que los fitoesteroles encontrados en

mayor proporcion fueron campesterol, estigmasterol y B-sitosterol. Lo anterior se validé con los
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resultados obtenidos mediante la cuantificacién de fitoesteroles en el cromatdgrafo de gases (Saraiva
etal. 2011).

En el Cuadro 13 se muestra que el tratamiento obtuvo 0.42 g de fitoesteroles/porcion, la
perdida de fitoesteroles posiblemente se deba a errores humanos al momento de realizar el vial para
la cuantificacion de fitoesteroles en el cromatdgrafo de gases.

Cuadro 13
Diferencia en el contenido de fitoesteroles entre el yogur control sin fitoesteroles afiadidos y el yogur

con adicion de fitoesteroles encapsulados (100 g).

Control Tratamiento
Cuantificacion Probabilidad
Media * D.E. Media * D.E.
Contenido de fitoesteroles 0.01 0.42 +0.03 0.002

(g/porcidn)

Nota. D.E.: Desviacién Estdndar.
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Conclusiones

En la revision bibliografica, se recopilé informacién de mas de 40 articulos de bases de datos
cientificas confiables. Los materiales encapsulantes para fitoesteroles mas utilizados son
carbohidratos, proteinas, gomas, lipidos y complejos proteina-carbohidrato.

La actividad de agua (aw) de los tratamientos se vio reducida directamente por los porcentajes
de maltodextrina utilizados y las diferentes relaciones etanol:agua; mientras la capacidad de carga no
mostro diferencia estadistica entre los tratamientos.

El tamafio de la particula y la solubilidad no mostraron un efecto por la relacién etanol:aguay
el porcentaje de maltodextrina.

La adicién de fitoesteroles microecapsulados no afecta la acidez, firmeza y cohesividad del
yogur natural Zamorano.

Adicionar fitoesteroles microencapsulados afectd la adhesividad del yogur natural Zamorano.

El yogur natural Zamorano se enriquecié con 0.42 g de fitoesteroles por porcion.
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Recomendaciones

Evaluar en un analisis sensorial el efecto de la adicién de fitoesteroles microencapsulados en
el yogur natural de Zamorano.

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas del yogur a través del tiempo con
adicion de fitoesteroles.

Estudiar el efecto del colesterol ante el consumo del yogur natural Zamorano con adicién de
fitoesteroles encapsulados en una poblacién uniforme.

Evaluar la integracion de fitoesteroles microencapsulados en el yogur antes del proceso de

fermentacion.
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Anexos
Anexo A

Resultados de la Relacion etanol:agua en la Actividad de agua promedio de los tratamientos de

microencapsulado.
Actividad de agua
Relacién Etanol: Agua
Media + D.E.
2:1 0.23+0.03°
3:1 0.19 +0.02°
C.V. (%) 6.83

Nota: C.V.: Coeficiente de variacion; D.E.: Desviacion estandar. a-b: valores seguido por diferentes letras son estadisticamente diferentes (P
<0.05).
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Anexo B
Resultado del porcentaje de maltodextrina en la Actividad de agua promedio de los tratamientos de

microencapsulado de fitoesteroles.

Actividad de agua

Maltodextrina (%)

Media £ D.E.
6 0.24 £ 0.03°
8 0.18 £0.01°
C.V. (%) 6.83

Nota. a-b: valores seguido por diferentes letras son estadisticamente diferentes (P < 0.05); C.V.: Coeficiente de variacion, en porcentaje;
D.E.: Desviacion estandar.
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Anexo C
Resultados de la Relacion etanol:agua en la capacidad de carga promedio de los tratamientos de

microencapsulado (mg/g).

Capacidad de carga

Relacion Etanol: Agua

Media + D.E.
2:1 49.5 + 4.50°
3:1 39.3+3.72°
C.V. (%) 6.83

Nota. Cada capacidad de carga representa la media de los tratamientos de cada relacion etanol:agua. C.V.: Coeficiente de variacion. D.E.:
Desviacidn estandar. a-b: Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P < 0.05) en capacidad de carga, segun la relacion

etanol:agua de cada tratamiento.
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Anexo D
Resultado del porcentaje de maltodextrina en la Capacidad de carga promedio de los tratamientos

de microencapsulado de fitoesteroles (mg/g).

Capacidad de carga

Maltodextrina (%)

Media +D.E.
6 47.167 £ 6.62°
8 41.667 +5.84°
C.V. (%) 6.83

Nota. Cada capacidad de carga representa la media de los tratamientos de cada porcentaje de maltodextrina. C.V.: Coeficiente de variacion.
D.E.: Desviacion estandar. a-b: Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P < 0.05) en capacidad de carga, segun el

porcentaje de maltodextrina de cada tratamiento.



