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Evaluacion de la relacion etanol:agua y porcentaje de maltodextrina en las propiedades
fisico-quimicas de fitoesteroles de palma (Elaeis guineensis) microencapsulados con
gelatina

Arnoldo Jahir Perez VValladares

Resumen. Los alimentos nutracéuticos son de vital importancia como alternativa al control de las
enfermedades no transmisibles (ENT), particularmente la colesterolemia. Los fitoesteroles son un
excelente competidor contra el colesterol LDL, se recomienda un consumo entre 1 a 2 g diarios,
aunque esto representa un desafio para su incorporacion en alimentos debido a su insolubilidad
acuosa. Este estudio evalud el efecto de diferentes relaciones etanol:agua y porcentajes de
maltodextrina en las propiedades fisico-quimicas de fitoesteroles de palma microencapsulados con
gelatina. Se utilizaron tres relaciones etanol:agua (2:1, 3:1 y 4:1 v/v), dos porcentajes de
maltodextrina (5 y 10% p/v) y concentracion de gelatina constante (30 mg/mL). Se utilizdé un
Disefio Completamente al Azar con arreglo factorial 3 x 2 con tres repeticiones, una separacion 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%. Se evalud
la solubilidad, actividad de agua, tamafio de particula y morfologia, capacidad de cargay eficiencia
de encapsulacion. Se obtuvieron diferencias significativas (P < 0.05) en solubilidad, siendo mayor
los tratamientos con 10% maltodextrina. La actividad de agua no presentd diferencias
significativas (P > 0.05). El rango de tamafio de particulas encontrado fue de 40 a 100 pm, con
formas homogéneas, circulares y ovaladas. La capacidad de carga fue mayor con 5% maltodextrina
y la eficiencia de encapsulacion fue menor con el mismo porcentaje. Se incrementd la solubilidad
acuosa de los fitoesteroles al microencapsularlos con gelatina y maltodextrina.

Palabras clave: Alimentos nutracéuticos, capacidad de carga, eficiencia de encapsulacion.

Abstract. Nutraceutical foods are of vital importance as an alternative to the control of non-
communicable diseases (NCDs), particularly cholesterolemia. Phytosterols are an excellent
competitor against LDL cholesterol and a consumption between 1 to 2 g daily is recommended,
although, this represents a challenge for its incorporation into food due to its aqueous insolubility.
This study evaluated the effect of different ethanol:water ratios and maltodextrin percentages on
the physicochemical properties of palm phytosterols microencapsulated with gelatin. Three
ethanol:water ratios were used (2:1, 3:1 and 4:1 v/v), two encapsulating materials, with
percentages of maltodextrin (5 and 10% w/v) and constant gelatin concentration (30 mg/mL). A
Completely Randomized Design was used with a 3x2 factorial arrangement with three replicates,
adjusted means separation (LSMEANS) was used for the interaction of the factor levels and a
Duncan test to compare the means of the factors with a significance level of 95%. Solubility, water
activity, particle size and morphology, loading capacity and encapsulation efficiency were
evaluated. Significant differences (P < 0.05) were obtained for solubility; the treatments with 10%
maltodextrin being greater. The water activity did not show significant differences (P > 0.05). The
particle size range found was between 40 and 100 um, with homogeneous, circular, and oval shape
particles. The loading capacity was higher for the treatments with 5% maltodextrin and the
encapsulation efficiency was lower with the same percentage. The aqueous solubility of
phytosterols was increased by microencapsulating them with gelatin and maltodextrin.

Key words: Nutraceutical foods, loading capacity, encapsulation efficiency.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles (ENT), son la principal razon de muertes al rededor del mundo;
de ellas destacan las enfermedades cardiovasculares, el cancer, problemas respiratorios y la
diabetes (OMS 2016). El continente americano actualmente posee una tasa de mortalidad por ENT
de 81%, de los cuales un 39% de las muertes son personas menores de 70 afios (OPS 2019b). Las
muertes por enfermedades cardiovasculares representan un 28.1% por cada 100,000 habitantes,
muchos de los casos son muertes prematuras (OPS 2019a). Una alternativa para reduccién de
hipercolesterolemia es el consumo de Fitoesteroles, declarados como alimentos GRAS (Generally
Recognized as Safe, por sus siglas en inglés) y con propiedades contra enfermedades coronarias
(FDA 2003). Se recomienda un consumo diario de 2 g, para reducir el colesterol LDL (Low
Density Lipoproteins) en aproximadamente 10% (Cabral y Karimi 2017). La absorcion del
colesterol y fitoesteroles tiene lugar en los enterocitos, especificamente a través de la proteina
transportadora Nieman Pick tipo C1, presentes en el lumen del intestino (Yoo 2016). Por ser de
origen vegetal, la absorcion de fitoesteroles es insignificante y de facil excrecién por el organismo
(Izar et al. 2011). Resultados anticancerigenos y antitumorales se atribuyen a dietas con consumo
de fitoesteroles. Especificamente, el consumo de R-sitoesterol y estigmaesterol reducen un 20% el
riesgo de padecer cancer de estbmago y de ovario (Shahzad et al. 2017).

La insolubilidad de los fitoesteroles en agua esta determinada por un peso aproximado de 60%
esterol y 40% &cidos grasos, lo que los hace solubles en compuestos no polares (FAO 2008). Una
de las técnicas para incorporar los fitoesteroles a los alimentos, es a través de la
microencapsulacion. En éste proceso se recubre un compuesto de interés con uno o mas materiales
pared y de esta forma se concentra en pequefias particulas (Tolve et al. 2016). La
microencapsulacion evita la oxidacion de los fitoesteroles y se promueve una mayor solubilidad
en la matriz alimentaria. Existen varios factores a considerar para la microencapsulacion de
fitoesteroles, tales como el material y la técnica de encapsulacion (Rossi et al. 2010).
Tradicionalmente, los fitoesteroles se han adicionado a productos como grasas y aceites, limitando
asi su consumo, en personas con colesterolemia (Di Battista et al. 2018). De alli la importancia de
disolver los fitoesteroles en un compuesto organico; como etanol, acetona, hexano y metanol. La
eleccion de este compuesto organico dependerd de las caracteristicas deseadas (tamafio,
morfologia, etc.), costo y si es de grado alimenticio. El material encapsulante debe ser un excelente
estabilizador, una opcion son las proteinas que naturalmente forman matrices coloidales en agua,
mejorando asi la dispersion de otros compuestos como los fitoesteroles (Cao et al. 2016).

La gelatina es una proteina con muchas propiedades y aplicaciones en la industria de alimentos,
segun Comunian et al. (2017), su uso no tiene efectos negativos significativos en las propiedades
fisicoquimicas, reoldgicas, ni sensoriales en el yogur fortificado con fitoesteroles. Mondal (2019)
encontré que la asociacion de gelatina y polisacaridos como celulosa, brindan un aumento del
50% en la capacidad de almacenamiento de estructura formada. Para provocar cambios en la
estructura de las proteinas Etorki et al. (2016), demostraron que con concentraciones de 50 a 99%
de etanol, las proteinas adoptan nuevas formas, dando lugar a oportunidades de encapsulacion.
Paulo y Santos (2017), obtuvieron los mejores resultados en eficiencia de encapsulacion de
Aciclovir (~70%) al usar gelatina en su estudio.



La maltodextrina es un producto derivado de la hidrolisis de almidones, se caracteriza por ser
econdmico, usado para aumentar concentracion de sélidos, no toxico, no aporta sabores ni olores
y como encapsulante brinda proteccidn contra la oxidacion. La maltodextrina posee propiedades
hidrofilicas que favorecen en solubilidad en alimentos (Gutiérrez et al. 2015). La maltodextrina
también favorece la solubilidad de la gelatina y aumenta los rendimientos en secado por aspersion
(Chuaychan y Benjakul 2016). EI proceso de deshidratado de las microcapsulas puede realizarse
por diversas vias, entre las mas comunes se pueden mencionar; liofilizacion y secado por
aspersion, siendo este ultimo muy efectivo en la calidad de microcapsulas (Chen et al. 2013).

Existen diversos métodos de microencapsulacion, para este estudio, el de interés es “Flash
desolvantion”, una técnica para microencapsulacién, que provoca un cambio estructural en la
proteina que rodea al ndcleo de interés (Sadeghi et al. 2014). De acuerdo con lo encontrado por
Dias et al. (2015), varios tipos de proteinas y derivados del almidon son usados para la
microencapsulacion. Akhavan et al. (2016), en su estudio encontraron una mayor eficiencia de
encapsulado de antocianinas al usar proteina y maltodextrina, que s6lo la maltodextrina como
material pared.

Este estudio se realizo con el propdsito de combinar diferentes relaciones de etanol:agua, gelatina
y diferentes porcentajes de maltodextrina, asi como evaluar su efecto en el proceso de
microencapsulacion de fitoesteroles. Para mejorar la solubilidad de los fitoesteroles que, al ser
muy baja en alimentos acuosos, es necesario la busqueda de soluciones para su posterior uso en
alimentos. Las relaciones etanol:agua y materiales encapsulantes pueden mejorar la solubilidad,
por ende, la biocompatibilidad y biodigestibilidad de los fitoesteroles. Asi mismo, al realizar un
deshidratado sobre los encapsulados, principalmente usando métodos como secado por aspersion,
el cual, puede ser facilmente trasladado a niveles de produccion de escala industrial.

La presente investigacion tuvo por objetivos:

e Evaluar el efecto de la relacidn etanol:agua y porcentaje de maltodextrina sobre el tamafio de
particula, actividad de agua y solubilidad.

e Determinar el tamafio y morfologia de las microcapsulas con fitoesteroles.

e Medir la influencia de la concentracién de maltodextrina sobre la capacidad de carga y
eficiencia de encapsulacion.



2. MATERIALES Y METODOS

Localizacién del estudio

El estudio tuvo lugar en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de Zamorano (LAAZ) donde se
realizaron los analisis fisicos y quimicos. El deshidratado de las muestras, se realizo en la Planta
de Innovacion de Alimentos (PIA). El andlisis de tamafio y morfologia de las microcapsulas se
realizd en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano ubicado a 30 km de la carretera de Tegucigalpa a Danli, Valle de Yeguare, San Antonio
de Oriente, Francisco Morazan, Honduras.

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) y agua desionizada.

Fase preliminar

Esta etapa consistio en una serie de pruebas para determinar la relacion etanol:agua con mejor
eficiencia de encapsulado. Las relaciones evaluadas fueron de 1:1, 2:1, 3:1, y 4:1 (v/v), de las
cuales, se escogieron en las que se observo menos precipitacion y las que se mantuvieron por mas
tiempo sin separacion de fases. Para la fase acuosa se usé proteina gelatina como material
encapsulante, la cual se prepar6 a concentraciones de 5 a 30 mg/mL (en intervalos de 5 mg/mL),
disuelta en 10 mL de agua desionizada. La concentracion de fitoesteroles se mantuvo igual en
todas las unidades experimentales en una relacion 2:1 (dos partes proteina:una de fitoesteroles).
Los fitoesteroles fueron disueltos en etanol al 99%, dependiendo de la relacion (20, 30 y 40 mL
respectivamente).

Se comprobd que la mejor forma de preparar la microencapsulacion es al agregar la solucion
organica a la acuosa. La elaboracion de los tratamientos de microencapsulacién se detalla en la
Figura 1.

Elaboracién de los tratamientos

Preparacion de la fase organica. Esta etapa consistié en la mezcla de fitoesteroles disueltos en
etanol al 99%. La cantidad de fitoesteroles dependio de la cantidad de proteina y esta a la vez de
la relacion etanol:agua (Cuadro 1). Para todos los tratamientos se asegurd que la relacion entre
proteinay fitoesteroles se mantuviera en 2:1 (p/p). La preparacion se realizé en un matraz de 1,500
mL, a la que se agregd los fitoesteroles previamente pesados. Se adiciono la cantidad de etanol
segun cada relacion, se mezclaron y calentaron en una plancha por 20 min, con agitacion de 700
rpm y nivel 7 de temperatura, hasta su completa disolucion.



Inicio de proceso de
encapsulacion de
fitoesteroles

Pesado de ingredientes

Medicién de etanol:agua

Mezclado independiente de
fases; organica: acuosa

“Flash desolvation”

Evaporacion de fase
organica

Adicidon de maltodextrina

Secado

Envasado

Pesado

Figura 1. Flujo de proceso para la microencapsulacion de fitoesteroles con gelatina, a diferentes
relaciones etanol:agua y porcentaje de maltodextrina.

Preparacion de la fase acuosa. La fase acuosa consistio en la dilucién de gelatina (proteina) en
350 mL agua desionizada (cantidad constante en todos los tratamientos). Para ello, se pesé la
gelatina para cada tratamiento, se depositaron en matraces de 2,000 mL y se mezclaron con el
agua. Se sometio a mezclado (700 rpm) y temperatura (Nivel 6) en una plancha, hasta que se
disolvidé la gelatina completamente. Se dejo en enfriamiento a temperatura ambiente para su
posterior mezclado con la fase orgéanica.



Cuadro 1. Niveles del factor relacién etanol:agua y porcentaje de maltodextrina a evaluar en la
microencapsulacion de fitoesteroles con gelatina y maltodextrina.

Descripcion de los niveles de la  Descripcion de los niveles

Tratamientos relacion etanol:agua porcentaje de
Etanol Agua maltodextrina (%)
) 2 1 "
: 3 1 .
° 4 1 .

Preparacion de la microencapsulacion de fitoesteroles. La fase organica (fitoesteroles disueltos
en etanol) se mantuvo en movimiento en la plancha magnética y se le agrego6 la fase acuosa
(gelatina disuelta en agua), con 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. Una vez se evaporo el etanol, y solo estaba presente
la fase acuosa con los fitoesteroles encapsulados, se adiciond la maltodextrina de acuerdo con el
porcentaje para cada tratamiento. La muestra se coloc6 en matraces de 400 mL para su posterior
deshidratado en el secador por aspersion.

Deshidratado por aspersion. El deshidratado se realiz6 en un secador por aspersion (LabPlant
SD-Basic, UK), bajo las condiciones de operacion detalladas en el Cuadro 2. La muestra se coloco
en un matraz de 400 mL, en el cual se introdujo la manguera de absorcién. Seguidamente se
encendid la bomba peristéltica del deshidratador, la cual absorbi6 la muestra y la llevo al inyector
donde la muestra se atomizd, por medio de aire comprimido a la cAmara de deshidratado. En la
camara, las gotas atomizadas de la solucion entraron en contacto con el aire caliente, produciendo
una rapida reduccion del contenido de agua y formando particulas secas de la muestra. Las
particulas solidas fueron arrastradas y depositadas en el frasco portador de la muestra. Se extrajo
la muestra seca para envasado (Ziploc®) y pesado.

Cuadro 2. Condiciones de operacion del secador por aspersion LabPlant SD — Basic.

Condiciones de uso Parametro
Temperatura de entrada 150 °C
Temperatura de salida 90 °C
Velocidad de bomba peristéltica 60 rpm
Presion de aire 300 kPa




Anélisis fisicos y quimicos

Actividad de agua. Se realiz6 la medicion de la actividad de agua a través del método de la AOAC
978.18 con el uso de un Aqualab Serie 3 (Decagon Devices WA, USA). Para ello se puso la
muestra en las copas pléasticas del equipo, con nivel hasta la mitad. Se dejo la muestra en el equipo
hasta que se alcanzo el equilibrio indicado con la luz de aparato y se procedié a registrar la lectura
de la actividad de agua.

Tamafio y morfologia de particulas. Las particulas fueron medidas en escala de 100 um, para lo
cual se us6 un microscopio invertido marca Mshot MI11, con aumento de 400x. Para la captura de
imagenes se us6 una cdmara Dino-Eye AM-423X. La medicion de las imégenes se realizé con el
programa Dino Capture 2.0 version 2.0 con escala en micrometros.

Solubilidad. Brevemente, se pesaron 2 g de muestra en tubos de ensayo de centrifugacion, y se
agregaron 24 mL de agua desionizada. Se agitaron a 2,500 rpm por 5 min, en un Vortex
(Fisherbrand, EEUU). Luego se llevaron a bafio Maria a 30 °C por 30 min. Posteriormente se
centrifugaron a 5,000 rpm por 15 min. Se extrajo el sobrenadante, el cual se colocé en un plato
Petri y se llevé al horno a 105 °C por 24 horas. Para determinar el porcentaje de solubilidad se usé

la Ecuacion 1.

% Porcentaje de solubilidad= % *100  [1]

Donde:
Pi = Peso inicial.
PMI = Peso del material insoluble.

Analisis de fitoesteroles. La medicion del perfil y cuantificacion de fitoesteroles encapsulados se
realiz6 en un cromatografo de gases (CG) (Agilent 6890 Serie GC System, USA), el cual posee un
software CG ChemStation 2010, y haciendo uso del método de la AOCS Ce 12-16. Se prepar6 una
solucién estandar interno (IS) con Epicoprostanol, 5B-colestano-3a-01 (5 mg/mL) disuelto en
tolueno.

Para cada uno de los tratamientos se pesd 1 g de muestra, la cual se derivatiz6 con BSTFA al 1%
(N, O-Bistrifluoroacetamida). Se coloc6 la muestra en un matraz de 50 mL, se agregd 5 mL del
estandar interno, se colocaron tres perlas de cristal y 5 mL de HCI a 3 N. Posteriormente se coloco
la muestra en un condensador de reflujo y con una plancha se calent6é hasta 100 °C por 45 min,
luego se dejo enfriar a temperatura ambiente por 20 min. Una vez la muestra estaba fria, se realizé
el primer lavado con una solucion saturada de sal (NaCl), se agregd la solucidn saturada hasta el
cuello del matraz, se agito por 3 min y se dejé en reposo 2 min. Luego se retir6 la fase organica,
se coloco en otro matraz de 50 mL, al cual se agregé 5 mL de NaOH metandlico a 3 Ny 3 perlas
de cristal. Se colocé nuevamente en el condensador de reflujo, se calent6 a 100 °C por 15 min;
pasado el tiempo se dejo en enfriamiento por 20 min y se realizé el segundo lavado con NaCl. Para
la derivatizaciéon de los fitoesteroles, se extrajeron 300 pL de la fase organica, los cuales se
mezclaron 250 pL de Piridina, 500 puL de BSTFA al 1% (N, O-Bistrifluoroacetamida), 0.001 g de
sulfato de sodio y se colocaron 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 analiz6 cada muestra en el
cromatografo de gases. Las condiciones de operacion del CG se detallan en el Cuadro 3.



Cuadro 3. Condiciones de operacion de cromatdgrafo de gases Agilant 6890 Serie GC System,
para analisis de fitoesteroles.

Modulos Parédmetros

Gases de arrastre Hidrégeno

Columna SP -30m x 0.320 mm x 0.25 um

Horno Temperatura inicial 55 °C, tiempo 3 minutos

Temperatura final 120 °C., tiempo 2 minutos
Velocidad de calentador 20 °C/min
Detector (FID) Temperatura 250 °C
Presion del aire 450 mL/min
Presion del hidrégeno 40.0 mL/min
Inyector (Split) Temperatura 175 °C
Split radio 80.0
Velocidad lineal 39 cm/s

Duracién del método 8.25 min
Volumen de inyeccion 1.0 yL
Patrones Etanol

Eficiencia de encapsulacion. La eficiencia de encapsulacion se analizo con el contenido real y el
contenido teorico de fitoesteroles microencapsulados, cuantificados por medio de la cromatografia
de gases, para ello se uso la Ecuacion 2 (Araujo et al. 2020).

CR
CT*P

% Eficiencia de encapsulado= ( *100) [2]
Donde:

CR = Cantidad real de fitoesteroles encapsulados, mg.

CT = Cantidad teorica de fitoesteroles encapsulados, mg.

P = Pureza de fitoesteroles

Capacidad de carga. Para determinar la capacidad de carga, se dividié la cantidad de fitoesteroles
encapsulados (mg) por la cantidad de muestra usada para la cromatografia de gases (1 g) por medio
de la ecuacion 3, con alguna modificaciones (Zhang et al. 2017).

Capacidad de carga= ((fv[—R)) [3]

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

Analisis estadistico. Para la fase 1, se evaluaron los pardmetros de solubilidad en agua, actividad
de agua, tamafio y morfologia de las particulas. Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar
(DCA) con arreglo factorial 3x2; utilizando tres niveles de relacion etanol:agua (2:1, 3:1y 4:1
vIv), y el factor porcentaje de maltodextrina de 5 y 10% (p/v). Representando lo anterior 6
tratamientos con tres repeticiones por cada tratamiento y un total de diez y ocho unidades
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experimentales. Para el andlisis de los datos se utilizo el “Statistical Analysis System” (SAS®
version 9.4) con una separacion 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%. En la fase 2 se avaluo la capacidad de carga y eficiencia de encapsulacion.
Se analizaron los datos por medio de una Prueba T-student con el programa “Statistical Analysis
System” (SAS® version 9.4).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase preliminar

Durante la fase preliminar se determiné las mejores relaciones etanol:agua, 2:1, 3:1y 4:1, por ser
la que menos precipitacion presentaron y se mantuvieron por mas tiempo sin separacion de fases.
Descartando la relacion 1:1 y 5:1, ya que presentaron mayor porcentaje de precipitacion. Se
determind una relacion (p/p) 2:1 para gelatina y fitoesteroles, es decir dos partes de gelatina
respecto a una de fitoesteroles. La concentracion de gelatina se mantuvo constante en todos los
tratamientos (30 mg/mL, disueltos en agua desionizada).

Durante el proceso de microencapsulacién de fitoesteroles, se observo que el proceso de “Flash
desolvation” fue un buen método por ser rapido y sencillo. El proceso de “Flash desolvation”
resultd en una mayor tasa de nucleacion en la microencapsulacién, provocando una
sobresaturacion en la mezcla, reflejado en mas sitios de nucleacion y en menor tamafio de particula
(Pustulka et al. 2013). Segun Levit et al. (2019), esta técnica es eficiente y con ella se puede
obtener una eficiencia de encapsulacién de proteina de ~80%.

El deshidratado se realiz6 con una concentracion preliminar de 30% de maltodextrina y se obtuvo
una capacidad de carga de 36.45 mg/g. Debido a esto, se determinaron dos concentraciones de
maltodextrina de 5y 10%, lo que se reflejé en el aumento de la capacidad de carga, con menor
porcentaje de maltodextrina, menos del 50% de maltodextrina recomendado para
microencapsulacion (Miller et al. 2016).

Fase 1. Analisis fisicos y quimicos

Actividad de agua. No se presento diferencias estadisticas significativas en la actividad de agua
de los tratamientos, es decir que las relaciones etanol:agua y entre porcentajes de maltodextrina no
tuvieron efecto alguno sobre la actividad de agua (Cuadro 4). Asi mismo, no se encontro
interaccion alguna entre los factores (Cuadro 5).

La maltodextrina juega un papel clave en la actividad de agua. En estudios anteriores se ha
reportado que a mayor porcentaje de maltodextrina, mayor es la higroscopicidad (Vimala et al.
2018). En cambio Chuaychan y Benjakul (2016), mencionaron que tanto la maltodextrina como la
gelatina poseen propiedades higroscopicas. Los grupos aminos y carboxilos de las proteinas les
permiten interactuar y pueden atrapar humedad del ambiente. Asi mismo, el no controlar las
condiciones de manejo de las muestras deshidratadas, se refleja en mayor actividad de agua, esto
debido a las propiedades higroscdpicas de la maltodextrina. Santhalakshmy et al. (2015) por medio
de su estudio concluyeron que el mayor redimiento de polvo y méas baja actividad de agua lo
obtuvieron usando 150 °C como temperatura de entrada en el secador por aspersion, respecto a
140, 145, 155y 160 °C. En el estudio de Hussain et al. (2018), el deshidratado fue realizado por
liofilizacion, y encontraron diferencias en la actividad de agua entre los tratamientos con 5y 10%
de maltodextrina, y los valores oscilaban entre 0.31 a 0.45.



En el presente estudio, el rango de actividad de agua entre los tratamientos oscil6 ente 0.18 y 0.23
(Cuadro 4), esto podria estar relacionado por el método de deshidratado utilizado. Estos bajos
valores de actividad de agua estan relacionados con la estabilidad quimica y microbioldgica de los
tratamientos evaluados (Gutiérrez et al. 2015). Dichos valores de actividad de agua coinciden con
los reportados por Aradjo et al. (2020), quienes obtuvieron valores de 0.215 al usar capas de
gelatina y maltodextrina para encapsular aceite de naranja dulce en deshidratado por aspersion.
Mis et al. (2016), en su estudio sobre microencapsulacion de aceite de salmon con clara de huevo
en polvo, obtuvo mayor actividad de agua a 130 °C de temperatura de entrada en el secador por
aspersion, ademas, reporté diferencias estadisticas con menor actividad de agua a temperaturas de
140 y 150 °C. Los parametros de deshidratado en el presente estudio se mantuvieron constantes
para todos los tratamientos.

Cuadro 4. Resultado del porcentaje de maltodextrina y relacion etanol:agua en la actividad de agua
promedio de los tratamientos de microencapsulado.

Relacion Maltodextrina Actividad de agua
Etanol:agua (%) Media = D.E.™
21 5 0.18 £ 0.04
' 10 0.23+£0.04
31 5 0.18 £0.03
' 10 0.21+£0.04
41 5 0.18 £0.03
' 10 0.20 £ 0.07
C.V. (%) 18.05

Cada medicidn de la actividad de agua representa la media de tres repeticiones. C.V.: Coeficiente
de variacién en porcentaje. D.E.: Desviacion estandar. ns: no significativo (P > 0.05)

Cuadro 5. Probabilidad de los factores y su interaccion para la actividad de agua.

Variable Valor-p
Relacién 0.2168
Maltodextrina 0.1082
Relacion*Maltodextrina 0.1513
C.V. (%) 18.05

C.V.: Coeficiente de variacion.

Tamaifio de particula. Seguin los resultados obtenidos, los tratamientos con menor tamafio de
particula fueron los que se prepararon con menor porcentaje de maltodextrina (5%), y fueron los
que presentaron menor cantidad de agregados. También se observé que el tamafio de la particula
dependid de la relacion etanol:agua. Se obtuvieron tamafios pequefios con mayor cantidad de
etanol, usando 5% de maltodextrina (~40 um) y en los tratamientos con 10% de maltodextrina,
tamafos grandes con menor relacion etanol:agua (Cuadro 6). Las interacciones evaluadas
presentaron diferencias estadisticas significativas, respecto al tamafio de particula. De acuerdo con
el analisis de medias (LSMEANS), si hubo interaccion entre los factores (Cuadro 7). Cuatro de los
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tratamientos presentaron diferencia estadistica entre si, a excepcion de los tratamientos con 10%
de maltodextrina y con relaciones 3:1y 4:1 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Resultado del porcentaje de maltodextrina y relacion etanol:agua en el tamafio de
particulas promedio de los tratamientos de microencapsulado.

Relacion Maltodextrina Tamafio (um)
Etanol:agua (%0) Media £ D.E.
21 5 40.56 + 4.83°
' 10 97.92 + 8.75?
31 5 48.44 + 6.03¢
' 10 87.21+9.17°
41 5 56.49 + 5.25¢
' 10 89.91 + 9.64°
C.V. (%) 10.75

Cada tamafio de particula representa la media de tres repeticiones. C.V.: Coeficiente de variacion
en porcentaje.

D.E.: Desviacion estandar.

&€ Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P < 0.05) en tamafio de particulas
de los tratamientos.

Cuadro 7. Probabilidad de los factores y su interaccion para el tamafio de particula.

Parametro Valor -p
Maltodextrina <0.0001
Relacién 0.0200
Maltodextrina*Relacion <0.0001
C.V. (%) 10.75

C.V.: Coeficiente de variacién

Las condiciones de secados fueron constantes, las diferencias obtenidas dependen la composicién
de cada tratamiento. Las formas de las particulas observadas en su mayoria eran esféricas y
ovaladas, con rangos de tamafios entre 40 a 100 um (Figura 2). Confirmando asi la categoria de
microparticulas (1- 800 um), considerando que este estudio no implementd la homogenizacion de
las particulas (Ruiz et al. 2019). Estos resultados concuerdan con los de Mehanna et al. (2019),
que obtuvieron particulas mas esféricas y con superficie lisa al usar maltodextrina, contrario a las
particulas encapsuladas con manitol. Es importante recalcar que, en esta investigacion, la
temperatura de entrada del secador por aspersion fue constante para todos los tratamientos (150
°C), por lo que se descarta su efecto en el tamafio de particula. En un estudio realizado por Mis et
al. (2016), encontraron una dependencia del tamafio de particula con la temperatura, obteniendo
mayores tamafios de particula a 150 °C, respecto a 130 y 140 °C. Luque et al. (2016), demostraron
que a mayor relacion de no solvente:solvente el tamafio de particula es menor.
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Figura 2. Tamafio y morfologia de microcapsulas de fitoesteroles. A) 5% MD, 4:1 RLC, B) 10%
MD, 4:1 RLC. Donde MD: Maltodextrinay RLC: Relacion etanol:agua.

La relacion etanol:agua presentd un efecto significativo sobre el tamafio de particula, sin embargo,
en la interaccion de ambos factores (Cuadro 8), la maltodextrina, tuvo la significancia mayor en el
tamano de particula. De acuerdo con Etorki et al. (2016), con altas concentraciones de compuesto
orgénico (>50%), las proteinas tiende a plegarse, generando asi particulas de menor tamafio.
Gullapalli y Mazzitelli (2017) mencionaron que el etanol es un inhibidor de la formacién de triple
hélices de la gelatina. EI aumento de la concentracién de etanol se refleja por ende en mayor
inhibicién y por lo tanto en menor tamafio de particula. Los resultados de este estudio concuerdan
con Ahsan y Rao (2017), que demostraron que el tamafio de particula de encapsulado usando
gelatina, aumenta al usar mayor concentracion de compuesto organico, generando mayor
agregacion de particulas.

El efecto estérico es un factor a considerar en la evaluacién de las relaciones etanol:agua, ya que
tiene un efecto directo en los grupos funcionales de las proteinas (Israelachvili 2011). En otras
palabras, el aumento del volumen tiene efecto en el grosor y la polaridad de la capa de las
microcapsulas, debido al aumento o disminucién de las fuerzas de atraccion (McClements 2015).
Se pudo observar que, a mayor volumen menor tamafio de particula. ElI Cuadro 8, representa la
prueba de medias DUNCAN de relaciones de etanol:agua, observando que el mayor tamafo se
obtuvo con la menor relacion de etanol. El tamafio promedio de la relacion 2:1 se vio influenciada
por la media de los tratamientos con 10% de maltodextrina, que presentaron mayor tamafio
respecto a los tratamientos con 5% de maltodextrina, datos que no concuerdan con lo anteriormente
mencionado.
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Cuadro 8. Resultado de la relacion etanol:agua en el tamafio de particulas promedio de los
tratamientos de microencapsulado.

Relacion Tamafio (um)
Etanol: agua Media + D.E.
2:1 67.83 £ 6.79"
31 69.24 + 7.60°
4:1 73.20 + 7.44%
C.V. (%) 10.75

Cada tamafio de particula representa la media de los tratamientos de cada relacion etanol:agua.
C.V.: Coeficiente de variacién. D.E.: Desviacion estandar.

b | etras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P < 0.05) en tamafio de particulas,
segun la relacion etanol:agua de cada tratamiento.

Para evaluar la influencia del porcentaje de maltodextrina en el tamafio de particula se realiz6 una
separacion de medias Duncan (Cuadro 9), se observo que el porcentaje de maltodextrina utilizado
influy6 directamente en el tamafio de particula. Los tratamientos con 10% de maltodextrina
presentaron el mayor tamafio de particula, respecto a los tratamientos con 5% de maltodextrina (P
< 0.05). Voron'ko et al. (2016), describieron en su estudio que el tamafio de la particula se ve
afectado por la cantidad de enlaces de hidrégeno y las interacciones electrostaticas entre los grupos
carboxilo (COO") y los grupos aminos (NH"), grupos presentes en la maltodextrina y la gelatina
respectivamente. Las interacciones electrostaticas también tiene incidencia, segin Qiao et al.
(2017), a través de la medicion por espectroscopia de infrarrojo por transformacion de Fourier
(FTIR), identificaron alteraciones de la longitud de banda de las amidas I, 11 y 11l de la gelatina,
observando un efecto del grupo COO" sobre el grupo amino. En presencia de méas polisacaridos
libres (mayor porcentaje de maltodextrina), posiblemente las interacciones fueron mayores,
formando una capa de mayor grosor, pero es necesario estudiar con mayor profundidad (Pathak et
al. 2017).

Cuadro 9. Resultado del porcentaje de maltodextrina en el tamafio de particulas promedio de los
tratamientos de microencapsulado.

Concentracién de Tamafio (um)
Maltodextrina (%) Media = D.E.
5 48.49 + 5,25
10 91.68 +9.172
C.V. (%) 10.75

Cada tamafio de particula representa la media de los tratamientos de cada porcentaje de
maltodextrina.

C.V.: Coeficiente de variacion. D.E.: Desviacion estandar.

&b | etras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P < 0.05) en tamafio de particulas,
segun el porcentaje de maltodextrina de cada tratamiento.
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Solubilidad. La solubilidad present6 diferencias significativas (P < 0.05), es decir que al menos
uno de los tratamientos fue diferente (Cuadro 11). Por medio de un andlisis Duncan se evalud las
medias de solubilidad de los factores: relacion etanol:agua y no se observd diferencias
significativas (P > 0.05). El porcentaje de maltodextrina si presenté diferencias significativas (P <
0.05). Los tratamientos preparados con 10% de maltodextrina presentaron mayor solubilidad con
respecto a los tratamientos con 5%. En la interaccion entre maltodextrina y la relacion etanol:agua,
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro 10).

En este estudio se demostré que mayor porcentaje de maltodextrina incrementd la solubilidad. La
proteina (gelatina) de acuerdo con Akhavan et al. (2016), aporta a la solubilidad, ya que sus partes
hidrofébicas interactian con otros materiales hidrofébico y las hidrofilicas con el de
recubrimiento. Di Battista et al. (2018) en su estudio reportaron, que la maltodextrina es uno de
los mejores encapsulantes para fitoesteroles, debido al tamafio de particulas generado en secado
por aspersion, lo que mejora la solubilidad. En su estudio Souza et al. (2013), reportaron que a
pesar de usar tres temperaturas de aire de entrada en el secado por aspersion (130, 150 y 170 °C)
y tres concentraciones de maltodextrina (10, 20 y 30% p/v), no encontraron diferencias
significativas en la solubilidad. La solubilidad de los fitoesteroles en general se puede ver mejorada
por su afinidad de las partes hidrofobas (prolina e hidroxiprolina mayormente) que posee la
gelatina (Ahmad et al. 2019).

Cuadro 10. Probabilidad de los factores y su interaccion para el porcentaje de solubilidad.

Variable Valor -p
Relacién 0.4436
Maltodextrina 0.0121
Relacion*Maltodextrina 0.0905
C.V. (%) 3.14

C.V.: Coeficiente de variacion.

Cuadro 11 Resultado del porcentaje de maltodextrina y relacion etanol:agua en de la solubilidad
promedio de los tratamientos de microencapsulado.

Relacion Maltodextrina Solubilidad (%)

Etanol:agua (%) Media £ D.E.

91 5 87.11 +2.48°

' 10 90.20 +£ 0.512

31 5 83.59 + 1.51°

' 10 87.26 + 3.662

41 5 84.94 +5.07°

' 10 89.59 + 3.00?

C.V. (%) 3.14

Cada porcentaje de solubilidad representa la media de tres repeticiones. C.V.: Coeficiente de
variacion,

D.E.: Desviacion estandar, 2°: Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (P <
0.05) en el porcentaje de solubilidad de los tratamientos.
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Fase 2. Analisis quimicos

Como resultado de la fase 1, se observo que el factor con mayor significancia fue el porcentaje de
maltodextrina. En esta fase se evaluaron dos tratamientos con relacion 2:1 (etanol:agua) y con
variable 5y 10% de maltodextrina, que a la vez representaron los extremos en tamafio de particula,
con el fin de determinar el efecto de la variable maltodextrina en la capacidad de carga y eficiencia
de encapsulacion.

Capacidad de carga. El analisis de estos dos parametros se realizd a los dos tratamientos con
mejor solubilidad, los cuales corresponden a los tratamientos con 5y 10% de maltodextrina, con
una misma relacion etanol:agua (2:1). La estabilidad fue brindada en la proteina por las partes
hidrofébicas de la mismas, y la perdida de la estructura se debe a pocas fuerzas desestabilizadoras.
Lo que indican que la capacidad de carga y la eficiencia de encapsulacion estan determinadas por
las fuerzas de atraccion entre el material capay el ndcleo. Las fuerzas de atraccion entre materiales
hidrofobos, en este caso los fitoesteroles y la proteina pueden ser las fuerzas de van der Waals, y
los enlaces de hidrégeno (McClements 2015).

En este estudio, la capacidad de carga es la cantidad de fitoesteroles encapsulados (mg) por gramo
de muestra de cada tratamiento. Se encontro diferencia estadistica significativa (P < 0.05) entre los
tratamientos evaluados (Cuadro 12), donde el tratamiento con la variable 5% de maltodextrina
presento la mayor capacidad de carga (mg/g). Es decir que, se puede encontrar mayor cantidad de
fitoesteroles por cada gramo de material de recubrimiento, en comparacion con el tratamiento con
10% de maltodextrina. Sin embargo, el aumentar el material de cobertura, se asegura una mejor
proteccion de los fitoesteroles microencapsulados. Segun lo dicho por Shaddel et al. (2018), mayor
capacidad de carga no siempre es positivo, ya que eso implica, mayor concentracién de material a
encapsular, con menos material de recubrimiento, dando menos proteccion al material de interés.

Cuadro 12. Resultado del porcentaje de maltodextrina y relacion etanol:agua en la capacidad de
carga y eficiencia de encapsulacion de las microcapsulas con fitoesteroles.

Relacién Maltodextrina Capacidad de carga Eficiencia deoencapsulamon
(%) (mg/g) (%)
Etanol:agua Media £ D.E. Media = D.E.
21 5 96.70 + 0.36 59.90 +0.26
' 10 88.69 + 1.79 90.13+1.78
Probabilidad 0.0178 0.0009
C.V. (%) 1.40 1.69

Cada capacidad de carga y porcentaje de eficiencia de encapsulacion representa la media de tres
repeticiones.
C.V.: Coeficiente de variacion en porcentaje. D.E.: Desviacion estandar.

Eficiencia de encapsulacion. Los tratamientos evaluados presentaron diferencia estadistica
significativa (Cuadro 12). Se pudo observar que el tratamiento con 10% de maltodextrina fue el
que presento la mayor eficiencia de encapsulacion, mientras que la menor eficiencia fue la del
tratamiento con 5% de maltodextrina. Esto implica que a mayor cantidad de solidos se obtuvo una
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mejora en la eficiencia de encapsulacion. Es decir, que utilizar mayor porcentaje de maltodextrina
genera mayor proteccion al nucleo de la capsula.

De acuerdo con el estudio de Hussain et al. (2018), la eficiencia de encapsulacion depende en gran
medida del porcentaje de maltodextrina usado; ellos a través del método de liofilizacion lograron
una eficiencia de encapsulacion mayor con 10 que con 5% de maltodextrina, lo cual es consistente
con lo encontrado en el presente estudio.

Si se comparan los datos de capacidad de carga y la eficiencia de encapsulado es notorio que hubo
una mayor pérdida de fitoesteroles con menor porcentaje de maltodextrina. Lo anterior es
compartido por el estudio de Araujo et al. (2020), quienes mencionaron que el éxito del proceso
de microencapsulacion esta en la proteccion del material del ndcleo. La pérdida de fitoesteroles
puede deberse al proceso de rotoevaporado, agitado al momento de agregar la maltodextrina,
durante el proceso de deshidratado de las muestras 0 en la digestién para el analisis por
cromatografia de gases.
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4. CONCLUSIONES
La actividad de agua no se vio afectada por el porcentaje de maltodextrina, ni por la relacion
etanol:agua.

El tamafio de particula fue afectado por la interaccion entre los factores etanol:agua y el
porcentaje de maltodextrina.

De los factores evaluados solamente porcentaje de maltodextrina afectd la solubilidad de las
microcépsulas.

Se observaron tamafios de las microcépsulas en un rango de 40 a 100 pm y con forma tipica
de circular y ovalada, sin variaciones entre porcentajes de maltodextrina.

La capacidad de carga fue mayor en el tratamiento con 5% de maltodextrina, mientras que la
eficiencia de encapsulacion fue mayor al usar 10% de maltodextrina.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de la adicién de concentraciones de maltodextrina entre 5y 10% sobre el
tamarfio de las particulas.

Determinar la estabilidad oxidativa de los fitoesteroles microencapsulados y su resistencia en
una simulacion del proceso de digestion.

Incorporar los fitoesteroles microencapsulados en un alimento liquido o con caracteristicas
acuosas.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Tratamientos preliminares.
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Anexo 4. Controles fitoesteroles disueltos en tres relaciones etanol:agua, A) 2:1 RLC, B) 3:1
RLC, C) 4:1 RLC, donde RLC: Relacion etanol:agua.

Anexo 5. Morfologia y tamafio por tratamento A) 5% MD, 2:1 RLC, B) 5% MD, 3:1 RLC, C)
5% MD, 4:1 RLC, D) 10% MD, 2:1 RLC, E) 10% MD, 3:1 RLC, F) 10% MD, 4:1 RLC. Donde
MD: Maltodextrina y RLC: Relacion etanol:agua.
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Anexo 6. Cromatograma del perfil de fitoesteroles usado para determinar la capacidad de carga 'y
eficiencia de encapsulacion.
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Anexo 7. Tiempos de retencion y concentracion de esteroles y estanoles encontrados antes de la
microencapsulacion.

Tiempode  Porcentaje de fitoesteroles

Pico  Compuesto retencion (min) en concentrado (%o)

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

2 Brasicasterol 35.16 0.86 £ 0.00
3 24-Metileno Colesterol 39.06 0.47 £ 0.05
4 Campesterol 40.69 19.66 £ 0.03
5 Campestanol 41.42 0.69 £ 0.05
6 Estigmasterol 43.8 15.54 + 0.46
7 A22-Estigmastenol 44.57 3.56 +1.36
8 A7-Campesterol 46.04 0.30 £ 0.09
9 Clerosterol + A5,23-Estigmastadienol 48.11 0.38 £0.06
10  p-Sitosterol 50.43 53.68 + 1.65
11 Sitostanol 51.07 1.41+0.08
12 A5-Avenasterol 52 1.17 £ 0.03
13 Fucosterol 53.68 0.46 £ 0.04
14 A7-Estigmastenol 54.94 0.39+0.01
15 A7-Avenasterol 56.83 0.26 = 0.07
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Anexo 8. Tiempos de retencion y concentracion de esteroles y estanoles encontrados después de
la microencapsulacion.

Pico Compuesto Tier_n,po de_ Porcentaje de fitoesteroles
retencion (min) en concentrado (%o)

1 5B-Colestano-3a-ol (Estandar Interno) 26.518

2 Ergosterol* 35.107 0.79
3 24-Metileno Colesterol 38.708 0.05
4 Campesterol 39.791 0.47
5  Campestanol 40.831 19.64
6 Estigmasterol 41.441 0.71
7 A22-Estigmastenol 43.956 14.76
8  A7-Campesterol 44.681 0.38
9 Clerosterol + A5,23-Estigmastadienol 47.443 0.38
10  p-Sitosterol 49.143 0.89
11  Sitostanol 50.845 53.05
12 A5-Avenasterol 51.262 1.49
13 Fucosterol 52.091 1.21
14 A7-Estigmastenol 53.732 0.71
15  A7-Avenasterol 55.023 0.50
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