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RESUMEN

Los nutrientes necesitan ser liberados de la matriz alimentaria (estructura) luego
de su ingestion para poder digerirse, que tan disponibles estén para su absorcion
dependera de su tipo de matriz alimentaria. Por ejemplo, el consumo de yogurt
genera un efecto de saciedad mayor que el consumo de leche, a pesar de poseer
componentes similares, su digestion se ve afectada por su estructura.

Se verifica si la hipotesis es correcta y si la estructura y masticacion de un
alimento afectan el grado de exposicién de los lipidos incorporados como emulsién
dentro del alimento modificando la cinética de la digestién durante ensayos in vitro
realizados mediante pH-stat.

La masticacién se evalué mediante ensayos in vitro efectuados a un alimento
modelo variando los ciclos de masticacion a través de una masticacion simulada y
validada en 3 niveles y se realizaron digestiones in vitro con microcapsulas para
evaluar el efecto de la estructura del alimento en la liberacion de lipidos.

Para la elaboracién del alimento modelo se mezcl6 agua con aceite en presencia
de un agente emulsificante (Tween 80) para luego ser emulsificada con ultrasonido
a 350 [W]. Luego gener6 una solucion de alginato de sodio al 20%, la cual fue
mezclada con emulsién alcanzando un 3% (v/v) de aceite de soya para luego ser
gelificada en presencia de Cloruro de Calcio al 2 [M] y pasadas 48 [h] fue cortada en
cubos de 1,4 cm3. La muestra digerida in vitro correspondi6 a 50 cubos.

Para formar las microcapsulas, se encapsul6 aceite de soya con alginato de sodio
por medio de gelificacion idnica sobre una solucion de cloruro de calcio, de igual
forma, se ingreso al sistema la misma cantidad de aceite que en el alimento modelo.

Alos alimentos modelo utilizados se les cuantific6 su textura, a las microcapsulas
se les determiné su tamafio y humedad, a la emulsion se le determino el tamafio de
particulay potencial z.A partir de las pruebas realizadas in vitro utilizando el método
pH-stat, se obtuvieron resultados que permitieron la generacién de una curva de
hidrdélisis de acidos libres de lipidos, con esto se obtuvieron resultados que permiten
demostrar que la masticacion genera un efecto significativo en el tamafio de
particula, especificamente se obtuvieron diametros medios (dso) de 18, 14 y 11
[mm] para 5, 10 y 15 ciclos de masticacion respectivamente, lo cual repercute en la
cinética de lareaccion, la cual es mas rapida mientras mas masticaciones se realicen,
pudiéndose alcanzar un porcentaje de hidrolisis del 52%, la cual es un 22% mayor
comparando que la del mismo alimento modelo pero sin haber sido masticado.

Con respecto a la digestion in vitro con microcapsulas, se obtuvieron resultados
de hidrolisis menores en comparacién al alimento modelo, mostrandose una
disminucién en el porcentaje de hidroélisis con la presencia de microcapsulas, un
18,7% menos comparado al alimento modelo sin masticacién. Como conclusién, se
pudo identificar que la masticacion (tamafio de particula) y la matriz alimentaria
(estructura) afecta significativamente en la digestion in vitro de aceite de soya.
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ABSTRACT

Nutrients need to be released from the food matrix (structure) after ingestién in
order to be digested, how available they are for absorption depends from what type
of food matrix they came. For example, the consumption of yogurt generates a
greater satiety effect than the consumption of milk drinks, although they have
similar components, its effect during digestion is affected by their structure.

It is verified if the hypothesis is correct and if the structure and chewing of the
food affect the degree of exposure of the lipids incorporated, as emulsion inside the
food, modifying the kinetics of the in vitro digestion tests performed by pH-stat.

Chewing (particle size) was evaluated by in vitro tests carried out on model food
by varying the chewing cycles performed and in vitro digestions were made with
microcapsules to evaluate the effect of the structure of food on lipid release. The
model foods were chewed through a simulated and validated mastication of 3 levels.

To prepare the model food, water was mixed with oil in the presence of an
emulsifying agent (Tween 80) and then emulsified with ultrasound at 350 [W].
Then, a solution of 20% sodium alginate was prepared and mixed with emulsion
reaching 3% (v/v) of soybean oil and then gelled in the presence of Calcium Chloride
at 2 [M] and 48 [h] later was cut into cubes of 1.4 [cm3]. The digested sample in vitro
corresponded to 50 cubes.

To form the microcapsules, soybean oil was encapsulated with sodium alginate
by ionic gelation over a calcium chloride solution, the same amount of oil was
digested in vitro for microcapsules and for model food.

The texture of the model foods was quantified, for the microcapsules size and
humidity were determined and for the emulsion particle size and z potential were
obtained.

From the tests carried out in vitro using the pH-stat method, there were obtained
results that allowed the generation of a hydrolysis curve of lipid-free fatty acids, this
results obtaineded allowed demonstrate that chewing generates a significant effect
in the particle size, specifically average diameters (dso) of 18, 14 and 11 [mm] were
obtained for 5, 10 and 15 cycles of mastication respectively, which affects the
kinetics of the reaction, making it faster the more chewing is done, being able to
reach a percentage of hydrolysis of 52%, 22% higher comparing than the same
model food not chewed.

In regard to the in vitro digestion with microcapsules, lower hydrolysis results
were obtained in comparison to model food, showing a decrease in the percentage
of hydrolysis with the presence of microcapsules, 18.7% les, compared to model
food not chewed.

As a conclusion, it could be identified that chewing (particle size) and the food
matrix (structure) significantly affect the in vitro digestion of soybean oil.
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Capitulo 1: Introduccién y Objetivos

CAPITULO 1: INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 INTRODUCCION

Un alimento, cualquiera sea, posee una cierta cantidad de nutrientes debido a
su composicién, por otro lado, esta cantidad puede no ser completamente
absorbida y utilizada por el ser humano, a esto se denomina biodisponibilidad de
nutrientes. Por ello es importante considerar los factores que pueden provocar
una variacion en este valor, y mas aun, poder encontrar la manera de controlar
su liberacion durante el proceso digestivo, pero antes de eso, es necesario
conocer qué es la digestion.

La digestion es el proceso que permite transformar un alimento de modo de
que el cuerpo pueda nutrirse a partir de él, permitiendo su uso como fuente de
energia, para formar y alimentar las células.

El proceso digestivo inicia en la boca al momento de masticar el alimento
(permitiendo su disminucion de tamafio), en este lugar las glandulas salivales de
la boca de liberan enzimas que permite iniciar la digestion del alimento y formar
el bolo alimenticio, el cual se dirige a través del es6fago hacia el estébmago, donde
ocurre la digestion gastrica. Finalmente, llega al intestino delgado, lugar en el
cual ocurre la digestion intestinal, donde son absorbidos los nutrientes, en el caso
de los lipidos, su absorcién ocurre tinicamente en el intestino delgado, no siendo
absorbidos durante la digestion gastrica.

Por ejemplo, Miquel-Kergoat et al. (2015) concluye que a partir de una serie
de estudios que existe evidencia de que la masticacién puede disminuir el hambre
y la ingesta de alimentos y, en ultima instancia el peso corporal. Por otra parte
Ranawana et al. (2013) compar¢ el efecto de masticar 15 contra 30 veces arroz,
observando que el aumento de masticaciones produce una reduccién de tamafio,
lo cual favorece el aumento en el indice glicémico, demostrando que la
masticacion puede ser una variable intrinseca que puede tener un impacto en el
alimento, especialmente para la liberacion de los carbohidratos contenidos en él.

Dados estos resultados, se observa que, para un mismo alimento, la absorcién
de nutrientes cambia con variar el nimero de masticaciones, en otras palabras,
el alimento tiene una cantidad de nutrientes presente, pero sus nutrientes
biodisponibles para ser absorbidos son inciertos, razén por la cual se hace
interesante conocer el efecto de la masticacién (su relaciéon con el tamaifio de
particula) en la digestion.

Por otra parte, naturalmente los nutrientes se encuentran confinados dentro
de la microestructura de los alimentos, y de ahi, que su liberaciéon durante la
digestion no es la O6ptima, existiendo otra caracteristica que afecta la
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biodisponibilidad de los nutrientes, como lo es la matriz alimentaria (estructura
del alimento).

1.2  HIPOTESIS

La estructura y masticacion de un alimento afectan el grado de exposicién de
los lipidos incorporados como emulsion dentro del alimento modificando la
cinética de la digestion durante ensayos in vitro.

1.3  OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la estructura y masticaciéon de un alimento en la liberacion
de aceite durante un proceso de digestion in-vitro de aceite de soya.

1.3.2 Objetivos Especificos

Optimizar las condiciones de operacion para la preparacién y
caracterizacion de una emulsion agua/aceite usando aceite de soya y
ultrasonido.

Optimizar las condiciones de operacién para la microencapsulacién de
aceite de soja mediante gelificacion en frio.

Caracterizacién fisicoquimica del aceite de soya microencapsulado
mediante gelificacion en frio.

Determinar mediante andlisis de imagenes el tamafio de particula
(distribucién) luego de aplicar diferentes nimeros de ciclos de masticacion
a los alimentos modelo.

Estudiar el efecto del tamafio de particula en la digestion de aceite de soya
mediante ensayos in vitro usando pH-Stat.

Establecer relaciones cuantitativas entre distribuciéon de tamafio y la tasa
de digestion del aceite de soya durante la digestion in vitro
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CAPITULO 2: ANTECEDENTES GENERALES

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto de masticacion y
microencapsulacion en la digestion del aceite de soya, siendo de esta manera,
el aceite de soya el componente principal de esta investigacién. Ademas, para
poder realizar las pruebas, este debe estar en forma de emulsion, es decir,
mezclado con agua, lo cual es posible con la adicion de un agente emulsificante,
Tween 80 fue el seleccionado, y, por otra parte, parala fabricacién del alimento
modelo se requirié gelificar la emulsion, utilizadndose alginato para ello. En el
siguiente punto se mencionan y caracterizan estos tres, que componen la
materia prima.

2.1 MATERIA PRIMA

2.1.1 Aceite de Soya

La soya es la semilla oleosa mas producida en el mundo debido a sus
caracteristicas agronémicas favorables, su proteina es de alta calidad y su
aceite es comestible, su produccion contribuye mas del 50% de la produccién
mundial como puede observarse en la Figura 1 (Gunstone, 2002).
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Figura 1: Primeras 5 semillas oleosas como porcentaje de la produccién mundial entre los afios 1996 y
2001 (Gunstone 2001)
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El aceite de soya se recupera por extracciéon por solvente o a través de
trenzado mecanico, éste contiene una variada cantidad de acidos grasos,

predominando el linoleico y oleico, como se observa en la Tabla 1:

Tabla 1: Composicién porcentual promedio de dcidos grasos en aceite de soya. (Orthoefer 1996)

Acido Graso Porcentaje en peso promedio
Miristico 0.1

Palmitico 11.0
Palmitoleico 0.1
Estearico 4.0

Oleico 23.4

Linoleico 53.2

Linolénico 7.8

0.3

0.1

Araquidénico
Behenico

A partir de esto se considera como aceite de soya ala mezcla mayoritaria de
acido linoléico (53,2%), acido oleico (23,4%) y palmitico (11%). La estructura

de estos acidos puede observarse en la Figura 2.
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Figura 2: Estructura de los dcidos que componen el aceite de soya. elaceite.net

De manera que se obtiene como peso molecular del aceite de soya uno
elaborado por la mezcla de los tres acidos grasos ya mencionados, como se

observa en la Tabla 2:
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Tabla 2: Fracciones y masas molares de dcidos grasos que constituyen el aceite de soya.

Acido Graso Fraccion del total Formula Peso
Quimica molecular
Linoleico 0.607 C18H3202 280,45
Oleico 0.267 C18H3402 282,47
Palmitico 0.126 C16H3202 256,40

Obteniéndose finalmente un aceite de soya con masa molar de 277,97
[g/mol].

El aceite de soya se considera un triglicérido producto de la esterificacion
de los tres grupos -OH de los acidos grasos anteriormente mencionados.

La digestion del aceite de soya ocurre en el intestino delgado, por cada
molécula de triglicérido que ingresa al sistema, la enzima lipasa la reduce
finalmente a 2 moléculas de acidos grasos (Li & McClements, 2010).

El aceite de soya posee las siguientes propiedades, que pueden ser
observadas en la Tabla 3:

Tabla 3: Propiedades fisicas del aceite de soya. (Pryde 1980)

Propiedad Valor
Gravedad especifica (252C) 0,9175
Indice refractivo 1,4728
Viscosidad (252C) 50,09 [cP]
Punto de solidificacion (2C) -10a 16
Calor especifico (19,72C) 0,458 [cal/g]
Calor de combustién 9478 [cal/g]

En el laboratorio se trabajé con aceite 100% vegetal Chef (ver Figura 3) el
cual posee un 99% de aceite de soya y 1% aceite de palma.

Figura 3: Aceite vegetal marca Chef formato 1 L
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2.1.2 Tween 80

Tween 80, también llamado por su nombre IUPAC Monooleato de
polioxietilen(20)sorbitano o polisorbato 80, es un aditivo que emulsiona y
disuelve grasas, esta clasificada como emulsionante no i6nico segin la Unién
Europea para su uso en alimentos. Es un liquido viscoso que posee un color
amarillo, el cual es soluble en agua y posee las propiedades mencionadas en la
Tabla 4 (Sigma-Aldrich, 2018):

Tabla 4: Propiedades Tween 80. (Sigma-Aldrich)

Propiedad Valor
Solubilidad 1 [ml]/10 [ml] agua
Densidad (25%c) 1,07 g/[cm3]
Masa molar 1,310 [g/mol]
pH 5,5-7,5
Viscosidad (25 2C) 400 - 620 [cP]

2.1.3 Alginato

Los alginatos son los polisacaridos mas abundantes presentes en algas
marinas marrones (40% de su peso seco), estos componen su pared celular,
brindandole rigidez, elasticidad, flexibilidad y capacidad de enlazar agua
(Hernandez, Lopez, & Garcia, 2005). Se puede extraer de tres especies de algas
marinas marrones, incluyendo Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum y
Macrocystis pyrifera, donde naturalmente son encontrados como una mezcla
de las sales comunes del agua de mar (Ca*2, Mg*2y Na*).

Este compuesto ha sido utilizado debido a sus multiples ventajas para el
consumo humano y a su alta aplicabilidad a la industria alimenticia, posee un
efecto prebiético, debido a su alto porcentaje de fibra reduce los niveles de
azucar y colesterol en la sangre, ademas de poder aumentar la vida util de los
alimentos, siendo utilizada para mantener alimentos durante el
procesamiento y almacenaje (Parra, 2011).

Los alginatos son polisacaridos lineales que estan constituidos por
cantidades que pueden variar de acido B-D-manurénico (M) y acido a-L-
gulurédnico (G), se pueden observar sus estructuras en la Figura 4. Siendo una
relacion caracteristica del alginato su relacion M /G, producto de la razén entre
los 4cidos antes mencionados M y G, este valor depende de la fuente de la cual
fue extraido y, ademas, esta relaciéon también determina sus propiedades
fisicas, como, por ejemplo, su capacidad gelificante). Estos acidos se agrupan
en secciones construyendo homopolimeros tipo bloques G(-GGG-), bloques M
(-MMM-) o heteropolimeros alternando los bloques M y G (-MGMG-), los
bloques MM y MG se unen por enlaces glucosidicos 8 y los bloques GG y GM
por enlaces glucosidicos o (Lupo, Gonzalez, & Maestro, 2012).
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Acido B-D-manurdnico Acido a-L-gulurénico

Figura 4: Monémeros del dcido alginico.

La distribucién de los monémeros en la cadena y la carga y volumen de los
grupos carboxilos brindan al gel de flexibilidad o rigidez, por ejemplo, si hay
una mayor cantidad de bloques G, es decir si la razén M/G es mas pequeiia el
gel tiende a ser mas duro y fragil.

Cabe mencionar que los bloques M corresponden a cadenas lineales,
mientras que los bloques G poseen estructura de bucle, como puede
observarse mas a detalle en la Figura 5. Cuando dos cadenas de bloques G se
alinean, se forman puntos de coordinacién, de modo que, dada la forma de
bucles de las cadenas, se generan cavidades con el tamafio adecuado para
hacer ingreso al i6n calcio, cuando el i6n calcio se adiciona al alginato, este
ultimo sufre cambios en su conformacion, dando lugar al modelo de
gelificacion del alginato, conocido como “caja de huevo”, esto se puede
observar con mayor detalle en la Figura 6 (Avendafio, Lépez, Palou, & Palou,
2013).

Blogue M :ﬁiﬁm &,Wiﬁ

i § b Pk t . %
Blmue G ﬂ“g\ )E/ \E-\ /R/ \g\ ’E'
¥ ¥ H
i T g )

Figura 5: Bloques poliméricos de dcido manurénico (M) y dcido gulurédnico (G).

(»] Caz' @ icido a-L-qulurénico o 4cido p-D-manurénico

Figura 6: Modelo "caja de huevo" que describe estructura del alginato. (Adaptada de Reddy y Reddy
2010)
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Lo que aqui ocurre es un intercambio i6nico entre el sodio presente en el
alginato de sodio (con agua como solvente) y el calcio presente en una solucién
de cloruro de calcio, formando alginato de calcio, el cual permanece como gel.

2.2 EMULSION

Una emulsion es una suspension de dos liquidos inmiscibles entre ellos, es
decir, que naturalmente no se mezclan, dispersando uno en el otro, como en
este estudio, agua y aceite, siendo la fase dispersa el liquido desintegrado y la
fase continua, la externa. La emulsion a preparar es aceite/agua, o también
(O/W) del inglés oil/water, en este caso, la fase dispersa es el aceite y la fase
continua es el agua, como se observa en la Figura 7. La mezcla es visualmente
homogénea (uniforme).

Fase dispersa
(Aceite)

Fase Continua
(Agua)

Figura 7: Emulsion Aceite en agua (0/W)

Para hacer a esta mezcla estable, se utiliza un agente para sostener las gotas
y evitar que se separen, a esto se le llama agente emulsificante.

Una de las caracteristicas mas importantes de una emulsiéon es su
estabilidad, esta depende de varios puntos, como los siguientes (Kosegarten-
Conde & Jiménez-Munguia, 2012):
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e Viscosidad

e Tamafio de gota

e Porcentaje del compuesto deseable encapsulado

e Presencia de coalescencia, ruptura por hinchazén o encogimiento.
e Lanaturaleza, eficacia y cantidad de emulsificante

e Almacenamiento (Temperaturas, agitacion, dilucién o evaporacion)

El factor mas representativo segin Helmenstine (2017), es el valor del
Potencial Z, el cual describe el potencial electrostatico cerca de la superficie de
una particula suspendida en liquido, el cual es medido en milivolts (mV), para
que una emulsion sea estable, este valor de ser mas negativo que -15 [mV], a
medida que este valor se hace mas negativo, mas estable es la emulsion.

'.._-{ doble capa eléctrica

plano de deshizamsento

Particula con superficie de carga
negatva

capa de Stem

capa ddfusa

-100

v potencial de superficie
i potencial de Stem

mV

- potencsal zeta

Distancia desde la superficse de la particula

Figura 8: Ejemplificacién Potencial Z.

2.3 MICROENCAPSULACION

El término microcapsula se define como una particula esférica con tamafio
variable entre 50 nm y 2 mm, la cual contiene una sustancia en su interior, a
suvez, el término microesfera considera una particula esférica vacia, usandose
erréneamente como sindnimo. Estas pueden contener tanto sélidos, liquidos o
gases, pero en su mayoria han sido utilizadas para la encapsulacion de
emulsiones liquidas (Brown, 2004).

Existen wuna cantidad innumerable de métodos para preparar
microparticulas para usos que van desde aplicaciones cosméticas a
farmacéuticas y alimenticias, entre los métodos mas utilizados en la industria
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alimenticia son secado spray, lechos fluidizados, co-cristalizacion, gelificacion
ionica, emulsificacion y coacervacion compleja.

2.4 MASTICACION

Laboca es el primer paso de la digestion, cuampliendo por ello la masticaciéon
un papel importante en el proceso digestivo, ya que permite la trituracion del
alimento, lubricaciéon mediante la secrecién de saliva y su paso hacia el
estomago.

Se ha comprobado que la microestructura de la comida (consecuencia del
masticado) juega un rol importantisimo en la liberacion y biodisponibilidad de
nutrientes (Parada & Aguilera, 2007), asi como también se ha determinado
que existe un aumento en la biodisponibilidad de carotenoides producido por
la masticacion (Low, D'Arcy, & Gidley, 2014)

El niimero de ciclos de masticacién depende significativamente del tipo de
alimento a ser tragado (Engelen, Fontijn-Tekamp, & Van der Bilt, 2015),
dependiendo este nimero de factores como la dureza, humedad, composicién,
entre otros. Ademas, también fue demostrado por Agrawal et at (1998) que la
textura del alimento tiene una gran influencia en la masticacién y tragado.

La masticacion, puede ser simulada de manera in vitro, considerando el
proceso como el movimiento de las mandibulas con el propdsito de triturar el
alimento, siendo la mandibula inferior la encargada de realizar el movimiento,
siendo esto posible de simular y obtener resultados semejantes. Estos
masticadores poseen cinco variables claves para su funcionamiento: dientes o
equivalente, volumen interior de la cavidad, saliva o equivalente, control de
temperatura y cinética o modalidad de movimiento (Peyron & Woda, 2017)

2.5 DIGESTION

El aparato digestivo se forma por el tracto digestivo, una serie de 6rganos
que forman el tracto digestivo, ademas de otros 6rganos que ayudan al cuerpo
a transformar y absorber alimentos (American Dietetic Association, 2008),
como puede apreciarse en la Figura 9.

Los 6rganos que forman el tracto digestivo son la boca, el es6fago, el estémago,
el intestino delgado, el intestino grueso, el recto y el ano.

El proceso de digestidn tiene como finalidad descomponer los alimentos, de
modo que, los nutrientes contenidos en ellos puedan ser absorbidos y
enviados hacia la sangre, para finalmente ser utilizados como fuente de

10
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energia para las células del cuerpo. Como se ha mencionado anteriormente,
este proceso inicia en la boca, disminuyendo el tamafio del alimento y gracias
a la produccion de saliva, forma el bolo alimenticio, el cual puede ser tragado
y transportado a través del eséfago hacia el estémago, alli ocurre la digestion
gastrica, proceso en el que el bolo alimenticio es fracturado quimicamente por
los jugos gastricos disminuyendo aiin méas su tamafio, aumentando el area de
contacto total, estos jugos gastricos son el acido gastrico, bilis y enzimas
digestivas (Kong & Sigh, 2008), entre ellas la pepsina, que es la encargada de
la hidrdlisis de proteinas, otra es la lipasa, que digiere parcialmente lipidos,
ocurriendo esto a un pH cercano a 2, terminado este proceso el bolo pasa a
llamarse quimo y es transportado hacia el intestino delgado.

Vesicula
biliar —uﬁ

|
L
Duadeno

Figura 9: Aparato digestivo. National Digestive Diseases Information Clearinghouse

El intestino delgado debe ahora cumplir su funcién, la de completar la
digestion del alimento, ahora llamado quimo, haciendo uso del jugo
pancreatico e intestinal, finalmente provocando la absorcién de los nutrientes
y la neutralizacion de las sales, proceso que ocurre a pH 7, absorbiéndose cada
tipo de nutriente en una seccidn del intestino delgado, en el duodeno se
absorben algunas sales minerales, nutrientes energéticos y vitaminas, en el
yeyuno se absorbe la mayor cantidad de nutrientes energéticos, algunas sales
minerales y agua, y finalmente en el ileon es donde se absorben otras sales

11



Capitulo 2: Antecedentes Generales

minerales, vitaminas y nutrientes energéticos, asi como también agua y sales
biliares. Por su parte, el intestino grueso no es importante en cuanto a
absorcion de nutrientes, pero si para absorcién de agua y algunas sales
minerales y vitaminas (Perez, 2018).

Asi como la masticacidn, la digestiéon también puede ser llevada a cabo de
manera in vitro, asegurandose de cumplir las condiciones de pH, jugos
digestivos y tiempos de digestion, que deben ser similares a los del cuerpo
humano para que los resultados puedan ser representativos.

2.5 MODELOS DIGESTION IN VITRO CON pH-STAT

El método pH-stat es una herramienta analitica cuyo uso es cada vez mayor
en la investigacion farmacéutica y alimentaria para la caracterizacion in vitro
de la digestion de lipidos simulando condiciones intestinales.

Este método se basa en la medicion de la cantidad de acidos grasos libres
liberados de lipidos, generalmente triglicéridos, luego de la adicién de lipasa a
valores de pH cercanos al neutro, a temperatura controlada en un simulado de
fluido intestinal (SSIF).

La lipasa en el SSIF cataliza la reacciéon de hidrélisis de lipidos, lo cual
produce la generacién de dos acidos grasos libres (FFA), generando una
disminucién de pH en el sistema, la cual sera valorada cominmente con NaOH
amodo de mantener el pH inicialmente establecido, todo esto es registrado en
el tiempo, de modo que se traduce en una herramienta relativamente simple y
rapida para llevar a cabo hidrdlisis de lipidos. (Li & McClements, 2010).

&
o{ “ e

Valorador
pH-Stat

Perfil %FFA vs tiempo

Solucién
NaOH

0 t i

Celda de digestion
0 10 20

Muestra

Lipasa Tiempo digestion [min]

Sales biliares

Minerales

Figura 10: Sistema pH-stat (Li & McClements, 2010)
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Materia Prima y Reactivos

e Aceite de soya (99%) (Chef)

e Tween 80 (Chemix)

e Alginato de sodio (Lobachemie)

e Cloruro de calcio (Merck)

e Lipasa pancreatica porcina Tipo I L3126 (Sigma Aldrich)
e C(loruro de Sodio (GA ventas)

e Extracto de bilis porcina B8631 (Sigma Aldrich)

e Hidréxido de Sodio (GA ventas)

e Sodio fosfato monobasico (GA ventas)

e Sodio fosfato dibasico (GA ventas)

3.1.2 Equipos

e Homogeneizador (Ultra-Turrax, modelo T25, Alemania)

e Sonificador (Qsonica, modelo Q700, Estados Unidos)

e Nanosizer (Malvern, modelo Nano-ZS90, Inglaterra)

e Agitador mecanico (Hsiangtai, modelo CP-4, Taiwan)

e Bafio termorregulado (Hilab, modelo BHP-100)

e Masticador mecanico (Universidad Técnica Federico Santa Maria,
Chile)

e Valorador Compacto (Mettler Toledo, modelo G20s, Suiza)

e Estufa (Memmert, Alemania)

e Scanner (Cannon, modelo LiDE110, Vietnam)

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Preparacion emulsiones aceite de soya/agua
(0/W)

La preparacion de la emulsion consta de 2 etapas importantes: La
homogenizacién y la aplicacién de ultrasonido.

La velocidad y tiempo de cada etapa se basé en varias publicaciones
asegurando una emulsion estable de acuerdo a los valores de potencial Z a
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mencionar mas adelante. Muhamad et at (2015), utilizaron Ultra-Turrax T25
a 24000 rpm por 5 minutos, Yaghmur et al. (1999) utilizaron Ultra-Turrax T25,
pero a una velocidad de 9500 rpm por 15 minutos, inclusive se utiliz6 Ultra-
Turrax T18 a 14000 rpm por 4 minutos en otra publicacién del Journal of Food
Engineering (Perrechil & Cunha, 2010). En cuanto a la etapa de ultrasonido,
esta se basé en dos publicaciones, en la primera Zouboulis et al. (2000)
utilizaron un Minisonic 4 por 60 segundos sin especificar los Volts o Watts
utilizados, no asi en la publicacién del International Journal of Pharmaceutics,
Silva et al. (2013) utilizaron el equipo Digital Sonifier, modelo 450, Branson
Ultrasonic S.A a 140 [V], también por 60 [s].

Luego de varias pruebas y alcanzando una emulsion estable y de pequefio
tamafio de particula la preparaciéon de la emulsiéon se estandarizé de la
siguiente manera:

La emulsion fue preparada mezclando 4 [mL] de Tween 80 con 60 [mL] de
agua destilada en un agitador magnético a 35°C hasta diluir completamente,
cuando esto ocurre se adicionan 36 [mL] de aceite de soya. Luego esta mezcla
es llevada a agitacién a una velocidad de 20.000 rpm por 10 minutos con Ultra-
turrax T25, procurando no calentar demasiado la emulsién, enfriandola en
intervalos. El siguiente paso es el ultrasonido, el cual es realizado con el
ultrasonido de Qsonica modelo Q700 utilizado al 50% de potencia (350 W) por
un intervalo de 60 segundos. Una vez terminado este proceso, se debe ajustar
el pH de la emulsién a 7, agregando gotas de NaOH al 0.15 [M].

3.2.2 Medicion tamaiio particula emulsion y potencial Z

La emulsién ya preparada es diluida 100 veces (0.1[mL] en 10 [mL]) (Liu,
Sun, Li, Liu, & Xu, 2006) para ser llevada al Nanosizer modelo Nano-ZS90 y alli
medir el tamafio de particula de las gotas de aceite dispersas en la emulsién,
asi como también su potencial Z.

3.2.3 Preparacion alimento modelo

El alimento modelo fue preparado utilizando alginato de sodio y emulsidn,
el alginato se utilizé para producir la gelificacion del alimento y la emulsion,
como fuente de lipidos (aceite de soya).

Para preparar el alimento modelo se disolvié 30 gramos de alginato de
sodio en 1500 [mL] de agua destilada, mezclandose en un agitador magnético
durante 12 horas a temperatura ambiente.

Pasadas las 12 horas, se afiade una cantidad de emulsién para obtener
finalmente una solucién al 3% (p/v) de aceite, esta mezcla es llevada a un bafio
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termorregulado modelo BHP-100 de Hilab a 802C durante 15 minutos con
agitacion mecanica continua de 300 rpm utilizando el agitador modelo CP-4 de
Hsiangtai, a modo de asegurar la gelificaciéon de la emulsidn, luego de los 15
minutos se deja enfriar la solucion hasta alcanzada la temperatura ambiente.

Esta solucion fue sumergida en una soluciéon de 1500 [mL] de CaClz al 2 [M]
(afiadida con jeringa para asegurar homogeneidad del gel), dejandose
sumergida durante 48 horas a modo de asegurar el intercambio i6nico de
sodio y calcio entre ambas soluciones.

Unavez transcurridas las 48 horas, se extrae el gel ya formado de la solucion
y se cort6 en cubos de 1,4 [cm3].

3.2.4 Preparacion microcapsulas de aceite de soya

La microencapsulacion se bas6 en el método descrito por Chan etal. (2011),
se realiza una solucion de alginato y de gelificante, la solucién de alginato es
elaborada a una concentracion de 20 [g/L], esta es agitada por 12 horas en un
agitador magnético. A su vez, se prepara una solucion de CaCl: de una
concentracion de 15 [g/L].

Aceite es mezclado gradualmente con la solucién de alginato con agitacion
a 300 rpm con el agitador modelo CP-4 de Hsiangtai por 45 minutos para
producir la emulsion alginato/aceite hasta llegar a un 40% en volumen de
aceite.

Se llené 50 [mL] de emulsién alginato/aceite en una jeringa con aguja de
0.85 mm ubicada a 15 [cm] sobre la superficie de la solucién de CaClz y se
procede aliberar a una velocidad del [mL/min], gota a gota, la emulsién aceite
de soya/alginato en la solucién de CaClz, esto se realiza agitando en un agitador
magnético para evitar la coalescencia de las microcapsulas, esto se deja
reposar por al menos 30 minutos en la solucion manteniéndose en agitacion
con un agitador magnético, luego de esto son filtradas y limpiadas
cuidadosamente con papel. Las microcapsulas son finalmente secadas en una
estufa marca Memmert a 60[2C] por aproximadamente 5 horas, procurando se
encuentren completamente secas para su almacenaje, luego se toma una
muestra para determinar su humedad final.

3.2.5 Determinacion eficiencia de la
microencapsulacion

Es necesario determinar la eficiencia de la microencapsulacién para
conocer la cantidad de aceite contenido dentro de las microcapsulas, esto se
determina por medio de la disoluciéon de una muestra de microcapsulas en un
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medio neutro (Buffer fosfato a pH 7), luego de la disolucién completa de las
capsulas, se separa el contenido en tubos de 10 [mL], los cuales son
centrifugados por 10 minutos a 2500 rpm, para luego extraer el aceite que se
encontrara en la parte superior de la solucién, a este se le mide su masa,
determinando de esta manera la cantidad de aceite contenida las capsulas
disueltas, de modo de obtener el porcentaje de aceite contenido en las
capsulas.

3.2.6 Distribucion tamafio microcapsulas

Las microcapsulas se midieron para determinar su tamafio, esto se realiz6
por medio de un analisis de imagen utilizando un scanner (LiDE110, Cannon)
seguin método describo por Millon (2014).

La imagen fue posteriormente analizada en el software Image-Pro Plus,
utilizando la herramienta de binarizacién de imagen, con la cual se pudo
determinar el didmetro promedio de particula para cada set de datos.

3.2.7 Determinacion humedad microcapsulas

Se midi6 la masa inicial de 3 placas Petri, a las cuales se les afiadié una
masa de microcapsulas, posteriormente las placas fueron secadas en una
estufa marca Memmert a 1059C, para luego determinarse su masa hasta que
esta se mantuviera constante, procedimiento realizado segin la NCh 841.
Of 78 “Alimentos - Determinacién de humedad”.

3.2.8 Analisis de textura alimento modelo

Se realiz6 mediciones de textura para cada gel elaborado, estas mediciones
se tomaron en el texturémetro Texture Analyser CT3 Brookfield, que a su vez
utiliza el software TexturePro CT V1.2. Build para la recopilacién de los datos
obtenidos en un archivo Excel.

Se midié la fuerza maxima de compresion antes del 80% de deformacion de
un cubo de gel de 1,25 [cm] por lado. Las mediciones fueron realizadas a
temperatura ambiente y utilizando una sonda de 50 [mm] de diametro a una
velocidad de 0,3 [mm/s], basandose en un analisis de textura realizado a un
gel de alginato por Mufioz et al. (1986).
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3.2.9 Masticacion simulada

Para simular la masticacion humana se utilizé un masticador artificial que
permite simularla, este fue construido en la Universidad Técnica Federico
Santa Maria y consta de dos mandibulas circulares de las cuales sélo posee un
movimiento vertical la inferior, al igual que la boca humana. El masticador
posee 44 piezas dentales, incluyendo molares y premolares. La mandibula
inferior posee un cono en su centro, intentando de cumplir la funcién de la
lengua de acomodar la comida a medida es masticada.

Este masticador posee tres parametros clave a ser variados: fuerza aplicada
(0-200 N), angulo de cizalle (desde 59) y nimero de ciclos de masticacién (0-
50).

Para conocer la fuerza de masticacion a aplicar fue necesario utilizar una
relacion entre la fuerza entregada por el andlisis de textura realizado y la
fuerza de masticacidn, esta relacion fue extraida de la publicaciéon “Bite Force
displayed during assessment of hardness in varios texture contexts” de Mioche
etal. (1994) en la cual se realizaron pruebas para distintos tipos de materiales
con distintas durezas, relaciéon que puede observarse en el la Figura 11, a raiz
de esto la fuerza seleccionada para simular la masticacion fue de 30 [N], un
angulo de cizalle de 52y se variaron los ciclos de masticacion en 3 niveles: bajo
(5 ciclos), medio (10 ciclos) y alto (15 ciclos) , reacomodando la muestra cada
5 ciclos a modo de asemejar la funcién de la lengua en la masticacion.

Cabe destacar que la muestra a masticar fue una cantidad de 10 cubos de
1,25 cm por lado, realizandose 5, las cuales dan el total de 50 cubos a utilizar
durante la digestion in-vitro.
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Figura 11: Relacién entre fuerza de masticacion y fuerza de tensién. (Mioche et al. 1994).
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3.2.10 Validacion masticador

Simular la masticacion en la actualidad es posible, de hecho, dado el avance
tecnoldgico existen variados equipos que simulan la masticacién humana,
algunos se asemejan mas que otros a la realidad, por ello es necesario realizar
una validacion de datos para asegurar su similitud.

Se realiz6 la comparacién entre la masticacion efectuada a un cubo de gel
de alginato de calcio con 3% en volumen de aceite en triplicado, utilizando el
masticador artificial y contrastandolo con la masticacion efectuada al mismo
gel por una persona. Esto se realizo en triplicado para cada niumero de ciclos
de masticacidon (5, 10 y 15) que son los mismos utilizados durante las pruebas
realizadas.

Luego de esto, se procedié a realizar un anadlisis de imagen utilizando un
scanner modelo LiDE110 marca Cannon, el cual permite generar una imagen
digital con la cual podra determinarse el tamafio de particula final de cada cubo
masticado, con esta informaciéon se compar6é el ndmero y didmetro de
particulas finales de la masticacién artificial versus la humana.

3.2.11 Distribucion tamafio particulas alimento
masticado

Luego de realizadas las masticaciones del alimento modelo en triplicado
(para 5,10 y 15 ciclos de masticacidn), se midieron sus tamanos de particula
una vez masticados, esto se realizdo por medio de un andlisis de imagen
utilizando un scanner modelo LiDE110 marca Cannon, segiin procedimiento
describo por Millon (2014).

La imagen fue posteriormente analizada en el software Image-Pro Plus,
utilizando la herramienta de binarizacién de imagen, con la cual se pudo
determinar el diametro medio (dso) (dado que no se justifica el calculo de un
promedio al no ser las particulas de iguales proporciones), el cual corresponde
al didametro bajo el cual se encuentra el 50% del total de las particulas, esta
medida se realiz6 en triplicado.

3.2.12 Digestion in vitro usando pHstat

Para la digestion in vitro, se basé el método en el utilizado por Li et al.
(2010) con la diferencia de que se digieren geles y no emulsién liquida, todas
las cantidades fueron escaladas a la cantidad de muestra a digerir (50 cubos),
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El modelo de digestion es el siguiente, utilizando como digestor el G20S
Compact Titrator de Mettler Toledo, con la solucién sumergida en un bafo
termorregulado a 372C, utilizando como titulador NaOH a 0.15 [M]:

50 cubos de alimento modelo, los cuales corresponden a 70 [mL] en 52.5
[mL] de solucién de extracto de bilis (2625 [mg] disueltos en buffer fosfato
pH7), 3.5 [mL] de solucion de CaClz (575 [mM] en agua destilada), 3.5 [mL] de
solucién de NaCl (5625 [mM] en agua destilada), mezcla previamente ajustada
a pH 7. Al momento de iniciar la medicion se agrega 5.25 [mL] de suspension
de lipasa (315 [mg] en buffer fosfato) a la solucidn.

Una vez cargado, debe preagitar para mezclar de manera homogénea los
jugos gastricos junto con el alimento en un agitador magnético y poder de esa
manera homogeneizar también el pH, el cual se ajustaa 7 con NaOH al 0.15 [M]
(registrandose este valor) antes de hacer ingreso a la enzima. Luego se carga
el método a utilizar (pHstat) el cual sigue la siguiente secuencia logica:
preagitado por 10 segundos sin medir con el fin de preparar la enzima para su
adicidn, luego inicia el monitoreo del volumen agregado de titulador en [mL],
entregando un dato medido por cada segundo de digestion, mientras el pH no
baje de 7, el titulador no anadira mas NaOH, si este baja, el titulador sera
afiadido, esto durante 7200 segundos, pudiendo al final guardar los 7200 datos
de volumen entregados por el programa al terminar el método.

En resumen, este proceso fue monitoreado por 2 horas (7200 segundos),
midiendo la cantidad de NaOH agregado a la solucién para mantener el pH a 7,
afiadiendo alicuotas a medida el pH decrece al digerir los lipidos disponibles
con la lipasa.

3.2.13 Analisis digestion de lipidos

El titulador G20S entrega como resultado el volumen de NaOH agregado
durante la digestion para mantener el pH en 7, contrarrestando el efecto de la
lipolisis, pudiéndose de esta manera, determinar los moles utilizados de
titulador y por consiguiente determinar los moles liberados de lipidos a
medida que pasa el tiempo de digestion (7200 segundos).

3.2.14 Calculo porcentaje de hidrdlisis de lipidos
durante la digestion in vitro

Para obtener el porcentaje degradado de lipidos se calcula la razén de moles
degradados (expresados como su equivalente en NaOH), considerando la
formacién de 2 acidos grasos por triglicérido, sobre los moles totales
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provenientes del alimento, como se observa en la ecuacion (1) (Li &
McClements, 2010):

V) <M “PMgcei
Y% Hidrolisis = NaOH [ ]NaOH aceite 100 (1)

2- Paceite * Vaceite

Siendo:

®  Vygon: Volumen en [L] de NaOH consumido durante la digestion

e  [M]pyqon: Concentracion de NaOH en [M]

® PM,cite: Peso molecular del aceite de soya en [g/mol]

®  puceite: Densidad del aceite de soya en [g/mL]

®  Vuceite: Volumen de aceite de soya dispersado en el medio en [mL]

Se adjunta un calculo a modo de ejemplo en el Anexo 1.

3.2.15 Diseifio de experimentos

Se realizaron pruebas para determinar el efecto de la masticacion en la
digestion in vitro, variando los ciclos de masticacion de geles de alginato de
calcio con aceite de soya, para esto se utilizaron 5, 10 y 15 ciclos, cada
experimento en triplicado.

Adicionalmente a estas pruebas, se realizaron pruebas base, las cuales
corresponden a la digestion de la emulsién en estado liquido y el gel sin la
adicién de emulsién, de modo de tener en conocimiento los comportamientos
maximos y minimos de la hidrdlisis, por otro lado, una prueba de digestion de
geles sin masticacion también fue realizada. Siendo finalmente un total de 15
experimentos.

Para determinar el efecto de las microcapsulas, se realiz6 la digestién in
vitro en triplicado. El resumen de las experiencias se observa en la Tabla 5:
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Tabla 5: Set de experimentos realizados

Experimento Descripcion

Gel - 5 ciclos masticacion
Gel - 5 ciclos masticacion
Gel - 5 ciclos masticacion
Gel - 10 ciclos masticacion
Gel - 10 ciclos masticacion
Gel - 10 ciclos masticacion
Gel - 15 ciclos masticacion
Gel - 15 ciclos masticacion
Gel - 15 ciclos masticacion
Emulsion
Gel - sin aceite
Gel - 0 ciclos de masticacion
Microcapsulas
Microcapsulas
Microcapsulas

N S N S )
e o> 00N Ul WN
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CAPITULO 4: ANALISIS Y RESULTADOS

4.1 POTENCIAL Z EMULSIONES

Luego de realizadas 11 mediciones de potencial Z de diferentes emulsiones,
en diferentes fechas, los cuales pueden observarse en el Anexo 2, se obtuvo un
potencial Z promedio de -21,0 * 2,0 [mV], valor que se encuentra bajo los -15
[mV], lo cual indica una emulsion muy estable y que se encuentra entre los
resultados reportados en la publicacion “Formation and sability of paraffin oil-
in-water nano-emulsions” en la cual se representa el potencial zeta como una
funcién del pH en el cual valores de entre 10 y -60, siendo -15 [mV] uno
reportado que se asemeja al obtenido por Liu et al. (2006).

4.2  DISTRIBUCION TAMANO GOTAS DE ACEITE

Luego de realizadas 18 mediciones de tamafio de particula de diferentes
emulsiones, en diferentes fechas, las cuales pueden observarse en detalle en el
Anexo 3, se obtuvo un tamafio de gota promedio de 108,48 + 5,22 [nm], lo cual
concuerda con los resultados reportados por Silva et al. (2013) que obtuvieron
tamanos entre 80 y 120 [nm] para condiciones similares de emulsién de aceite
de maiz en agua y de aceite de oliva en agua.

A continuacion, se observa el histograma obtenido a partir de los valores
obtenidos:

Frecuencia absoluta
w

102 104 106 108 110 12 114 116 118
Diametro [nm]

Figura 12: Histograma del tamario de gota de aceite en la emulsion.
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4.3  VALIDACION MASTICADOR

Se considera valida la simulacion realizada por el masticador, ya que las
diferencias entre la masticacion humana y la simulada en la cantidad de
particulas obtenidas luego de la masticaciéon son minimas, obteniéndose 6,9y
14 para el caso de 5, 10 y 15 ciclos de masticacion simulada, con respecto a 6,
10 y 13 para los 5, 10 y 15 ciclos de masticacién humana, esto se puede
apreciar mas a detalle en el Anexo 4.

4.4  ANALISIS DE TEXTURA

Luego de realizados 12 andlisis de textura de diferentes muestras, los
resultados pueden observarse en detalle en el Anexo 5, se obtuvo un valor de
16,26 + 1,58 [N]. Esto corresponde a un valor similar al de una gomita en forma
de o0so, el cual se encuentra entre 15,7 y 20,5 N (Shimadzu).

4.5 DISTRIBUCION TAMANO MICROCAPSULAS

Se tomaron microcapsulas secas, las cuales fueron escaneadas (Anexo 7),y
analizadas para determinar el didmetro de ellas, el cual fue en promedio de
1,25 [mm], con una desviacion estandar de 0,20 [mm], valor incluso menor al
reportado por Chan et al. (2011) de aproximadamente 2 [mm)].

A continuacion, una grafica con el histograma de los resultados obtenidos
para los tamafios de microcapsula:

20 4

Frecuencia
=

u
08 1.0 1.2 1.4 16 1.8

Diametro [mm]

Figura 13: Histograma tamario de microcdpsulas.
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4.6  EFICIENCIA MICROENCAPSULACION

Se obtuvo una eficiencia de un 68,67% en la microencapsulacion de aceite
de soya, a partir de la solucion de alginato/aceite (20% p/p alginato/ 40% p/p
de aceite).

4.7 HUMEDAD MICROCAPSULAS

Se obtuvo una humedad promedio de 4,51% y una desviacién estandar de
0,20%, los valores especificos pueden observarse en el Anexo 6.

4.8 DISTRIBUCION TAMANO PARTICULA ALIMENTO
MASTICADO

Se realizaron masticaciones de 10 cubos para los distintos ciclos de
masticacion a utilizar (5,10 y 15), estas masticaciones se realizaron en
triplicado para cada niimero de ciclos, luego de escaneadas las imagenes (las
cuales pueden observarse en el Anexo 8), se calculé el didmetro medio para
cada set de datos considerando el dso (didametro bajo el cual se encuentra el
50% de las particulas), dando como resultado lo expuesto en la Tabla 6:

Tabla 6: Dso para los diferentes ciclos de masticacion.

Experimento Dso [mm] N2 de particulas
5 18,05 + 1,882 22+2
10 14,24 +0,72b 351
15 10,73 +0,98¢ 64+8

*letras minudsculas diferentes indican diferencia significativa p<0,05

Como puede apreciarse en los resultados obtenidos, existe una clara
relacion entre el tamafio de particula y el nimero de ciclos de masticacion, asi
como también con la cantidad de particulas, las cuales fueron en promedio de
22,35 y 64 unidades respectivamente. De modo que a una mayor cantidad de
masticaciones se obtienen mas particulas y de menores tamafios.

A continuacién, se muestran los histogramas para los tres ciclos de
masticacion utilizados correspondientes a 1 de las réplicas de cada uno.
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Figura 14: Histograma tamaio particula masticada con 5 ciclos de masticacién.
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Frecuencia absoluta
S

- ol o

4 6 8 10 12 14

Diametro [mm]

Figura 16: Histograma tamario particula masticada con 15 ciclos de masticacion.

4.9 DIGESTION IN-VITRO DE ACIDOS GRASOS LIBRES

Como se menciond anteriormente, se realizaron pruebas base para conocer
el limite superior e inferior de las curvas de hidrélisis, el limite superior fue
considerado como la hidrdlisis de la emulsiéon en estado liquido, para esto la
cantidad de NaOH liberado durante la digestion fue de 60,0 [mL], lo cual se
traduce en un 68,4% de acidos grasos libres liberados (ver Figura 18, 19 y 20).

Se pudo observar que la hidrdlisis inicié rapidamente, alcanzando superar
el 50% antes de los 3 minutos, lo cual demuestra que la accién de la lipasa
provoco una rapida baja en el pH al momento de degradar el aceite de soya
presente en la emulsién, observandose de esta manera que el aceite se
encontraba altamente disponible para ser degradado. En este caso, la
hidroélisis se ve afectada unicamente por la velocidad de la reaccion.

Como caso base, se experiment6 la digestién de una muestra de geles de
alginato sin presencia de emulsién, de modo de poder contabilizar el volumen
efectivo de NaOH de cada hidroélisis por medio de la resta del volumen base,
que corresponde al volumen liberado tinicamente por el alginato presente en
los geles y no por la hidrolisis de los lipidos, los resultados de este caso base se
pueden observar en la Figura 17.
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Volumen NaOH [mL]
w

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo digestién [min]

Figura 17: Volumen de NaH liberado durante digestién in-vitro de geles de alginato al 20% p/p sin
presencia de emulsion.

Se observa en la Figura 17 que se libera NaOH a medida ocurre la digestidn,
esto es debido a una baja de pH producida por la disolucion de los geles de
alginato en el medio, puede observarse que el volumen liberado al final de los
120 minutos de digestién fue de 6,1 [mL].

Dado que las muestras a monitorear corresponden a geles de alginato con
emulsion, el volumen reportado por el pHstat debe ser modificado, ya que se
debe restar el volumen de NaOH liberado por la digestion del gel sin emulsion
al volumen total.

Como se quiere observar el efecto de la masticacion en la digestion, se
realiz6 una experiencia con el caso base de gel con emulsién, pero sin
masticacion, se observa que la presencia de geles de alginato afecta de gran
manera a la biodisponibilidad del aceite de soya, la diferencia entre el limite
superior (caso de digestion con emulsion liquida), siendo mucho menor en
este ultimo caso, demostrandose que la presencia de alginato se traduce en
una disminucién de la velocidad de la hidrélisis, alcanzandose un 46,7% de
lipidos hidrolizados versus un 68,4% en el caso de la emulsion liquida (ver
Figura 18,19y 20) . En este caso, la hidrolisis se ve afecta tanto por la velocidad
de la reaccion, como por la disolucién del alginato. En otras palabras, la
presencia de alginato en la muestra genera una disminuciéon de la
biodisponibilidad del aceite de soya para su digestion.

Para observar si la cantidad de ciclos de masticacion produce algtn efecto,
se estudiaron los casos de digestién de geles con emulsion y diversos ciclos
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masticacion (5,10 y 15), esto se realizé en triplicado, a los cuales se les
denominé GN (Gel No encapsulado), y A, B, C para cada set de datos,
pudiéndose observar los resultados en las Figura 18, 19 y 20. En todas las
réplicas fue posible observar el mismo comportamiento, pudiéndose
distinguir dos fases en cada una de ellas.

La primera fase entre los 0 y 33 minutos, en la cual se observa un
comportamiento similar al del gel sin masticacion, pero mas rapido, por ello,
en esta fase se observa que la hidrélisis presenta una curvatura que representa
la disolucion de los cubos de alginato con emulsion, de modo que esto
disminuye la velocidad de la degradacién de lipidos hasta que alcanza la
segunda fase. Fase que ocurre entre aproximadamente los 33 y 120 minutos,
fase en la cual el comportamiento cambia, asimilandose al comportamiento de
la digestion realizada con la emulsion liquida, el cual se podria explicar como
la fase en la cual todo el alginato fue disuelto, de modo que el aceite de
encuentra mayormente biodisponible para su degradacion.

Por otro lado, si bien se observa un comportamiento similar, al aumentar
los ciclos de masticacion se observa que la fase 2, la cual representa la fase
rapida de la reaccion, inicia antes, generando un aumento en la hidrélisis en
los primeros segundos, no asi al finalizar. Para el analisis de estos datos, se
considerara solamente la fase 1 de la hidrdlisis, debido a que la fase dos es
similar para los tres ciclos de masticacién, y en teoria, deberian alcanzar
porcentajes de hidrdlisis semejantes luego de un largo tiempo de degradacién.

Emulsién
—— Sin masticacion

—&— 5 Ciclos de masticacion
—&— 10 Ciclos de masticacion
—— 15 Ciclos de masticacion

20

Hidrdlisis de acidos grasos libres [%]

10 4

T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo digestion [min]

Figura 18: Hidrdlisis de dcidos grasos libres durante digestion in-vitro - GNA para geles con 5, 10y 15
ciclos de masticacion
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Figura 21: Hidrélisis de dcidos grasos libres representadas con sus barras de error para geles con 5y
15 ciclos de masticacion.

A grandes rasgos, se observa una gran diferencia las muestras masticadas y
las no masticadas, demostrandose que el hecho de masticar el alimento
produce un efecto altamente notorio en la degradacién del mismo durante la
digestion (promedio de 52,3% de hidrdlisis para alimento masticado vs un
46,78% para el mismo alimento pero sin masticacién), pero es importante
mencionar que la diferencia entre 5y 10,y 10 y 15 ciclos de masticacion no es
significativa, pudiéndose encontrar una mas notoria diferencia entre los ciclos
5y 15 de masticacién, en los cuales se observa una fase 1 mas rapida, de modo
que el aceite de soya se vuelve mas biodisponible para su digestion si es
masticado mas veces, como puede observarse en la Figura 21.

Se puede encontrar una relacion entre los ciclos de masticacion y el tamafio
de particulas, y a su vez, entre el tamafio de particula y el porcentaje de
hidrolisis del alimento. Esta relacion podria ser cuantificada por medio de un
modelo matematico, el cual contaria con las llamadas fase 1 y fase 2, las cuales
podrian ser deducidas por medio del previo modelamiento de la reaccién de
hidrolisis de la emulsion liquida (su velocidad de reaccidon y presencia o no de
inhibidores) y del conocimiento de la liberacion de aceite en el medio durante
la hidrdlisis.
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Figura 22: Hidrdlisis de dcidos grasos libres durante digestion in vitro de microcdpsulas.

Conrespecto a las microcapsulas, se obtuvieron los resultados visibles en la
Figura 22, utilizando 7,68 [g] de microcapsulas secas, cuya carga presente de
aceite de soya fue equivalente a la presente en las muestras de geles utilizadas
en las experiencias anteriormente mencionadas, los resultados fueron
corregidos con la curva base de alginato.

Las tres réplicas de este experimento concluyeron en un resultado y
comportamiento similar, resultando finalmente, en promedio, en un 28,0% de
hidrélisis. Ademas, se puede apreciar que el comportamiento de estas curvas
es similar al del alimento sin masticacion, pero con un porcentaje de hidrolisis
significativamente menor (aproximadamente un 18,7% menos para el caso de
microcapsulas), lo cual da cuenta de que la encapsulaciéon del aceite genera una
barrera extra a la liberacién de aceite de soya en el ambiente in-vitro,
demostrandose de esta manera que la microencapsulacién genera una
disminucién en la hidrélisis del aceite de soya en la digestidon in-vitro con
respecto al aceite de soya tanto en gel como en emulsion.

Cabe destacar que las microcapsulas digeridas in vitro corresponden a
microcapsulas secas con un porcentaje de humedad del 4,51%, de modo que
la liberacién de aceite desde las microcapsulas se ve afectada por esto,
pudiéndose haber generado una hidratacion de las microcapsulas y luego la
liberacién del aceite dentro de las mismas, lo que pudo haber sido la causa de
una hidrolisis ain mas lenta.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

5.1 CONCLUSIONES

A través de este estudio se logré validar la hipotesis, ya que se demostré
que la masticacion afecta el tamafo de particula, obteniéndose diferentes
didmetros medios de particula masticada, 18,05, 14,24 y 10,73 [mm] para 5,
10 y 15 ciclos de masticacion respectivamente, lo cual repercute en el grado
de exposicidn de los lipidos incorporados como emulsién dentro del alimento,
viéndose asi modificada la cinética de la digestion durante los ensayos in-vitro
realizados durante la realizacidon de esta memoria, pudiéndose distinguir en
cada uno de los ensayos, un comportamiento similar, con dos fases claramente
demarcadas, siendo la llamada fase 1 afectada por el tamafio de particula del
alimento masticado (primeros 33 minutos aproximadamente), haciendo mas
rapida la cinética de reaccién a medida se aumentan los ciclos de masticacién,
mas aun, se demostro claramente que el hecho de masticar el alimento modelo
repercute altamente en el porcentaje de hidrolisis alcanzado al finalizar la
digestion in-vitro, de modo que se instala a la masticacién como una parte del
proceso digestivo que permite hacer el alimento mas biodisponible para su
absorcion en el intestino delgado.

Ademas, se confirma que la microencapsulacién también afecta también el
grado de exposicion de los lipidos durante la digestion in-vitro, obteniéndose,
para una misma cantidad de aceite ingresado, un 18,8% menos de hidrolisis
comparado al alimento modelo sin masticaciéon. Lo cual ocurre debido al
cambio de matriz alimentaria, ya que a pesar de que en cada estado (liquido,
gel y microcapsula) existe una misma cantidad de lipidos (aceite de soya), la
absorcién de estos durante la digestion in vitro demostr6 ser diferente y
dependiente de la estructura del alimento modelo.

De esto se puede concluir que el hecho de estructurar un alimento, ya sea
por medio de gelificacibn o microencapsulaciéon, permite controlar la
velocidad con la que se hidrolizan los acidos grasos libres, lo cual podria
traducirse en el aumento de la saciedad producida por el alimento en un
individuo.
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5.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar pruebas que permitan poder modelar la hidrélisis
de lipidos con emulsién, para poder obtener parametros cinéticos que
permitan la generaciéon de un modelo matematico que involucre tanto los
parametros cinéticos como el tamafio de particula.

También es recomendable realizar estudios de como afecta la cantidad de
emulsion afiadida al gel y microcapsulas en la digestion in vitro, asi como
también realizar una serie de pruebas que permitan demostrar como afecta
realmente la masticacion, llevando los ciclos de masticacion desde el 0 hasta
donde sea posible, para poder determinar en qué punto la masticacién
comienza a hacer una diferencia del gel no masticado, hasta el punto en que
deje de diferenciarse a la emulsion liquida, ya que probablemente se pueda
llegar desde el punto base (gel sin masticacién) hasta el punto maximo
(digestion emulsion no gelificada).
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CAPITULO 7: ANEXOS

Anexo 1: Ejemplo calculo curva hidrolisis

El valorador G20s entrega un valor de volumen de NaOH en el sistema cada
1 segundo de digestion, es decir, para las 2 horas, se generan 7200 valores
puntuales de NaOH (con 3 decimales).

Destacar que el volumen de NaOH ingresado a la ecuacion corresponde al
volumen entregado por el software menos el volumen entregado por el estado
base de gel de alginato sin aceite. La tabla de resultados se visualiza de esta
manera:

Tabla N2 7: Tabla ejemplo del cdlculo de liberacidn de dcidos grasos libres.

Vequipo [mL] Vbase [mL] Veorregido t [s] %Hidrolisis
0 0 0 0 0
0,862 0,81 0,052 17 0,0606
1,01 0,811 0,199 18 0,232
1,152 0,814 0,338 19 0,394
1,32 0,818 0,502 20 0,585
1,488 0,824 0,664 21 0,774
1,505 0,834 0,671 22 0,783
53,792 6,125 47,667 7199 55,544
53,793 6,125 47,668 7200 55,545

Para esta tabla se genera una columna para el calculo de la liberacién de
acidos grasos libres, utilizando la ecuacién (1), punto a punto, de la siguiente
manera (ejemplo para tiempo 7200 de la Tabla 7):

V, <M *PM 0
%HidTéliSiS — NaOH [ ]NaOH aceite -100

2- Paceite * Vaceite

oo [mgz) 015 [* 7] 2779 e

20,9175 [-Z-| - 1,95 [mL]

%Hidroblisis =

-100 = 55,545%

Finalmente se grafican las columnas de volumen corregido versus tiempo
pudiéndose obtener el perfil de liberacion de acidos grasos libres durante la
digestion.
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Anexo 2: Mediciones de potencial Z emulsiones

Tabla 8: Mediciones Potencial Z emulsiones. Nanosizer, todas en diferentes emulsiones.

Medicién Potencial [mV]
-20,7
-20,1
-21,7
-21,8
-22,8
-18,8
-20,2
-20,4
-24,3
-24,1
-25,5
Promedio -21,9
Desviacion estandar 2,0

(R
HO@OO\IO\U‘I%UJNP—\

Anexo 3: Mediciones de tamafio de gota emulsion

Tabla 9: Mediciones Tamario particula emulsiones. Nano sizer, todas en diferentes emulsiones.

Medicién Dso [nm]
1 118,3
2 113,9
3 117,8
4 110,6
5 114,7
6 113,1
7 104,88
8 103,36
9 103,98
10 102,29
11 102,19
12 102,44
13 105,66
14 108,17
15 107,67
16 108,36
17 108,49
18 106,8
Promedio 108,48
Desviaciéon estindar 5,22
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Anexo 4: Mediciones Validacion Masticador

Anexo 4.1: 5 ciclos de masticacion

e ¢
> 4
LA _

Figura 23: 5 ciclos de masticacion humana

Figura 24: 5 ciclos de masticacion simulada.
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Anexo 4.1: 10 ciclos de masticacion
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Figura 25: 10 ciclos de masticacién humana.
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Figura 26: 10 ciclos de masticacion simulada.
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Anexo 4.1: 15 ciclos de masticacion
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Figura 27: 15 ciclos masticacién humana.
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Figura 28: 15 ciclos de masticacién simulada.

42



Capitulo 7: Anexos

Anexo 5: Mediciones Analisis de Textura gel

Tabla 10: Mediciones textura en 12 cubos diferentes.

Medicion Dso [mm]
1 16,67 [N]
2 14,42 [N]
3 16,67 [N]
4 18,24 [N]
5 14,42 [N]
6 14,56 [N]
7 16,62 [N]
8 14,91 [N]
9 15,10 [N]
10 18,44 [N]
11 16,38 [N]
12 18,63 [N]
Promedio 16,26 [N]
Desviacién 1,58 [N]
estandar

Anexo 5.1 Graficas de analisis de textura

A continuacion, se presentan las graficas de cada una de las mediciones,
cabe destacar que se utiliza el valor del primer peak mostrado, dado a que ese
peak representa la primera fractura del gel.
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Figura 29: Medicién N°1 de Andlisis de Textura
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Figura 31: Medicién N°3 de Andlisis de Textura
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Figura 34: Medicién N°6 de Andlisis de Textura
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Figura 35: Medicién N°7 de Andlisis de Textura
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Figura 37: Medicién N99 de Andlisis de Textura
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Figura 40: Medicién N°12 de Andlisis de Textura

Anexo 6: Mediciones de humedad microcapsulas

Tabla 11: Mediciones de humedad para 3 muestras diferentes de microcdpsulas.

Tiempo Placa 1 Placa 2 Placa 3

Tara 45,6990 [g] 42,9693 [g] 46,1679 [g]
0 [min] 45,6990 [g] 43,9383 [g] 47,2542 [g]
10 [min] 46,6635 [g] 43,9045 [g] 47,2177 [g]
20 [min] 46,6249 [g] 43,9010 [g] 47,2159 [g]
35 [min] 46,6194 [g] 43,8951 [g] 47,2071 [g]
50 [min] 46,6179 [g] 43,8951 [g] 47,2071 [g]
Mfai‘;zlagua 0,0456 [g] 0,0432 [g] 0,0471 [g]
Masa inicial 0,9645 [g] 0,9690 [g] 1,0863 [g]
Humedad 4,7278% 4,4582% 4,3358%
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Anexo 7: Mediciones de tamaiio microcapsulas

Figura 41: Imagen microcdpsulas en scanner.
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Anexo 8: Mediciones de tamafo particula alimento

masticado

Anexo 8.1 Imagenes particulas masticadas

5 ciclos de masticacion

Figura 42: Imagen N1 particulas con 5 ciclos de masticacion.
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Figura 43: Imagen N92 particulas con 5 ciclos de masticacion.
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Figura 44: Imagen N°3 particulas con 5 ciclos de masticacion.
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10 ciclos de masticacion

Figura 45: Imagen N1 particulas con 10 ciclos de masticacion.
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15 ciclos de masticacion
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Figura 49: Imagen N92 particulas con 15 ciclos de masticacién.
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Anexo 8.2 Graficas distribucion de tamafio de particulas
masticadas

5 ciclos de masticacion
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Figura 51: Distribucién de tamario particulas imagen N91 con 5 ciclos de masticacion.
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Figura 52: Distribucién de tamario particulas imagen N°2 con 5 ciclos de masticacion.
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Figura 53: Distribucién de tamafio particulas imagen N3 con 5 ciclos de masticacion.

10 ciclos de masticacion
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Figura 54: Distribucién de tamario particulas imagen N1 con 10 ciclos de masticacion.
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Figura 55 : Distribucién de tamafio particulas imagen N%2 con 10 ciclos de masticacién.
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Figura 56: Distribucion de tamario particulas imagen N°3 con 10 ciclos de masticacion.
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15 ciclos de masticacion
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Figura 57: Distribucién de tamanio particulas imagen N1 con 15 ciclos de masticacion.
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Figura 58: Distribucién de tamario particulas imagen N2 con 15 ciclos de masticacién.
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Figura 59: Distribucién de tamario particulas imagen N°3 con 15 ciclos de masticacion.
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