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Resumen

En esta investigacién se busca evaluar la microencapsulacién de B-caroteno mediante la
coacervacion compleja de Quitosano en conjunto con un biopolimero secundario: Goma
Tragacanto, Goma Ardbiga o Gelatina, como medio de proteccién y de liberaciéon controlada en el
intestino delgado, analizando como repercuten los factores tanto de biopolimero utilizado, como la
razdn entre estos y la cantidad de aceite con B-caroteno utilizado. Las razones entre masa utilizada
para cada biopolimero son de 2/1 y de 1/2, y la adicion de aceite con betacaroteno al 0,5% en peso
fue de 5mLy 10mL, dando una totalidad de 12 experimentos distintos.

Se determiné el efecto de los factores en distintas variables, como lo son la humedad, el
rendimiento y la concentracion final de betacaroteno de las microcdpsulas, utilizando andlisis de la
varianza y la prueba de rangos multiples de Duncan, determinando para la mayoria de los casos
diferencias significativas entre los factores, exceptuando el rendimiento, dénde tanto la Goma
Arabiga como la Goma Tragacanto no presentan diferencias significativas.

Los resultados muestran que la humedad varia entre 56,6% y 81,2%, donde los factores que
mas influyen en esta variacidon fue la razén entre biopolimeros utilizada y la combinacién de
biopolimero utilizado. El rendimiento por su parte presenta una gran diferencia, dénde los menores
valores corresponden a 9,1% vy 9,8% para el caso de la Gelatina como biopolimero secundario a una
razon de 1/2, y el mayor rendimiento corresponden a un 76,5% para la Goma tragacanto a razén de
2/1 con 5 mL de Aceite, y 74,8% para la Goma Arabiga a mismas condiciones. Finalmente, la
concentracién de B-caroteno por masa de microcapsulas secas es una propiedad de gran interés,
dénde la cantidad de aceite utilizado repercute directamente. Si bien el rendimiento es mayor al
utilizar bajas cantidades de aceite, el utilizar una mayor cantidad hace que las microcapsulas queden
mas cargadas. El maximo obtenido corresponde a 4,70 mg de B-caroteno por g de microcapsulas
secas, utilizando Goma Tragacanto, en razén 2/1 con 10 mL de aceite, seguida por su contraparte,
Goma Ardbiga a mismas condiciones, con 4,58 mg de B-caroteno por g de microcapsulas secas.

No ocurre liberacion controlada en la digestidn in vitro utilizando cualquier combinacidn con
Quitosano, debido a que la microcapsula no se destruye al aumentar el pH. Se evalué utilizar Caseina
en reemplazo de Quitosano mostrando una liberacién de un 85% a los 120 minutos.

En cuanto a la estabilidad que otorga la microcapsula a la temperatura, no existen
diferencias significativas con respecto al betacaroteno solo, todas las experiencias tenian una
pérdida de alrededor de 10% a los 18 dias.
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Abstract

This research seeks to evaluate the microencapsulation of B-carotene by complex
coacervation of Chitosan in conjunction with a secondary biopolymer: Tragacanth Gum, Arabica
Gum or Gelatin, as a means of protection and controlled release in the small intestine, analyzing
how the factors of both biopolymers used, as the ratio between these and the amount of oil with B-
carotene used. The mass ratios used for each biopolymer are 2/1 and 1/2, and the addition of oil
with beta-carotene at 0.5% by weight was 5mL and 10mL, giving a total of 12 different experiments.

The effect of the factors on different variables was determined, such as humidity, yield and
the final concentration of beta-carotene in the microcapsules, using analysis of the variance and
Duncan's multiple range test, determining for most of the cases significant differences between the
factors, except yield, where both the Arabica Gum and the Tragacanth Gum do not present
significant differences.

The results show that humidity varies between 56.6% and 81.2%, where the factors that
most influence this variation was the ratio between biopolymers used and the combination of
biopolymer used. The yield on the other hand presents a big difference, where the lowest values
correspond to 9.1% and 9.8% for the case of Gelatine as a secondary biopolymer at a ratio of 1/2,
and the highest yield correspond to a 76,5% for the tragacanth gum at the rate of 2/1 with 5 mL of
oil, and 74.8% for the Arabica gum at the same conditions. Finally, the concentration of B-carotene
per mass of dry microcapsules is a property of great interest, where the amount of oil used directly
affects. Although the performance is higher when using low amounts of oil, using a larger amount
makes the microcapsules more charged. The maximum obtained corresponds to 4.70 mg of B-
carotene per g of dry microcapsules, using Tragacanth Gum, in ratio 2/1 with 10 mL of oil, followed
by its counterpart, Arabian Gum at the same conditions, with 4.58 mg of B-carotene per g of dry
microcapsules.

No controlled release occurs in the in vitro digestion using any combination with Chitosan,
because the microcapsule is not destroyed by increasing the pH. The use of Casein in replacement
of Chitosan was evaluated, showing an 85% release at 120 minutes.

Regarding the stability that the microcapsule gives to temperature, there are no significant
differences with respect to beta-carotene alone, all experiences had a loss of around 10% at 18 days.
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Introduccion

Los carotenoides son fitonutrientes responsables de los colores naranjo, amarillo y rojo de la
mayoria de las frutas y verduras, los cuales al ser consumidos en niveles suficientes poseen
beneficios a la salud. De los mds de 600 carotenoides distintos, el que mds llama la atencién es el B-
caroteno el que ha sido descrito como beneficioso por prevenir muchas enfermedades como el
cancer, enfermedades cardiovasculares o degeneracién macular, ser precursor de la vitamina Ay
ademas tener propiedades antioxidantes (Jain et al. 2016, Gomez-Mascaraque et al. 2017). Sin
embargo, su bioactividad estd restringida por su estabilidad ante la degradacion oxidativa durante
el almacenamiento y su biodisponibilidad en la matriz alimentaria durante la digestidn,
considerando también su termosensibilidad y de su degradacidon durante el proceso digestivo
(Gallardo et al., 2013; Giroux et al., 2013).

Es por esto que existe la necesidad de proteger el pigmento, y la microencapsulacién es una
solucién favorable debido a que aumenta su estabilidad durante el almacenamiento e incrementa
su bioaccesibilidad (Jain et al. 2016). Esta técnica consta de proteger un ingrediente sensible con
materiales que lo envuelvan. La microencapsulacidon ha sido utilizada en varios campos como la
industria farmacéutica, industria alimentaria, agricultura, cosméticos, entre otros, y la principal
utilidad es la de aumentar la vida util de productos como pigmentos, sabores, vitaminas. Existen
varias maneras de microencapsular componentes como el secado en spray, extrusion vy
coacervacion compleja. (Jain et al. 2016)

De acuerdo a Jain (2016), la coacervacién compleja es una de las técnicas mas antiguas y
simples utilizadas para microencapsular bioactivos para liberacién controlada. Esta es una técnica
donde ocurre una separacion de fases en la que polielectrolitos de carga opuesta son balanceados
eléctricamente en un medio acuoso. Esto depende de un set de condiciones como el pH, densidad
de carga de los polimeros, concentracion coloidal, fuerza iénica del medio, temperatura, etc. No
todos los polielectrolitos poseen la capacidad de utilizarse en este proceso. Los biopolimeros
naturales, debido a su biodegradacidn, efectividad y propiedades de formacién de film, son
extensamente utilizados para fines de liberacién controlada.

En la presente memoria se realizara microencapsulacién de B-caroteno mediante coacervacion
compleja utilizando diversos biopolimeros y proporciones, para buscar un éptimo que sirva tanto
para aumentar la vida atil y proteger el pigmento, como para lograr una mejor bioaccesibilidad
mediante la liberacién controlada en el intestino delgado.
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1 Hipdtesis y objetivos
1.1 Hipétesis

Es posible microencapsular B-caroteno mediante coacervacion compleja de biopolimeros
comestibles, quedando las microcdpsulas aptas para la liberacién controlada en el intestino
delgado.

1.2 Obijetivo general
Evaluar rendimiento de encapsulacion, digestion in vitro y estabilidad de microcapsulas de B-
caroteno, producidas mediante coacervacion compleja de Quitosano en combinacion con
Goma Ardbiga, Goma Tragacanto o Gelatina.

1.2.1 Objetivos especificos

o Encontrar los pardmetros a utilizar en el proceso de coacervacion compleja.

o Evaluar el rendimiento de encapsulado en el proceso de coacervacidon compleja de
los distintos biopolimeros comestibles.

o Evaluar el tamafiio y potencial Z de la emulsidn de aceite con B-caroteno en solucion
de biopolimero.

o Caracterizacién de las microcapsulas en cuanto a humedad, tamafio de particula y
estabilidad térmica a temperatura ambiente.

o Evaluar la liberacién de B-caroteno en digestién in vitro.
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2 Antecedentes tedricos

2.1 B-caroteno
El B-caroteno es un pigmento de coloracidn rojo-anaranjado bastante abundante en frutas y
verduras. Pertenece al grupo de los carotenoides de los cuales existen mas de 600 (Jain et al., 2016)

Estructuralmente corresponde a un tetraterpeno de 40 carbonos, simétrico y lineal, con dos
anillos B-ionona.

NN YN Y

Figura 1 Formula esqueletal 8-caroteno

Aproximadamente 50 carotenoides son precursores de la vitamina A, debido a que la
presencia de los grupos B-ionona tienen esta caracteristica. De este grupo tres carotenoides que
son mas reconocidos ya que se encuentran en concentraciones significantes en el plasma humano,
son el B-caroteno, el a-caroteno y la B-criptoxantina. Los dos primeros se encuentran en verduras
como las zanahorias y el zapallo, ademas de vegetales de hojas verdes como la espinaca, mientras
que en frutas como las naranjas, mandarinas y papaya es posible encontrar B-criptoxantina.
(Tanumihardjo, 2001). El B-caroteno es el con mayor actividad de vitamina A y la conversion mds

eficiente a vitamina A (Donhowe et al., 2013)

A

Figura 2 Alimentos con alto contenido de 8-caroteno

El B-caroteno ademas posee propiedades antioxidantes, puede funcionar como un extractor
de radicales lipidicos y extintor de oxigeno singlete debido a su estructura conjugada de dobles

enlaces y anillos de ionona. (Grune et al., 2010)

La absorcion maxima de B-caroteno desde vegetales es relativamente baja (alrededor de
65%), debido a que su biodisponibilidad depende principalmente de la matriz alimentaria en la que
se encuentra. (Donhowe et al., 2013)
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2.2 Biopolimeros comestibles

Los biopolimeros son polimeros producidos por organismos vivos. Unidades monoméricas
gue se enlazan covalentemente entre si para formar unidades mds grandes. Existen tres clases
principales, clasificadas de acuerdo a su unidad monomérica: Polinucleétidos, polipéptidos y
polisacdridos. (Meyers et al., 2008) A continuacién se describen los biopolimeros comestibles
utilizados en este trabajo.

Quitosano es un polisacarido lineal compuesto de cadenas distribuidas aleatoriamente de B-
(1-4) D-glucosamina (unidades desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilatada). Se
produce a partir del tratamiento de conchas de quitina de camarones y otros crustaceos con una
sustancia alcalina como hidréxido de sodio. Este biopolimero es bastamente usado en la
industria alimenticia debido a su no toxicidad, capacidad de formar peliculas, su alta
mucoadhesion y resistencia a la traccién (Butstraen et al., 2013)

OH OH OH

O 0 'e)

HO o) B
HO HO OHO OH

NH NH; NH,
L In

Figura 3 Estructura de quitosano completamente desacetilado

La Goma Tragacanto es un polisacarido cargado negativamente que se obtiene de varias
especies de Astragalus, un tipo de planta, tiene una larga historia en el uso como estabilizador,
ademas de aumentar la viscosidad para emulsiones alimenticias. Este biopolimero forma muchas
ramas, es un carbohidrato hidrofilico heterogéneo. Es levemente acidico y posee una pequefia
proporcién de proteina (bajo el 4%) (Gavlighi et al., 2013) Este biopolimero ha sido reconocido como
seguro (GRAS) desde 1961 y puede ser usado en concentraciones de 0,2 a 1,3% en alimentos. Como
posee alta resistencia al acido y habilidades estabilizadoras, emulsificantes y gelificadoras tiene
numerosas aplicaciones en la industria de alimentos. (Jain et al., 2016)
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Figura 4 Estructura de una parte parcial de Goma Tragacanto

La Goma Ardbiga, también un polisacarido cargado negativamente, se extrae de la savia
endurecida de varias especies de acacias. Es una mezcla compleja de glicoproteinas y polisacaridos.
Es altamente utilizado en la industria alimentaria debido a su alta solubilidad y baja viscosidad en
altas concentraciones, y sus propiedades de emulsionante y microencapsulante (Espinosa et al.,
2007)
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Figura 5 Estructura de Goma Ardbica

La Gelatina es un coloide gel (es decir, una mezcla semisdlida a temperatura ambiente), incolora,
translicida, quebradiza e insipida, que se obtiene a partir del coldgeno procedente del tejido
conectivo de animales, hervido en agua. La gelatina es una proteina compleja, es decir, un polimero
compuesto de aminodcidos. Como sucede con los polisacaridos, el grado de polimerizacion, la
naturaleza de los mondmeros y la secuencia en la cadena proteica determinan sus propiedades
generales. Una notable propiedad de las disoluciones de esta molécula es su comportamiento frente
a temperaturas diferentes: son liquidas en agua caliente (coloide tipo sol) y se solidifican en agua
fria (coloide tipo gel).
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2.3 Emulsidn aceite en agua

Una emulsidn es una dispersion inmiscible de un liquido (fase dispersa) en otro (fase
continua). Las emulsiones se clasifican en dos grupos, el primero consiste en gotas de aceite
dispersadas en una fase acuosa llamado aceite en agua u O/W (oil in water), por ejemplo, la leche,
la crema, mayonesa, sopas y salsas. El otro grupo corresponde a gotas de agua dispersadas en aceite
llamado agua en aceite o W/O (water in oil), margarina y mantequilla son un ejemplo de esto. Las
emulsiones son producidas homogenizando el aceite en una fase acuosa en presencia de uno o mas
emulsificantes (Guzey & McClements, 2006).

Un emulsionante es una sustancia que estabiliza la emulsién, normalmente un sufractante.
Un ejemplo es la yema de huevo que, gracias a la lecitina, estabiliza la emulsion de la mayonesa.
Algunas veces la fase interna puede actuar como emulsionante y como resultado da una
nanoemulsidon. (Hu et al., 2016)

La utilizacion de ultrasonido como asistente en la formacidon de emulsiones fue de los
primeros usos que se le dio a esta tecnologia. La irradiacion de ultrasonido genera cavitacién en el
liguido al alcanzar el minimo de amplitud de presién, y aqui es cuando sucede la emulsion.
(Shashanket al., 2008) El ultrasonido son ondas de sonido con frecuencias mas altas que la capacidad
auditiva humanay generan en liquidos ondas alternativas de bajay alta presidn, esta diferencia hace
que se generen y colapsen burbujas de vacio, este es el fendmeno llamado cavitacidn.

Las emulsiones de tipo aceite en agua son ampliamente utilizadas en la industria alimentaria
porque permiten una mayor retencién y estabilidad de los compuestos activos. Pueden estar
presentes el producto final o ser productos intermedios, como particulas del compuesto activo.)
(Silva et al. 2015)

El principal desafio para las aplicaciones de emulsiones en la industria alimentaria y para el
suministro de dichos productos es su inestabilidad termodindmica porque todos estos sistemas son
propensos a coalescer (McClements, 2004; Tadros, 2009). Ademads, el uso de emulsionantes y
aditivos no reconocidos como seguros (GRAS) no esta permitido en los alimentos. Esta restriccidon
reduce considerablemente las opciones de surfactante y presenta un desafio importante en el
desarrollo de nuevos productos (Shanmugama et al., 2014). El uso de biopolimeros como agentes
emulsionantes y/o estabilizantes ha sido un enfoque exitoso para el disefio de emulsiones
altamente estables (Bouyer et al, 2012).

La distribucién del tamafio de las gotas de aceite es otro factor importante en la
estabilizacion de las emulsiones porque los tamafios mas grandes aceleran la desestabilizacion. La
emulsificacidn con ultrasonido de alta intensidad mejora notablemente esta caracteristica. (Silva et
al. 2015)
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2.4 Microencapsulacion

La tecnologia de microencapsulacion fue primeramente presentada en los aios 50 por Green
y Schleicher, con una patente registrada para la preparacién de capsulas que contenian tinturas que
se utilizarian incorpordndolas a papel con propdsitos de derechos de autor (Ghosh, 2006). Hoy en
dia se utiliza para proteger sustancias microscépicas sensibles a distintos factores ambientales,
permitiendo una liberacion controlada. El ingrediente activo o material del ndcleo puede ser
protegido, temporalmente o permanentemente, por un material que lo envuelve. La
microencapsulacion se enfoca en incrementar la efectividad de sustancias seleccionadas en la
industria. (Paulo & Santos, 2017)

® ® © @ ==

Simple Multicapa Matriz Multi-Nicleo Irregular

Figura 6 Tipos de microcdpsulas

La industria alimenticia es uno de los grupos que mas aportan al progreso de esta tecnologia,
superado solamente por la industria farmacéutica, y esta motivacion se debe primeramente a que
han incrementado las demandas de consumidores y los requerimientos de los productos, como por
ejemplo la adicién de sustancias funcionales. Generalmente estos ingredientes son inestables tanto
al ambiente como a los procesos y es por esto que las técnicas de microencapsulacion surgen para
solucionar esta problematica. Estos elementos funcionales pueden regular el color, sabor y textura
de los alimentos, tambien pueden ser utilizados como preservantes o ingredientes bioactivos.

Tabla 1 Ejemplos de ingredientes microencapsulados en la industria alimenticia

Campo de aplicaciéon Ejemplo Referencia
Aceite de limén Bhandari et al., 1999
Saborizante Aceite de menta Koo et al., 2014
Aceite de vainilla Yang et al., 2014
Aspartame Rocha-Selmi et al., 2013
Endulzante Sucralosa Rocha-Selmi et al., 2013
Xylitol Santos et al., 2015
Annatto De Marco et al., 2013
Colorante B-caroteno Donhowe and Kong, 2014
Oleorresina turmérica Donhowe and Kong, 2014
Vitamina A Junyaprasert et al., 2001
Vitaminas solubles en grasa | Vitamina D2 Shi and Tan, 2002
Vitamina E Sharipova et al., 2016
Vitaminas solubles en agua | Vitamina C Desai and Park, 2005
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Probidtico Bifidobacterium longum [Amine et al., 2014
Lactobacillus acidophilus | Favaro-Trindade, 2002

Existen métodos fisicos, fisicoquimicos y quimicos de microencapsulado.

Métodos fisicos: Recubrimiento en bandeja, dénde las particulas se van recubriendo
lentamente con el material externo; recubrimiento en suspension aérea, las particulas del nicleo
deben ser sélidas y se suspenden en una corriente de aire, luego se les aplica un solvente volatil que
les deja una delgada capa polimérica protectora; extrusidn centrifuga, un chorro de liquido a
recubrir es rodeado por solucidon protectora; boquilla vibradora, la microencapsulacién se logra
mediante una microgranulacién que ocurre al usar un flujo laminar por una boquilla que vibra, la
gelificacion se logra interna (proceso sol-gel) o externamente (adicion de un binder); y finalmente
spry-drying, o secado en spray, la solucidn que contiene el material activo disuelto en el polimero
se pulveriza y seca dejando al componente atrapado.

Métodos fisico-quimicos: gelificacidn ionotrépica, donde las unidades de acido Urico del
alginato se reticulan (crosslink) con cationes multivalentes; Separacion de la fase de coacervacion,
consiste en tres pasos que se llevan a cabo en continua agitacién, primero la formacidn de tres fases
guimicas inmiscibles, fase liquida vehiculo, fase de nucleo y fase de recubrimiento, el segundo paso
es cuando el recubrimiento envuelve al material de nucleo y finalmente la rigidizacion de la cubierta.

Métodos quimicos: Policondensacion interfacial, dos reactantes reaccionan rapidamente
en la interfase, un compuesto que contiene un hidrogeno activo (como amina o alcohol) y otro con
acido clorhidrico, generando una pared flexible que cubre la emulsidn; reticulacién interfacial, un
derivado de la policondensacién interfacial, desarrollado para evitar el uso de diaminas tdxicas,
reemplazandolas por un biopolimero, como una proteina. La reaccidn ocurre en la interfase de la
emulsion, donde el acido cloruro reacciona con diversos grupos funcionales de la proteina formando
la membrana; Polimerizacion in situ, la polimerizacién del mondmero ocurren en la superficie de la
particula del nlcleo; Matriz de policondensacion, el material del nicleo es incrustado en una matriz
polimérica durante la formacidon de las particulas, es similar al “spray-drying” solo que la
solidificacion de la matriz puede ser causada por un cambio quimico.

En esta investigacion se utiliza la coacervacion compleja (o coacervacion de complejos,
complex coacervation en inglés). Por un lado, debido a la viabilidad del proceso en si, es un proceso
no muy complejo, facil de replicar y con buenos resultados en la bibliografia, y por otro lado debido
a los implementos en laboratorio que dificultaban utilizar el secado en spray, otro método
altamente utilizado en este tipo de investigaciones.
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2.5 Digestion in vitro

Si bien al usar animales o personas para realizar la digestidn del elemento que desea estudiar
(digestidn in vivo) se obtienen resultados mas precisos, es un proceso de alto costo y que consume
mucho tiempo, por esta razén es que se ha dedicado mucho esfuerzo en el desarrollo de técnicas in

vitro.
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Figura 7 Sistema digestivo

El proceso digestivo en su totalidad se divide en tres etapas: bucal, gastrica e intestinal. La
primera etapa se divide en la masticacién y en la insalivacién, formando el bolo alimenticio. En la
etapa gastrica el bolo alimenticio atraviesa el eséfago gracias a los movimientos peristalticos de los
musculos de sus paredes e ingresa al estémago a través del cardias, acd se mezcla con los jugos
gastricos (acido clorhidrico y enzimas varias) que lo degradan hasta formar el quimo, una papilla
blanquecina. El quimo pasa al duodeno a través del piloro y se junta con los jugos intestinales,
pancreatico y bilis, haciendo que las grasas se emulsionen facilitando la accién de las enzimas. Es a
nivel del intestino delgado dénde la mayoria de los nutrientes, y en el caso del B-caroteno, son
absorbidos, es por esto que se apunta a una liberacién a nivel intestinal.
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técnicas que varian en complejidad, tiempo, recursos. Para este estudio las fases mas importantes
son la gastrica e intestinal, debido a que las microcapsulas deben resistir la primera y comenzar a
liberar el B-caroteno en la segunda.

Tabla 2 Ejemplos de modelos estdticos de digestion in vitro mayormente usados

Etapa Componentes | Enzimas u otros | pH Tiempo | Referencia
digestiva | inorganicos

Estomago | NaCl Pepsina 2 1h Garrett et al,,
I. delgado | NaHCO; Pancreatina, 7,5 2h 1999
Extracto de Bilis
I. delgado | CaCly Lipasa 7 2h Hu et al., 2010
Pancreatica
|. delgado | Tris-maleate, | Pancreatina, 6,5 0,5h Williams et al.,
CaCl2, NaCl Taurodexicaloato 2012
sddico,
fosfatidilcolina
Estomago | NaCl, Pepsina, glucosa, | 2 2h Versantvoort 6.8
NaH2PO4, acido 5 min et al., 2005
KCl, CaCl2, | gulcorénico,
NHA4CI urea,
glucosamina,
BSA, mucina
I. delgado | NaCl, Pancreatina, 6,5-7 | 2h
NaHCO3, lipasa, Urea, BSA,
KH2PO4, KClI, | extracto de bilis

MgCl2, CaCl2

Los modelos en general pueden dividirse en estaticos y dindmicos, los primeros hacen cada
fase por separado, utilizando la composicién enzimatica u quimica de cada una, mientras que los
dindmicos simulan ademas las fuerzas mecdnicas dinamicas. Para el caso del B-caroteno en aceite
estas fuerzas no son tan determinantes, por ende, los modelos estaticos son suficientes. (Quanquan
et al., 2018)
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3 Materiales y métodos

3.1 Materias primas y reactivos utilizados
B-caroteno (Sigma-Aldrich, >97%)

Aceite de maravilla Belmont

Quitosano (Q, Quitoquimica)

Goma Ardbiga (GA) (Decora cake)

Goma Tragacanto (GT)

Gelatina (GEL)

Sal sédica de Caseina de leche bovina (Sigma-Aldrich)
Acido clorhidrico técnico (32%)

Hidréxido de sodio (G.A. Ventas)

Tripolifosfato de sodio (NaTPP) (Sigma-Aldrich, grado técnico 85%)
Agua destilada

Cloruro de sodio (G.A. Ventas)

Papel filtro (Advantec 5C)

Acetato de Etilo (JT Baker 99,9%)

Sodio fosfato monobasico y dibasico (G.A. Ventas)
Pancreatina de pancreas porcino (Sigma)

Lipasa de pancreas porcino (Sigma) 100-500 u/mg
Extracto de bilis porcino (Sigma)

Pepsina de mucosa gastrica porcina (Sigma) 3200-4500 u/mg

=¢10A

Mucina de mucosa gastrica porcina (Sigma) tipo Ill, acido sidlico 0,5 — 1,5%. polvo parcialmente

purificado
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3.2 Equipos
Agitador orbital (REMI, Dragonlab 0520-5)

Placa calefactora (Labtech, thermo cientific)

Centrifuga (Hermle z323k)

Espectrofotometro UV-Vis Genesys 5 (Spectronic Instrument Inc.)
Balanzas analiticas (Radwag WTB2000, Electronic balance JD400-3)
pH-metro (Jenco vision plus pH6175)

Estufa (Memmert GmbH & Co. KG)

Nanosizer (modelo 7590, Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino Unido)
Ultrasonido (Qsonica CL-334)

Bomba de vacio (Rocker 300)

Mini-shaker (Sunflower BOECO)

Bomba de jeringa (genie touch Kent scientific)

Micropipetas (Labnet Biopette plus 1-5mL, 20-200 uL)

Microscopio electrénico de barrido (ZEISS Oxford Instrument)
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3.3 Disefio de experimentos
Se realizdé un disefio de 2 variables con 2 niveles cada una para 3 pares de polimeros utilizados,

lo que da un total de 12 experimentos diferentes.

Las variables corresponden a:

=¢10A

Combinacidn de Biopolimeros: Goma Ardbiga, Goma Tragacanto o Gelatina, en conjunto con

Quitosano

Razdn entre Biopolimeros: 2 esa ly 1esa 2 de masausada.

Cantidad de aceite: 5y 10 mL al 0,5% de B-caroteno

Tabla 3 Experimentos

Experimento Biopolimero Razén Cantidad
Aceite (mL)
1 Goma Arabiga 2/1 5
2 Goma Arabiga 2/1 10
3 Goma Arabiga 1/2 5
4 Goma Arabiga 1/2 10
5 Goma Tragacanto 2/1 5
6 Goma Tragacanto 2/1 10
7 Goma Tragacanto 1/2 5
8 Goma Tragacanto 1/2 10
9 Gelatina 2/1 5
10 Gelatina 2/1 10
11 Gelatina 1/2 5
12 Gelatina 1/2 10

Adicionalmente se realizaron experimentos utilizando Caseina en reemplazo de Quitosano,

dénde la razon fue de 1/1 con 5 mL de aceite al 0,5% de B-caroteno

19



= ¢10A

N
EXUMBRA 1y SOLEM
i U

3.4 Metodologia Experimental
El experimento en si tiene varias etapas: preparacion, caracterizacidon y digestion de las
microcapsulas, estudios de estabilidad de almacenaje.

3.4.1 Preparacion de las dispersiones mixtas de biopolimeros y coacervacién compleja

Se prepararon dispersiones de biopolimeros mediante la adicidn de cantidades conocidas de
cada uno en 100 mL de agua destilada sometida a una agitacién suave, con el objetivo de obtener
concentraciones de 1,5% y 3%. Para el Quitosano es necesario diluirlo en una solucién al 2% v/v de
acido acético (Jain 2016, Bustraen 2014). Se agitan suavemente a 45°C durante 2 horas y se dejan
reposar 12 horas para su total hidratacion (Jain, 2016). La solucién de Tripolifosfato (TPP) se obtiene
disolviendo 2g de NaTPP en 100 mL de agua destilada. La preparacién del aceite con B-caroteno es
previa a los experimentos, se masan cantidades conocidas de B-caroteno en un vaso de precipitado
y luego se afiade el volumen de aceite necesario llegando a una concentracion de 0,5% p/v. Se deja
agitando a temperatura de 45°C por 1 hora. Luego se almacena cubierto con papel alusa para evitar
la penetracion de la luz.

El proceso de coacervado comienza con la adicién del aceite a 100 mL de la solucién de
biopolimero secundario (GA, GT, Gel). La mezcla entra en un proceso de pre-emulsidn, dénde es
agitada a 1000 rpm por 5 minutos, luego se trasvasija a tres tubos falcon y se les aplica ultrasonido
con un sonicador Qsonica CL-334 a 320 W de potencia durante 2 minutos para completar la
emulsién (Silva et al., 2014). Luego de completarse la emulsidn se separan 2 mL para realizar
mediciones de potencial Z y didmetro de gota en Nanosizer (Malvern Instruments Ltd, Malvern,
Reino Unido). Se trasvasija nuevamente a un vaso de precipitado de 500 mL y se agita a 1000 RPM
mientras se hace gotear la solucidon de Quitosano a razon de 4mL/min utilizando una bomba de
jeringa Genie Touch. Durante esta fase es necesario controlar que el pH de la solucidn se encuentre
en el éptimo (pH=4) mediante la adicién de acido clorhidrico 2M. Al finalizar el proceso de goteo es
necesario mantener la agitacion durante 2 horas mds para asegurarse de que reaccione
completamente. Se trasvasija una tercera vez a tubos falcons y se centrifuga a 7000 RPM por 7
minutos para la separacion de fases. Luego de retirar el sobrenadante, se retira la fase sélida en un
tubo falcon y se deposita en un freezer a -20°C. Tras 12 horas se sacan las muestras congeladas, se
lavan vy filtran para retirar tanto el aceite sobrante y la mayor cantidad de agua sin dafiar las
microcdpsulas.
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3.4.2 Caracterizacion de las microcapsulas
3.4.2.1 Curva de calibracion

Primero se realiza una curva de calibracidn con acetato de etilo y B-caroteno de laboratorio
para poder medir la concentracion de B-caroteno en las microcdpsulas. Para realizar esta curva se
toman cantidades conocidas de B-caroteno y se disuelven en Acetato de Etilo, y luego se va
diluyendo en factores. Cada vez se utiliza un espectro fotdmetro para determinar la Absorbancia a
450nm de longitud de onda.

Abzorption spectrum of bets-carotene

Ahsorbance

T
200 300 400 500 ga0
Wiavelength £ nm

Figura 8 Espectro de absorcion del 8-caroteno

Este procedimiento se realiza 3 veces y se saca un promedio. Los resultados se encuentran
en el capitulo 6.

3.4.2.2 Masa total microcdpsulas humedas

La masa total de cada experiencia se determina luego del proceso de lavado vy filtrado. Se
masa un tubo falcon vacio y se tara la balanza, luego se recuperan la mayoria de las microcapsulas
presentes en el papel de filtrado, se introducen en el tubo y se vuelve a masar.

3.4.2.3 Determinacion del contenido de agua

Para determinar la humedad se toman muestras de cada set de microcapsulas y se
introducen en una estufa a 80°C durante 48 horas. Se masan antes de ingresar, se vuelven a masar
terminado el tiempo y una tercera vez 24 horas después para asegurarse de que el ultimo valor no
cambia. La diferencia entre las masas es el agua evaporada y se obtiene la humedad.

Mincial - Mfinal

* 100%

Contenido de agua =
Minicial
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3.4.2.4 Rendimiento de encapsulado y concentracion de microcdpsulas
Para esto se utiliza la masa (M) total seca de las microcapsulas que se calcula restando la
fraccion de agua

Miotal seca = Mtotal himeaa * (1 — Fraccion de agua)

Luego se toma una muestra y se disuelve en cantidades conocidas de acetato de etilo para
determinar, mediante espectrofotometria y utilizando la curva de calibracién, la cantidad de B-
caroteno presente.

MB—caroteno encapsulado

* 100

Rendimiento(%) =
MB—caroteno utilizado

Mg_ caroteno encapsulado (mg)

Concentracion microcapsulas =
Mnicrocapsulas @

3.4.2.5 Microscopia de Luz y electronica.
La microscopia de luz se utiliza para determinar el tamafio de particula para cada caso y la
microscopia electrdnica para ver la superficie y morfologia de las particulas.

Utilizando el microscopio éptico del laboratorio se toman fotografias un aumento de 10X.
Se contabilizan alrededor de 300 microcapsulas en cada caso para obtener una muestra significativa.
Con cada fotografia se procede a contornear las microcdpsulas con negro utilizando Photoshop y
luego guardando como archivo .png.

Figura 9 Contorneado de microcdpsulas

Luego se ingresan al programa Imagel. En este programa la imagen se transforma a 8 bits, y
se ajusta el umbral del blanco y negro. Utilizando el mismo programa se procede a seleccionar y
medir el area interna de las figuras con la herramienta de seguimiento. Utilizando una fotografia
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con la escala de 0 a 100 micrones se ajustan los pixeles equivalentes y luego asociando el drea de
las microcapsulas al drea de una circunferencia se determina un didmetro aproximado.
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Figura 10 Medicion en Imagej

Finalmente, los datos obtenidos se trabajan en Excel para determinar la bondad de ajuste
mediante el test no paramétrico de kolmogorov-smirnov.

Se analizan muestras de microcdpsulas de Quitosano-Goma Arabiga y Quitosano-Goma Tragacanto
mediante microscopia electrdnica de barrido ZEISS (Oxford Instrument, EEUU).
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3.4.3 Digestion in vitro

Muestras de 100mg de peso seco se incuban en tubos falcon con 10mL de una de dos tipos
de soluciones digestivas, solucion gdstrica (HCI 2M, pH 2, 0.1% p/v pepsina; Wang et al. 2011) y
solucion intestinal (Solucion buffer pH 6,8 a 7,5, pancreatina 4,8 mg/mL, Extracto de Bilis 20 mg/mL,
Bicarbonato de sodio 33,6 mg/mL; Maxine et al., 2012). Cada tubo se mantiene a 37°C dentro de
una estufa (Memmert GmbH & Co. KG) y se disponen en un mini-shaker que los agita para simular
el movimiento peristaltico. En total son 2 tubos en solucidn gastrica, los cuales son retirados a los
15 y 30 minutos, y 10 tubos con solucion intestinal que se retirabanalos 1, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90,
120y 240 minutos. Cada muestra al terminar el tiempo de incubacidn se calentaba a 95°C durante
3 minutos para inactivar las enzimas digestivas y luego se enfriaba rdapidamente. Las muestras eran
luego centrifugadas y la solucién se separaba del decantado, microcapsulas en su mayoria, y era
mezclada con 25mL de Acetato de Etilo, el cual retiraba el B-caroteno al destruir la microcdpsula. La
cantidad de B-caroteno se obtiene mediante espectrofotometria a 450nm, utilizando como blanco
la mezcla de acetato de etilo con la solucidn géstrica o intestinal solas. Para los calculos se usa la
curva de calibracidn y se contrasta con la concentracion original de las microcapsulas. (Wang et al.,
2011)

3.4.4 Estabilidad

Para el estudio de la estabilidad se separaron muestras en cdpsulas Petri correspondientes
a las combinaciones con GA y GT, en las razones 2/1. Estas se incubaron a 20°C en una estufa
(Memmert GmbH & Co. KG) durante 18 dias para determinar la cantidad de betacaroteno que es
degradado. Cada 48 horas se mide el contenido de B-caroteno, tomando una cantidad conocida de
microcapsulas, disolviéndolas en 15 mL de acetato de etilo y determinando mediante
espectrofotometria a 450nm la Absorbancia para calcular la concentracién de B-caroteno. Se
realizan graficos de concentracion a tiempo t sobre concentracion inicial (c/ci) versus tiempo (dias).

24



@a =¢10A

4 Resultados y analisis

4.1 Caracterizacion

4,11 Contenido de agua
En la tabla siguiente se presentan los valores obtenidos de humedad para cada preparacion
de microcapsulas realizada.

Tabla 4 Humedad microcdpsulas

Razoén Aceite [mL] Humedad (%)

59,7 + 0,3
:§ 2al 10 57,0+2,1
3 la2 5 63,5+0,9

1a2 10 632+1,2
o 2al 5 62,9+1,5
g 2a1l 10 58,7+1,2
% 1a2 5 81,2 £2,9
©
[= 1a2 10 76,0+1,3

> 2al 5 60,9 + 0,7

£ 2al 10 56,8+1,6

<z 1a2 5 65,7 + 0,4

= 1a2 10 68,2 +3,2

A simple vista la combinacidn con Goma Tragacanto posee los mayores valores de humedad,
cercana al 80%, en la razén 1/2.Y la menor humedad encontrada es del orden de 60% tanto para la
Goma Arabiga como para la Gelatina, ambas en razén 2/1.

Evaluando mediante un andlisis de varianza multifactorial utilizando el software
Statgraphics Centurion, con un 95% de confianza, un nivel de probabilidad de 0,05 (p<0,05) y un
orden maximo de interaccion de 2, se determina que tanto el biopolimero utilizado como la razén
entre éstos entregan diferencias significativas en los valores de humedad obtenidos, en cambio,
para la cantidad de aceite no existen diferencias significativas en cada experiencia. Ademas,
analizando mediante test de rangos multiples (Duncan), se determina que no existe una interaccién
homogénea entre los factores, en cualquier combinacidn. Referirse al Anexo 6.2.1 para observar los
resultados del analisis.

La humedad no se compara con los valores obtenidos en otras investigaciones, como en
Donhowe (2014), donde variaba entre 3,5 + 0,7 a 16,5 + 0,2 %. Esto debido primeramente a que el
proceso final conlleva un secado en spray. Otra opcidn utilizada es el liofilizado como es el caso de
Jain (2016), pero que no realizaron mediciones de humedad de las microcapsulas.
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4.1.2 Emulsion

En esta categoria, se analiza el tamafio de gota de la emulsién y potencial Z mediante
Nanosizer.

Tabla 5 Potencial Z emulsion

Aceite Potencial Z

[mL] [mV]

[ -33,4+4,8
O 10 -344+59
< 5 39,9+ 6,0
O 10 -43,1+8,4
= 5 9,9+3,4
O 10 11,4+3,6

Segun los resultados obtenidos, GA y GT son los que presentan una mayor magnitud en
potencial Z, logrando valores mucho mayores que los de Gelatina, entre 3 a 4 veces mas grandes,
mientras que GA logra un promedio un poco mayor que GT. Esto repercute un poco en la capacidad
de formar microcdpsulas, debido a que determina el grado de dispersion de las gotas de aceite, por
lo que al Quitosano le serd mas sencillo envolverlas. Mientras la magnitud sea mds grande, sin
importar el signo, la emulsidon es mas estable.

Los valores obtenidos para el caso de GT se corresponden con los obtenidos en la
investigacion de Jain (2016), donde a pH 4 el potencial Z ronda los -33,89 + 0,98 mV

Tabla 6 Tamaiio de gota emulsion

Aceite Diametro
[mL] [nm]

5 2874
10 3826
5 1610
10 2750
5 511
10 678

Para el caso del tamafio de gota los valores difieren bastante, pero a simple vista la Gelatina
tendria tamafios menores.
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4.1.3 Rendimiento de encapsulacidn y concentracidon de microcdpsulas

A continuacidn, se presentan los graficos de rendimiento para cada par de biopolimeros
utilizado en los experimentos. La razén utilizada (Quitosano/biopolimero) corresponde a 2/1y 1/2,
y A5 y A10 corresponde a los ml de aceite afiadidos (5 y 10 mL).

A B
N2/1A5 W2/1A10 EW1/2A5 MW1/2A10 m2/1A5 W2/1A10 W1/2A5 W1/2A10
100 100
74,8
< 80 < 80 679
(@] (@]
£ 60 48,0 S 60
= 41,3 -
2 40 2 40
z 5 16,9
«= 20 9,8 9,1 € 20 13,2
. I . B
C

HW2/1A5 ®W2/1A10 m1/2A5 m1/2A10

100

80

76,5
68,4
60
40
- 160 135
. B .

Figura 11 Grdficos de Rendimiento de microencapsulado de A) Quitosano-Gelatina, B)
Quitosano-Goma Ardbiga y C) Quitosano-Goma Tragacanto

RENDIMIENTO (%)

Se aprecia a simple vista una gran diferencia entre las eficiencias de encapsulacién entre las
razones utilizadas, donde para cada combinacion la razén 2/1 presenta mayores valores. Gelatina
presenta los menores valores de eficiencia entre los polimeros.

Otra gran diferencia que se aprecia es en cuanto al aceite utilizado, donde a 10 mL la
eficiencia fue menor, debido a que no se logra encapsular totalmente. La mayor eficiencia es del
76,5 £ 1,3%, para el caso de Q-GT 2/1 A5, seguida de cerca por Q-GA 2/1 A5 con un 74,8 + 0,7%.

Los resultados obtenidos por Jain (2016) muestran unas eficiencias similares, logrando una
eficiencia de encapsulado cercana al 82,51 + 0,41% de B-caroteno para la razén 2/1 de Caseina-GT.

27



=¢10A

En cuanto al andlisis de varianza (ANOVA) los valores-P prueban la significancia estadistica
de cada uno de los factores. Puesto que 6 valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un
efecto estadisticamente significativo sobre Rendimiento (%) con un 95% de nivel de confianza. En
cuanto a las pruebas de rangos multiples (Duncan) se identifican 2 factores que comparten un grupo
homogéneo, GA y GT, donde no existen entre ellos diferencias estadisticamente significativas. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5% al decir que cada par de
medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0. Referirse al Anexo
6.2.2 para observar los resultados del andlisis.
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Se presentan a continuacion los graficos de concentracién para cada combinacion de biopolimeros.

A B
m2/1A5 W2/1A10 m1/2A5 m1/2A10 m2/1A5 m2/1A10 m1/2A5 m1/2A10
6 6
5 5 4,58
S 3,80 S
g 4 . 5 4 3,44 3,43
2,91
2 3 2,56 = '
8" 2,12 g’
o ) 1,50 m )
£ £
0 0

C

m2/1A5 M2/1A10 W1/2A5 m1/2A10

4,70
333
2,96
3 2,37
0

Figura 12 Grdficos de Concentracidon de microencapsulado de A) Quitosano-Gelatina, B) Quitosano-Goma Ardbiga y C)
Quitosano-Goma Tragacanto

N

mg BC/g MC seco

Gracias al andlisis de la varianza (ANOVA) se determina que los factores presentan un efecto
estadisticamente significativo sobre la concentracion con una confianza del 95% (p<0,05). Y
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mediante el test de rangos multiples (Duncan) se concluye que no existen factores que compartan
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un mismo grupo homogéneo. Referirse al Anexo 6.2.3 para observar los resultados del andlisis.

Lo que mas llama la atencidn de los datos analizados es la diferencia que existe entre los
valores de rendimiento de encapsulacién y concentracion de las microcdpsulas. Dado que aca si bien
se logra un mayor rendimiento en el caso de utilizar menos cantidad de aceite en el proceso, la
concentracién de betacaroteno de las microcdpsulas era menor. Caso contrario al utilizar mayor
cantidad de aceite. Esto se debe primeramente a que al haber menos disponibilidad de aceite se
facilitaba la capacidad de encapsular, pero la carga finalmente es menor, y se llega a un punto en
gue las microcdpsulas se saturan y ya no pueden encapsular mds cantidad. Realizando mas
experimentos se podria llegar a determinar el caso optimo de estas condiciones para lograr un buen
rendimiento y una alta concentracién.
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4.1.4 Tamafo Microcapsulas

Para el caso de la combinacién Quitosano-Goma Arabiga, los promedios de didmetro de
microcdpsula corresponden a 84,6 um para el caso de 5 mL de aceite, y 77,2 um para la mezcla con
10 mL.

Q-GA A5
70 100%
o 90%
80%
50 70%
S 40 60%
3 50%
g 30 40%
20 30%
20%
10 10%
0 0%
(50,6, 68,6] (122,6, 140,6) (104,6, 122,6]
[32,6, 50,6] (68,6, 86,6] (86,6, 104,6] (140,6, 158,6]
Diametro [um]
Q-GA A10
100%
90%
80%
© 70%
B 60%
% 50%
£ 40%
30%
20%
10%
0%
(9’596\?}‘ ‘ 6’596\;5& ‘ 6’596\?)& ' (5596&5& ‘ \6196\:5 ‘ J\C;bqe\:b ‘ \6396\"5 ‘
e o i B> o D ¢
L& O \o 1\ > > NS

Diametro [um]

Figura 13 Histograma tamafio de particulas Quitosano - Goma Ardbiga

Se utiliza el test no paramétrico de Kolmogorov-Smirnov que determina la bondad de ajuste
de dos distribuciones de probabilidad entre si en situaciones donde la varianza es grande. Los
analisis se realizan con un 95% de confianza y un nivel de probabilidad de 0.05 (p<0.05) aceptandose
en cada caso.
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Para el caso de la mezcla Quitosano-Goma Tragacanto, existe una pendiente inicial mayor,

l h

debido a una mayor frecuencia en los primeros tramos de didmetros. El didmetro promedio
corresponde a 65,8 um para A5y 71,8 um para A10. Igualmente es aplicado el test K-S, con un 95%
de confianza, aceptandose para cada caso.

Q-GT A5
100 100%

80%

©
e 60%
[+]
3
@ 40%
[N
20%
0%
o ot o' ol ol AY Af N
g & & & & &£ & &
© © © © %) o QO QO
0 N A° A° A A A &
N
& Na L Q N NN Y Sad
Diametro [um]
Q-GT A10
100%
90%
80%
70%
(1]
'g 60%
g 50%
Q
o 40%
[N
30%
20%
10%
0%
N N AN AN N N N AN
1’],?’ cj%:a’ D‘Dc?’ ,&003’ %6?’ ,\:\’Dc:b %,Q’%:b %\D‘l‘%

Q)v %1 %1 s ; ] N
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Figura 14 Histograma tamafio de particulas Quitosano - Goma Tragacanto
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Los resultados de esta seccidén corresponden a imagenes a distintas escalas de las diversas
combinaciones utilizadas para Goma Tragacanto y Goma Arabiga. A continuacion, se presentan

fotografias obtenidas por microscopia electrénica de barrido.

EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date 12 Jul 2017 - EHT = 25.00 kV
WD =155 mm Mag= 3.00KX Time :16:19:33 = __WD=15.0mm

EHT =25.00 kV/

EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Date :12 Jul 2017 i
WD = 16.0 mm Mag = 10.00 K X Time :15:15:27 WD =16.0 mm
— . x

Figura 155 SEM microcdpsulas 1) GA 2/1 A5; 2) GA 2/1 A10; 3) GT 2/1 A5; GT 2/1 A10

Para cada caso se aprecia una superficie bastante irregular, que facilita el atrapamiento de

aceite y humedad entre los poros. El resto de las fotografias se presentan en el Anexo
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Figura 16 Microcdpsulas liofilizadas
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4.2 Digestion in vitro
En la tabla 7 se presentan los datos de liberacidn obtenidos para cada combinacién utilizada
en la fase intestinal.

Tabla 7 Liberacion Fase Intestinal

minuto A5

No se aprecia liberacidon en ninguna de las combinaciones utilizadas. Aparte del método
utilizado mencionado, se probaron otros similares, donde cambiaban factores como las enzimas
digestivas, distintos pH, distintos métodos de agitacién, sin poder observar digestiéon de las
microcdpsulas.

Se investigaron las posibles causas a este problema y se fue aislando posibles factores por los
cuales la digestién no se llevaba a cabo. Uno de los primeros en analizarse fue la presencia de
humedad debido a no utilizar ni secado en spray, ni liofilizacidn. Se analizé una muestra liofilizada
de microcdapsulas, la cual tampoco presentd liberacion en la fase intestinal, lo que lleva a concluir
gue la humedad de las microcépsulas y/o presencia de aceite en los poros de las microcapsulas no
estaria interfiriendo.

La siguiente posible razén fue una unidén muy fuerte del crosslinker, tripolifosfato (TPP), que
podria estar causando este problema (Gierszewska et al., 2011; Mi et al., 1999). Si se realizaba una
centrifugacién de las microcdpsulas, para separar la fase liquida de éstas, al no tener el crosslinker
las microcapsulas se desarmaban totalmente. Se prepararon entonces microcapsulas sin TPP, donde
fue necesario saltarse el paso de centrifugacidn para evitar la destruccién de las microcdpsulas por
la fuerza aplicada. Aun asi, no se observa liberacion en la fase intestinal.

Cabe destacar que en el caso de la Gelatina se aprecia un valor un poco superior al resto,
dado probablemente a que para esta combinacion filtrar era mas dificultoso, aumentando la posible
carga exterior de aceite entre los poros.
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En cuanto a la fase gastrica, para todos los casos pareciera no haber digestion, al menos en
el tiempo de residencia utilizado, nuevamente los valores son pequefios, tratandose del aceite que
recubre las microcdpsulas. Sucede lo mismo que en la fase intestinal con los valores en el caso de la
Gelatina, debido a mayor presencia de aceite externo.
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Tabla 8 Liberacion Fase Gdstrica

minuto A5

0,54% 0,43% 0,48% 0,40% 1,38% 2,37%
30| 0,66% 0,50% 0,58% 0,48% 1,82% 2,82%

Con estos datos, y otras pruebas realizadas sin éxitos, se concluye que estas preparaciones
no son aptas para liberacidn controlada en el intestino delgado.

Se realizd un experimento de digestion con microcdpsulas de Cas-GT. A continuacion, se
presenta el grafico de liberacién obtenido.

100
80
60

40

Liberacidén (%)

20
0 [ ]
0 50 100 150 200 250 300
Minutos

Figura 16 Grdfico digestion microcdpsulas de Caseina-goma tragacanto

La caseina es una proteina que al estar a un pH acido se coagula y precipita, y que al subirlo
(mayor a 4,6) vuelve a la normalidad. Por esta razén es que al utilizarse para microencapsular logra
mantener la estructura de la microcapsula durante la fase gdstrica de la digestion, y destruir la
microcdpsula al llegar a la fase intestinal dénde el pH sube.
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4.3 Estabilidad

Finalmente, los estudios de estabilidad apuntaban a ver la degradacién del betacaroteno en
condiciones de almacenamiento a temperaturas elevadas (20°C-25°C, debido a que la temperatura
variaba bastante en la estufa). Para estas pruebas solo se consideraron las combinaciones de GT y
GA, en las razones Quitosano-Biopolimero 2/1. Se contrasta la concentracion en el tiempo respecto
de la inicial (c/ci) versus los dias de almacenamiento.

@® GIT5 ® GT10
1,05
1 .-‘r:::::z,,_'
eI e
. g8 y =-0,0056x + 1,0079
o Ceree @, R2=0,9653
o e, BN,
0,9 ..-,
y =-0,0063x + 1,003 ¢
0,85 R2=0,9844
0,8
0 5 10 15 20
Dias

Figura 179 Grdficos de Estabilidad microcdpsulas de Quitosano-Goma Tragacanto razén 2/1

® GAS ® GA10
1,05
1 ‘...,_”!‘
3 ------- ) y =-0,0071x + 1,0063
0,95 RS A @ R?=0,9863
> B
g T S
0.9 T, @ .
e, T ®
y=-0,0085x+1,0064 @ ...
0,85 R? = 0,9942 °
0,8
0 5 10 15 20
Dias

Figura 18 Grdficos de Estabilidad microcdpsulas de Quitosano-Goma Ardbiga razoén 2 /1
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Para todos los casos se logra apreciar una degradacion de betacaroteno de entre un 10y un
15 % de. Muestra un comportamiento lineal con respecto al tiempo, al menos en los dias analizados.
Las mayores pendientes corresponden a la GA, por lo que en este caso la degradacipon seria mayor

La estabilidad de las microcapsulas de caseina se presenta a continuacion.

1,1
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1, .............
O
L e
L e .
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o y= _0,00SX +1,
o RZ = 0,91 )
0:8 2
0

Dias

Figura 19 Grdficos de Estabilidad microcdpsulas de Caseina-Goma Tragacanto

Es muy similar a las anteriores, entre un 15 y un 10% de degradacion a los 18 dias.

20

Finalmente se realiza una prueba con betacaroteno libre para contrastar obteniendo el

siguiente grafico.
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Figura 20 Grdficos de Estabilidad betacaroteno libre
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No se evidencias grandes diferencias entre la presencia de una capa protectora, microcapsula,
versus el betacaroteno solo, esto probablemente debido a que solo se esta analizando la pérdida
por calor, que logra penetrar con facilidad la capa infima de la microcapsula.
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Fueron realizados ensayos estadisticos F y t para comparar las pendientes de los graficos de
estabilidad. En cuanto a las diferencias entre las pendientes para GA5 y GT5 se determina, con 95%
de confianza tanto para el ensayo F y el ensayo t, que las varianzas son homogéneas y que las
pendientes son estadisticamente diferentes. Lo mismo ocurre para el caso de la comparacidn entre
GA10 y GT10 y entre GA5 y GA10; finalmente entre GT5 y GT10 las pendientes resultan ser
estadisticamente similares. Para todos los casos se rechaza la posibilidad de que la pendiente sea 0.

Las pendientes en el caso del betacaroteno libre tambien presentan diferencias estadisticas
con respecto a las microcapsulas, habiendo en este caso una menor degradacién. Posiblemente se
deba a la falta de liofilizado o secado en spray, lo que no deja unas muestras totalmente secas,
pudiendo influenciar esto en los valores. Ademas por esta misma razon la muestra se encostraba.
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5 Conclusiones

La proteccion del B-caroteno del ambiente y durante la digestidn se logra gracias la
microencapsulaciéon por coacervacion compleja de biopolimeros, demostrado en los resultados
obtenidos, donde no existe degradacidn gastrica, y la estabilidad de almacenaje muestra ser similar
a la de betacaroteno libre. El utilizar Caseina en reemplazo de Quitosano en la fabricacidn de las
microcdpsulas las hace aptas para la liberacién intestinal, logrando el objetivo primordial de esta
investigacion.

Las razones de biopolimero utilizadas impactan de gran manera el rendimiento de
encapsulacién de las microcdpsulas, siendo una mayor fraccién de quitosano importante para lograr
un mayor porcentaje.

La cantidad de aceite con betacaroteno también influye, logrando un rendimiento de
encapsulado mayor al utilizar menos aceite. Esto si repercute en la concentracidn de betacaroteno
final de las microcdpsulas.

La estabilidad en el almacenaje es una caracteristica que no se logra mejorar mediante la
microencapsulacién, pero que puede deberse a la falta de liofilizado o secado en spray.

En cuanto a la digestion, no se logra una liberacidon controlada utilizando Quitosano como
biopolimero principal, pero al usar Caseina como reemplazo si se aprecia liberacion.

Como recomendaciones es necesario realizar mas estudios utilizando Caseina, a distintas
razones y cantidades de aceite, ya que demuestra ser una excelente opcidn para lograr la proteccion
y la liberacion controlada.
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7 Anexos

7.1 Curva de Calibracion
Los graficos que se presentan a continuacion corresponden a las 3 curvas calibracidn
realizadas para determinar la concentracién de betacaroteno en Acetato de Etilo
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Figura 21 Curvas de Calibracion

La férmula para determinar la concentracién corresponde finalmente a

m
%"%/100mL

m —
y(% ™ /100m1) =4+ 107* 1

x(A)+0
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7.2 ANOVA resultados
7.2.1 Humedad

Anilisis de Varianza para Humedad [%] - Suma de Cuadrados Tipo IIT

= ¢10A

Fuente Suma de Cuadrados |1 |Cuadrado Medio  |Razén-F  |Valor-P
EFECTQS PRINCIPALES

APolimero. 511,122 2 255,561 7429 0.0000
BRazon [-] 958,934 1 958,934 27877 0.0000
C:Aceite [mL] 49 4678 1 49 4678 14 38 0.0008
INTERACCIONES

AB 265734 2 132,867 3862 0.0000
AC 25,7039 2 12,8519 3.74 0.0375
BC 16.0 1 16.0 4.65 0.0405
RESIDUOS 89 4383 26 (3.43994

TOTAL (CORREGIDO) 19164 35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Miiltiple Rangos para Humedad [%)] por Polimero.

Método: 95,0 porcentaje Duncan
Polimero. Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
GA 12 60,8583 0,535408 |X
Gel 12 62,875 0,535408 X
GT 12 69,6667 0,535408 X
Contraste |Sig. |Diferencia
GA - GT * -8,80833
GA - Gel * -2,01667
GT - Gel * 6,79167
* indica una diferencia significativa.
Meétodo: 95,0 porcentaje Duncan
Razén [-] | Casos |MediaLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
p 18 59,3056 0,437158 |X
0,5 18 69,6278 0,437158 X
Contraste |Sig. |Diferencia
0,5-2 * 10,3222
Meétodo: 95.0 porcentaje Duncan
Aceite [nL] Casos |MediaLS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
10 18 63,2944 0,437158 X
5 18 65,6389 0,437158 X
Contraste |Sig. |Diferencia
5-10 * 2,34444
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7.2.2 ANOVA Rendimiento

Analisis de Varianza para Rendimiento [%] - Suma de Cuadrados Tipo III

= ¢10A

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A-Polimero. 214051 2 107026 178294 0,0000
BRazon [-] 222656 1 22265, 3709218 |0,0000
C:Aceite [mL] 204,014 1 204014 33987 0,0000
INTERACCIONES

AB 953,941 2 476,97 794 58 0,0000
AC 5.06722 2 2.53361 422 0,0259
BC 55,0069 1 55,0069 91.64 0,0000
RESIDUOS 15,6072 26 |0.600278

TOTAL (CORREGIDO) 25639 8 35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
Polimero. Casos |Media LS |SigmalS |Grupos Homogéneos
Gel 12 27,0333 0,223659 |X
GA 12 43,2 0,223659 X
GT 12 43,575 0,223659 X
Contraste |Sig. |Diferencia |-/~ Limites
GA - GT -0,375 0,650167
GA - Gel 16,1667 0,650167
GT - Gel 16,5417 0,650167
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
Razén [-] |Cases |MedialS |Sigma LS |Grupos Honmogéneos
0.5 18 13,0667 0,182616 |X
2 18 62,8056 0,182616 X
Contraste |Sig. |Diferencia |+/- Limites
05-2 * -49,7389 0,530859
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
Aceite fmL] Casos |Media LS |Sigma LS |Grupos Homogéneos
10 18 35,5556 0,182616 X
5 18 40,3167 0,182616 X
Contraste |Sig. |Diferencia |-+/- Limites
5-10 * 476111 0,530859

* indica una diferencia significativa.
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7.2.3 ANOVA Concentracion

= ¢10A

Analisis de Varianza para Concentracion [mg BC g MC seca] - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadradoes |Gl |Cuadrado Medie  |\Razeén-F  |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A-Polimero. 7.93707 2 3.96854 3.25 0.0000
BRazdn [-] 4.9284 1 49284 581 0.0000
C:Aceite [mL] 12,5788 1 12,5788 29558 0.0000
INTERACCIONES

AB 0.835317 2 0417658 981 0.0007
AC 0.569306 2 0284653 6.69 0.0045
BC 23716 1 23716 5573 0.0000
RESIDUOS 1.10648 26 |0.0425571

TOTAL (CORREGIDO) 30,327 35

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Meétodo: 95,0

porcentaje LSD

Polimero. Casos |MedialS |SigmmalLS Grupos Homogéneos
Gel 12 2,49417 0.0595518 X
GT 12 3,34083 0.0595518 X
GA 12 3,59167 0,0595518 X
Contraste |Sig. |Diferencia +/~ Limites
GA -GT * 0.250833 0.173115
GA - Gel 1.0975 0,173115
GT - Gel 0.846667 0,173115
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
Razon [-] | Casos |MediaLS |SigmaLS Grupos Homogéneos
0.5 18 2,77222 0,0486239 (X
2 18 3.51222 0,0486239 X
Contraste | Sig. |Diferencia |-+/~ Limites
0.5-2 * -0,74 0.141348
Meétodo: 95,0 porcentaje LSD
Aceite fmlL] Casos | Media LS |Sigma LS Grupos Homogéneos
5 18 2,55111 0,0486239 |X
10 18 3,73333 0,0486239 X
Contraste |Sig. |Diferencia +/- Limites
5-10 * -1,18222 0,141348

* indica una diferencia significativa.
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