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Resumen

En la presente investigacidn se estudio la microencapsulacion de un extracto de antocianinas obtenido
a partir de una extraccion sélido-liquido de restos sélidos de piel de arandanos los cuales son un subpro-
ducto de la elaboracién de jugo de arandanos. La encapsulacién se realizé mediante liofilizacion utili-
zando como material de pared maltodextrina, almidén modificado y proteina de suero lacteo. Mediante
un ensayo de mezcla se realizé una optimizacion de la eficiencia de encapsulacién, la productividad de
microcapsulasy la higroscopicidad del producto de manera tal de maximizar los dos primeros factores y
minimizar el ultimo en funcién del material encapsulante utilizado. Las propiedades de las microcapsu-
las se evaluaron tanto desde el punto de vista fisico y quimico como funcional. Los resultados indicaron
que la mejor formulacién para proteger las antocianinas es utilizar una mezcla 70:30 de proteina de
suero lacteo y maltodextrina. Desde el punto de vista de la funcionalidad, el ensayo de digestion in vitro
permitié determinar que segun el tipo de material elegido para recubrir las microcapsulas, se puede
dirigir la liberacion de las antocianinas, ya sea hacia la fase de digestién estomacal o hacia la intestinal.
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Objetivos propuestos y cumplidos

Objetivo general

Estabilizar compuestos bioactivos por medio de la tecnologia de microencapsulacién para su poste-
rior utilizaciéon como ingrediente funcional en el desarrollo de alimentos con propiedades beneficiosas
para la salud del consumidor.

Objetivos especificos

« Extraer compuestos bioactivos presentes en el arandano.

* Preservar los compuestos de interés por medio de la tecnologia de microencapsulacion.

« Evaluar el contenido de compuestos bioactivos del producto final.

* Incorporar las microcapsulas a una matriz alimentaria.

« Evaluar la biodisponibilidad in vitro y liberacién de los compuestos incluidos en las capsulas.

Todos los objetivos planteados en el presente proyecto de investigacion se cumplieron segun lo es-
tipulado.

Marco teérico y metodolégico (sintesis)

Las antocianinas son pigmentos naturales, que se pueden encontrar en raices, hojas, frutas y flores de
diversas plantas (Mahdavee Khazaei, Jafari, Ghorbani, & Hemmati Kakhki, 2014). Su color atractivo y
propiedades funcionales como, por ejemplo, prevencion de enfermedades neuronales, cardiovasculares
cancer y diabetes, hacen que las antocianinas sean un excelente sustituto a los colorantes sintéticos en
la industria de alimentos (Castafieda-Ovando et al., 2009). Estos colorantes naturales son solubles en
agua, inestables y resultan influenciados por factores como la temperatura de proceso, la temperatura
de almacenamiento, el pH, la estructura quimica y la concentracién de antocianina, la luz, oxigeno, en-
zimas, proteinas e iones metalicos (Patras, Brunton, O’'Donnell, & Tiwari, 2010). La microencapsulacion
es una técnica que permite empaquetar y estabilizar materiales en la forma de micro y nano particulas
de manera tal de protegerlos de factores como la humedad, calor, luz y oxidacion (Jafari, Assadpoor, He,
& Bhandari, 2008). Por otro lado, esta técnica puede incrementar la disponibilidad de las antocianinas
en el intestino (G. Flores et al. 2015). Distintos procedimientos han sido utilizados en la encapsulacién
de productos alimenticios como por ejemplo, la liofilizacién (Saponjac et al. 2017; Kuck & Norefia 2016;
Wilkowska et al. 2016; Rocha-Parra et al. 2016; Tatar Turan et al. 2015), el secado spray (Kuck & Norefia
2016; Akhavan Mahdavi et al. 2016; Paim et al. 2016; Santana et al. 2016; F. P. Flores et al. 2015) y la coa-
cervacién compleja (Yuan et al. 2017; Wang et al. 2015).

La hipotesis de trabajo del presente proyecto de investigacidon planted que es posible extraer anto-
cianinas de arandanos, protegerlas mediante la tecnologia de microencapsulacion y obtener, de esta
manera, un ingrediente en polvo, rico en compuestos antioxidantes que pueda ser utilizado en la formu-
lacion de alimentos funcionales. Los ardndanos necesarios para realizar la extraccion fueron donados
por productores de la zona de Concordia. La fruta se procesé mediante un esquema de elaboracién
de jugo de arandanos publicado por Castagnini, Zapata, Quinteros, & Noceti, 2017. Los restos solidos
provenientes de la filtracion de este proceso de elaboracion de jugo representan la materia prima para
el desarrollo de la presente investigacién. Los materiales de pared se adquirieron en empresas de la
region, se utilizé almidéon modificado (Capsul ED 7462), maltodextrina (15DE) y concentrado de proteina
de suero lacteo (WPC 35). Para realizar la encapsulacion se mezclaron y homogeneizaron los materiales
de pared y de nucleo y se co-liofilizaron para obtener las microcapsulas secas.
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Sintesis de resultados y conclusiones

Extraccion y caracterizacion de los compuestos bioactivos de los arandanos
El diagrama de flujo del proceso de extraccion se presenta en la Figura 1.

Ficura 1. Diagrama de flujo del proceso de obtencién de jugo de arandanos y extracto de antocianinas.

Como se puede observar en la tabla 1, la concentracién de antocianinas en el extracto sin concentrar
es un 80% mayor que en el jugo de arandanos obtenido. Esto pone en evidencia la importancia de la
recuperacion de esta cantidad de compuestos antioxidantes presentes principalmente en la piel de la
fruta. El contenido de antocianinas del extracto sin concentrar es del mismo orden que el obtenido por
otros autores como Flores et al. 2013 y Pertuzatti et al. 2014.
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Taswa 1. Caracterizacion de la materia prima, jugo y extracto de antocianinas.

Arandano Jugo Extracto Extracto concentrado

(mg/Kg de fruta) (mg/Ldejugo) (mg/L de extracto) (mg/Ldejugo)
Antocianinas monoméricas 560.94+£42.03 369.89+£8.37 675.97 £22.25 2524.87 £135.07
Fenoles totales 1795.74+272.83 1956.27 +25.98 4086.16+72.32 11240.53+907.83
ABTS 161256 +168.16 7660.51£324.68 12259.02+£201.35 27161.13+5712.86
DPPH 2372.97 +314.43 2973.56£277.21 2744.33+203.75 8888.71+755.67
Color polimérico 28.85+1.36 43.3310.84 20.66 £8.48

Microencapsulacion del extracto concentrado de ardndanos

Para evaluar y optimizar el proceso de microencapsulacién por liofilizacion del extracto concentra-
do de antocianinas, se realiz6 un disefio experimental de mezcla, con un grado 4 de reticulado, con 3
repeticiones en el punto central y 3 repeticiones en los extremos, como se presenta en la figura 2. Se
seleccionaron tres matrices encapsulantes: maltodextrina (15 DE), Concentrado de proteina de suero
lacteo (WPC 35%) y almidén modificado (Capsul ED 7462). Las variables respuestas seleccionadas fue-
ron: la eficiencia de encapsulacidn, la productividad de microcapsulas y la higroscopicidad de las mi-
crocapsulas obtenidas. Se optimizé el disefio haciendo uso de las superficies de respuesta y la funcion
deseabilidad con el objetivo de obtener la mayor eficiencia de encapsulacion, la mayor productividad
de microcapsulas y la menor higroscopicidad.

Simplex Design Plot in Amounts

Maltodextrina
1

1 0 1
WPC Almidon

Ficura 2. Disefio experimental de mezcla

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de eficiencia de encapsulacion (EE), se puede inferir
que ésta estd influenciada por la composicion de los materiales de pared utilizados tanto en las mez-
clas binarias como las ternarias. Los valores de EE variaron entre 87-99%, resultados similares han sido
publicados para la encapsulacion de pulpa de jussara con mezclas de goma arabiga:almidén:WPC (San-
tana et al. 2016). El coeficiente de determinacion (R?) para el modelo ajustado fue de 75,25%. La Figura
3a presenta la superficie de respuesta obtenida. Se puede observar una tendencia de mayor EE para
las formulaciones binarias de WPC:almidén y WPC:maltodextrina con una proporciéon de WPC de 50%
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0 mas. Las mezclas ternarias WPC:almidén:maltodextrina y WPC:maltodextrina:almidén resultaron en
altos valores de EE cuando el tercer componente, maltodextrina y almidon, respectivamente, no supero
el 10%. La zona de menor eficiencia de encapsulacién es la que esta entorno al 100% de almidén.

En cuanto a la productividad de encapsulacion (PE), ésta se ve claramente afectada por la composi-
cion de la matriz encapsulante encontrandose valores por debajo del 50% cuando se utilizé sélo WPC.
El coeficiente de determinacidn (R?) para el modelo ajustado fue de 90,28%. La Figura 3b presenta la
superficie de respuesta obtenida. Se puede observar una tendencia de mayor PE para las capsulas ob-
tenidas sélo con almidén o maltodextrina y todas las mezclas binarias almidon:maltodextrina que se
pueden obtener. En el caso de las muestras ternarias, la PE fue alta para los casos en que la proporcién
de maltodextrina estuvo entre 0,15-0,55, WPC 0,3-0,7 y almidén 0,12-0,35.

Por ultimo, en cuanto a la higroscopicidad, se puede decir que, en general, los jugos de frutas en
polvo son altamente higroscopicos y pueden absorber humedad facilmente, lo que provoca problemas
de flujo y pegajosidad (Ferrari et al. 2012). La pegajosidad en este tipo de productos se relaciona con
la alta concentracion de azucares de bajo peso molecular y acidos organicos. Algunos de los agentes
encapsulantes utilizados, como las maltodextrinas, tienen la propiedad de aumentar la temperatura de
transicion vitrea del producto, evitando los problemas de pegajosidad y disminuyendo la higroscopici-
dad del polvo (Ferrari et al. 2012). La higroscopicidad de las microcapsulas obtenidas varié entre el 22 y
el 34%. El coeficiente de determinacion (R?) para el modelo ajustado fue el menor de todas las variables
respuesta, 61,01%. En la figura 3c se puede observar que la zona de menor higroscopicidad esta deli-
mitada por una proporcion de WPC entre 0,6-0,9, maltodextrina entre 0,4-0,06 y almidon ente 0,46-0,07.

Grafico de contorno para EE Grafico de contorno para PE
Maltodextrina Maltodextrina
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Ficura 3. Graficos de contorno para las superficies de respuesta obtenidas mediante el modelo de regresién cubico
completo. 3a: Variable respuesta EE. 3b: Variable respuesta PE. 3c: Variable respuesta higroscopicidad.
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Mediante la funcién deseabilidad, que es una técnica estadistica utilizada para determinar los nive-
les de variables independientes que permiten la optimizacién simultdnea de las variables respuesta
estudiadas, transformando asi, las variables respuesta en una sola medicién (Derringer and Suich, 1980;
Islam et al,, 2009), se seleccion6 la mejor formulacién para la microencapsulacion de antocianinas por
liofilizacion con el criterio de maximizar las respuestas de EE y EP y minimizar la respuesta de higros-
copicidad. Para ajustar los valores de la funcién deseabilidad, los valores de las variables respuesta
se privilegiaron en el siguiente orden: eficiencia de encapsulacién, higroscopicidad y productividad de
encapsulacion. Ademas, en términos generales, a partir de mezclas binarias de los materiales de pared
se obtuvieron resultados mejores o similares a los obtenidos por mezclas ternarias con una proporcion
muy baja del tercer componente, por esto, se privilegiaron las mezclas binarias por sobre las ternarias.
Finalmente, teniendo en cuenta las consideraciones antes expuestas, la combinacion 6ptima de las ma-
trices encapsulantes seleccionadas fue: 0.3 maltodextrina, 0.7 de WPC y 0 de almidén modificado.

Teniendo en cuenta que una parte muy importante del analisis de las microcapsulas obtenidas es
la observacidn al microscopio, se solicité el servicio de microscopia de fluorescencia al Laboratorio de
Microscopia Aplicada a Estudios Moleculares y Celulares (LAMAE) de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Nacional de Entre Rios. Observando la morfologia externa de las microcapsulas se puede
ver que presentan una forma irregular, esto se debe a que, en todos los casos, el producto liofilizado es
triturado mediante un mortero, por lo cual, la forma de las particulas no depende ni de las caracteristi-
cas del proceso, ni de las caracteristicas de la matriz encapsulante. En la figura 4, en blanco y negro se
puede observar que las caracteristicas de las particulas obtenidas con maltodextrina. En la figura 4a,
se observa una estructura tridimensional e irregular. En la figura 4b, donde el campo de observacién
es mas amplio se puede observar la variedad de formas y tamafios que toman las particulas, asi como
también que estas presentan cierta transparencia.

En la figura 5 se observa la muestra obtenida con WPC 35. La microscopia en este caso corresponde
a un tratamiento de la imagen que da como resultado distintas coloraciones de la muestra. En la figura
5a, se observa la capsula de color rosado y pequefios puntos de coloracion mas rojiza. En la figura 5b, se
observa la capsula sin ningun tipo de filtro lo que deja en evidencia la textura de la capsula. Por ultimo,
la figura 6 presenta las capsulas obtenidas con una mezcla 1:1 de maltodextrina y WPC. La figura 6a ha
sufrido un tratamiento de imagen que permite observar la capsula de una coloracién celeste y sobre la
superficie de algunas unos puntos rojos. En la figura 6b, nuevamente en blanco y negro se puede apre-
ciar la morfologia superficial de la capsula.

Ficura 4. Composicidn de la microcapsula: Maltodextrina (15DE) + Extracto de antocianinas
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Ficura 5. Composicion de la microcdpsula: WPC 35 + Extracto de antocianinas

Ficura 6. Composicidn de la microcapsula: Maltodextrina:WPC (mezcla 1:1) + Extracto de antocianinas

Los resultados microscépicos obtenidos, requieren de un proceso de estandarizacién por parte tanto
de los investigadores que solicitaron el servicio como de los técnicos que intervinieron. Hasta el mo-
mento no se han publicado este tipo de fotografias de microscopia de fluorescencia en tematicas de mi-
croencapsulacion, pero debido a toda la potencialidad explorada se cree que resultan en una novedad
e innovacién desde el punto del conocimiento de la morfologia y ubicacién de las antocianinas en la
microcapsulas. Las imagenes obtenidas hasta el momento nos permiten hipotetizar que las antociani-
nas estan distribuidas en toda la capsula, tanto en la superficie como en el interior. Esto es logico puesto
que el procedimiento de encapsulacidn que se esta utilizando consiste en que todos los componentes se
encuentran disueltos o suspendidos en una Unica fase acuosa que después se congela y liofiliza.

Determinacion de la vida util del producto obtenido

Para determinar la vida atil del extracto concentrado de antocianinas y de las microcapsulas se rea-
lizé un ensayo acelerado colocando las muestras a 25, 50 y 60°C y determinando la concentracion de
antocianinas monomeéricas totales cada 15 dias. Los resultados se modelaron mediante una cinética
de orden uno. En términos de tiempo de vida media, es decir, el tiempo que debe transcurrir para que
la concentracion de antocianinas monoméricas caiga por debajo del 50% de la concentracidn inicial,
la temperatura provoca una degradacién muy importante, siendo el tiempo de vida medio de 19 dias a
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25°Cyde4y2diasa 50y 60°C respectivamente. En el caso de las microcépsulas el tiempo de vida medio
mas largo se verifico para la formulacion WPC+Malt (0.7+0.3) fue de 488 dias a 25°C, 222 dias a 50°C y
167 dias a 60°C. Comparando estos tiempos de vida medio queda demostrado el efecto protector de los
materiales de pared contra la accién de la temperatura.

Adicionalmente, se calculé mediante la ecuacién de Arrhenius y de Eyring distintos parametros ter-
modinamicos relacionados con la reaccidn de degradacidn de antocianinas. La mayor energia de acti-
vacion calculada, 50.91kJ/mol, correspondié al extracto de antocianinas. Por otro lado, la energia de
activacion para las microcapsulas estuvo en el orden de los 18-25 kJ/mol. La entalpia de reaccion (AH)
es una medida de la barrera energética que las moléculas reactivas deben superar (Scheckel & Sparks
2001). Los valores de AH entre 10 y 48 kJ/mol indican que la reaccién de degradacion es endotérmica.
La entropia de activacién (AS) es un parametro relacionado con el ancho del punto de silla de la su-
perficie de energia de reaccién sobre la que las moléculas reaccionantes deben pasar como complejos
activados (Scheckel & Sparks 2001). Los valores de AS entre -0.11 y -0.24 kJ/mol.K indican que la reaccién
es del tipo disociativo. La energia libre de activacion de Gibbs (AG) se considera como la diferencia en
energia libre entre el complejo activado y los reactivos a partir de los cuales este se formé (Scheckel &
Sparks 2001). Los valores de AG alrededor de 80 kJ/mol indican que estas reacciones requieren energia
para convertir los reactivos en productos.

Incorporacion de las microcapsulas en la formulacién de un alimento funcional

Se elaboré yogur a escala de laboratorio. Se adicionaron 5g de capsulas cada 200g de mezcla inicial, se
incubo a 37°C durante 5h y se realizaron ensayos reolégicos en los yogures obtenidos con cada una de
las capsulas.

Las propiedades viscoelasticas de los yogures elaborados con distintas microcapsulas se presentan
en la figura 7. El médulo de almacenamiento (G’), que representa el comportamiento como un sélido
elastico se graficé con lineas rojas y con lineas azules se graficé el médulo de pérdida (G”) que repre-
senta la respuesta viscosa. El barrido de frecuencia permite inferir cdmo es la microestructura del ma-
terial bajo andlisis. Cuando la fuerza aplicada es menor que la fuerza molecular o interna del material,
entonces G’ es mayor que G” y el material tiene cierta capacidad para almacenar energia y deberia ser
capaz de regresar a su configuracién inicial después de que la fuerza mecanica cese. En todas las for-
mulaciones de yogur se observé que la grafica de G’ se encuentra por encima de G” por lo cual se puede
inferir que el yogur tiene una estructura interna con alta cohesividad. Ademas, el médulo de almacena-
miento mas elevado es el correspondiente a la formulacién de yogur adicionada con WPC+Malt, esto
significa que la estructura de este yogur es mas consistente que la de las otras formulaciones. Por otro
lado, la formulacién con menor consistencia o estructura interna resulté ser la adicionada con capsulas
recubiertas con almidén, observando que tanto la G’ como la G” se encuentra inclusive por debajo de la
formulacién control a la cual no se le adicionaron microcapsulas.
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Ficura 7. Ensayo oscilatorio. Barrido de Frecuencia

En segundo lugar, se realizé una caracterizacion reolégica mediante un ensayo rotacional. En la fi-
gura 8 se pueden observar las curvas de flujo para cada formulacién modeladas mediante la ley de
potencia. Analizando las curvas se puede apreciar que todos los yogures presentan un comportamiento
pseudoplastico.

Ficura 8. Curva de flujo para las distintas formulaciones de yogures
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Los parametros correspondientes al indice de consistencia (k) e indice de comportamiento al flujo (n)
se presentan en la tabla 2. En todos los casos, por el valor de n menor a 1 se verifica un comportamiento
pseudoplastico. Comparando los indices de consistencia se puede apreciar lo mismo que en el caso de
lo observado en la figura 7, la formulacién de yogur adicionada con capsulas de WPC+Malt es la que ma-
yor indice de consistencia tuvo, y la formulacién con almidén presentd el menor indice de consistencia.

TasLa 2. Parametros de la ley de potencia

n k R?
Control 0.22+0.01 13.59+1.24 0.94
Almidén 0.23+0.01 12.71+£1.15 0.79
Maltodextrina 0.25+0.02 11.78£1.20 0.97
WPC 0.17 £0.05 17.69 £519 0.82
WPC+Malt 0.13+0.01 22.06 £ 0.25 0.89

Evaluacion de la biodisponibilidad in vitro de los compuestos bioactivos

Se realiz6 un ensayo de digestién in vitro, utilizando soluciones modelo para cada una de las fases di-
gestivas. El contenido de antocianinas monomeéricas totales durante el proceso de digestién in vitro se
presenta en la tabla 3. En todos los casos se pudo observar una reduccion del contenido de antocianinas
al final de la digestidn, esto puede deberse a la accién del pH y de las enzimas digestivas. Comparando
la concentracion de antocianinas en cada etapa y para cada matriz, se pudo observar que en el caso
de las capsulas de Maltodextrina y Almiddn, hay un elevado contenido de antocianinas en la fase es-
tomacal, que después decrece en la fase del intestino 1 y 2. Esto se debe a que estos dos materiales se
disuelven en las soluciones modelos del estémago, liberando el contenido de antocianinas. En el caso
del WPC y WPC+Malt se observé un comportamiento distinto, ya que hay una baja concentracién de
antocianinas en el estémago y una alta concentracion en el intestino 1y 2. Este resultado hace evidente
que estas dos matrices encapsulantes permiten que las antocianinas resistan la fase estomacal y se
liberen en el intestino. Resultados similares fueron informados para la digestidn in vitro de capsulas de
antocianinas formadas con goma arabiga (Flores et al. 2014).

La importancia de los resultados obtenidos tanto en el caso de la maltodextrinay almidén como en el
caso del WPC y WPC+Malt radica en que al primer grupo se lo puede clasificar como matrices de rapida
liberacion y pueden impartir citoproteccion contra el estrés oxidativo en el estomago (Alvarez-Suarez
etal. 2011; Ogawa et al. 2011). Por otro lado, el segundo grupo de capsulas se pueden clasificar como de
liberacién controlada debido a la liberacién sostenida de antocianinas durante todo el proceso digesti-
vo. Por esta razon, este ultimo grupo de capsulas puede atenuar el estrés oxidativo pospandrial de todo
el tracto gastrointestinal (Flores et al. 2014).

Taera 3. Concentracién de antocianinas durante la digestién in vitro

Inicial Estomago Intestino 1 Intestino 2
Maltodextrina 1206.4 + 71.08 1214.04 +18.33 889.21 + 56.79 579.99 + 53.04
Almidén 1108.37 £ 60.25 1080.45 +11.39 937.85+11.39 814.22 + 28.05
WPC 101314 +71.50 282.6 +40.84 922.51 + 48.47 869.66 + 51.32
WPC+Malt 1015.49 + 56.69 458.22 +20.33 766.63 + 33.21 826.36 + 26.88
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Como conclusiones del presente proyecto de investigacion se puede decir que fue posible obtener un
extracto rico en antocianinas a partir de restos sélidos del proceso de elaboracion de jugo de ardandanos,
recuperando de esta manera una importante cantidad de compuestos antioxidantes y agregando valor
a un subproducto del citado proceso. Este extracto se concentré a vacio y mediante la tecnologia de
microencapsulacién se obtuvo un producto con caracteristicas convenientes para uso industrial, tanto
por el elevado nivel de estabilidad obtenido como por la practicidad de su dosificacién por tratarse de
un polvo. La matriz encapsulante WPC+Malt resultoé ser la mejor para todos los ensayos realizados. Des-
de el punto de vista funcional, el ensayo de digestion in vitro permitié determinar que la eleccién de la
matriz encapsulante es determinantes para direccionar la liberacidn de las antocianinas en la zona de
interés segun el tipo de funcionalidad deseada.
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