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RESUMEN

En la actualidad, se estima que alrededor del 40 % de la poblacién adulta
mundial presenta elevados niveles de colesterol en sangre, lo que constituye un total
de 4.4 millones de muertes anuales a nivel mundial. En nuestro pais, si bien la
prevalencia es algo menor, entre los afios 2005 y 2009 alrededor de 455000 personas
murieron por enfermedades cardiovasculares. A pesar de estas cifras alarmantes, las
estrategias implementadas, tanto a nivel mundial como nacional, atin no han logrado

controlar, ni mucho menos revertir, esta problematica.

Por otra parte, existe desde hace algunos afios una tendencia hacia el consumo
de alimentos saludables o funcionalizados con ingredientes que promueven la salud.
En este sentido, los fitoesteroles son subproductos del procesamiento de aceites, que
inhiben la absorcion del colesterol y que han sido ampliamente utilizados en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares y otras afecciones. Dada la naturaleza
sumamente hidrobéfica que presentan, su aplicacion ha sido orientada
tradicionalmente hacia matrices sélidas o semisélidas, por lo que la incorporacién en
alimentos acuosos resulta un campo atractivo que requiere de ciertos tratamientos.
Aprovechando este impulso hacia el consumo de alimentos saludables, la presente
Tesis se centra en la microencapsulaciéon de fitoesteroles mediante secado por

atomizacion para su posterior incorporaciéon en alimentos de base acuosa.

En el Capitulo I se describe la relevancia del consumo de fitoesteroles en el
tratamiento y la prevencion de las enfermedades cardiovasculares provocadas por
elevados niveles de colesterol en sangre. Ademas, se incluye una extensa revisién
bibliografica sobre la presencia de fitoesteroles en las fuentes vegetales y su
incorporacién en alimentos, como asi también sobre el estado del arte en la
microencapsulacion de diversos ingredientes alimenticios y las principales

caracteristicas del proceso seleccionado.

En el Capitulo II se presentan todos los materiales utilizados en las distintas
etapas de desarrollo. Asimismo, se exponen las técnicas empleadas e implementadas
para caracterizar las materias primas y productos, y las herramientas estadisticas

utilizadas para analizar los resultados obtenidos.



En el Capitulo III se incluyen ensayos exploratorios tendientes a seleccionar
agentes encapsulantes aptos para la encapsulaciéon de los fitoesteroles mediante el
proceso de secado por atomizacién. Ademas, se presentan y discuten los resultados de
las diversas técnicas empleadas para facilitar la selecciéon de agentes encapsulantes.
Asimismo, se aborda la caracterizacién y acondicionamiento del polvo de fitoesteroles

a usar como ingrediente activo.

En el Capitulo IV se presentan las experiencias llevadas a cabo para seleccionar
el tensoactivo y su concentracion en la formulacion a atomizar. En particular, se
estudia como afectan al rendimiento de secado, la eficiencia de encapsulacién, la
retencion de fitoesteroles y el tamafio de las microparticulas obtenidas. De esta manera,

se determina una concentracion 6ptima de tensoactivo.

Esta composicion en tensoactivo se utiliza en un disefio de experimentos, tipo
Box - Behnken, desarrollado en el Capitulo V para identificar condiciones de proceso y
de formulacién que optimicen la microencapsulaciéon de los fitoesteroles mediante
secado por atomizacién. En particular, se analizan los efectos de las variables de
formulacién de la suspensién y de las condiciones operativas del secado sobre el
rendimiento, la eficiencia de encapsulacion, la retencion de fitoesteroles y el tamafio de
particulas obtenidas. Los modelos de ajuste encontrados para cada respuesta se
utilizan para determinar las condiciones que conducen a sus valores 6ptimos. Ademas,
se establecen valores 6ptimos para la deseabilidad global, los cuales se corroboran

experimentalmente.

En el Capitulo VI se describe la aplicaciéon de los productos correspondientes a
los 6ptimos del diseno de experimentos desarrollado, en dos sistemas de base acuosa,
agua destilada y una bebida de preparacion y consumo instantdneo. La calidad de los
mismos se evalia en términos del tiempo de redispersion y estabilidad de las

microcapsulas en el producto final.

Por dltimo, en el Capitulo VII se presentan las conclusiones generales de esta

tesis, junto a los principales aspectos a considerar en trabajos futuros.
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ABSTRACT

Nowadays, about 40 % of world adult population presents high cholesterol
levels in blood, which constitutes a total of 4.4 million worldwide deaths per year. In
Argentina, although the cholesterol prevalence is slightly lower, between 2005 and
2009, around 450000 people died due to cardiovascular diseases. Despite these
alarming numbers, the implemented strategies, both globally and nationally, have not

yet managed to control neither to reverse this issue.

On the other hand, in recent years there is a trend towards consuming healthy
foods or foods functionalized with health-promoter food ingredients. In this sense,
phytosterols are by-products of oil processing, which inhibit the cholesterol absorption
and have been broadly used in treatments of cardiovascular diseases and other
affections. Due to their highly hydrophobic nature, phytosterols have been
traditionally applied to solids and semisolids matrices; thus, their incorporation in
aqueous foods is an attractive field that requires some treatments. Considering the
increasing demand of healthy foods, this Thesis focuses on the phytosterols
microencapsulation by means of spray drying for their subsequent incorporation into

aqueous based foods.

In Chapter I, it is described the importance of the phytosterols consumption on
the treatment and prevention of cardiovascular diseases caused by high levels of
cholesterol in blood. In addition, it is included an extensive bibliographic review about
the phytosterols” presence in vegetables sources and their application in foods, as well
as about the state of the art in the microencapsulation of different food ingredients and

the main features of the selected process.

In Chapter 1II, all the materials that have been used at the different development
stages are presented. Furthermore, the employed and implemented techniques to
characterize the raw materials and products are discussed. Moreover, the statistics

tools used for the results analysis are exposed.

In Chapter III, exploratory trials aiming to select suitable encapsulating agents
(for the phytosterols encapsulation by means of spray drying process) are included.

Also, the results of the techniques employed to facilitate the encapsulation agents’

iii



selection are presented and discussed. Moreover, the characterization and conditioning

of phytosterols powder used as active ingredient is addressed.

In Chapter IV, the experiences aiming to select the tensoactive and their
concentration in the formulation to be spray dried are presented. Particularly, it is
studied how they affect the process yield, encapsulation efficiency, phytosterols
retention and mean size of the obtained microparticles. Thus, the optimal surfactant

concentration is determined.

This tensoactive composition is used in a design of experiments, Box - Behnken
type, developed in Chapter V in order to identify the formulation and process
conditions that optimize the phytosterols microencapsulation by spray drying.
Particularly, it is analyzed the effect of the formulation variables and operating
conditions on the process yield, encapsulation efficiency, phytosterols retention and
mean size of the obtained microparticles. The fitting models found for each response
are used to determine the conditions that lead to optimal values. Also, the optimal

values of the global desirability are established and experimentally verified.

In Chapter VI, it is described the application of the products corresponding to
the optimal points of the developed design of experiments, in two aqueous-based
systems, distilled water and a beverage of instantaneous preparation and consumption.
Their quality is judged in terms of the redispersion time and stability of microcapsules

in the final product.

Finally, in Chapter VII, it is presented the general conclusions of this thesis

work, along with the main aspects to be considered in future works.
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CAPITULO1. INTRODUCCION

1.1. Colesterol: Un esterol esencial

El colesterol es una molécula multifuncional que consiste en un esqueleto
planar tetraciclico (nicleo esteroide), unido a un tallo hidrofébico y un grupo polar

hidroxilo (Figura 1.1a) (Hovenkamp et al., 2008; Kamal-Eldin & Moazzami, 2009).

Colesterol

> Bicapa lipidica

Fosfolipido

Figura 1.1. a) Estructura quimica del colesterol; b) Estereoquimica del colesterol; c)

Esquema de interaccion entre el colesterol y los fosfolipidos en la bicapa lipidica.

Junto a los fosfolipidos, son los lipidos mas abundantes que conforman las
membranas celulares de los mamiferos (Rozner & Garti, 2006). En ellas, los fosfolipidos
se ubican de manera de formar una bicapa (orientando su grupo polar hacia el exterior
de la membrana y su cola hacia el centro). Por su parte, el colesterol orienta su ntcleo
esteroide cerca de las cadenas de los fosfolipidos (interactuando con ellos mediante

fuerzas de Van der Waals) y su grupo hidroxilo hacia la fase acuosa (interactuando con
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los fosfolipidos mediante puentes Hidrégeno) (Figura 1.1b) (Chan, Chen, Chiu & Lu,
2004; Rozner & Garti, 2006).

La presencia del colesterol en los organismos es de vital importancia para
mantener la estabilidad y proveer funcionalidad a sus membranas (Mel'nikov, Seijen
ten Hoorn & Bertrand, 2004; Moreau, Whitaker & Hicks, 2002; Rozner, Popov, Uvarov,
Aserin & Garti, 2009). En este sentido, al ubicarse entre los fosfolipidos, la presencia del
colesterol permite modular la fluidez de la membrana y restringir su movimiento,
modificando asi la permeabilidad, la actividad enzimatica, el gradiente electroquimico,
etc. (Rozner & Garti, 2006). Ademas de la importancia estructural, el colesterol
participa activamente en diversas funciones biolégicas, tales como la regulacion de la
actividad de diferentes proteinas (de sefializacion cerebral, oncogénica, de membranas,
enzimatica, etc.), ademads de intervenir en numerosas vias metabdlicas como precursor
del &cido biliar, de la vitamina D3 y de hormonas esteroideas (Chan et al., 2004;
Clement, Heuer, Thomas & Mason, 2008; Kamal-Eldin & Moazzami, 2009; Mel nikov et
al., 2004; Pfrieger, 2003; Rozner & Garti, 2006; Rozner et al., 2009).

Su presencia en los organismos puede ser originada por la propia sintesis en el
higado (colesterol endégeno); o bien por ingesta en la dieta diaria (colesterol exdgeno)
(Franke, 2006; Rozner & Garti, 2006). Ademads, los niveles de colesterol en sangre
dependen no sélo de la cantidad ingerida y sintetizada, sino también de la remocién
(absorcion celular) y la conversién del colesterol en otras moléculas (acidos biliares y

hormonas esteroideas) (Vuci¢ & Cvetkovi¢, 2016).

No obstante su esencialidad en las funciones mencionadas anteriormente,
contenidos elevados de colesterol en sangre pueden dar lugar a la formacion de placas
aterosclerdticas y conducir a enfermedades cardiovasculares (Mel'nikov et al., 2004),
como asi también favorecer la formacién de depésitos patologicos (calculos biliares) o
la cristalizacién en el lumen intestinal cuando las concentraciones son muy elevadas

(Christiansen, Karjalainen, Seppanen-Laakso, Hiltunen & Yliruusi, 2003).

Mas atin, la insaturacion del carbono 5 en la estructura quimica (anillo B, Figura
1.1a) admite la oxidacién del colesterol por accién del calor, la luz y el aire para dar

productos con consecuencias bioldgicas negativas severas (Apprich & Ulberth, 2004).
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En efecto, la presencia de estos 6xidos en niveles elevados, puede causar efectos
citotéxicos (necrosis e inhibicion del crecimiento celular), aterogénesis (reduccion del
calibre de los vasos sanguineos), enfermedades cardiovasculares, carcinogénesis,
mutagénesis y teratogénesis, entre otras (Apprich & Ulberth, 2004; Dyer, Hetherington,
Alberti & Laker, 1995; Menéndez-Carrefio, Ansorena & Astiasardn, 2008; Rozner &
Garti, 2006; Xu, Guan, Sun & Chen, 2009).

La presencia de estos dos efectos contrapuestos del colesterol en nuestro
organismo sugiere la necesidad de un mecanismo de control que regule sus niveles de
forma tal de satisfacer los requerimientos celulares, sin que esto resulte en niveles

perjudiciales para la salud.

1.1.1. Transporte del colesterol: Lipoproteinas

Debido a que el colesterol es insoluble, circula en el plasma sanguineo gracias a
la asistencia de lipoproteinas que lo transportan hacia su destino (Clement ef al., 2008;
Rosenson, 2015). Las lipoproteinas son sistemas que llevan en su interior ésteres de
colesterol y triglicéridos, y en su superficie colesterol libre, fosfolipidos y una fraccién
proteica (apolipoproteina) que les otorga funcionalidad (Knopp, 1988; Rosenson, 2015).
Existen cinco grandes grupos de lipoproteinas: quilomicrones (son particulas grandes
que contienen lipidos dietarios); VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad que
transportan triglicéridos endégenos y, en menor grado, colesterol); IDL (lipoproteinas
de densidad intermedia que transportan principalmente triglicéridos y ésteres de
colesterol); LDL (lipoproteinas de baja densidad que transportan principalmente
ésteres de colesterol de origen endégeno) y HDL (lipoproteinas de alta densidad que
transportan principalmente ésteres de colesterol de origen ex6geno) (Rosenson, 2015).
Cada una de estas lipoproteinas participa en vias metabolicas particulares, de modo tal
que el colesterol de origen exégeno circula en una ruta diferente a la del colesterol

endogeno.

Las lipoproteinas LDL - C (lipoproteinas LDL unidas al colesterol) estan
involucradas en el transporte del colesterol hacia las células. Son consideradas formas

no saludables del colesterol, conocidas habitualmente como “colesterol malo” debido a
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que estdn fuertemente relacionadas con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (Clement et al., 2008; Dutta, 2004; Frayn, 2005; Ponec et al., 1981; Vuci¢
& Cvetkovi¢, 2016). Por el contrario, las lipoproteinas de alta densidad enlazadas al
colesterol (HDL - C) se consideran formas saludables del colesterol, o “colesterol
bueno” y estdn involucradas en la remocién del colesterol en exceso desde los tejidos
periféricos hacia el higado, el que procesa su eliminacién del cuerpo (Clement et al.,
2008; Frayn, 2005; Ponec et al., 1981; Vuci¢ & Cvetkovi¢, 2016). A estas lipoproteinas
también se les atribuyen otras propiedades ateroprotectoras (antioxidante,
antiinflamatorias, etc.) (Vuci¢ & Cvetkovi¢, 2016). Un gran ntmero de estudios
epidemiolégicos sugieren que bajos niveles de HDL inducen el desarrollo de
enfermedades coronarias; mientras que altos niveles estan asociados a la reduccién de
la incidencia de aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares (Vuci¢ & Cvetkovig,

2016).

En vista de la esencialidad del colesterol en las funciones del organismo, como
asi también de los perjuicios de poseer altos niveles en sangre, su apropiado control
estd sumamente relacionado con el balance de estas lipoproteinas. Se estima que una
concentraciéon en sangre deseada de colesterol total debe ser inferior a 200 mg/dL,
distribuido de tal forma que el nivel de LDL - C permanezca por debajo de 100 mg/dL
y el de las lipoproteinas HDL - C por encima de 40 mg/dL (Centers for Disease

Control and Prevention, 2016).

1.2. Enfermedades Cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un nimero de enfermedades que
afectan al corazon y los vasos sanguineos (arterias y venas) y constituyen una de las
causas mds importantes de discapacidad y muerte prematura en todo el mundo
(Maton et al., 1993). Entre ellas, puede distinguirse la cardiopatia coronaria (que afecta los
vasos sanguineos que irrigan el miocardio); las enfermedades cerebrovasculares (que
afectan los vasos sanguineos que irrigan el cerebro); las arteriopatias periféricas (que
afectan a los vasos sanguineos que irrigan los miembros superiores e inferiores); la

cardiopatia reumdtica (que implica lesiones del miocardio y de las vélvulas cardiacas
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debidas a fiebre reumética); las cardiopatias congénitas (malformaciones del corazén
presentes desde el nacimiento); y las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares
(codgulos de sangre (trombos) en las venas de las piernas, que pueden desprenderse

(émbolos) y alojarse en los vasos del corazén y los pulmones).

El problema subyacente de las enfermedades cardiovasculares es la
aterosclerosis (Dutta, 2004; Salinas Botrdn, Ramos Rincén & de Goérgolas Hernandez-
Mora, 2013; Stewart, 2006), que progresa silenciosamente a lo largo de los afios, de
modo que cuando aparecen los sintomas, la enfermedad suele estar en una fase
avanzada. La aterosclerosis es causada por un inadecuado transporte del colesterol,
que induce la acumulacién de sus ésteres y la consecuente formacion y engrosamiento
de placas en las paredes de los vasos sanguineos (Hoving, 1995; Rozner & Garti, 2006).
La progresion de la aterosclerosis conduce a diversas lesiones en la pared interna de los

vasos sanguineos y finalmente a ataques cardiacos (Wang, Lee & Lee, 2013).

1.2.1. Factores de riesgo

El término factor de riesgo describe aquellos parametros que contribuyen a la
ocurrencia de las enfermedades cardiovasculares, e incluyen estilos de vida
modificables, caracteristicas bioquimicas y fisiolégicas, ademds de caracteristicas no

modificables, tales como la edad, el sexo y la historia familiar (Frayn, 2005).

La Tabla 1.1 describe algunos factores de riesgo y la direccién en que afectan
cada uno de ellos. Salvo el género y la edad, todos constituyen factores modificables
con la dieta o la incorporacién de habitos saludables. Respecto al género, el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares tiende a igualarse durante la menopausia,
probablemente debido a la ausencia de estrogenos y al aumento de peso que sufren las

mujeres (Frayn, 2005).

Entre los factores modificables, pueden destacarse la dislipidemia (altas
concentraciones de proteinas LDL, solas o en combinacién con elevados niveles de

triglicéridos), la adiccion al tabaco y la diabetes Mellitus (Dutta, 2004).
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La hipercolesterolemia se reconoce como un factor de riesgo independiente
para las enfermedades coronarias, la mayor causa de muerte en los paises
desarrollados (Saraiva, Semedo, Castilho, Silva & Ramos, 2011). Entonces, la
disminucién de los niveles de colesterol plasmatico es vital para la prevencién de las
enfermedades cardiovasculares. Ademas, el estilo de alimentacion es un factor esencial

para la regulacion de los niveles de colesterol (Santos et al., 2007).

Tabla 1.1. Factores de riesgo convencionales para las enfermedades cardiovasculares

(Dutta, 2004; Frayn, 2005).

Factor de riesgo Direccién de asociacion Tipo de factor
Edad Incrementa con la edad De predisposicion
Género Hombres tienen mayor riesgo De predisposicion
Nivel socioeconémico  Menor estatus aumenta el riesgo De predisposicion
Grupos étnicos Algunos estan mas predispuestos De predisposicion
Cigarrillo Fumadores tienen mayor riesgo Causal
Colesterol Sérico Total Incrementa con su concentraciéon Causal

LDL - C Sérico Incrementa con su concentracién Causal

HDL - C Sérico Disminuye con su concentracion Causal
Triglicéridos Incrementa con su concentracion Condicional
Presion arterial Niveles altos incrementan el riesgo Causal
Diabetes Mellitus Incrementa el riesgo Causal
Inactividad fisica Incrementa el riesgo De predisposicion
Sobrepeso/Obesidad  Incrementa el riesgo De predisposiciéon
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1.3. Escenario mundial del deceso cardiovascular

Actualmente, se estima que el colesterol es causante del 18 % de accidentes
cerebrovasculares a nivel mundial y del 56 % de las cardiopatias isquémicas, lo que
conduce a un total de 4.4 millones de muertes anuales (World Health Organization,

2016).

De acuerdo a datos reportados por la Organizaciéon Mundial de la Salud, en
2008 (World Health Organization, 2016), la prevalencia de colesterol total elevado
(= 5.0 mmol/L) en adultos mayores de 25 afios a nivel mundial fue del 39 %. Este valor
indica s6lo una pequefia variacion respecto al valor obtenido en el afio 1980, cayendo

por menos de 0.1 mmol/L por década en los hombres y las mujeres.

70

50

30

Prevalencia [ %]

10

Figura 1.2. Prevalencia de colesterol total elevado en adultos mayores de 25 afios

(Afio 2008; Fuente: World Health Organization, 2016).
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La Figura 1.2 muestra la prevalencia de colesterol para los distintos paises a
nivel mundial. De acuerdo a este mapa, la regién europea presenté la prevalencia méas
alta de colesterol elevado en sangre (54 % para ambos sexos), seguida de la Regién de
América (48 % para ambos sexos). En Africa y el sureste de Asia se obtuvieron los
porcentajes mas bajos (23 % y 29 %, respectivamente). Los datos para Argentina fueron
valorados estadisticamente, presentando una prevalencia estimada de casi 51 % de

colesterol elevado en habitantes mayores de 25 afios.

En el afio 2011, la Organizaciéon Mundial de la Salud realiz6 un estudio sobre la
prevalencia de hipercolesterolemia (colesterol sérico total = 6.2 mmol/L o
> 240 mg/dL) y el nivel medio de colesterol total en ocho paises (Alemania, Escocia,
Estados Unidos, Inglaterra, Japén, Jordania, México y Tailandia) (World Health
Organization, 2016). En este estudio también se determinaron las fracciones de
individuos que fueron diagnosticados y tratados con hipocolesterolemiantes y
controlados eficazmente de modo de mantener una concentracién de colesterol sérico

total menor a 6.2 mmol/L (240 mg/dL).

Los resultados provistos por este estudio indicaron que el porcentaje de
personas con concentraciones elevadas de colesterol sérico total que reciben un
tratamiento eficaz es pequeno. En efecto, la proporcién de pacientes en tratamiento,
con resultados que evidenciaron haber conseguido controlar la enfermedad, oscil6

entre el 4 % en Alemania y el 58 % en Japon.

Los datos aportados por este estudio muestran por primera vez la magnitud de
la brecha a nivel mundial en el tratamiento de la hipercolesterolemia, un factor de
riesgo comun para la mortalidad cardiovascular precoz. Esto indica no sélo que esta
problemaética estd mal controlada, sino que ademéds, la cobertura de medicacién eficaz
contra el colesterol elevado sigue siendo decepcionantemente baja (World Health

Organization, 2016).

En Argentina, desde 2005 y cada cuatro afios, el Ministerio de Salud lanza la
Encuesta Nacional de Factores de Riesgo en la cual se evaltaa el control y la prevalencia
de diversos factores de riesgo. La tercera encuesta, realizada en el afio 2013, revel6 una

prevalencia de colesterol elevado a nivel pais del 30 % para habitantes mayores de
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18 afios. Segln esta encuesta, las provincias mas afectadas por esta problematica
fueron las de la region norte (Salta 35.3 %, Jujuy 35.1 % y Misiones 34.6 %). Por otro
lado, las jurisdicciones que mostraron valores menores que el total nacional fueron San

Luis (22 %) y Santa Fe (25 %).

Si bien los datos obtenidos por esta encuesta fueron muy inferiores a los
estimados por la Organizacion Mundial de la Salud (Figura 1.2) (posiblemente por las
edades abordadas y la estimacién de los datos del 2008), este porcentaje es igualmente
alarmante en cuanto al nimero de muertes provocadas por la enfermedad. En efecto, el
Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (Instituto Nacional de Estadisticas y
Censos, 2016) informé que entre los afios 2005 y 2009 unas 455000 personas murieron
por causas de enfermedades en el sistema circulatorio, lo que representa

aproximadamente el 30 % del total de muertes ocurridas en ese periodo.

Con el objeto de reducir y prevenir el desarrollo del colesterol elevado, el
Ministerio de Salud de la Nacién, desde la Direccién de Promocién de la Salud y
Control de Enfermedades no Transmisibles, propuso cambiar los hébitos alimentarios
a nivel poblacional y mejorar la atencion profesional de las problematicas relacionadas.
Con este fin, se desarrollaron y presentaron un conjunto de herramientas que
combinaron un abordaje integral tanto desde la demanda (a través de Ia
concientizacién en la poblacion y la creacion de entornos saludables), como desde la
oferta (desde la educacién y la regulacion a la industria de alimentos). También desde
los servicios de salud, mediante capacitacion y difusién de las recomendaciones a los

efectores.

Actualmente, a nivel nacional, el Ministerio de Salud de la Nacion, a través del
Plan Argentina Saludable, lleva a cabo estrategias relacionadas con la promocién de la
alimentacion saludable y la actividad fisica y el desarrollo de guias de practica clinica
para efectos de salud. Una de las estrategias més efectivas para reducir el nivel de
colesterol de las personas es la reduccién del consumo de las grasas trans. Mediante la
campafa “Argentina 2014 Libre de Grasas Trans” se modificé el Cédigo Alimentario
Argentino, a través de una resolucién conjunta entre el Ministerio de Salud y el
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, para limitar la cantidad permitida de

grasas trans en los alimentos industrializados.
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Desde la Direccion de Promocién de la Salud y Control de Enfermedades no
Transmisibles se desarrolld6 la Guia de Prevencion de las Enfermedades
Cardiovasculares para los profesionales de la salud, que permite tomar decisiones

terapéuticas en funcién del riesgo cardiovascular global.

Por lo expuesto, y dado el impacto del colesterol elevado sobre la salud ptublica,
resulta necesario seguir avanzando en las estrategias mencionadas con el objetivo de
reducir la exposicion a los determinantes de la hipercolesterolemia y ampliar el acceso

a los tratamientos disponibles.

1.4. Fitoesteroles

Los fitoesteroles son compuestos de estructura y funcionalidad similar a la del
colesterol (Figura 1.1) (da Costa, Ballus, Teixeira-Filho & Godoy, 2010; Dutta &
Normen, 1998; Fernandes & Cabral, 2007, Franke, 2006; Johnsson & Dutta, 2005;
Lagarda, Garcia-Llatas & Farré, 2006; Mel'nikov et al., 2004), y que se dan naturalmente
en las plantas, pero no pueden ser sintetizados por el organismo humano (Rozner &

Garti, 2006; Saraiva, Conceicdo Castilho, Rosdrio Martins, Silveira & Ramos, 2010).

Al igual que el colesterol, son componentes estructurales importantes en la
membrana celular, donde su principal funcién es la de mantener la integridad y
regular su fluidez, siendo principalmente afectada por la proporciéon de cada uno de
ellos (Alexander, Acero Lopez, Fang & Corredig, 2012; Fernandes & Cabral, 2007;
Lagarda et al., 2006; Liu et al., 2007; Monu, Blank, Holley & Zawistowski, 2008; Moreau
et al., 2002; Rozner & Garti, 2006; Zhang, Vasanthan & Wettasinghe, 2007).

La dnica diferencia estructural respecto al colesterol reside en la presencia de
una cadena hidrofébica adicional en el C24 de la estructura (Alexander et al., 2012;
Fernandes & Cabral, 2007; Lagarda et al., 2006; Moreau et al., 2002; Rozner et al., 2009;
Shin, Pegg, Phillips & Eitenmiller, 2010) (Figura 1.3a). Sorpresivamente, esa pequefa
diferencia entre ambos componentes, otorga grandes diferencias en su funcionalidad
biolégica en el organismo humano (Santos et al.,, 2007), tal como se describe

posteriormente en la Seccion 1.4.1. Propiedades funcionales sobre la salud.

11



Capitulo I

Los fitoesteroles pertenecen a la familia de los triterpenos, en la cual pueden
identificarse mas de 200 compuestos diferentes (Han, Yang & Feng, 2008; Lagarda et al.,
2006; Lu, Zhang, Wu & Shi, 2007; Moreau et al., 2002; Rozner & Garti, 2006; Shin et al.,
2010).

Figura 1.3. Estructura quimica y estereoquimica: a) fitoesterol: f-sitosterol; b)

fitoestanol: sitostanol; c) éster de fitoestanol: sitosteril estearato (sitosterol éster).

Tal como se presenta en la Seccion 1.4.4. Principales fuentes de fitoesteroles,

extraccion e identificacion, los mdas abundantes en la naturaleza son p-sitosterol

12
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campesterol y estigmasterol (Alexander et al., 2012; Auweter, Bohn, Hasselwander &
Runge, 2009; Delaney et al., 2004; Fernandes & Cabral, 2007; Hovenkamp et al., 2008;
Lagarda et al., 2006; Monu et al., 2008; Pennisi Forell, Ranalli, Zaritzky, Andrés &
Califano, 2010; Santos et al., 2007).

Debido a la gran variedad de esteroles existentes, se presentan diversas
maneras de clasificarlos. En particular, de acuerdo a la presencia o ausencia del doble
enlace en el C5 se identifican como fitoesteroles y fitoestanoles, respectivamente (Monu
et al., 2008; Moreau et al., 2002; Rozner & Garti, 2006; Shin et al., 2010) (Figura 1.3b);
siendo estos ultimos menos abundantes en la naturaleza (Harrabi ef al., 2008; Saraiva et

al., 2010).

Ademas, pueden presentarse en forma libre, o bien conjugados con acidos
grasos (ésteres de fitoesteroles) (Figura 1.3c), entre otras conjugaciones que son menos
frecuentes (Bi, Yang, Li, Zhang & Guo, 2006; Fernandes & Cabral, 2007; Lagarda et al.,
2006; Moreau et al., 2002; Shin et al., 2010; Toivo, Phillips, Lampi & Piironen, 2001). La
Figura 1.3 muestra, a modo de ejemplo representativo, la estructura quimica de uno de
los esteroles mas abundantes en la naturaleza (f-sitosterol), junto a la de su analogo

saturado (sitostanol) y conjugado con un grupo acido estearico (sitosteril estearato).

1.4.1. Propiedades funcionales sobre la salud

El uso de fitoesteroles, se remonta al afio 1951, cuando se demostré la habilidad
del p-sitosterol para la reducciéon del colesterol y el tratamiento de lesiones
ateroscleréticas en pollos (Dutta, 2004; Engel & Schubert, 2005; Fernandes & Cabral,
2007; Harting Glade, Dias Fuenzalida & Markovits Rojas, 2010; Lagarda et al., 2006;
Mel'nikov et al., 2004; Monu et al., 2008; Moreau et al., 2002; Rozner & Garti, 2006; Shin
et al., 2010). Desde entonces los fitoesteroles son consumidos para reducir los niveles de
colesterol total y LDL - C, biliar (endégeno) y dietario (exdégeno), conocidos factores de
riesgo para las enfermedades cardiovasculares y coronarias, sin afectar los niveles de
HDL - C (Alexander et al., 2012; Beveridge, Li & Drover, 2002; Binder & Gottemoller,
2004; da Costa et al., 2010; Delaney et al., 2004; Dutta & Normen, 1998; Lagarda et al.,
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2006; Lu et al., 2007; Mel'nikov et al., 2004; Monu et al., 2008; Moreau et al., 2002; Rozner
et al., 2009; Saraiva et al., 2010; Svetlana & Segal, 2007; Toivo et al., 2001; Verleyen et al.,
2001).

Ademas de las propiedades hipocolesterolémicas, los fitoesteroles han
demostrado poseer actividad preventiva contra el cancer y la aterosclerosis, como
también propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antiftingicas y antibacteriales,
antipiréticas, antineoplasicas, antiulcerantes, siendo asimismo dutiles para el
tratamiento de la hiperplasia prostatica, hiperglicemia, trombosis, demencia y
envejecimiento (Beveridge et al., 2002; da Costa et al., 2010; Fernandes & Cabral, 2007;
Harrabi et al., 2008; Herchi et al., 2009; Lagarda et al., 2006; Lu et al., 2007; Rocco &
Fanali, 2009; Saraiva et al., 2010; Shin et al., 2010; Svetlana & Segal, 2007; Zawistowski,
2007)

Todas estas propiedades impulsaron el interés y consumo de los fitoesteroles,
asi como también el desarrollo de alimentos enriquecidos con estos compuestos como
una estrategia para prevenir y tratar enfermedades cardiovasculares (da Costa et al.,
2010; Dutta, 2004; Franke, 2006; Iafelice, Verardo, Marconi & Caboni, 2009; Lagarda et
al., 2006; Lu et al., 2007; Moreau et al., 2002).

Por su parte, los fitoestanoles también tienen la capacidad de reducir los niveles
de colesterol en sangre (Mel'nikov et al., 2004; Saraiva et al., 2010). No obstante, por ser
menos abundantes en las fuentes vegetales (Lagarda et al., 2006; Mel'nikov et al., 2004;
Santos et al., 2007; Shin et al., 2010), han sido estudiados de manera adjunta a los
fitoesteroles. La saturacion del doble enlace en el C5 sugiere una naturaleza mas
hidrofébica que la de los propios fitoesteroles, por lo que durante muchos afios se
crey6 que su efecto hipocolesterolémico era superior. Sin embargo, esta teoria fue
recientemente refutada, considerdndose que entre ellos no existen diferencias en
cuanto al grado de efectividad (Harrabi et al., 2008; Iafelice et al., 2009; Rozner & Garti,
2006; Santos et al., 2007; Saraiva et al., 2010).

Respecto a los ésteres de fitoesteroles, como se mencioné anteriormente, son las
formas conjugadas mas abundantes en la naturaleza. Estos conjugados tienen una

solubilidad mayor que los fitoesteroles libres (no conjugados), por lo que suelen ser
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mas atractivos para su incorporacién en alimentos (Moreau et al., 2002; Phillips,
Ruggio, Toivo, Swank & Simpkins, 2002; Soupas, Huikko, Lampi & Piironen, 2005;
Stewart, Milanova, Zawistowski & Wallis, 2000). En efecto, su solubilidad en aceites es
10 veces superior que la de los fitoesteroles (Engel & Schubert, 2005). Sin embargo, es
importante mencionar que la efectividad sobre la reduccion del colesterol se da a través
de los fitoesteroles libres, por lo que sus ésteres son menos efectivos y se requieren
cantidades mas abundantes para ejercer un mismo efecto (Moreau et al., 2002;
Zawistowski, 2007). Por cierto, si bien son mas solubles, deben hidrolizarse para poder

ejercer efecto hipocolesterolémico (Delaney et al., 2004; Moreau et al., 2002).

1.4.2. Dosis diaria recomendada, consumo y efectos adversos

El consumo diario de fitoesteroles recomendado resulta un factor importante
para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, y pesar de la
gran trayectoria en su aplicacion, atiin no se han establecido los niveles y la frecuencia
de consumo 6ptimos para alcanzar los beneficios (Shin ef al., 2010). No obstante, si se
pudo conocer que la mejor efectividad, debido a los posibles mecanismos de accién, se

logra mediante la administracién por via oral (Thakkar & Diller, 1975).

El consumo de 1.5 - 2.0 g/dia en alimentos enriquecidos puede lograr una
reduccién del LDL - Cen un 5 - 15 % (Fernandes & Cabral, 2007; Harting Glade et al.,
2010; Hovenkamp et al., 2008; Iafelice et al., 2009); aunque un beneficio mayor se puede
lograr consumiendo 3 g/dia segtn la edad y demaés factores de riesgo mencionados
anteriormente (Harrabi et al., 2008; Moreau et al., 2002; Quilez, Ruiz, Brufau & Rafecas,

2006; Rozner & Garti, 2006).

Pese al conocimiento de estas cifras, se estima que dependiendo de la dieta se
consumen entre 150 y 400 mg/dia de fitoesteroles y fitoestanoles (Han et al., 2008;
Harrabi et al., 2008; lafelice et al., 2009; Kamal-Eldin & Moazzami, 2009; Lagarda et al.,
2006; Moreau et al., 2002; Saraiva et al., 2010). En efecto, en Estados Unidos se considera
que la ingesta diaria de fitoesteroles es de 180 mg, aproximadamente; mientras que en
Japon este valor asciende a 400 mg/dia (Gajewski, Przybyl & Szymczak, 2007; Nolasco

et al., 2010). Incluso, se estima que el consumo medio de una dieta tipica occidental es
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de 60 - 80 mg/dia, siendo de 500 mg/dia en una dieta vegetariana (Stewart et al., 2000;
Zawistowski, 2007).

Si bien no estdn establecidas claramente las dosis recomendadas, la ingesta
elevada de fitoesteroles no ejerce efectos secundarios o colaterales y tampoco ha
mostrado toxicidad subcrénica o actividad mutagénica (Delaney et al., 2004; Fernandes
& Cabral, 2007; Moreau et al., 2002; Ostlund, 1999; Rozner & Garti, 2006). Ademas, son
compuestos muy estables bajo condiciones ambientales, presentando como tnica
desventaja la posibilidad de interferir en la absorcién de carotenoides y vitaminas
(Franke, 2006; Quilez et al., 2006; Rozner & Garti, 2006; Saraiva et al., 2010).
Efectivamente, la Administracién de Alimentos y Drogas (FDA, por sus siglas en
inglés) incluy6 a los fitoesteroles, fitoestanoles y ésteres de fitoesteroles en la lista de
ingredientes Generalmente Reconocidos Como Seguros (GRAS, por sus siglas en
inglés) (Kamal-Eldin & Moazzami, 2009; Lagarda et al., 2006; Pennisi Forell et al., 2010;
Rozner & Garti, 2006; Svetlana & Segal, 2007).

Por otro lado, debido a la similitud estructural con el colesterol, muchos
investigadores han indagado sobre la posibilidad de formacién de 6xidos de esteroles,
ya que la oxidacion es la reaccién que maés afecta a este tipo de compuestos (Beleggia et
al., 2011; Cercaci, Rodriguez-Estrada, Lercker & Decker, 2007) y sus productos, en muy
elevadas concentraciones, pueden tener efectos citotéxicos comparables a los del
oxicolesterol (Cercaci et al., 2007, Hovenkamp et al., 2008). Sin embargo, se ha
encontrado que los fitoesteroles son compuestos sumamente estables (Gonzalez-Larena
et al., 2011; Soupas et al., 2005) y que los posibles 6xidos se producen bajo condiciones
muy severas de temperatura y concentraciéon de oxigeno, que no ocurren de manera
habitual (Orozco, Priego-Capote & Luque de Castro, 2011). Mas atn, ante la
posibilidad de generarse, s6lo se dan en muy bajas concentraciones (Rozner & Garti,
2006) y su absorciéon es muy limitada (Hovenkamp et al., 2008). Por estos motivos, la
oxidacién de los fitoesteroles no parece ser un inconveniente que requiera demasiada
atencién, a menos que se utilicen en condiciones severas de trabajo (temperaturas
superiores a 180 °C por periodos de hasta dos horas; Soupas et al. (2005). No obstante, a

los efectos citotdxicos, los 6xidos de fitoesteroles poseen propiedades antiinflamatorias
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y antidiabéticas y retrasan el desarrollo de la aterosclerosis, entre otros beneficios para

la salud (Hovenkamp et al., 2008).

1.4.3. Mecanismo de accion

Debido a la cadena adicional en el C24, los fitoesteroles son compuestos mas
hidrofébicos que el colesterol (Rozner & Garti, 2006; Stewart et al., 2000). En efecto, son
insolubles en agua y muy poco solubles en aceites y grasas (Auweter et al., 2009; Engel
& Schubert, 2005; Franke, 2006; Rozner & Garti, 2006; Tiirk & Lietzow, 2004). Ademas,
la velocidad a la que estos compuestos se disuelven es muy baja (Turk & Lietzow,
2004) y son apenas dispersables en agua (Zawistowski, 2007). Estas propiedades, junto
a su alto punto de fusion (alrededor de 130 °C) (Franke, 2006) limitan su
biodisponibilidad, siendo su absorcién despreciable (menos del 2 % de los fitoesteroles
presentes) y en efecto, su concentraciéon en sangre practicamente nula (Engel &

Schubert, 2005; Lagarda et al., 2006; Ostlund, 1999; Rozner & Garti, 2006).

El mecanismo de accién de los fitoesteroles para la reducciéon del colesterol en
sangre no estd del todo claro (Engel & Schubert, 2005; Lagarda et al., 2006; Mel'nikov et
al., 2004; Moreau et al., 2002; Rozner et al., 2009; Stewart et al., 2000; Zawistowski, 2007),

pero se cree que actdan en varias de las etapas de absorcion.

En primer lugar, durante la digestiéon habitual de los lipidos se forma una
emulsion aceite/agua, rica en triacilgliceroles, vitaminas, carotenoides, ésteres y
colesterol libre (Rozner & Garti, 2006). Las gotas dispersas, frecuentemente
denominadas “micelas mixtas”, son las encargadas de transportar estos compuestos a
través de la membrana intestinal. Sin embargo, ante la presencia de fitoesteroles, se
produce un efecto de desplazamiento competitivo del colesterol debido a que las
micelas resultan més afines a los fitoesteroles que al colesterol (Moreau et al., 2002;
Rozner & Garti, 2006; Stewart et al., 2000). Sin esta incorporacién del colesterol en la
fase micelar, el mismo no alcanza los sitios de absorcién del intestino, por lo cual no
tiene lugar el pasaje hacia el torrente sanguineo (Lagarda et al., 2006; Moreau et al.,

2002; Rozner & Garti, 2006).
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En segundo lugar, cuando se incrementa la concentracion de lipidos dentro de
las micelas, éstos pueden precipitar dando lugar a cristales formados por fitoesteroles y
colesterol (co - cristalizacién) muy poco solubles y no absorbibles (Lagarda et al., 2006;

Mel'nikov et al., 2004; Moreau et al., 2002; Rozner et al., 2009).

Aparte de estos aspectos fisicoquimicos, los fitoesteroles pueden actuar
inhibiendo la actividad de lipasas y otras enzimas poco especificas presentes en el sitio
de absorcion (Rozner & Garti, 2006). Finalmente, la dltima etapa en la que pueden
actuar los fitoesteroles, si alcanzan los sitios de absorcién, es en el trafico intracelular
(microvellosidades del intestino) hasta la linfa, ocupando los sitios reservados para el

colesterol en los quilomicrones (Rozner & Garti, 2006).

1.4.4. Principales fuentes de fitoesteroles, extraccion e identificacién

Como se mencioné anteriormente, los fitoesteroles s6lo estan disponibles en el
organismo humano a través de su incorporacién en la dieta (Kamal-Eldin & Moazzami,
2009). Se encuentran ampliamente distribuidos como parte de la fraccion lipidica en las
plantas y en los alimentos basados en ellas (Ai, 1997; da Costa et al., 2010; Dutta, 2004).
En efecto, estdn presentes en semillas, frutas, legumbres, granos de cereales, frutos
secos y productos elaborados como margarinas y aceites vegetales o de cafia crudos y
refinados (Fernandes & Cabral, 2007; Herchi et al., 2009; Hovenkamp et al., 2008;
Kamal-Eldin & Moazzami, 2009; Lagarda et al., 2006; Monu et al., 2008; Rozner & Garti,
2006; Svetlana & Segal, 2007).

La composicién de cada uno de los fitoesteroles depende en gran medida de la
procedencia, del origen geogréfico, del tipo de cultivo, periodo de cosecha, etc.
(Nolasco et al., 2010; Rocco & Fanali, 2009). Ademas, la metodologia seleccionada para
cuantificar los fitoesteroles puede influenciar significativamente los valores analiticos
obtenidos (Shin et al., 2010). Por otro lado, se ha encontrado que no hay diferencias
significativas entre la concentracién de fitoesteroles en los alimentos crudos y cocidos
(Gajewski et al., 2007; Han et al., 2008), pero si con el tiempo de almacenamiento (siendo

afectada positiva o negativamente, dependiendo del alimento) (Gajewski et al., 2007).
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El contenido total, expresado en base htiimeda (o fresca) es considerablemente
menor en vegetales, frutas y bayas que en aceites vegetales y cereales (Dutta, 2004; Han
et al., 2008). La Tabla 1.2 muestra el contenido total de fitoesteroles de las principales

fuentes vegetales y derivados (Rozner & Garti, 2006).

De acuerdo a lo observado, los frutos secos, en especial las almendras, son de
los vegetales mas ricos en contenido total de fitoesteroles. En sintonia, Shin et al. (2010)
observaron un contenido similar de fitoesteroles totales en el mani (1.30 - 1.50 g/kg),
acompafado de otros ingredientes funcionales como vitamina E y compuestos
fenodlicos. Respecto al aceite extraido de los frutos secos, Lagarda et al. (2006)
reportaron un contenido de 0.99 - 2.07 g/kg de aceite en nueces, almendras, mani,
avellanas y macadamia; siendo campesterol y estigmasterol los fitoesteroles mas

abundantes en estos alimentos.

Tabla 1.2. Contenido total de fitoesteroles en alimentos

(Rozner & Garti, 2006).

Alimento Contenido total [g/ kgalimento]
Almendras 1.43

Frijoles 0.76

Trigo 0.69

Lechuga 0.38

Banana 0.16

Manzana 0.12

Tomate 0.07

Se reportaron concentraciones considerablemente inferiores para otros
vegetales, frutas y bayas. En efecto, Dutta (2004) y Han et al. (2008) encontraron
concentraciones de 0.40 g/kg de fitoesteroles para el brécoli, 0.41 g/kg para la coliflor,
0.75 g/kg para la palta y alrededor de 0.24 g/kg en la naranja (todos basados en peso
fresco). A pesar de ser contenidos significativamente menores con respecto a los aceites

vegetales y los cereales, el consumo de estos alimentos es elevado, por lo que también
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han sido motivo de estudio (Han et al., 2008). Més atn, cuando las concentraciones de
fitoesteroles son expresadas en base seca de alimento, los valores cambian
significativamente hasta llegar a 0.25 - 4.1 g/kg (Dutta, 2004; Gajewski et al., 2007). En
este contexto, Toivo et al. (2001) reportaron un contenido total de fitoesteroles en
cebolla seca entre 0.22 y 0.55 g/kg, dependiendo del método de extraccion del

compuesto estudiado.

Respecto a los aceites vegetales, la Tabla 1.3 muestra la composiciéon de
esteroles media de diversos aceites vegetales crudos y refinados (Johnsson & Dutta,
2005). La mayoria de los aceites vegetales crudos contienen entre 1 y 5 g/kg de
fitoesteroles totales; a excepcion de aquellos provenientes de maiz y colza, cuyo
contenido alcanza valores superiores a 13 y 8 g/kg, respectivamente. Un contenido
similar para el aceite de colza fue reportado por Toivo et al. (2001), de
aproximadamente 7 g/kg en el desarrollo de un método alternativo de extraccion,
mientras que Zhang et al. (2007) encontraron un contenido total entre 5 y 11 g/kg,
compuesto mayoritariamente por p-sitosterol (45 - 58 % del total). Aunque en menor
concentracion, el aceite de soja también es rico en fitoesteroles (Ering, Tekin & Musa
Ozcan, 2009). Rozner & Garti (2006) reportaron contenidos similares en aceite de oliva
(1.76 g/kg), maiz (9.52 g/kg), palma (0.49 g/kg) y soja (2.21 g/kg); mientras que en
aceite de girasol establecieron un contenido de fitoesteroles sustancialmente mayor, de
7.25 g/kg de aceite. Como se mencioné anteriormente, estas diferencias radican en el
origen del aceite, la ubicacién geogréfica, el periodo de cosecha, etc. (Nolasco et al.,

2010; Rocco & Fanali, 2009).

Por otro lado, Beveridge et al. (2002) encontraron como fuente rica de
fitoesteroles al aceite de ginseng, obteniendo un contenido de 9 g/kg de aceite, valor
comparable al obtenido en el aceite de maiz. Asimismo, Herchi ef al. (2009) reportaron

al aceite de lino como una fuente rica en fitoesteroles, con un contenido de 16 g/kg.

De la Tabla 1.3 se observa ademas que el contenido de fitoesteroles totales en
aceites refinados disminuye respecto al aceite crudo (Nolasco et al., 2010). Por ejemplo,
Dutta (2004) encontré una pérdida de esteroles con aumentos en la temperatura o el
tiempo de procesamiento, siendo mds importante durante los procesos de desgomado

y blanqueado del aceite (Dutta, 2004).
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Tabla 1.3. Composicion de esteroles y estanoles en diversos aceites vegetales crudos y refinados (g/kg) (Dutta, 2004).

Muestra Brasicasterol = Campesterol p-Sitosterol Estigmasterol = Avenasterol Estanoles Total

Maiz, crudo TR 2.59 9.89 0.98 0.36 - 13.9

Maiz, refinado ND 1.23-1.64 454-543 0.46 - 0.59 0.10 - 0.41 0.23-0.33 6.86-7.73
Oliva, extravirgen -, ND 0.045 - 0.050 1.18-1.33 0.009 - 0.013 0.17-0.22 0.0035 - 0.007 1.44-1.62
Oliva, prensado en frio ND 0.02 - 0.05 1.22-1.30 ND -0.03 0.16 - 0.60 0.03-0.04 1.56 - 1.96
Mani, refinado 0.01 0.24 -38 1.15-1.69 0.12-0.22 ND-0.13 0.03 1.67 -2.29
Colza, crudo 1.11 2.93 4.2 ND - - 6.82 -8.78
Colza, refinado 0.51-0.92 1.64 - 3.00 3.58 - 3.95 ND -0.16 0.14-0.36 0.02-0.12 6.93 - 7.67
Soja, crudo - 0.57-0.71 1.73-1.84 0.58 - 0.61 0.11-0.14 - 3.02-4.44
Soja, refinado ND - 0.007 0.34 - 0.82 1.24-1.73 0.37 - 0.64 0.04-0.14 ND - 0.07 2.03-3.28
Girasol, refinado 0.02 0.27 - 0.55 1.94 -2.57 0.18-0.32 0.19-0.56 0.04 2.63-3.76

ND: No detectado; TR: trazas; -- No reportado.
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La Tabla 1.4 muestra la composicién de fitoesteroles y el contenido total en
diversos cereales (Dutta, 2004), reconocidos como buenas fuentes de fitoesteroles.
Como se mencioné anteriormente, los valores son considerablemente mayores a los
que corresponden a vegetales y frutas, siendo el maiz el cereal con mayor contenido

(1.78 g/ kg de grano fresco).

Tabla 1.4. Contenido de fitoesteroles en cereales (g/kg de materia hiimeda) (Dutta,

2004).

Fuente Campesterol p-Sitosterol Estigmasterol Avenasterol Total
Cebada 0.15-0.19 0.44 -0.48 0.02 - 0.04 0.06 -0.07  0.72-0.80
Trigo
0.09 0.78 TR 0.04 0.96

sarraceno
Maiz 0.32 1.20 0.21 -- 1.78
Mijo 0.11 0.37 0.02 0.09 0.77
Avena 0.04 - 0.05 0.26 - 0.32 0.02 - 0.04 016-021 0.48-0.61
Arroz 0.15 0.38 0.10 0.02 0.72
Sésamo 0.13-0.21 0.36 - 0.61 0.02 - 0.04 0.01-0.04 0.71-1.13
Trigo 0.11-0.15 0.29-0.49 0.015 - 0.02 ND-0.02 0.45-0.83
TR: trazas; --: No reportado.

En estos alimentos, los fitoesteroles se encuentran localizados mas

preferentemente en las semillas, por lo que la dosis incorporada en la dieta depende de
la forma en que los cereales son consumidos, ya sea en productos integrales o como
harinas refinadas (Dutta, 2004). Lagarda et al. (2006) encontraron resultados similares
para el contenido total de fitoesteroles en trigo, avena y cebada, reportando ademas un

contenido de 0.955 g/kg en semillas de centeno.
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Aunque los fitoesteroles estan presentes en concentraciones muy bajas en las
células vegetales y membranas, pueden ser extraidos usando diversas técnicas
(extraccién con solventes, tratamientos quimicos, destilacién molecular, etc.) (Rozner &
Garti, 2006). En general, son subproductos del procesamiento de aceites vegetales que
se extraen junto a la fraccién insaponificable en una destilacion con vapor, que luego
de una etapa de purificaciéon se obtienen como polvo cristalino blanco (Azadmard-
Damirchi & Dutta, 2006; Engel & Schubert, 2005; Fernandes & Cabral, 2007; Toivo et al.,
2001; Verleyen et al., 2001). En efecto, los fitoesteroles son uno de los compuestos
bioactivos mas importantes que constituyen la fracciéon insaponificable de los lipidos
(Bi et al., 2006; Shin et al., 2010). La determinacién de la fracciéon de cada uno de los
fitoesteroles presentes puede realizarse mediante métodos cromatograficos, siendo la
cromatografia gaseosa el método que mejor resoluciéon provee para la identificacion y
cuantificacion de los fitoesteroles (Harrabi et al., 2008; Saraiva et al., 2011; Toivo et al.,

2001).

1.4.5. Funcionalizacion de alimentos con fitoesteroles y derivados

En los tltimos afios se ha incrementado la demanda de alimentos saludables,
seguros, naturales y que requieran minimo esfuerzo y tiempo para su preparacion
(Plaza, Sanchez-Moreno, de Pascual-Teresa, de Ancos & Cano, 2009). Mas aun, los
estilos de vida actuales no son compatibles con la ingesta de vegetales y la preparacién
de alimentos conteniendo fitoesteroles (Santos et al., 2007), lo que ha derivado en el
desarrollo de alimentos listos para consumir, minimamente procesados (Plaza et al.,
2009). En este contexto, dada la gran cantidad de beneficios adjudicados a la ingesta
diaria de fitoesteroles y a su presencia en cantidades insuficientes en alimentos
naturales, los fitoesteroles se han ido incorporando en la dieta mediante suplementos

(Fernandes & Cabral, 2007).

Con el aumento de la popularidad de los alimentos funcionales, los fitoesteroles
también se han ido incorporando en alimentos disponibles comercialmente, incluyendo
untables de base grasa, aderezos para ensalada, aceites y margarinas (Alvim, Souza,

Koury, Jurt & Dantas, 2013; Harrabi et al., 2008; Herchi et al., 2009; Hovenkamp et al.,
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2008; Lagarda et al., 2006; McClements, Decker & Weiss, 2007; Monu et al., 2008; Saraiva
et al., 2010). Sin embargo, este tipo de alimentos se encuentra claramente restringido en
dietas hipocolesterolémicas y saludables (Auriou, 2003; Santos et al., 2007). Ademas,
este campo de aplicacion implica la dispersién/soluciéon a altas temperaturas,
favoreciendo la generaciéon de productos de oxidacién de los aceites y grasas utilizados
(Zawistowski, 2007). Asimismo, los fitoesteroles han sido incluidos en algunos
alimentos soélidos, tales como productos de panaderia, magdalenas, croissants (Quilez
et al., 2006) y premezclas (Haarasilta, Reinikainen & Sulanto, 1998), donde también
pueden ser oxidados debido a los periodos prolongados de exposicion a las

temperaturas de horneado (170 - 190 °C durante 15 - 20 minutos) (Quilez et al., 2006).

Las formulaciones de base acuosa (por ejemplo: bebidas, sopas y otras)
constituyen un atractivo campo de aplicacién. Sin embargo, la incorporacién de los
fitoesteroles en este tipo de alimentos presenta algunos desafios. En primer lugar, y
como se mencioné anteriormente, su hidrofobicidad, insolubilidad en agua y alto
punto de fusion, los hacen pobres candidatos para producir dispersiones estables,
limitando su aplicabilidad en productos intermedios o finales de base acuosa (Auweter
et al., 2009; McClements et al., 2007). Mas atin, son compuestos mas livianos que el
agua, por lo que al ser incorporados sin agregados (emulsificantes y/o espesantes)
ascienden a la superficie debido a la diferencia de densidad (Lerchenfeld & Striegel,
2008; Zawistowski, 2007). Ademads, los fitoesteroles no son organolépticamente
aceptados debido a la consistencia cerosa y arenosa que imparten al paladar
(Lerchenfeld & Striegel, 2008; Stevens & Schmelzer, 2003; Thakkar & Diller, 1975;
Zawistowski, 2007).

A pesar de ser compuestos insolubles en agua, se ha comprobado que para que
los fitoesteroles puedan ejercer su efecto hipocolesterolémico no es necesario que estén
disueltos, sino que resulta suficiente si se encuentran en forma finamente dispersa en el
alimento (Harting Glade et al., 2010; Thakkar & Diller, 1975). En efecto, los fitoesteroles
deben ser administrados finamente divididos con el objeto de facilitar su exposicion a
las sales biliares, y preferentemente en tamafo de particula inferiores a 25 um (Thakkar
& Diller, 1975), asegurando asi, ademads, la preparaciéon de un producto con buena

palatabilidad (Auriou, 2003; Stewart et al., 2000; Zawistowski, 2002).
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Actualmente, un desafio crucial para las industrias farmacéutica y alimentaria
es desarrollar un producto que pueda ser administrado en dosis suficientemente bajas,
sin que esto implique una pérdida de eficiencia (Rozner & Garti, 2006), y que al ser
utilizado en aplicaciones de base acuosa dé lugar a productos homogéneos (donde los
fitoesteroles se mantengan en estado disperso, sin separaciéon de fases) y con buena
palatabilidad (Harting Glade et al., 2010). En este sentido, existen distintos enfoques
propuestos en la literatura abierta que pueden incluirse en alguna de las siguientes

estrategias:

¢ Lamodificacion quimica para dar lugar a la esterificacion con acidos grasos. Este
enfoque se basa en la reaccion de esterificacién, que consiste en hacer reaccionar los
fitoesteroles con 4cidos grasos de un aceite a 90 - 120 °C bajo la presencia de un
catalizador durante periodos de tiempo prolongados (Miettinen, Vanhanen & Wester,
1996; Milstein, Biermann, Leidl & Von Kries, 2008; Stewart et al., 2000), y se suele
utilizar para incorporar los ésteres de fitoesteroles en sistemas oleosos y grasos
(Chung, Noh & Kim, 2000; Miettinen et al., 1996, Wester, 2000). Ademas, Stewart et al.
(2000) plantearon la esterificacién y posterior hidrogenacién de los fitoesteroles con el
fin de incluirlos en bebidas y nutracéuticos, incluyendo gaseosas, jugos y suplementos

dietarios, entre otras aplicaciones alimenticias.

e La creacion de emulsiones y microemulsiones. El término “emulsién” hace
referencia a un sistema disperso en el cual ambas fases (dispersa y continua) se
encuentran en estado liquido. Varios autores se focalizaron en la elaboraciéon de
emulsiones de fitoesteroles mediante su mezclado en caliente (a temperatura superior a
la de fusién de los fitoesteroles, 135 °C), utilizando agua junto a un tensoactivo que se
absorba en la interfase y sea estable a altas temperaturas (por encima de 90 °C) (Auriou
& Ferreres, 2002; Engel & Schubert, 2005; Gottemoller, 2004; Rozner & Garti, 2006;
Stevens & Schmelzer, 2003). Una vez realizado el mezclado, se sugiere la
homogeneizaciéon a 80 - 100 °C y el agregado de agentes inhibidores de la cristalizaciéon
que permitan el posterior enfriamiento de la emulsién (Binder & Gottemoller, 2004;
Rozner & Garti, 2006). Por otro lado, Auweter et al. (2009) realizaron emulsiones de

fitoesteroles mediante su disolucién a 140 - 180 °C en un solvente organico inmiscible
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en agua (como acetona) y su posterior dispersion en un medio acuoso coloidal por un

periodo de 8 horas.

e La creacion de suspensiones estables. Por “suspension” se entiende a un sistema
disperso en el cual una de las fases es liquida (fase continua) y la otra sélida (fase
dispersa). Especificamente para fitoesteroles, se abordaron distintas estrategias
tendientes a extender la vida util de esta dispersion: a) el incremento de las fuerzas
repulsivas entre las particulas del material disperso (utilizando tensoactivos iénicos o
no iénicos o polimeros, Tadros (2011)); b) la reduccién del tamafio de particula
(mediante la aplicaciéon de etapas de homogeneizado o molienda, que pueden ser
acompafadas del uso de tensoactivos) (Thakkar & Diller, 1975); y c) el aumento de la
viscosidad (a través del uso de agentes espesantes) (Harting Glade et al., 2010;

McClements et al., 2007; Rozner & Garti, 2006).

De acuerdo a Stevens & Schmelzer (2003) muchas de estas alternativas
presentan desventajas inherentes tales como: el costo adicional en la modificaciéon
quimica (debido al uso de solventes y/o catalizadores y la incorporaciéon de etapas
posteriores de purificacion) y la ausencia de garantias respecto a la seguridad del
alimento (como consecuencia del uso de solventes organicos y/o catalizadores no
alimentarios). Harting Glade et al. (2010) destacan desventajas adicionales como: la
gran cantidad de etapas involucradas en algunos procesos (6 0 méas en la invencién de
Auweter et al. (2009)), las severas condiciones acompanadas de extensos tiempos de
tratamiento (por ejemplo, 6 horas de pasteurizacion sugeridas en la invencién de
Thakkar & Diller (1975); o bien 10 minutos de tratamiento a 80 - 100 °C en la invencién
de Gottemoller (2004) y la pobre estabilidad que presentan las composiciones de

fitoesteroles a pesar de su procesamiento (Binder & Gottemoller, 2004).

Independientemente del abordaje tenido en cuenta, la mayoria de los métodos
mencionados requiere de una o mas etapas de reduccion del tamafio de particula o de
gota para mejorar la dispersabilidad de los fitoesteroles y cuando se desea obtener un
material s6lido, la inclusion de una etapa de secado. Para la reduccién del tamafio,

varios autores estudiaron diferentes técnicas, entre otras: a) molienda en seco del
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material enfriado (usando, por ejemplo, molinos de atricién con aire, molinos de
martillo de alta energia, molinos de impacto (Kluetz, Klein, Snyder, Goulson &
Cavallini, 2005, Thakkar & Diller, 1975)); b) homogeneizaciéon de dispersiones
(emulsiones o suspensiones) incluyendo agentes tensoactivos (Binder & Gottemoller,
2004; Gottemoller, 2004; Lerchenfeld & Striegel, 2008); y c¢) homogeneizacién de alta
presion o por esfuerzo de corte de un material fundido (Binder & Gottemoller, 2004;

Harting Glade et al., 2010; Stevens & Schmelzer, 2003).

1.5. Microencapsulacion

En el contexto descripto, la microencapsulacion resulta una estrategia
promisoria. Esta tecnologia consiste en el empaque de compuestos solidos, liquidos o
gaseosos (en forma finamente dividida) dentro de capsulas selladas, con tamafios que
van de unos pocos nanémetros a unos pocos micrémetros, que puedan liberar su
contenido a velocidades controladas y/o bajo condiciones especificas (Anal & Singh,
2007; Balasubramani, Viswanathan & Vairamani, 2013; Calvo, Herndndez, Lozano &
Gonzélez-Gomez, 2010; Desai & Park, 2005; Estevinho, Rocha, Santos & Alves, 2013;
Frascareli, Silva, Tonon & Hubinger, 2012; Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley &
Saurel, 2007; Gibbs, Kermasha, Alli & Mulligan, 1999; Kaushik, Dowling, Barrow &
Adhikari, 2015; Nesterenko, Alric, Silvestre & Durrieu, 2013; Sarkar & Singhal, 2011;
Wang, Lu, Lv & Bie, 2009; Zuidam & Nedovic, 2010).

El material a encapsular suele ser denominado de diversas maneras, tales como
nucleo, ingrediente activo, fase interna, etc., (Gibbs et al., 1999; Kaushik et al., 2015; Ré,
1998; Zuidam & Nedovic, 2010) y puede estar compuesto por uno o mas ingredientes
de interés (Balasubramani et al., 2013; Gharsallaoui et al., 2007). La retenciéon del
ingrediente activo dentro de la microcdpsula estd gobernada por su funcionalidad

quimica, solubilidad, polaridad y volatilidad (Gharsallaoui et al., 2007).

Por otro lado, el material que se encuentra encapsulando puede ser
denominado agente encapsulante, cobertura, membrana, cascara, material

transportador, material de pared, fase externa; y también puede estar compuesto de
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uno o varios materiales (Balasubramani et al., 2013; Gibbs et al., 1999; Kaushik et al.,
2015; Ré, 1998) siempre y cuando sea capaz de formar una barrera entre el ingrediente
activo y sus alrededores (Estevinho et al., 2013; Gallardo et al., 2013; Gharsallaoui et al.,
2007; Nesterenko et al., 2013; Zuidam & Nedovic, 2010).

1.5.1. Objetivos y aplicaciones de la microencapsulacién

La tecnologia de encapsulacién ha sido utilizada en la industria de los
alimentos por mas de 60 afios como alternativa para proveer ingredientes liquidos o
s6lidos con una barrera efectiva a las interacciones quimicas y/o ambientales hasta el
momento apropiado para su liberacion (Carvalho, Silva & Hubinger, 2014; Desai &
Park, 2005; Risch & Reineccius, 1996). De esta manera, permite aumentar la efectividad
de muchos compuestos en la industria, mejorando u otorgando otras nuevas

funcionalidades (Estevinho et al., 2013; Gharsallaoui et al., 2007).

La aplicacion de la microencapsulaciéon en la industria se sustenta en sus
diversas ventajas (Desai & Park, 2005; Estevinho et al., 2013; Frascareli et al., 2012;
Gharsallaoui et al., 2007; Jyothi et al., 2010; Kha, Nguyen, Roach & Stathopoulos, 2014;
Nesterenko et al., 2013; Ré, 1998; Sarkar & Singhal, 2011). En efecto, esta estrategia

permite:

e Separar y proteger al ingrediente activo de la degradacion mediante la reduccién
de su reactividad con el medio que lo rodea (por ejemplo: calor, humedad, luz y aire).

e Modificar las caracteristicas fisicas del ingrediente activo y facilitar su
manipulacion.

e Adaptar el producto y regular su velocidad de transferencia hacia el exterior, para
que se comporte como de liberaciéon lenta o controlada en el tiempo.

e Enmascarar el sabor del ingrediente activo.

e Diluir el ingrediente activo, cuando sélo se requiere en muy pequefias cantidades

y aun asi alcanzar una dispersiéon uniforme en el agente encapsulante.
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En efecto, casi cualquier material que necesite ser protegido, aislado, liberado
lenta o controladamente en el tiempo puede ser encapsulado. Entre los ingredientes
alimenticios que pueden ser beneficiados por la encapsulacion cabe mencionar:
aromas, 4acidos, bases, buffers, lipidos, enzimas, microorganismos, edulcorantes
artificiales, vitaminas, minerales, preservantes, antioxidantes, agentes entrecruzantes,
agentes de fermentacion, colorantes y nutrientes (Barbosa-Canovas, Ortega-Rivas,
Juliano & Yan, 2005). Mas atin, esta tecnologia tiene diferentes aplicaciones no sélo en
la industria alimentaria sino también en, las industrias biomédica, farmacéutica y
cosmética, ademads de agricultura y catdlisis (Nesterenko et al., 2013); siendo las 4reas
de aplicacién mas abordadas la farmacéutica, quimica, bioquimica e ingenieria quimica

(Figura 1.4).
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Figura 1.4. Numero de publicaciones total y por area de investigacién (La curva Total
indica el nimero total de trabajos de cada afio, algunos de los cuales estdn

contemplados en mas de un drea de investigacion).

Asimismo, las aplicaciones de microencapsulaciéon han tenido un incremento
exponencial en las tltimas décadas (Estevinho ef al., 2013). En este sentido, un analisis

de las publicaciones concernientes a la técnica de microencapsulacién indica un total
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de casi 9300 articulos publicados desde 1960, de los cuales alrededor de 3200 fueron
publicados en los tltimos 5 afios (Figura 1.4) (Scopus, 2016).

1.5.2. Estructura de las microcdpsulas

El término microencapsulacion ha sido interpretado ampliamente para incluir
microcapsulas, microparticulas, nanocdpsulas, etc. (Ré, 1998). En su mayoria son
esferas pequefas; sin embargo, su tamafio y forma dependen de los materiales y

métodos utilizados (Estevinho et al., 2013; Gharsallaoui et al., 2007) (Figura 1.5).

a) b) ) d) e)
Simple Irregular Multicapas Multintucleos Matriz

X X JO

Figura 1.5. Morfologia de las microcdpsulas (Gharsallaoui et al., 2007).

De acuerdo a la distribucion del ingrediente activo en el sistema, se distinguen
distintos tipos de microcapsulas (Desai & Park, 2005; Ré¢, 1998). La estructura mas
simple es aquella en que un nucleo de ingrediente activo (esférico o no) es rodeado por
una pared o membrana de espesor uniforme del agente encapsulante (Desai & Park,
2005; Gibbs et al., 1999). Esta estructura de microcapsula se denomina estructura
particula simple (Figura 1.5a; Figura 1.5b). También se pueden formar estructuras
multicapas que consisten de multiples paredes de diferente composiciéon rodeando a
un Unico nucleo (Figura 1.5c) (Calvo et al., 2010; Desai & Park, 2005; Estevinho et al.,
2013; Gibbs et al., 1999), o bien estructuras multintcleos que contienen numerosos
nudcleos en el interior de una tnica pared, también conocidas como “agregados”
(Figura 1.5d) (Calvo et al., 2010; Desai & Park, 2005; Gibbs et al., 1999). Por otro lado, se

pueden formar estructuras tipo matriz; las cuales comprenden aquellas particulas en
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que el ndacleo se encuentra disperso uniformemente a través de todo el agente

encapsulante (Figura 1.5e) (Desai & Park, 2005; Gharsallaoui et al., 2007).

Algunas propiedades de las microcapsulas, tales como composicion,
mecanismo de liberacién, tamafio y forma, se pueden modificar segtun la aplicaciéon
especifica del ingrediente activo (Desai & Park, 2005). En efecto, las microcapsulas son
formuladas para que el nicleo sea liberado de una manera rédpida o bien controlada
(Ré, 1998). La liberacion del nicleo contenido en la microcdpsula a una velocidad
controlada puede ser desencadenada mediante agitacién, disolucién, difusion,

calentamiento o acciéon de enzimas o pH (Nesterenko et al., 2013; Ré, 1998).

1.5.3. Técnicas de microencapsulacién - Secado por atomizacion

Existen muchas técnicas que pueden ser utilizadas para la microencapsulacion
de ingredientes (Borgogna, Bellich, Zorzin, Lapasin & Cesaro, 2010; Estevinho et al.,
2013; Nesterenko et al., 2013; Shu, Yu, Zhao & Liu, 2006; Soottitantawat, Bigeard, et al.,
2005; Wang et al., 2009; Yoo, Song, Chang & Lee, 2006). La aplicacién de un método,
con diferentes adaptaciones y especificidades, se lleva a cabo considerando el tipo de
microcapsula deseado (tamafio y forma), las propiedades fisicas y quimicas del
ingrediente activo y el agente encapsulante, el perfil de liberacién requerido y la escala

y costo de produccién (Estevinho et al., 2013; Nesterenko ef al., 2013; Ré, 1998).

A grandes rasgos, las técnicas utilizadas para la microencapsulacion del ntcleo
pueden agruparse en tres grandes categorias, segtin respondan a un proceso quimico,

fisicoquimico o fisicomecéanico (Jyothi et al., 2010; Ré, 1998) (Tabla 1.5).

Gouin (2004) presentdé resumidamente una manera simple de orientar la
seleccion del método de encapsulaciéon mas apropiado, teniendo en cuenta las
caracteristicas del ingrediente activo (hidrofilico, lipofilico o anfifilico), su estado fisico
y tamafio de particula/gota; el costo operativo, la capacidad de produccién y el modo
de operacién (continuo o discontinuo); y el mecanismo y tasa de liberacién del ntcleo

(térmico, mecanico o por digestién; rapida o controlada, respectivamente).
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Tabla 1.5. Diferentes técnicas utilizadas para la microencapsulacion.
Procesos Quimicos Procesos Fisicoquimicos Procesos Fisicomecanicos
Polimerizacién Separacion de fases (organica Secado por atomizacion
interfacial 0 acuosa) (spray drying) y enfriamiento

por atomizacién (spray

congealing/cooling)
Polimerizacién In situ ~ Encapsulacion sol-gel Recubrimiento en lecho
fluidizado
Policondensacion Microencapsulacion asistida ~ Recubrimiento en bandeja
con COz supercritico
Inclusién molecular Coacervacion Evaporacion de solvente
Liposomas Extrusion

De todas las técnicas mencionadas, el secado por atomizacioén es el método mas
comunmente utilizado en la industria de los alimentos (Drusch, 2007; Frascareli et al.,
2012; Kha et al., 2014; Krishnaiah, Sarbatly & Nithyanandam, 2012; Otélora, Carriazo,
Iturriaga, Nazareno & Osorio, 2015) debido a la facilidad de industrializacién y la
posibilidad de operaciéon en modo continuo (Shu et al., 2006; Wang et al., 2009).
Ademéds, esta técnica presenta bajos costos operativos y buena disponibilidad de
equipamiento (Balasubramani et al., 2013; Calvo et al., 2010; Estevinho et al., 2013;
Gallardo et al., 2013; Kaushik et al., 2015; Wang et al., 2009). Por otro lado, el secado por
atomizacion es un método que se caracteriza por una operacion muy flexible y
altamente reproducible y por producir particulas de buena calidad (Estevinho et al.,

2013; Frascareli et al., 2012).

Este método implica la transformacion de una alimentaciéon en estado liquido
(solucioén, dispersion o emulsién) a un sistema particulado seco, mediante el secado
con un gas (generalmente aire) suficientemente caliente como para lograr una rapida
evaporaciéon del solvente contenido (generalmente agua) (Estevinho et al., 2013;
Gallardo et al., 2013; Krishnaiah et al., 2012; Soottitantawat, Bigeard, et al., 2005). La
remocion del agua en el secado por atomizacién es una practica comun en la ingenieria

que persigue diversos fines; entre otros, asegurar la estabilidad microbiolégica de los
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productos, evitar el riesgo de degradaciones quimicas y biolégicas, reducir los costos
de almacenamiento y transporte, y obtener un producto con propiedades especificas

(Gharsallaoui et al., 2007).

En lineas generales, una bomba peristéltica conduce la alimentacion hacia un
atomizador en el cual se produce la creacion de una gran cantidad de microgotas que
se mezclan con el aire de secado caliente en el interior de la cdmara de secado
(Figura 1.6). Este aire caliente (a una dada temperatura, Tentrada) permite la evaporacion
del agua contenida en las gotas para producir un polvo fino que circula hacia un ciclén
de separaciéon y se deposita en un recipiente colector. El aire exhausto, cargado de
particulas finas, pasa a través de un filtro y es descargado a la atmosfera a través de un

aspirador ubicado aguas abajo del filtro.

Bomba de
alimentacion
Alimentacion

Resistencia
Calefactora

Aire de
secado
Boquilla de

T
atomizacién |+ entrada

A filtro
A

Camara de secado

Finos + Aire exhausto

T

Cicléon de
separacion

l

Gruesos

POLVO DEMICROCAPSULAS

Vaso colector

Figura 1.6. Principio de funcionamiento del secadero por atomizacién

(esquema co - corriente).
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Seguin la ubicacion del atomizador con relacién a la alimentacién del aire de
secado caliente, se puede distinguir entre el secado a co - corriente y a contracorriente
(Gharsallaoui et al., 2007; Ré, 1998; Sosnik & Seremeta, 2015). En el proceso a co -
corriente el liquido se alimenta en la misma direccion que el aire caliente y la
evaporacion ocurre casi instantdneamente, limitando la degradacion térmica. Por otro
lado, en el secado a contracorriente, el liquido se alimenta en direccién opuesta al flujo
de aire caliente y el producto se expone a altas temperaturas, limitando su aplicacién a

productos sensibles al calor (Gharsallaoui et al., 2007; Sosnik & Seremeta, 2015).

v

s ©
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O (<] 0 e °oe ©
Boquilla de dos fluidos Disco giratorio Boquilla ultrasénica

Figura 1.7. Principales tipos de atomizadores utilizados en el secado por atomizacién.

Por otra parte, el proceso de atomizacion se puede llevar a cabo mediante
diversos tipos de atomizadores, entre los cuales se destacan el atomizador de disco
giratorio, la boquilla binaria (de dos fluidos) y la boquilla de ultrasonido (Figura 1.7)
(Benita, 2006; Estevinho et al., 2013; Okuro, Eustdquio, Junior & Favaro-Trindade,
2013). En cualquier caso, el objetivo de la atomizaciéon es generar la maxima area de
transferencia de calor y masa entre el aire de secado y el liquido (Gharsallaoui et al.,
2007). La seleccion del atomizador depende de la naturaleza y el caudal de la
alimentacion y de las caracteristicas del polvo seco que se desea obtener (Gallo, 2013;
Gharsallaoui et al., 2007). En particular, en los atomizadores de dos fluidos, la
alimentacion liquida y el aire de atomizacién (comprimido) entran separados al

atomizador a través de canales concéntricos y salen juntos en el extremo opuesto de la
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boquilla (Kaushik et al., 2015). Este disefio utiliza la energia del gas comprimido para
atomizar el liquido en gotas muy finas (10 - 1000 ym), cuyo tamafio depende del caudal
(o presion) del gas. Se utiliza frecuentemente para atomizar liquidos viscosos (Masters,

1979).

Los atomizadores de disco rotatorio utilizan la energia de una rueda giratoria
de alta velocidad para dividir la muestra liquida en gotas (> 200 ym) (Benita, 2006).
Para este tipo de atomizador, el tamafio de particula se puede variar facilmente
cambiando la velocidad de la rueda (Gaonkar, Vasisht, Khare & Sobel, 2014). En efecto,
el tamafio de la gota formada es inversamente proporcional a la velocidad de giro del

disco (Paudel, Worku, Meeus, Guns & Van den Mooter, 2013).

En los atomizadores ultrasénicos el tamafio de las gotas obtenidas se rige
principalmente por la frecuencia a la que vibra la boquilla (Masters, 1979). En cualquier
caso, un incremento en la energia proporcionada al atomizador conduce a un menor
tamafio de las gotas generadas, mientras que un efecto opuesto se logra mediante
aumentos en la viscosidad y tension superficial de la alimentacion (Estevinho et al.,

2013; Gharsallaoui et al., 2007).

En general, las microcapsulas producidas mediante secado por atomizacién son
de tipo matricial y menores a 100 um, siendo el tamafio y su distribucién funcion de las
condiciones del proceso y de la formulacion (Estevinho et al., 2013; Kaushik et al., 2015;
Ré, 1998). Ademas, el mecanismo de liberacién del ingrediente activo estd tipicamente
controlado por la accién de los solventes y la difusién del activo a través de la matriz

de agentes encapsulantes (Estevinho et al., 2013).

La preparacién de la alimentacién liquida al secadero juega un rol importante
en el contenido final del material encapsulado en el polvo (Frascareli et al., 2012). En
efecto, los pardmetros mds significativos a ser considerados en la formacién de la
alimentacion son la concentracién total de sélidos y del ingrediente activo, la
viscosidad, la estabilidad, el tamafio de particula (si se trata de una suspensioén) o gota
(si se trata de una emulsién), la tensiéon superficial y el método de dispersion

(Estevinho et al., 2013; Frascareli et al., 2012).
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Por otro lado, las condiciones operativas y el disefio del secadero dependen de
las caracteristicas del material a secar y de las especificaciones del producto deseado
(Gallegos-Infante et al., 2013). En este sentido, se deben considerar las condiciones
6ptimas de secado, tales como caudal y temperatura de entrada y salida del aire de
secado, caudal de alimentacién y de aire de atomizacion, etc., con el objeto de obtener
la minima cantidad de ingrediente activo en la superficie exterior de las particulas
obtenidas (no encapsulado) (Frascareli et al., 2012; Otélora et al., 2015, Wang et al.,
2009). El caudal de alimentaciéon debe ser ajustado para garantizar que cada gota
atomizada alcance el nivel de secado deseado antes de tomar contacto con la camara de
secado; mientras que la temperatura y el caudal del aire de secado pueden alterar las
propiedades de las microcapsulas formadas (Wang et al., 2009). Finalmente, el caudal
de atomizacién determina entre otras cosas el tamafio medio de gota formada, y por lo
tanto influye sobre la cinética de secado, el rendimiento de proceso y el tamafio de

particula en el producto.

En sintesis, para una dada formulacién, la calidad del producto final y la
eficiencia del proceso de microencapsulacion dependen de las condiciones operativas

(Estevinho et al., 2013; Frascareli et al., 2012; Otalora et al., 2015).

1.5.4. Aplicaciones del secado por atomizacion para la microencapsulacion de

ingredientes alimenticios

Como se mencioné anteriormente, el secado por atomizacion se ha utilizado
exitosamente en la industria de los alimentos durante muchas décadas; siendo el
proceso de microencapsulacion de aromas el mas antiguo (desde 1930) (Calvo et al.,
2010; Gouin, 2004). Desde entonces, esta técnica se ha empleado para encapsular una
gran diversidad de aceites vegetales, esencias, extractos de frutas, compuestos
bioactivos y probiédticos, etc. (Ahn et al., 2008; Estevinho et al., 2013; Frascareli et al.,
2012; Kaushik & Roos, 2007; Krishnaiah et al., 2012). La Tabla 1.6 muestra algunas de
las aplicaciones mas frecuentes del secado por atomizacién para la encapsulaciéon de

diversos ingredientes alimenticios.
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Tabla 1.6. Principales ingredientes alimenticios encapsulados mediante secado por atomizacién.

Ingrediente

Referencia

Aceite de pescado y calamar

Aceites vegetales (Microalgas, Lino, Chia, Girasol,

Oliva, Mezclas)

Pigmentos y Antioxidantes (Licopeno, a-Tocoferol,

Ubiquinona, Betalainas,

p-Caroteno, Isoflavona)

Astaxantina,

Amaranto,

Aghbashlo, Mobli, Madadlou & Rafiee (2012); Annamalai, Dushyant C &
Gudipati (2015); Chen, McGillivray, Wen, Zhong & Quek (2013); Drusch (2007);
Jafari, Assadpoor, Bhandari & He (2008); Lin, Lin & Hwang (1995); Petrovic,
Sovilj, Katona & Milanovic (2010)

Ahn et al, (2008); Bao et al. (2011); Calvo et al. (2010); Chatterjee, Salatin,
Campagne, Vaupre & Beirdo (2012); Fuchs et al. (2006); Gallardo et al. (2013);
Petrovic et al. (2010); Quispe-Condori, Saldafia & Temelli (2011); Roccia,
Martinez, Llabot & Ribotta (2014); Rodea-Gonzalez et al. (2012); Tonon, Grosso &
Hubinger (2011); Tontul & Topuz (2014); Turchiuli et al. (2005)

Bule, Singhal & Kennedy (2010); Bustos-Garza, Yéafez-Ferndndez & Barragan-
Huerta (2013); Cai & Corke, 2000; Castro-Mufioz, Barragan-Huerta & Yanez-
Fernandez (2015); Coronel-Aguilera & San Martin-Gonzalez (2015); Otalora et al.
(2015); Panizzon, Bueno, Ueda-Nakamura, Nakamura & Filho (2014); Rocha,
Favaro-Trindade & Grosso (2011); Saenz, Tapia, Chavez & Robert (2009); Shu et
al. (2006); Yoo et al. (2006)
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Tabla 1.6. (Cont.). Principales ingredientes alimenticios encapsulados mediante secado por atomizacién.

Ingrediente Referencia

Aceites esenciales (Menta, Onagra, Romero, Café, Carvalho et al. (2014); Fernandes, Borges & Botrel (2014); Frascareli, Silva, Tonon
Limoneno) & Hubinger (2011); Liu & Yang (2011); Sarkar, Gupta, Variyar, Sharma & Singhal
(2012); Soottitantawat, Takayama, et al. (2005)

Extractos vegetales (Citrifolia, Batata, Uva, Hoja de Ahmed, Akter, Lee & Eun (2010); Gallegos-Infante et al. (2013); Guadarrama-

Roble, [-mentol, Acerola, Aji, Guava, Ginkgo, Mezclas)  Lezama et al. (2012); Haidong, Fang, Zhihong, Huanwei & Tiehui (2012);
Krishnaiah et al. (2012); Kuck & Norefia (2016); Osorio, Forero & Carriazo (2011);
Righetto & Netto (2005); Sansone et al. (2011); Soottitantawat, Bigeard, et al.
(2005)

Oleorresinas (Ajo, Cardamomo, Comino) P. Balasubramani et al. (2015); Kanakdande, Bhosale & Singhal (2007); Krishnan,
Bhosale & Singhal (2005)

Otros (Aceites hidrogenados bajos en TRANS, Acidos Alloue, Destain, Amighi & Thonart (2007); Alvarez Cerimedo, Cerdeira, Candal
grasos CLA, proteinas hidrolizadas, lipasas, manteca) & Herrera (2008); Jimenez, Garcia & Beristain (2008); Kurozawa, Park &

Hubinger (2009); Molina Ortiz et al. (2009); Pauletti & Amestoy (1999)
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Respecto a la microencapsulaciéon de fitoesteroles mediante secado por
atomizacion, sélo dos invenciones aparecen en la literatura abierta (Auriou, 2003;
Auweter et al., 2009). Auweter et al. (2009) propusieron la disolucién de los fitoesteroles
en un solvente organico (como acetona), seguido de la dispersién de la mezcla en una
matriz acuosa de caseinato de sodio y almidén modificado. Luego de la remocién del
solvente, la dispersion fue secada por atomizacién para obtener un producto en polvo.
La principal desventaja de esta propuesta es el uso de solventes organicos, los cuales
afectan negativamente la salubridad del producto e implican etapas posteriores
asociadas a su remocién y control que conllevan sus propios costos (como se mencion6
con anterioridad en la Seccién 1.4.5. Funcionalizacion de alimentos con fitoesteroles y

derivados).

Por su parte, Auriou (2003) propuso la creacién de micelas comprendiendo
fitoesteroles y ésteres de sacarosa como surfactantes en un medio acuoso, seguido del
recubrimiento de estas micelas con una mezcla de octenilsuccinato y almidén de maiz
mediante una etapa de secado por atomizacion. La principal desventaja de esta técnica
es el desconocimiento del tamafio medio de particulas obtenido, ademés del ntmero
de etapas involucradas y del tiempo de procesamiento requerido, especialmente

durante la esterilizacion (6 horas).

Si bien ambas contribuciones son interesantes, ninguna de ellas cubre el disefio
racional de un sistema particulado que contenga fitoesteroles con adecuado tamafo de
particula (menor a 25 um), utilizando microencapsulacion mediante secado por
atomizacion libre de solventes organicos. Mas atin, esas invenciones no analizaron la
influencia de las variables operativas y la composicién de la alimentacion al secadero

sobre la performance del proceso y la calidad del producto en polvo.

1.6. Objetivos

En este contexto, el objetivo general de esta tesis es la encapsulacion de
particulas de fitoesteroles en una matriz que permita su aplicacion directa en alimentos

de base acuosa, donde éstos permanezcan en estado disperso el mayor tiempo posible.
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Para lograr este proposito se establecen diversos objetivos parciales que abarcan desde
la formulacién del sistema hasta su aplicacién en agua y bebidas de consumo

instantaneo.

e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de los fitoesteroles para establecer la
factibilidad de su microencapsulaciéon mediante secado por atomizacién e identificar
los posibles cambios que pudieran sufrir durante este proceso.

e Seleccionar, sobre una base racional, materiales de cobertura para la
microencapsulacién de fitoesteroles.

e Identificar condiciones apropiadas de formulacién y preparaciéon de las
suspensiones para su posterior procesamiento mediante secado por atomizacién.

e Seleccionar agentes tensoactivos que permitan una mejora significativa en las
caracteristicas de las suspensiones y, por lo tanto, en la microencapsulacién.

e Estudiar la influencia de las principales variables de formulacién y de proceso
sobre las respuestas de interés (e. g., rendimiento, eficiencia de encapsulacién, retencion
de fitoesteroles, tamafio de las microcapsulas) en la microencapsulacion de fitoesteroles
mediante secado por atomizacion.

e Construir modelos estadisticos apropiados para cada respuesta de interés que
predigan su comportamiento dentro del dominio experimental explorado

e Optimizar simultdneamente todas las respuestas relevantes, ajustando tanto la
formulacién y como las condiciones operativas.

e Estudiar la incorporacién de los productos éptimos en alimentos de base acuosa y

establecer su potencial aplicacion final.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

En la presente secciéon se detallan todos los materiales utilizados durante el
transcurso de esta tesis y las principales caracteristicas que ellos presentan. Cabe
destacar que todos los productos fueron adquiridos con su correspondiente certificado

de analisis.

2.1.1. Ingrediente activo a encapsular

2.1.1.1. Fitoesteroles (FE)

La mezcla de esteroles vegetales comerciales (Advasterol® 90, Advanced
Organic Materials) fue provista por la empresa Grupo Saporiti S.A. (Buenos Aires,
Argentina) a través de la empresa Cooperativa Obrera de Consumo y Vivienda (Bahia
Blanca, Argentina) en cardcter de donacion. Estos esteroles son derivados de aceites
vegetales y se presentan bajo la forma de un polvo blanco (Figura 2.1). Poseen un ligero

olor caracteristico de dichos aceites.

Figura 2.1. Aspecto fisico de los fitoesteroles (Advasterol® 90).
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De acuerdo a la ficha técnica, la mezcla comercial es rica en p-sitosterol,
stigmasterol y campesterol e incluye pequefias cantidades de otros esteroles y
estanoles. La Figura 2.2 muestra la estructura quimica general de los esteroles, junto a
la de los componentes principales de la mezcla Advasterol® 90. Las caracteristicas
estructurales de los fitoesteroles y sus derivados fueron descriptas en la Seccion 1.4.

Fitoesteroles.

Figura 2.2. Estructura quimica: a) general de los esteroles; b) p-sitosterol;

c) estigmasterol; d) campesterol.

Como se observa en la Figura 2.2, las principales diferencias entre los
fitoesteroles radican en la presencia del doble enlace en los carbonos 5 o 22 y la

ramificacioén en el carbono 27, dependiendo del esterol en cuestion.

En la Tabla 2.1 se resumen las principales caracteristicas fisicoquimicas de la

mezcla comercial de fitoesteroles utilizada.
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Tabla 2.1. Caracteristicas fisicoquimicas de la mezcla Advasterol®

90 (Datos provistos por la ficha técnica de la mezcla comercial,

Advanced Organic Materials S.A.).

Caracteristicas de la mezcla de fitoesteroles

Total de esteroles vegetales

Minimo 90 %

p-sitosterol* 35-55%
Campesterol* 18-27 %
Estigmasterol® 21-35%
Brasicasterol* 0-2%
Sitostanol* 0-2%
Otros esteroles® 2-3%

Aspecto
Olor

Peso molecular

Polvo blanco
Aceite vegetal

400.69 - 414.72

Densidad a 25 °C 03-05g/cm3
Punto de fusién 135 - 145 °C
Solubilidad en agua Insoluble

*Como porcentaje del total de esteroles.

2.1.2. Agentes encapsulantes

A continuacién se detallan las principales caracteristicas de los materiales

encapsulantes que se utilizaron en el transcurso de esta tesis.

2.1.2.1. Goma ardbiga (GA)

La goma arabiga (Kerry®) fue provista por la empresa Grupo Saporiti S.A.
(Buenos Aires, Argentina). Se presenta como un polvo fino de color pardo y de aroma

propio caracteristico (Figura 2.3).

La goma ardbiga (N° CAS 9000 - 01 - 5) es una goma natural, biocompatible y

no toxica (Sarika, James, Kumar, Raj & Kumary, 2015). Es un exudado proveniente de
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los tallos y ramas de cepas naturales de acacias (Al-Assaf, Phillips, Aoki & Sasaki, 2007;
Ali, Magbool, Ramachandran & Alderson, 2010; Evans, Ratcliffe & Williams, 2013;
Ramakrishnan, Pandit, Badgujar, Bhaskar & Rao, 2007; Sarkar, Gupta, Variyar, Sharma
& Singhal, 2013). Cerca del 80 % de la goma arabiga comercial se deriva de la especie
Acacia Senegal (A. Senegal) y la mayoria remanente de Acacia Seyal (A. Seyal) (Ma, Bell,
Davis & Chai, 2015).

Figura 2.3. Aspecto fisico de la goma arabiga (Kerry®).

La goma ardbiga es un complejo altamente ramificado compuesto
principalmente por polisacaridos de alto peso molecular (380 - 850 kDa), formados por
arabinosa, galactosa, ramnosa, 4cido glucurénico y acido 4-O-metilglucurénico
(Thevenet, 2012) (Figura 2.4), y por sales de calcio, magnesio y potasio. Este complejo
también presenta pequefias cantidades (alrededor del 2 % m/m) de proteinas como
una parte integral de la estructura (Al-Assaf et al., 2007; Evans et al., 2013; Guan &
Zhong, 2015; Ma et al., 2015; Sarika et al., 2015; Thevenet, 2012). El alto nivel de
ramificacién que presenta la goma ardbiga le confiere una baja viscosidad en
soluciones concentradas, en comparacién con otros hidrocoloides lineales como la

goma guar (Thevenet, 1995).

Esta goma natural biodegradable se utiliza ampliamente en formulaciones
farmacéuticas orales y topicas, encontrdndose catalogada en la lista de ingredientes

GRAS por la FDA (Nayak, Das & Maji, 2012). Asimismo, mas de la mitad del
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suministro mundial de goma ardbiga se utiliza en la elaboracion de dulces para
retardar la cristalizacién del azticar y para espesar dulces, jarabes, glaceados y goma de

mascar (Ali et al., 2010).

HO OH c H
a) o OH b) HO oH ) OH O 0H
H HO SH oy H CHg,
H H H OH H H
OH H H OH OH OH

d)

Figura 2.4. Unidades de aztcar que componen la goma ardbiga: a) arabinosa;

b) galactosa; ¢) ramnosa; d) acido glucurénico; e) acido 4-O-metilglucurénico.

Por otra parte, la goma arabiga es uno de los agentes encapsulantes de mayor
uso en la microencapsulacion mediante secado por atomizaciéon (aromas y
emulsificacion de aceites aromaticos en la industria de bebidas carbonatadas, Ma et al.,
2015; extractos de jugos y frutas, Kuck & Norefia, 2016; antioxidantes y fenoles en
frutos de tomate y papaya, Khaliq, Muda Mohamed, Ghazali, Ding & Ali, 2016; aceite
de café, Frascareli, Silva, Tonon & Hubinger, 2012; extractos de hierbas aromaticas,
Fernandes, Candido & Oliveira, 2012; extractos del brote de mani, Lee, Ahn & Kwak,
2013; aceite esencial de chia, Rodea-Gonzalez ef al., 2012; entre otros). La adaptacion de
la goma ardbiga en diversas aplicaciones de la microencapsulaciéon se debe a su alta
solubilidad en agua, baja viscosidad, buenas propiedades para formar peliculas, y para
formar y estabilizar emulsiones sobre un amplio rango de condiciones 4cidas e i6nicas
(Ali et al., 2010; Evans et al., 2013; Guan & Zhong, 2015; Khaliq et al., 2016; Krishnan,
Kshirsagar & Singhal, 2005; Kuck & Norefia, 2016; Ma et al., 2015; Ramakrishnan et al.,
2007; Sarkar et al., 2013).
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Sin embargo, el suministro inconsistente, la variacion de calidad y el
incremento de los precios de la goma arabiga han motivado la busqueda de nuevos
polimeros alternativos que puedan reemplazarla total o parcialmente (Krishnan,

Bhosale & Singhal, 2005; Krishnan, Kshirsagar, et al., 2005; Kuck & Norefia, 2016).

2.1.2.2. Maltodextrina (MD)

La maltodextrina grado DE 15 (Globe® 019150) fue provista por la empresa
Todo Droga (Cérdoba, Argentina). Se presenta como un polvo blanco de buena fluidez

(Figura 2.5), algo higroscépico y sin olor.

Figura 2.5. Aspecto fisico de la maltodextrina grado DE 15 (Globe® 019150).

Las maltodextrinas (N° CAS 9050 - 36 - 6) se obtienen por hidroélisis parcial
(acida o enzimatica) del almidén (Avaltroni, Bouquerand & Normand, 2004;
Fernandes, Borges & Botrel, 2014; Rowe, Sheskey & Owen, 2006). Usualmente se
clasifican de acuerdo a su grado de hidrélisis, expresado como dextrosa equivalente
(DE), por lo que este valor esta estrechamente relacionado con su peso molecular
(Avaltroni et al., 2004). La maltodextrina es un sacdrido nutritivo, no dulce. Esta
conformada por una mezcla de polimeros que consiste de unidades de D-glucosa, con
un valor de dextrosa equivalente inferior a 20 (Rowe et al., 2006). Las unidades de D-

glucosa estdn unidas primariamente por enlaces a-(1 — 4) (Figura 2.6a), pero también
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existen segmentos ramificados unidos por enlaces a-(1 — 6) (Figura 2.6b) (Fioramonti,

Arzeni, Pilosof, Rubiolo & Santiago, 2015; Rowe et al., 2006).

Se utilizan muy comdnmente como agentes encapsulantes debido a su bajo
costo, su buena digestibilidad, su ausencia de sabor, su alta solubilidad en agua (por
encima del 75 %) y su baja viscosidad cuando se encuentran en soluciéon (Avaltroni et
al., 2004; Balasubramani, Viswanathan & Vairamani, 2013; Coronel-Aguilera & San
Martin-Gonzalez, 2015; Fernandes et al., 2014; Gallegos-Infante et al., 2013; Krishnaiah,
Sarbatly & Nithyanandam, 2012; Saenz, Tapia, Chavez & Robert, 2009).

a) b)
_ - _ on _
OH OH
H OH
H OH H OH
H H
OH H OH H
HO o OH
H OH OH

OH H
HO
H oHQ
H OH OH
L -n H OH H ” OH H - OH
oH' H OH H OH H
HO o) o OH
H OH H  OH H OH

Figura 2.6. Estructura quimica de la maltodextrina: a) cadena lineal de dos unidades de

n

glucopiranosa; b) ramificaciones sobre la cadena lineal.

En particular, las maltodextrinas constituyen frecuentes agentes de
encapsulacion de ingredientes alimenticios (Fernandes et al., 2014). Entre otros,
oleorresinas de ajo (P. Balasubramani et al., 2015), extractos de hoja de ginkgo
(Haidong, Fang, Zhihong, Huanwei & Tiehui, 2012), aceite de soja (McNamee, White,
O'Riordan & O’Sullivan, 2001), extracto de Morinda citrifolia L (Krishnaiah et al., 2012).

Asimismo, actualmente se encuentran dentro de la lista de ingredientes GRAS,
son aceptadas como aditivo alimentario y estan incluidas en la guia de ingredientes

inactivos por la FDA (Rowe et al., 2006).
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Las maltodextrinas cumplen una gran variedad de funciones, tales como el
aumento de volumen, la formacién de peliculas, la disminucién en la permeabilidad al
oxigeno de la matriz de pared (Ahmed, Akter, Lee & Eun, 2010; Gallegos-Infante et al.,
2013; Sansone et al., 2011; Turasan, Sahin & Sumnu, 2015). Sin embargo, presentan
como principales limitaciones una baja capacidad de emulsificaciéon y retencion
marginal de volatiles, razén por la cual se suelen mezclar con otros agentes

encapsulantes (Fernandes et al., 2014).

En el proceso de secado por atomizacién, las maltodextrinas se utilizan en
combinacién con la goma ardbiga para reducir costos y aumentar la eficiencia de
encapsulacion (algunas formulaciones tipicas incluyen un 15 % m/m de goma arabiga
y 25 % m/m de maltodextrina) (Gallegos-Infante et al., 2013; Kanakdande, Bhosale &
Singhal, 2007; Krishnan, Kshirsagar, et al., 2005; Williams & Phillips, 2000).

2.1.2.3. Goma guar (GG)

La goma guar utilizada (Parafarm®) fue provista por Drogueria Saporiti
(Buenos Aires, Argentina). Se presenta como un polvo fino de color beige (Figura 2.7) y

tiene olor propio caracteristico.

Figura 2.7. Aspecto fisico de la goma guar (Parafarm®).
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La goma guar (N° CAS 9000 - 30 - 0) es un poligalactomanano extraido del
endospermo de las semillas de Cyamopsis tetragonolobus, de la familia Leguminosae
(Von Borries-Medrano, Jaime-Fonseca & Aguilar-Méndez, 2016; Patel, Karve & Patel,
2014; Prabaharan, 2011; Prajapat, Subhedar & Gogate, 2016; Rowe et al., 2006; Sarkar,
Gupta, Variyar, Sharma & Singhal, 2012; Sarkar & Singhal, 2011).

El esqueleto principal de este biopolimero consiste en cadenas lineales de
(1 — 4) p-D-manopiranosil y ramificaciones de a-D-galactopiranosil unidas por enlaces
(1 — 6), formando asi ramificaciones cortas (Figura 2.8) (Von Borries-Medrano et al.,
2016; Bosio et al., 2014; Prabaharan, 2011; Prajapat & Gogate, 2015). La goma guar
contiene cerca de un 80 % m/m de glucomanan, 12 % m/m de agua, 5 % m/m de
proteina, 2 % m/m de una ceniza 4cida insoluble y 0.7 % m/m de grasa (Prabaharan,
2011) y su peso molecular promedio es de 200 - 300 kDa aproximadamente (Bosio et al.,

2014; Patel et al., 2014).

La goma guar es soluble en agua fria, hidratdindose rapidamente para producir
una solucién viscosa pseudo - plastica que generalmente tiene una viscosidad mas alta
a bajos esfuerzos de corte que otros hidrocoloides (Prabaharan, 2011). Es insoluble en

hidrocarburos, grasas, alcoholes, ésteres y cetonas (Patel et al., 2014).

a b t/\
Figura 2.8. Goma guar: a) unidades de f-D-manopiranosa; b) unidades de

a-D-galactopiranosa; ¢) unidad repetitiva de la goma guar.
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Se utiliza comunmente en las industrias cosmética, alimentaria, textil, del
petrdleo, papelera, de explosivos y farmacéutica debido a sus excelentes propiedades
espesantes y su bajo costo (Von Borries-Medrano et al., 2016; Bosio et al., 2014; Patel et
al., 2014; Prajapat et al., 2016; Rowe et al., 2006). En la industria farmacéutica se utiliza
en forma sodlida de diversas maneras, como ligante, desintegrante, agente de
suspension y estabilizante, espesante, y como agente de liberacion controlada (Patel et
al., 2014; Prabaharan, 2011; Rowe et al., 2006). Su uso en la liberacién controlada de
drogas se debe en parte a sus propiedades gelificantes (Bosio et al., 2014; Prabaharan,
2011). Adicionalmente, la goma guar tiene alta capacidad espesante (aproximadamente
ocho veces respecto al almidén de maiz), siendo utilizada en formulaciones para
prevenir la coalescencia de gotas y/o la agregacion molecular y la sedimentaciéon de

particulas (Bosio et al., 2014).

Ademas, se utiliza terapéuticamente como parte de la dieta en pacientes con
diabetes mellitus y como supresora del apetito (Rowe et al., 2006). Por otro lado, se
considera un aditivo en la industria de alimentos (yogurt, kéfir y productos de queso
liquidos) y un agente preventivo en la formacién de cristales de hielo en salsas,
aderezos, carnes, productos horneados, helados y alimentos secos (por ejemplo: sopas
y postres) (Bosio et al., 2014). Asimismo, actualmente se encuentra dentro de la lista de
ingredientes GRAS, es aceptada como aditivo alimentario y esta incluida en la guia de

ingredientes inactivos por la FDA (Rowe et al., 2006).

Sin embargo, la goma guar no posee propiedades emulsificantes, una
caracteristica crucial en la microencapsulaciéon de algunos ingredientes activos; y
ademads, su alta viscosidad puede, en ciertos casos, limitar su aplicacién en el secado
por atomizacién agente encapsulante (Patel et al., 2014; Prajapat et al., 2016; Sarkar et al.,

2012, 2013; Sarkar & Singhal, 2011).

2.1.2.4. Carboximetilcelulosa sédica (CC)

En esta tesis se wutilizo carboximetilcelulosa soédica de baja viscosidad
(Parafarm®) provista por Drogueria Saporiti (Buenos Aires, Argentina). Este polimero

se encuentra disponible comercialmente bajo cuatro grados diferentes
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(carboximetilcelulosa de baja viscosidad, de media viscosidad, de alta y de ultra alta
viscosidad), de acuerdo a su viscosidad (entre 0.05 y 4.5 Pa.s) en solucion acuosa al
2 % m/vy 25 °C (Rowe et al., 2006). Se presenta como un polvo de color blanquecino

(Figura 2.9) (Gallo, 2013).

Figura 2.9. Aspecto fisico de la carboximetilcelulosa de baja viscosidad (Parafarm®).

La carboximetilcelulosa (CAS 9004 - 32 - 4) es un polisacérido lineal aniénico,
derivado de la celulosa, que se obtiene a partir de la esterificacion de las unidades de
glucosa (Burgardt et al., 2015; Gaonkar, Vasisht, Khare & Sobel, 2014; Oliveira et al.,
2015). En este sentido, mediante la reacciéon de Williamson se produce el reemplazo
parcial de los grupos hidroxilos de la glucosa, por el grupo CH>-COOH o su sal sédica
CH>-COONa (Figura 2.10) (Gaonkar et al., 2014; Li, Wu, Chen & Wang, 2009; Oliveira
et al., 2015; Taubner, Synytsya & Copikova, 2015). La sustitucién de hidroxilos es
predominante en las posiciones O-2 y O-6 de las unidades de glucosa (Figura 2.10)

(Taubner et al., 2015).

Las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de la carboximetilcelulosa
dependen del peso molecular del polimero, el nimero medio de carboximetilos por
unidad de glucosa (denominado “grado de sustitucién”, DS) y la distribucién que
tienen estas sustituciones a lo largo de la cadena del polimero (Geng et al., 2014; Li et

al., 2015; Taubner et al., 2015). Los productos comerciales de carboximetilcelulosa tienen
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valores de DS entre 0.4 y 1.4, siendo el grado méds comtn, entre 0.7 y 0.8 (Gaonkar et al.,

2014).
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Figura 2.10. Carboximetilcelulosa: a) unidad de glucopiranosa sustituida con un grupo

carboximetil s6dico en el C6; b) unidad repetitiva de la carboximetilcelulosa (DS = 1.0).

La presencia de grupos carboximetilo hace a la molécula de celulosa mas
hidrofilica, promoviendo su solubilidad en agua (Fekete, Borsa, Takacs & Wojnérovits,
2016; Taubner et al., 2015). Su higroscopicidad, junto con otras propiedades, como su
poder espesante y floculante, su facil dispersion en agua y la habilidad para formar
peliculas sustentan su aplicacion en las industrias de alimentos, farmacéutica,
cosmética, etc. (Fekete et al., 2016; Geng et al., 2014; Li et al., 2015; Oliveira et al., 2015;
Taubner et al., 2015; Wu et al., 2011). Ademas, la carboximetilcelulosa es biocompatible
y biodegradable, presenta buena compatibilidad con la piel y las membranas de
mucosas, inmunogenicidad baja y no tiene efectos peligrosos sobre la salud humana (Li
et al., 2015; Taubner et al., 2015; Wu et al., 2011). Actualmente, se encuentra dentro de la
lista de ingredientes GRAS, es aceptada como aditivo alimentario y esta incluida en la

guia de ingredientes inactivos por la FDA (Rowe et al., 2006).

Por otro lado, la carboximetilcelulosa es ampliamente conocida como agente
encapsulante (Barbosa-Cénovas, Ortega-Rivas, Juliano & Yan, 2005; Gaonkar et al.,
2014; Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley & Saurel, 2007; Gouin, 2004; Zuidam &

Nedovic, 2010). Fue exitosamente utilizada para proteger ctrcuma mediante la

53



Capitulo I1

formacién de complejos con lisozima (Li et al., 2015); en combinacién con maltodextrina
y otros materiales para proteger de la oxidacién a diversos compuestos bioactivos
presentes en el aceite de nuez (frente al oxigeno, la luz y la humedad) (Calvo, Lozano,
Espinosa-Mansilla & Gonzalez-Gémez, 2012); para para producir microcdpsulas con
fines electroforéticos junto a gelatina (Li et al.,, 2009) y laurilsulfato de sodio o

laurilsulfonato de sodio (Wu et al., 2011), entre otras aplicaciones.

2.1.3. Agentes tensoactivos

2.1.3.1. Polisorbato: Tween 20 (T20)

En el transcurso de esta tesis se utiliz6 el polisorbato Tween 20 (Laboratorios
Cicarelli®) (N° CAS 9005 - 64 - 5), que fue provisto por Reagents S.A. (Santa Fe,

Argentina) y se presenta como un liquido color &mbar, sin aroma (Figura 2.11).

Figura 2.11. Aspecto fisico del Polisorbato Tween 20 (T20).

Los polisorbatos son tensoactivos no iénicos utilizados ampliamente en la
industria farmacéutica para estabilizar y proteger proteinas contra la agregaciéon

inducida de las interfases. Se obtienen a partir de sorbitol, mediante un proceso que
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involucra la remocién de agua de la molécula, seguido de la esterificacién del mismo
con un acido graso y la posterior insercién de un grupo oxietileno en presencia de un

catalizador (Rowe et al., 2006).

Es un tensoactivo anfifilico, compuesto de ésteres de &cidos grasos de
polioxietilen sorbitano (Figura 2.12). Exhibe una estructura compuesta del anillo
sorbitano y un cierto nimero de unidades de polietilenglicol (polioxietileno) que

pueden estar esterificadas con uno o més acidos grasos (R") (Figura 2.12).
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Figura 2.12. Estructura basica de los polisorbatos monoéster (R”).

En general, los polisorbatos se utilizan en procesos y condiciones que
involucran interacciones interfaciales, como filtracién, bombeo, agitacion, enfriamiento
o congelamiento y liofilizacién, y pueden permitir la agregacién. Su uso prevalente se
debe a su alto valor de balance hidrofilico - lipofilico, o simplemente HLB (acrénimo
inglés de Hydrophilic - Lipophilic Balance), y su buena actividad superficial a bajas

concentraciones (Kishore et al., 2011).

En particular, el polisorbato Tween 20 utilizado en esta tesis es GRAS (Liu &
Wu, 2010) y esta incluido en la lista de ingredientes inactivos de la FDA (Rowe et al.,
2006). Es un tensoactivo cuya estructura contiene 20 unidades de polietilenglicol (w + x
+y + z = 20; Figura 2.12) y se encuentra monoesterificado con acido laurico (R).
Presenta un HLB de 16.7 (Butstraen, Salaiin & Devaux, 2015; Rowe et al., 2006) y se
utiliza en muchas formulaciones de detergentes y de emulsiones para aplicaciones

domésticas de alimentos y farmacos, y como un emulsificante aceite en agua por su
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buena estabilidad y relativa atoxicidad (Borges et al., 2012; Butstraen et al., 2015). El
Tween 20 es aceptado por la Organizacién Mundial de la Salud por su atoxicidad, lo
que le permite ser wutilizado en aplicaciones farmacéuticas (Ratanajiajaroen,

Watthanaphanit, Tamura, Tokura & Rujiravanit, 2012).

La aplicacién de tensoactivos en la elaboracién de sistemas dispersos a secar
por atomizacion ha sido ampliamente abordada. En particular, los polisorbatos Tween
20 y Tween 80 fueron estudiados en la encapsulacion de aceite de girasol (Yolmaz,
Jongboom, Feil & Hennink, 2001) y en la produccién de nanoparticulas de luteina (Liu
& Wu, 2010). Ademas, Bustos-Garza, Yanez-Fernandez & Barragan-Huerta (2013)
utilizaron Tween 20 para la encapsulaciéon de oleorresina astaxantina utilizando como
agentes encapsulantes goma ardbiga y proteinas de suero en combinacién con inulina y
maltodextrina. En tanto, Aghbashlo, Mobli, Madadlou & Rafiee (2012) analizaron la
dependencia de la eficiencia de encapsulacion de aceite de timo con la propiedad

hidrofébica de este tensoactivo.

2.1.3.2. Dodecilsulfato de sodio (SDS)

El dodecilsulfato de sodio (Laboratorios Cicarelli®) fue provisto por Reagents
S.A. (Santa Fe, Argentina). Se presenta como un polvo cristalino, de color blanquecino

y buena fluidez (Figura 2.13).

Figura 2.13. Aspecto fisico del laurilsulfato de sodio (Cicarelli®).
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El dodecilsulfato de sodio o laurilsulfato sodico (SDS, por su sigla en inglés) (IN°
CAS 151 - 21 - 3) (Figura 2.14) es un tensoactivo GRAS producido mediante la
sulfataciéon de dodecanol (Rowe et al., 2006) y utilizado como aditivo en una gran
variedad de alimentos. Ademas, esta incluido en la lista de ingredientes inactivos de la

FDA (Rowe et al., 2006).
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Figura 2.14. Laurilsulfato de sodio.

Es uno de los tensoactivos de uso comin mds importante (Gao, Ren & Ge,
2009), por lo cual se considera un tensoactivo “modelo” (Onesippe & Lagerge, 2008). Se
utiliza ampliamente en formulaciones farmacéuticas s6lidas como tensoactivo o como
agente de mojado para mejorar la solubilidad de drogas poco solubles (Bharate,
Bharate & Bajaj, 2010; Lee, Kim & Kim, 1999). Es un anién anfifilico porque posee un
grupo sulfato como cabeza polar y la cadena hidrocarbonada no polar que finaliza con
un grupo metilo (Figura 2.14) (Coiro, Manigrasso, Mazza & Pocheiti, 1987). Tiene la
capacidad de formar agregados micelares en soluciones acuosas a concentraciones por

encima de la concentracion micelar critica (8.2 x 103 mol/L a 20 °C, Rowe et al. 2006).

El dodecilsulfato de sodio se utiliza también en la formulacién y elaboracion de
microcapsulas, presentando un papel importante en la encapsulaciéon por coacervaciéon
compleja (Li et al., 2009; Onesippe & Lagerge, 2008). En efecto, Vinetsky & Magdassi

(1997) encapsularon aceite de soja con gelatina tipo A y SDS.

En el secado por atomizacién, el SDS se utiliz6 para disminuir el pegado de
material sobre las paredes internas de la cadmara del secadero (Lee et al., 1999).
Chatterjee, Salatin, Campagne, Vaupre & Beirdao (2012) utilizaron SDS como
tensoactivo para preparar microcapsulas multicapas de quitosano alrededor de gotas

de aceite; observando que las moléculas de SDS pueden ser adsorbidas rapidamente
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durante el proceso de homogeneizacién en la encapsulacién mediante deposiciéon capa

por capa.

2.2. Meétodos

En esta seccion se detallan los principales métodos utilizados para realizar
ensayos experimentales, como asi también las condiciones en las cuales fueron llevados
a cabo. Resulta de importancia resaltar que la gran mayoria de técnicas estandarizadas
utilizadas en esta tesis debieron ser apropiadamente ajustadas al sistema de estudio

para su correcto analisis.

2.2.1. Determinacion y cuantificacion de esteroles en la mezcla comercial.

La mezcla de esteroles se analizé6 mediante cromatografia de gases con columna
capilar, siguiendo una simplificacién del método de analisis dispuesto por el Consejo
Oleicola Internacional (Determinacién de la composicién y del contenido de esteroles y
dialcoholes triterpénicos mediante cromatografia de gases con columna capilar, COl/
T.20/ Doc. n°10/2009), el cual describe un procedimiento para determinar el contenido

individual y total de estos componentes en aceites de oliva y orujo.

El principio consiste en la separaciéon de la fraccion de esteroles y dialcoholes
triterpénicos en la mezcla mediante cromatografia de capa fina con una placa gel de
silice basico. Las fracciones recuperadas de gel de silice se transforman en éteres de
trimetilsilil y se analizan entonces por cromatografia de gases de columna capilar.

Todos los reactivos utilizados en esta técnica fueron de grado cromatografico.

Esa dltima etapa fue llevada a cabo en un cromatégrafo gaseoso Agilent
HP4890 D (Hewllett-Packard Company, Palo Alto, USA) provisto de un detector de
ionizacién de llama (FID) y un inyector “split/splitless” con una relaciéon “split” de 1 :
99; y equipado con una columna capilar de silice fundida, recubierta con difenil (5 %) y
dimetilpolisiloxano (95 %) en fase estacionaria (SE 54) de 30 m de longitud, 0.25 mm de

diametro interno y 0.2 ym de espesor uniforme (Supelco Inc., Bellefonte, USA).
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El gas portador (hidroégeno) se circulé a 37 cm/s y una presion de cabeza de
7.58 104 Pa (11 psi). La temperatura del horno se establecié en 260 °C durante los
primeros 2 minutos, y luego se ascendié en 1 °C/min hasta alcanzar los 265 °C,
manteniéndose asi durante los siguientes 25 min. Por su parte, el volumen de inyeccién
fue de 1 uL y las temperaturas del inyector y del detector se establecieron en 280 °C y

300 °C, respectivamente.

2.2.1.1. Identificacién de esteroles

De acuerdo a esta metodologia, los esteroles y estanoles presentes en la muestra
se identificaron utilizando los tiempos de retenciéon reportados en la Tabla 2.2. De
acuerdo al método de analisis, el tiempo de retencién del p-sitosterol debe estar en

20 + 5 minutos.

2.2.1.2. Cuantificacion de esteroles y estanoles

Para la cuantificaciéon de los esteroles y estanoles presentes en la mezcla, se
sigui6 un método de célculo basado en la relacién de areas de cada pico cromatografico
respecto al estandar interno utilizado (a-colestanol). Cabe destacar que, de acuerdo a la
descripcion de la técnica, no debe cuantificarse el ergosterol y que los picos que puedan
aparecer en el perfil y no estén contemplados en el listado dado en la Tabla 2.2
tampoco deben ser incluidos en el calculo. Asimismo, es necesario mencionar que se

consideré un factor de respuesta igual a 1 para el a-colestanol.

La concentraciéon de cada esterol (Crsweror) [Mmg/kg de muestra] se calculé como

sigue:

CEsterol -

A "Mmg,_
Esterol a—colestanol 1000 (2_1)

Agq—colestanol =M

donde Aksierol [cuentas] y Aa-colestanot [cuentas] son el drea computada del esterol de interés
y del a-colestanol, respectivamente; y #a_colestanot [g] y m [g] las masas adicionadas de

a-colestanol y de muestra, respectivamente.
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Tabla 2.2. Tiempos de retencion relativos al B-sitosterol (TRR) para la identificaciéon de

componentes esteroles y estanoles.

Identificacién TRR
Colesterol A-5-colesten-3p-ol 0.67
Colestanol 5a-colestan-3[-ol 0.68
Brasicasterol [24S]-24-metil-A-5,22-colestadien-3-o0l 0.73
Ergosterol* [24S]-24 meti-A5-7-22 colestatrien 34-ol 0.78
4-metilen-colesterol 24-metilen- A-5,24-colestadien-3p-o01 0.82
Campesterol (24R)-24-metil-A-5-colesten-3-ol 0.83
Campestanol (24R)-24-metil-colestan-3p-ol 0.85
Estigmasterol (245)-24-etil-A-5,22-colestadien-3p-ol 0.88
A-7-campesterol (24R)-24-metil-A-7-colesten-3[-ol 0.93
A-5,23-estigmastadienol (24R,S)-24-etil-A-5,23-colestadien-34-ol 0.95
Clerosterol (245)-24-etil-A-5,25-colestadien-3p-ol 0.96
p-sitosterol (24R)-24-etil-A-5-colesten-3f-ol 1.00
Sitostanol 24-etil-colestan-3p-ol 1.02
A-5-avenasterol (24Z)-24-etiliden-A-colesten-3-o0l 1.03
A-5-24-estigmastadienol (24R,S)-24-etil-A-5,24-colestadien-3f-ol 1.08
A-7-estigmastenol (24R,S)-24-etil-A-7-colesten-3p-ol 1.12
A-7-avenasterol (24Z)-24-etilidene-A-7-colesten-3p-ol 1.16
Eritrodiol 5a-olean-12en-3-28-diol 1.41
Uvaol A 12-ursen-3p-28-diol 1.52

2.2.2. Tamizado de los fitoesteroles

Se utiliz6 un tamizador vibratorio Zonytest (Rey & Ronzoni, Buenos Aires,

Argentina) y las mallas ASTM #100, #140 y #200. El tamizado se llev6 a cabo durante

15 minutos, alternando el sentido de giro cada 20 segundos.
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2.2.3. Preparacion de las suspensiones a secar

Las suspensiones de fitoesteroles se prepararon por disolucién en agua
destilada a 60 °C de los agentes encapsulantes seleccionados (1), seguido de la
disolucion del agente tensoactivo (2) y la posterior dispersién (3) y homogeneizaciéon

y/ o sonicado del polvo de fitoesteroles (4) (Figura 2.15).

® @ ® O) ®

Figura 2.15. Esquema general del proceso de preparacion de las suspensiones a secar.

2.2.3.1. Homogeneizacion y sonicado

Las suspensiones se homogeneizaron en un equipo Pro 200 Homogenizer (Pro
Scientific Inc., Oxford, USA) a 25 °C, durante un tiempo determinado a una velocidad
de 25000 - 35000 rpm, para su posterior atomizacion en un secadero a escala laboratorio
((5)). Posteriormente, el sonicado se llevé a cabo en un bafio ultrasénico Cole - Parmer

8892, a 25 °C y durante periodos de tiempo establecidos en cada ensayo.

2.2.4. Caracterizacién de las soluciones de agentes encapsulantes y

tensoactivo y de las suspensiones de fitoesteroles.

2.2.4.1. Tension supetficial (y)

La tension superficial de soluciones y suspensiones se determiné mediante un
tensiometro Kriiss EasyDyne (Kriiss GmbH, Hamburgo, Alemania) a 20 °C y
utilizando el método de Wilhelmy (Hiemenz, 1986) (Figura 2.16). Las muestras se
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dejaron estabilizar durante 15 minutos para garantizar el equilibrio dindmico de las

moléculas de tensoactivo disuelto antes de la medicion.

El método de Wilhelmy consiste en suspender una placa (lamina) sobre la
superficie de un liquido, siendo sostenida por el brazo de una balanza (Figura 2.16).
Por simplicidad, la lamina se posiciona de tal manera que su borde inferior se
encuentre en el mismo plano que la superficie del liquido. La manifestaciéon de la
tension superficial en esta situacion es a través del arrastre de un menisco alrededor
del perimetro de la lamina suspendida. Si la placa esta tarada antes de alcanzar el
punto de contacto, ocurre un desbalance en el punto de contacto debido al peso del
menisco. Como el menisco asciende debido a la tension en la superficie, el peso medido
por el equipo puede ser utilizado para determinar el valor de y mediante un simple

balance de fuerzas (Hiemenz, 1986).

l Tension =y [mN/m]

Placa de Platino
Longitud de mojado [mm]

Liquido

Figura 2.16. Esquema de medicién de la tension superficial por el método de Wilhelmy.

2.2.4.2. Angulo de contacto (6)

2.2.4.2.1. Método directo

El angulo de contacto se determiné por observacién lateral de una gota del

liquido de interés de aproximadamente 20 yuL depositada sobre una placa de vidrio
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recubierta con una fina capa del polvo de fitoesteroles. Para realizar esta experiencia, se
utiliz6 un equipo Kriiss DSA 10 Mk2 (Kriiss GmbH, Hamburgo, Alemania). Las
mediciones se realizaron, al menos, por duplicado a 21 °C, tanto en el instante inicial

(t0), como luego de permanecer en contacto por 5 minutos (t1).

El recubrimiento de las placas de vidrio con fitoesteroles se logré mediante la
disolucién del polvo en hexano, seguida por la deposiciéon de una alicuota de soluciéon
suficiente para recubrir toda la superficie de un portaobjetos de vidrio. La elevada
volatilidad del hexano facilité su rapida evaporaciéon y la formacion de una delgada

lamina homogénea de residuo solido de fitoesteroles sobre la placa de vidrio.

Algunos autores han sugerido la formacién de comprimidos para lograr una
superficie del material sobre el cual se depositan las gotas (Alghunaim, Kirdponpattara
& Newby, 2016). Sin embargo, el polvo de fitoesteroles no presenté buenas
propiedades de compactacion, y la formacién de comprimidos implicé la adiciéon de
agentes lubricantes para el proceso de compresion, alterando asi la superficie y
modificando los resultados de mojado. Por otro lado, debe tenerse en cuenta que el
angulo de contacto en este tipo de sistemas es afectado por la fuerza de compactacién
aplicada; es decir, diferencias en la fuerza de compactacién inducen cambios en el
angulo de contacto medido (Paudel, Worku, Meeus, Guns & Van den Mooter, 2013).
De esta manera, la disolucién de los fitoesteroles surgié como alternativa factible para

lograr una superficie lisa para depositarlos.

0>90° 0=90° 0<90°

Figura 2.17. Angulo de contacto entre un liquido y un sélido de interés.
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En lineas generales, un angulo de contacto menor a 90 © (Figura 2.17) indica que
el mojado de la superficie es favorable y el liquido mojante se esparcira sobre una gran
area de la superficie del s6lido, mientras que angulos mayores a 90 © estan asociados
con un mojado desfavorable, de tal forma que el liquido tenderd a minimizar el
contacto con la superficie y formara una gota turgente y compacta (Litster, Ennis & Liu,

2004; Schramm, 2005).

2.2.4.2.2. Dimensién de gota

Alternativamente, se utiliz6 esta técnica desarrollada con el objeto de suplantar
este método directo, debido a la no disponibilidad del equipo de medicién en el lugar
de trabajo. La mojabilidad se evalu6é a partir de la deposiciéon de gotas de igual
volumen sobre placas de vidrio con fitoesteroles. A diferencia del método directo, la
observaciéon de las gotas a través de una vista superior permitié6 estimar sus
dimensiones para evaluar el grado de esparcimiento sobre los fitoesteroles, tanto en el

instante inicial como al cabo de 5 minutos de contacto.

Para esto, se implement6 una variacioén a la técnica desarrollada por Lassalle,
Failla & Vallés (2006) de modo de complementar los ensayos anteriores, utilizando un
microscopio 6ptico Carl Zeiss Phomi III Pol acoplado a una cdmara fotografica Leica
1280. Brevemente, se colocé una pequefia gota (1 pL) de la solucion del agente
encapsulante estudiado sobre la placa en la cual estaban soportados los fitoesteroles
adheridos. El mojado se evalu6é mediante la observacion microscépica de este sistema y
la determinacioén de la variaciéon de las dimensiones de la gota a través de una vista

superior de las mismas, utilizando la herramienta grafica Leica IM50®.

2.2.4.3. Comportamiento reoldgico

Se estudi6 el comportamiento reolégico, tanto de las soluciones conteniendo los
agentes encapsulantes y tensoactivo, como de las suspensiones constituidas para su

posterior atomizacion.
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Se utilizé un reémetro de esfuerzo controlado Anton Paar Physica MCR 301
(Anton Paar GmbH, Ostfildern, Alemania) a 25 °C, acoplado al sistema de medicién de
cilindros coaxiales CC27 - SN16635 (radio interno 13.329 mm, radio externo 14.460 mm,
longitud de la parte cilindrica 40.000 mm, d&ngulo de cono 120 °). Todos los ensayos se
realizaron, al menos, por duplicado, variando la velocidad de deformacién desde 0
hasta 1000 s?. En los casos que correspondia, la viscosidad se calculé utilizando un
ajuste al modelo Newtoniano, a partir de la relacion entre el esfuerzo de corte y la

velocidad de corte.

2.2.4.4. Tamaiio de las particulas

La distribuciéon de tamafio de las particulas en suspensiéon se determiné
utilizando un equipo de difraccién de rayos laser Horiba LA - 950 V2 (Horiba Ltd.,
Kioto, Jap6n). El tamafio promedio de las particulas se expresé como el didmetro

volumétrico medio D[4,3].

Asimismo, a partir de este mismo ensayo se estim6é qué porcentaje de la
distribucién pasa a través de una malla de 25 um de apertura (facumzs), es decir, qué
fraccion de la muestra presenta un tamafio inferior a 25 um. Otros indicadores del
grado de dispersion de la distribucién de tamano fueron el D[v, 0.10] y el D[v, 0.90],
referidos como el tamafio por debajo del cual se encuentra el 10 % y el 90 % de la

poblacién de particulas, respectivamente.

2.2.4.5. Estabilidad

Se colocaron 10 mL de suspension en tubos de ensayo de 14 mm de didmetro
interno y se dejaron reposar en posicion vertical a 25 °C. Se registré con un calibre
Vernier Caliper (rango de precisiéon 0.02 mm) la altura de separacién entre fases en
funcién del tiempo, hasta no observar cambios significativos entre mediciones

consecutivas.

La Figura 2.18 muestra un esquema del sistema de analisis de estabilidad. A

partir de la altura de separacion entre fases (H), se calculd el volumen de cremado (V)
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como una fracciéon del volumen total de suspensién, mediante las Ecuaciones (2.2) y

2.3).

2
(N ~ HHT(Sr* - H)

—5-100% SiH<r  (22)

3

A nr*?(H* —r*) + 2@

«3
nr*?(H —=) + ans
V= .100% SiH>r*  (2.3)

r*3
nr*?(H* —r*) + 2@ 3

H
1'*$ v Vv

Figura 2.18. Esquema representativo para la observacion de la separacion de fases.

Debido a que el tubo de ensayo presentaba una base semiesférica de radio R
igual al radio interno del tubo, el volumen dado por la Ecuacién (2.2) se determiné
considerando el casquete esférico de radio r* y altura H y se aplico para los tiempos en
que H < r*. Por otro lado, el volumen expresado por la Ecuacién (2.3), valido para los
tiempos en que H > r* se estableci6 contemplando ademds de la secciéon inferior

semiesférica, la seccién superior cilindrica del tubo.

La estabilidad fue evaluada por medio del “tiempo de demora”, definido como
el tiempo transcurrido para observar la aparicién de dos fases claramente diferenciadas

y por medio de la apreciacién del “volumen de cremado” en funcién del tiempo.

2.2.4.6. Potencial Z

La determinacién del potencial Z se realizé utilizando un equipo Malvern
ZetaSizer 3000 (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). Cada suspension a secar fue

ensayada por triplicado a 25 °C.
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2.2.4.7. Conductividad y pH

La determinacion de estas dos propiedades se realizé utilizando un medidor
Adwa Ad8000 (Adwa Instruments, Hungria) y los electrodos de cada medicién A1131B
y A76309, para pH y conductividad respectivamente, calibrados con antelacién a cada

conjunto de ensayos.

2.2.5. Secado por atomizaciéon

Los ensayos exploratorios de secado por atomizacion se realizaron utilizando
un equipo a escala laboratorio Mini Spray Drier Biichi B - 290 (Biichi Labortechnik AG,
Flawil, Suiza) (Figura 2.19).

Caracteristica Técnica

Capacidad de evaporacion de agua 1kg/h

Flujo de aire de secado Maéximo 35 m3/h
Temperatura maxima de entrada 220 °C
Gas de atomizacion Aire, 5105 - 8105 Pa

(200 - 800 L/h)

Diametro de la boquilla 0.7 mm
Tiempo de residencia 1.0-15s
Dimensiones de la cdmara 051m/0.11m
(Altura/Didmetro)

Figura 2.19. Caracteristicas técnicas: Biichi Mini Spray Drier B - 290.

El equipo estd provisto de una tobera de atomizacion binaria de mezcla externa.
Por el canal central circula la suspensiéon a atomizar, mientras que por el canal anular

adyacente circula el aire de atomizacién que facilita la dispersion del liquido en
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pequenias gotas. Los didmetros internos de los orificios para el liquido y el gas son de

0.7 mm y 1.5 mm, respectivamente.

Las condiciones operativas de secado se especifican en detalle en los capitulos
siguientes. Para estabilizar y facilitar la limpieza del equipo, se circul6 agua destilada
durante 10 minutos previos y 10 minutos posteriores a la atomizacion de las
suspensiones, respectivamente. Durante el periodo de operacién, las suspensiones a

atomizar se mantuvieron homogéneas mediante agitacién magnética continua.

Cada ensayo se realizd, al menos, por duplicado. Los polvos recuperados
(también llamados “microcdpsulas”, “microparticulas”) se pesaron y almacenaron a
temperatura ambiente en frascos de vidrio de color caramelo, sellados y colocados en
la oscuridad. Para todas las experiencias realizadas, se registr6 la temperatura de

salida.

2.2.5.1. Rendimiento de secado (RS)

El rendimiento del proceso se determiné gravimétricamente como la relaciéon
entre la cantidad de polvo colectado luego de cada experiencia de secado por
atomizacién (producto particulado en forma de microcapsulas) y el contenido de

solidos totales presente en las suspensiones atomizadas (Ecuacion (2.4)):

RS(%) = Masa de solidos colectados (g) 100% 2.4)
(%) = Masa de sé6lidos alimentados (g) 0 o

2.2.5.2. Recolectado en camara de secado (PC)

En algunos casos, también se determind gravimétricamente el material
recolectado en la cdmara de secado. En este sentido, el PC se defini6 de manera
analoga a la Ecuacion (2.4), como la relaciéon masica entre los sélidos colectados en las

paredes de la cdmara y los sélidos alimentados al proceso.
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2.2.5.3. Eficiencia de encapsulacién (EE)

Una vez que culmina el proceso de secado, el producto en polvo
(microcapsulas) que se obtuvo estd compuesto de 3 tipos de particulas: fitoesteroles
libres (sin encapsular), fitoesteroles encapsulados y agentes encapsulantes (no
utilizados en la encapsulaciéon) (Figura 2.20). Como su nombre lo indica, la
determinacion de la eficiencia de encapsulacion permite evaluar la efectividad del

proceso en cuestion.

.. ® FE; () .\\ (o)
o0 —~ ! 99 o0\ 100
[ _ L
‘ ‘ Extraccion de FE #}
. O / o 0‘
. -
... g / - \\
Extraccién de FE, — / . . \\E::::l . . .
Producto {\ ® : @ / .

/
/‘.
®

encapsulados.

‘ Disolucién de cobertura, liberacion de FE

(O —> Cobertura libre, levemente soluble en agua. S~ FEL
@ —> FElibres, insolubles en agua.

© —> FEencapsulados.

Figura 2.20. Composicion del producto de secado y fracciones para determinacién de

eficiencia.

En la bibliografia existen diversas maneras de establecer la eficiencia de
encapsulacion y, a su vez, diferentes formas de definirla. Algunos autores definen la
eficiencia de encapsulaciéon como la relacién entre el contenido total de ingrediente
activo en el producto final y su cantidad alimentada (Gamboa, Gongalves & Grosso,
2011; Kaushik & Roos, 2007; Shu, Yu, Zhao & Liu, 2006; Xiao & Zhong, 2011); mientras
que otros, la definen como la relacién entre la cantidad de activo encapsulado y
contenido total de activo en el producto final (Aghbashlo et al., 2012; Calvo,
Hernandez, Lozano & Gonzélez-Gomez, 2010; Haidong et al., 2012; Jun-xia, Hai-yan &
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Jian, 2011; Tonon, Grosso & Hubinger, 2011; Velasco, Holgado, Dobarganes &
Marquez-Ruiz, 2009). En esta tesis se utiliza la definicion de Eficiencia de
Encapsulacién (EE) dada por la Ecuacion (2.5); es decir, la relacién masica entre los
fitoesteroles encapsulados (FEg), expresados como la diferencia entre los fitoesteroles

totales (FEr) y los fitoesteroles libres (FEL), y los fitoesteroles totales en el producto

(Figura 2.20).

FE; — FE
L 1.100% (2.5)

FE
EE(%) = # 100% = ————
T T

Las fracciones FEr y FEL se determinaron mediante extraccion con solventes
siguiendo la metodologia desarrollada por Velasco et al. (2009), la cual se describe a

continuacion.

2.2.5.3.1. Fitoesteroles totales (FEr)

La determinacion del contenido total de fitoesteroles en las microcapsulas se
basé en el método de Rose - Gottlieb, ampliamente aplicado para la determinacion
cuantitativa de grasa en leches y polvos de leche (Velasco et al., 2009). Se dispersaron 4
g de microparticulas en 40 mL de agua destilada, previamente calentada a 65 °C. Luego
de una agitacién vigorosa, se agregaron a la suspensiéon 8 mL de una solucién acuosa al
25 % de NH4OH y se mantuvo la mezcla a 65 °C durante 20 minutos en agitacion.
Seguidamente, se enfri6 la suspension a temperatura ambiente, y se la dispuso en una

ampolla de decantacion para extraer el total de lipidos presentes.

La extraccion de los fitoesteroles se realiz6 en 3 etapas sucesivas. En la primera,
se agregaron 20 mL de etanol, 50 mL de éter etilico y 50 mL de n-hexano. En la
segunda, se utilizaron 10 mL de etanol, 50 mL de éter etilico y 50 mL de n-hexano;
mientras que en la tercera se adicionaron 50 mL de éter etilico y 50 mL de n-hexano. En
cada etapa de extraccion, se agregaron los solventes sucesivamente con agitacion

vigorosa entre cada adicién. Luego de dejar en reposo, la fase superior de cada

70



Materiales y Métodos

extraccion se colect6 y filtr6 a través de un papel de filtro conteniendo Na2SO4 anhidro.
Posteriormente, se someti6 a evaporacion bajo una corriente de Ny, hasta alcanzar peso

constante. La fase acuosa se dispuso para la extraccion subsiguiente.

El contenido total de fitoesteroles (FEr) se calcul6 como:

FEn(9%) = Masa total de Fitoesteroles colectada (g) 100% 2.6)
r(%) = Masa total de solidos colectados (g) 0 '

2.2.5.3.2. Fitoesteroles libres (no encapsulados) (FEL)

La fraccion de fitoesteroles libres se extrajo por agitacion de 5 g de
microcapsulas en un volumen de 200 mL de n-hexano, durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Luego de filtrar a través de papel de filtro, se evapor6 el
solvente en un rotoevaporador a 60 °C y 0.200 atm, aproximadamente. Los fitoesteroles
extraidos se secaron hasta alcanzar peso constante bajo una corriente de N. El

contenido de fitoesteroles libres (FEL) se computé como:

FE (%) = Masa de Fitoesteroles libres (g) 100% 2.7)
L(%) = Masa total de sélidos colectados (g) 0 )

2.2.5.4. Retencién de Fitoesteroles (RFE)

La retencion de fitoesteroles se expres6 como la relacién entre la cantidad total
de fitoesteroles en las microparticulas (libres y encapsulados) y la cantidad de
fitoesteroles alimentados al secadero en la suspension (Frascareli et al., 2012).

Masa de total Fitoesteroles colectados (g)

RFE(%) = - 1009 2.8
(%) Masa total de Fitoesteroles alimentados (g) % 28)
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2.2.6. Caracterizacién del producto particulado

2.2.6.1. Tamaiio de las particulas encapsuladas

La distribucién de tamafio de las particulas obtenidas como producto del
secado por atomizacién y el tamafio medio aritmético en volumen D[4,3] se
determinaron siguiendo el método descripto en la Seccion 2.2.4.4. Tamario de las

particulas para caracterizar el tamafo de las particulas en suspension.

Asimismo, a partir de este mismo ensayo se estim6 el porcentaje de la
distribucién que pasa a través de una malla de 25 um de apertura (facumzs), es decir, qué

fraccion de la muestra presenta un tamafo inferior a 25 ym.

2.2.6.2. Morfologia de las microcdpsulas

Para determinadas experiencias de secado por atomizacién, se estudié la
morfologia de las particulas que constituyen el producto mediante microscopia de
barrido electrénico (SEM). Se utiliz6 un microscopio de barrido electrénico LEO EVO
40-XVP (Carl Zeiss AG, Oberkochen Alemania). Para la preparacion de las muestras, se
secaron los polvos bajo corriente de aire sobre un portaobjeto y luego se metalizaron

con oro.

El estudio de la estructura interna de las microparticulas fue abordado también
por SEM. Para ello, el polvo fue embebido en una resina epoxi de baja viscosidad
(Spurr®) y se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 dias hasta alcanzar la
solidificacién completa de la resina. Dicho sélido conteniendo las microcapsulas fue
sometido a cortes sucesivos en un ultramicrétomo para generar pequefias ldminas que

luego fueron metalizadas y observadas por SEM de la manera convencional.

2.2.6.3. Humedad residual (HR)

El contenido de humedad de las microcdpsulas se determiné usando un

analizador de humedad con ldmpara halégena M45, OHAUS como fuente de calor
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(Ohaus Corporation, Parsippany, USA). El analisis del contenido de humedad se
realiz6 por duplicado e inmediatamente después del proceso de secado por

atomizacion.

2.2.6.4. Redispersabilidad

Una vez obtenidas las microcapsulas, se evalué su facilidad para ser
redispersadas en agua a temperatura ambiente. Algunos autores analizaron la
redispersabilidad como el tiempo requerido para que cierta cantidad de polvo se
hidrate completamente (observado a través de un cambio de color) (Auriou, 2003) o
para que desaparezca de la superficie del agua (Turchiuli et al., 2005), se disuelva
completamente (Pérez-Alonso, César et al., 2009), o bien, para que se disperse
completamente (Chen, Zhong, Wen, McGillivray & Quek, 2013). Por su parte, otros
autores estudiaron la redispersiéon mediante el andlisis de la distribucién de tamafio de
las particulas a ciertos intervalos de tiempo (Cerdeira, Martini & Herrera, 2005; Faldt &
Bergenstdhl, 1996; Tewa-Tagne, Briancon & Fessi, 2007). La velocidad de agitacion del
medio de dispersiéon utilizada en los estudios mencionados fue diferente o no

reportada.

Considerando la ausencia de un método estandarizado para determinar la
redispersabilidad de las microcapsulas y los antecedentes disponibles en la

bibliografia, se seleccioné e implement6 la metodologia que se describe a continuacion.

En primer lugar, se llevé a cabo un estudio exploratorio para determinar la
velocidad de agitacion adecuada para el ensayo. En este sentido, siguiendo la técnica
propuesta por Chen et al. (2013) se colocaron 0.5 g de microparticulas en 150 mL de
agua destilada a temperatura ambiente y se determiné el tiempo requerido para
dispersarlas mediante agitaciéon manual, simulando el proceso habitual de
redispersion. Posteriormente, se realiz6 el mismo ensayo pero utilizando un agitador

magnético a diferentes velocidades.

En base a los resultados obtenidos (Figura 2.21), la velocidad de agitacion
magnética para los ensayos de redispersabilidad se estableci6é en 750 rpm, aquella para

la cual el tiempo de redispersién coincidié con el de agitacién manual.
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La capacidad de redispersion de las particulas se evalué entonces como el
tiempo requerido para redispersar una masa de 0.5 g de microparticulas en 150 mL de

agua destilada a una velocidad de agitacion de 750 rpm.

Adicionalmente, se analizaron las particulas redispersadas en términos de su
tamafio por difraccién laser y se corroboré que no existieran cambios significativos en
la distribucién al cabo de 30 minutos. De esta manera, se garantizé que el tiempo de

redispersion (TRD) reportado fuera confiable.
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Figura 2.21. Tiempo de redispersion (TRD) en funcién de la velocidad de agitacion.

2.2.6.5. Turbidez

Los ensayos de estabilidad de las microcdpsulas redispersadas se llevaron a
cabo en un Turbiscan Classic MA 2000 (Formulaction SA, L'Union, Francia), un
instrumento 6ptico disefiado para estudiar los procesos de agregacion y separacién de
fases en sistemas coloidales. Este equipo opera con una fuente de luz a 850 nm y dos
sensores Opticos que reciben la luz transmitida por la muestra (180 ° entre la luz
incidente y el sensor) y la luz dispersada (45 © entre la radiacién incidente y el detector).
El haz de luz recorre longitudinalmente la muestra colocada en un tubo cilindrico hasta

80 mm, adquiriendo los datos cada 40 ym.
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La turbidez se estudi6 con el objeto de evaluar la estabilidad de las
microcapsulas redispersadas a 25 °C. Para ello, se preparé una suspension de 0.2 g de
microcapsulas en 60 mL de agua destilada y se escane6 una alicuota de 8 mL siguiendo

el esquema de monitoreo descripto en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Intervalos de escaneo de turbidez.

Intervalo de tiempo entre medicion Periodo de medicion por cada intervalo
5 minutos 2 horas
15 minutos 2 horas
30 minutos 20 horas
1 hora 24 horas
8 horas 2 dias
24 horas 3 dias

Finalmente, la muestra se escane6 cada una semana, durante tres semanas. En
cada escaneo se registr6 la variacién de la luz transmitida (T %) y dispersada (BS %)

respecto a los perfiles de referencia medidos en el tiempo inicial.

2.2.7. Ensayos de caracterizacion generales de los polvos

2.2.7.1. Fluidez del polvo: Indice de Carr (IC)

Para determinar las propiedades de flujo de los fitoesteroles utilizados y las
microparticulas obtenidas mediante secado por atomizacion se calculé el Indice de
Carr. Para ello, el polvo se verti6 en una probeta de 10 cm? previamente tarada y se
pes6 para determinar la masa del mismo. La densidad a granel (DensG) se calcul6
como la relacién entre la masa de polvo y el volumen ocupado por el mismo (graduado
en la probeta). La densidad empaquetada (DensE) se determiné sometiendo la probeta

con el polvo pesado a una serie de impactos verticales suaves hasta que el volumen
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final ocupado no presentd variaciones. La DensE se calculé como la relacién entre la
masa de polvo y el volumen ocupado por el mismo después de los impactos. La fluidez
del polvo se evalué utilizando el Indice de Carr (Schiissele & Bauer-Brandl, 2003)

segun la Ecuacion (2.9):

C= DensE — DensG

. 0 2.9
DensE 100% 29)

Valores de IC por debajo del 10 % indican flujo excelente, valores entre 11 -
15 % son representativos de buena fluidez, desde 16 y hasta 20 % el flujo es razonable,
mientras que entre 21 - 25 % el material presenta aceptables propiedades de flujo. El
polvo posee pobre fluidez cuando los valores de IC se encuentran entre 26 - 31 % (USP

30 - NF 25, 2007).

2.2.7.2. Difraccion de rayos X (DRX)

Para establecer el tipo de estructura sélida de los materiales particulados (antes
y después del secado) se utilizé un difractometro Rigaku Geigerflek D/MAX 3 - C
(Rigaku Corporation, Tokio, Japén). El danodo se operé a 35 kV y 15 mA. Las
mediciones se realizaron entre 2 y 70 © sobre la escala 20 y a una velocidad de barrido

de 2 °/min.

2.2.7.3. Espectrofotometria de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

Para ciertas experiencias de secado se analiz6 el producto mediante
espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier. También se evaluaron los
componentes individuales que las conforman, previamente secados de manera

independiente.

Cada muestra a ensayar se prepard realizando una mezcla con bromuro de

potasio (KBr) en una relaciéon masica 1 : 99, respectivamente. Una pequena fracciéon de
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esta mezcla se colocé en una placa portamuestra y se analizé en un espectrofotémetro
FT - IR Nicolet 6700 (Thermo Scientific™, Waltham, USA), barriendo longitudes de
onda entre 4000 cm? y 400 cm™. El anélisis de los espectros obtenidos se realizé
mediante el software OMNIC v.5.12 (Thermo Electron Scientific Instruments LLC,
Madison, USA). La asignacién de las bandas de absorcién se llevé a cabo utilizando las

bibliotecas disponibles en el software en conjunto con datos bibliogréficos.

2.2.7.4. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El comportamiento térmico de distintos productos obtenidos se estudi6
utilizando un calorimetro Pyris 1 Perkin Elmer (Perkin Elmer, Waltham, USA), cuyos
datos fueron registrados con el software Pyris (Perkin Elmer, Waltham, USA)
articulado al equipo. Tanto el flujo calérico como los puntos de fusién se calibraron
utilizando Indio (In) y el punto de fusién del agua pura, respectivamente. Todos los

datos se referenciaron a la celda vacia.

Para determinadas experiencias de secado, se pesaron aproximadamente 10 mg
de producto, en capsulas de aluminio posteriormente cerradas por prensado. El
tratamiento térmico se efectué bajo una atmoésfera inerte (N) para evitar
descomposiciones aceleradas por la presencia de oxigeno. Una vez establecida la
muestra durante 1 minuto a 20 °C, se la sometié a un calentamiento hasta 170 o 200 °C
(dependiendo del material ensayado, y para evitar su descomposicioén) a una tasa de
10 °C/min. Este primer calentamiento se utiliza generalmente para eliminar el agua
residual que posee la muestra. Luego se dejo estabilizar nuevamente por 1 minuto a la
maxima temperatura y se comenzé a disminuir la temperatura hasta 20 °C también a
10 °C/min. Finalmente, se realizd un segundo calentamiento hasta la méxima

temperatura y a 10 °C/min.

2.2.7.5. Andlisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico se realiz6é utilizando una balanza Discovery TA

(TA- Instruments, New Castle, USA), cuyos datos se colectaron mediante el software
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Trios (TA - Instruments, New Castle, USA) articulado al equipo. Para ciertas
experiencias de secado, se pesaron 5 - 10 mg de producto que se sometieron a
tratamiento térmico bajo una atmoésfera inerte (N2) entre 30 °C y 200 °C y a una
velocidad de calentamiento de aproximadamente 10 °C/min. Para algunas muestras y
con el objeto de identificar la temperatura de descomposicion de los materiales, se
realizé el analisis en el modo Hi - Resolution, hasta 1000 °C y a una tasa de
calentamiento de 5 °C/min. Este modo de calentamiento permite incrementar la
resolucion de los ensayos en las zonas donde se observan cambios bruscos de peso con

el aumento de temperatura.

2.2.7.6. Microscopia Optica y Microscopia de Platina Calefaccionante

Para algunas muestras se observaron las caracteristicas morfoldgicas utilizando
el microscopio 6ptico Carl Zeiss Phomi III Pol acoplado a una cdmara fotografica

Leica 1280 utilizando una magnificacién de 160X.

El mismo microscopio fue utilizado para observar los cambios morfolégicos de
algunas muestras durante el proceso de calentamiento en el analisis térmico. En este
contexto, el microscopio se acoplé a un sistema de platina calefaccionante Mettler. Las
muestras fueron observadas bajo el microscopio en un rango de temperatura de entre
30 y 200 / 210 °C a una tasa de calentamiento de 2 °C/min, utilizando una
magnificaciéon de 160 X. Para identificar los cambios morfolégicos, las imdgenes fueron

tomadas con y sin el uso de una placa de retardacién intercalada de 1 A.

2.2.8. Anadalisis estadistico

El andlisis de todos los resultados y la comparacién entre ensayos se realizod
mediante el andlisis de la varianza (ANOVA), el cual permite identificar si la fuente de
variacion entre dos muestras se corresponde con cambios en las condiciones de trabajo
o con el error experimental (Montgomery, 1991). Se utiliz6 siempre un nivel de
confianza del 95 % (nivel de significancia a = 0.05) para identificar diferencias

significativas entre ensayos.
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CAPITULO 3. CARACTERIZACION DE LOS
FITOESTEROLES Y ENSAYOS EXPLORATORIOS PARA LA
SELECCION DE LOS AGENTES ENCAPSULANTES

3.1. Introduccidon

Tal como se menciona en la Seccion 1.5.3. Técnicas de microencapsulacion - Secado
por atomizacion, la preparacion de la dispersiéon o emulsién a ser procesada es la
primera etapa involucrada en el proceso de encapsulaciéon por secado por atomizaciéon
(Frascareli, Silva, Tonon & Hubinger, 2012). En lineas generales, el proceso comienza
con la preparacion de la soluciéon de la matriz, compuesta principalmente por uno o
mas agentes encapsulantes, dentro de la cual se incorporara el material activo a ser
encapsulado. La matriz, seleccionada conforme a la aplicaciéon final de las
microcapsulas, se disuelve en un solvente tal que el ingrediente activo sea insoluble o
inmiscible en él. El ingrediente activo se agrega entonces a la solucién de agentes

encapsulantes y se dispersa mediante una agitacion vigorosa (Ré, 1998).

En este contexto de formulacion de la dispersion, resulta indispensable conocer
ciertas propiedades fisicoquimicas de los materiales a encapsular para determinar su
compatibilidad con los agentes que se seleccionen como encapsulantes y establecer las
condiciones de preparacion de la suspensién. En consecuencia, el presente capitulo
incluye la caracterizacion del polvo original de fitoesteroles en términos de contenido y
composicion en esteroles y estanoles, asi como la distribucién de tamafio de sus
particulas. Ademads, se presenta un estudio térmico y el andlisis de sus grupos

funcionales para evaluar su estabilidad frente al secado por atomizacién.

Otro aspecto importante en el desarrollo de las microcapsulas es la seleccion
del/ de los agente/s encapsulante/s. No sélo deben ser apropiados para su uso en
alimentos y garantizar la funcionalidad y liberacion requeridas del ingrediente activo
sino que también deben poseer ciertas caracteristicas adicionales, tales como buena
resistencia mecénica, compatibilidad con el ingrediente activo y los productos
alimenticios donde se incorporaran las microcadpsulas, adecuada capacidad

emulsificante (que permita obtener un apropiado tamafio de particula final) (Matsuno
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& Adachi, 1993; R¢, 1998), y prolongada vida ttil luego del secado, etc. (Desai & Park,
2005; Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley & Saurel, 2007; Ré, 1998). Si en
particular se utiliza el secado por atomizacién como proceso de encapsulacién
(Matsuno & Adachi, 1993), los agentes encapsulantes deben ademads: presentar buena
solubilidad en el medio de dispersiéon (habitualmente agua), generar sistemas
dispersos de alta estabilidad (Matsuno & Adachi, 1993; Ré, 1998) y evitar tanto la
segregacion del ingrediente activo durante el proceso de deshidratacion como la

coalescencia de las gotas generadas (Matsuno & Adachi, 1993).

A pesar de disponer de todos estos criterios, la selecciéon de los agentes
encapsulantes para la microencapsulacion mediante secado por atomizacién ha
involucrado tradicionalmente procedimientos de prueba y error, en los cuales las
microcapsulas formadas son evaluadas en términos de la eficiencia de encapsulacién,
la estabilidad bajo diferentes condiciones de almacenamiento, el grado de proteccion
del ingrediente activo y la observaciéon de la superficie por microscopia, entre otros

aspectos (Gharsallaoui et al., 2007).

En general, no existe un tinico componente que retina todas las caracteristicas
deseadas. Por lo tanto, en la préactica cada material se utiliza en sus formas modificadas
y/0o en combinacién con otros agentes encapsulantes u otras sustancias que posean
diferentes caracteristicas como antioxidantes, agentes quelantes y/o tensoactivos

(Desai & Park, 2005).

Existen numerosos materiales de uso alimenticio disponibles como agentes
encapsulantes, los cuales pueden ser agrupados dentro de las siguientes categorias (Ré,

1998; Vilstrup, 2001):

e Carbohidratos: Son considerados buenos agentes encapsulantes de materiales
insolubles en agua porque exhiben baja viscosidad a altas concentraciones y buena
solubilidad (por ejemplo la maltodextrina, descripta en la Seccion 2.1.2.2. Maltodextrina
(MD)). Sin embargo, no poseen las propiedades interfaciales requeridas para una alta
eficiencia de encapsulacién. Por ende, suelen asociarse a otros agentes encapsulantes

tales como derivados de carbohidratos (ésteres, éteres, gomas) y proteinas
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(Gharsallaoui et al., 2007; Vilstrup, 2001). Algunos de éstos (como la pectina, la goma
guar y la carboximetilcelulosa descriptas en las Secciones 2.1.2.3. Goma guar (GG) y
2.1.2.4. Carboximetilcelulosa sodica (CC), respectivamente) poseen propiedades
gelificantes y/o espesantes que los hacen propicios para estabilizar emulsiones frente a
la floculacion y la coalescencia (Gharsallaoui et al., 2007); mientras que otros (como la
goma aradbiga, descripta en 2.1.2.1. Goma ardbiga (GA)) presentan propiedades
interfaciales adecuadas para la generacion de una dispersion estable (Gharsallaoui et
al., 2007; Vilstrup, 2001).

e Lipidos (tipo ceras, parafinas, grasas, aceites, lecitinas): Suelen ser utilizados para
encapsular ingredientes alimenticios solubles en agua y, debido su bajo punto de
fusién, pueden ser fundidos para encapsular nucleos sélidos (Vilstrup, 2001). La
principal desventaja de los lipidos es que presentan polimorfismos que pueden alterar
gradualmente su estructura cristalina y, con ello, las propiedades de barrera (Vilstrup,
2001).

e Proteinas: Poseen propiedades interfaciales tutiles en la preparaciéon de la
alimentacién al secadero (por ejemplo, gelatina, proteina de soja y proteinas del suero)
(Gharsallaoui et al., 2007) y son utilizadas para microencapsular ingredientes no
solubles en agua (como aceites, vitaminas y aromas) (Vilstrup, 2001). No obstante,
durante la deshidratacién en el secadero, el incremento gradual en la temperatura de la
gota atomizada puede dar lugar a la desnaturalizacién de las proteinas, afectando las

propiedades de las microcédpsulas (Gharsallaoui et al., 2007).

En este marco, ademas de la caracterizacion de los fitoesteroles, el presente
capitulo aborda el estudio de seleccion de los agentes encapsulantes, evaluando la
humectabilidad (o mojabilidad) de las soluciones de agentes encapsulantes sobre los
fitoesteroles, la estabilidad y facilidad de manipulacién de las suspensiones a secar y el
rendimiento de secado como indicadores primarios de la potencial eficacia de los

agentes encapsulantes preseleccionados.
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3.2. Procedimiento experimental

3.2.1. Caracterizacién de los fitoesteroles

La identificaciéon de los fitoesteroles fue realizada mediante cromatografia
gaseosa (segun las Secciones 2.2.1.1. Identificacion de esteroles y 2.2.1.1. Identificacion de
esteroles), mientras que la caracterizacion general del polvo se llevé a cabo siguiendo las
técnicas descriptas en las subsecciones de 2.2.7. Ensayos de caracterizacion generales de los
polvos  (espectrofotometria infrarroja, calorimetria diferencial de barrido,
termogravimetria, rayos X). La seleccion del corte de fitoesteroles a utilizar y la
determinacion del tamafio medio de sus particulas se realizaron de acuerdo a las
técnicas descriptas en las Secciones 2.2.2. Tamizado de los fitoesteroles y 2.2.4.4. Tamario de

las particulas.

3.2.2. Seleccion de los agentes encapsulantes

Como se menciond anteriormente, un gran ntimero de compuestos pueden ser
seleccionados para la encapsulacién de ingredientes alimenticios. Sin embargo, debido
a las propiedades destacadas en las Secciones 2.1.2.1. Goma ardbiga (GA) y 2.1.2.2.
Maltodextrina (MD), la goma ardbiga y la maltodextrina lideran la lista de los agentes
encapsulantes mds utilizados. Por otro lado, si bien la goma guar y la
carboximetilcelulosa son usados menos frecuentemente, su capacidad para formar
geles a bajas concentraciones resulta una caracteristica atractiva para la encapsulacion

de fitoesteroles.

En este proceso de seleccién, la goma arabiga y la maltodextrina fueron
utilizadas en una concentracion del 20 % m/v, mientras que la goma guar y la
carboximetilcelulosa en concentraciones de 1 % m/v y 2 % m/v, respectivamente, de
acuerdo con datos bibliograficos y ensayos experimentales previos (Balasubramani et
al., 2015; Fernandes, Borges & Botrel, 2014; Frascareli, Silva, Tonon & Hubinger, 2011;
Gibbs, Kermasha, Alli & Mulligan, 1999; Pérez-Alonso, César et al., 2009; Ré, 1998;
Rodea-Gonzélez et al., 2012; Saenz, Tapia, Chavez & Robert, 2009; Turchiuli et al., 2005).
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La discriminacién entre agentes encapsulantes se realiz6 observando
conjuntamente las propiedades de mojado de las soluciones formuladas sobre los
fitoesteroles y su viscosidad, el tamafio de particula de las suspensiones y el
rendimiento de secado como una medida de la factibilidad del proceso sujeto al uso de

estos materiales.

Las suspensiones homogeneizadas fueron atomizadas en un secadero Biichi
Mini Spray Drier B - 290, a una temperatura de 160 °C, un caudal de aire de
atomizaciéon de 536 L/h (equivalente a 45 mm de la altura del rotametro),
estableciendo la bomba de alimentacién al 10 % de apertura (2 - 3 mL/min) y la

aspiracion al 100 % (correspondiente a un caudal de aire de secado de 35 - 38 m3/h).

3.3. Resultados y discusién

3.3.1. Caracterizacién y acondicionamiento de los fitoesteroles

3.3.1.1. Identificacién y cuantificacion de los esteroles y estanoles presentes en el

ingrediente a encapsular

La Figura 3.1 muestra el cromatograma obtenido para la identificacién de los
fitoesteroles. En él se distinguen una gran variedad de picos cromatograficos, algunos
de los cuales se corresponden con los fitoesteroles y fitoestanoles detallados en la

norma utilizada.

Tal como se menciond en la Seccion 2.2.1.1. Identificacion de esteroles, la
identificacion de la sefial correspondiente al f-sitosterol fue el punto de partida para
reconocer los demds esteroles y estanoles presentes. Como puede observarse, el
p-sitosterol aparecié en un tiempo de retencién de aproximadamente 23.49 minutos,
siendo éste el pico més intenso del cromatograma (nomenclado con el ntimero 16,

Figura 3.1). Seguidamente, considerando la masa de a-colestanol incorporada como
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estdndar interno y conociendo las areas de cada uno de los picos cromatograficos, se

establecieron las composiciones porcentuales de cada esterol y estanol.
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Figura 3.1. Cromatograma de los fitoesteroles a encapsular.

En la Tabla 3.1 se presentan los tiempos de retencién relativos de todos los
fitoesteroles identificados y la composiciéon porcentual promedio de cada uno de ellos,

calculada a partir de la Ecuacion (2.1).

Efectivamente, la muestra comercial de fitoesteroles estuvo compuesta
principalmente por p-sitosterol (36.36 %), campesterol (24.55 %) y estigmasterol

(23.71 %). Los resultados indicaron que el polvo Advasterol® 90 contenia un
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90.28 + 3.57 % m/m de fitoesteroles y fitoestanoles, verificando la informacién

reportada en la Tabla 2.1.

Tabla 3.1. Tiempos de retencion relativos (TRR) y composicion de esteroles presentes.

Nro. Pico Fitoesterol / Fitoestanol TRR Contenido
[mg/100 mg esteroles totales]
1 Colesterol 0.66 0.43 £0.01
3 Brasicasterol 0.72 0.56 + 0.07
6 24-metilen-colesterol 0.81 917 +3.78
7 Campesterol 0.83 2455 +1.04
8 Campestanol 0.84 0.79 £ 0.07
9 Estigmasterol 0.89 23.71+0.84
12 A-7-campesterol 0.92 0.71 £ 0.05
13 A -5,23-estigmastadienol 0.94 0.15+0.05
14 Clerosterol 0.95 0.24 +£0.04
16 P-sitosterol 1.00 36.36 +1.45
17 Sitostanol 1.01 0.87+£0.22
18 A -5-avenasterol 1.02 0.81+£0.09
22 A -5,24-estigmastadienol 1.07 0.37+£0.10
25 A -7-estigmastenol 1.11 0.55+0.12
29 A -7-avenasterol 1.18 0.72+0.13

3.3.1.2. Difraccion de rayos X de los fitoesteroles

La Figura 3.2 presenta el difractograma de rayos X realizado para la mezcla de

esteroles comerciales. Los compuestos presentaron una estructura principalmente

cristalina, confirmada por la presencia de picos bien definidos a 4.96°, 15.16° 18.6°,

18.9°, 21.5°y 22.0° en el patrén de difraccion.
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Figura 3.2. Difractograma de rayos X de la mezcla comercial Advasterol® 90.

Mel'nikov, Seijen ten Hoorn & Bertrand (2004) mostraron estructuras similares
para f-sitosterol puro, esteroles de aceites vegetales y madera y sitostanol; mientras
que Tirk, Upper & Hils (2006) y Rozner, Popov, Uvarov, Aserin & Garti (2009),
obtuvieron resultados equivalentes en mezclas de esteroles ricas en p-sitosterol,

campesterol y estigmasterol.

3.3.1.3. Petfil térmico de los fitoesteroles

La Figura 3.3 muestra el perfil térmico que presentaron los fitoesteroles,
evaluado desde 30 °C hasta 200 °C en los ciclos de calentamiento y enfriamiento, a una
tasa de variacion de 10 °C/min, asi como también el andlisis termogravimétrico

realizado en el mismo intervalo de temperatura y a una misma tasa de calentamiento.

Los perfiles de DSC (tanto en el primer calentamiento como en el segundo)
indicaron un comportamiento tipico de materiales cristalinos, acorde a lo presentado
en la seccién anterior (3.3.1.2. Difraccion de rayos X de los fitoesteroles). La mezcla de
fitoesteroles presenté dos eventos endotérmicos, uno de ellos alrededor de 54 °C y el

otro cerca de 138 °C, ambos acompafiados por un evento reciproco en el ciclo de
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enfriamiento (Figura 3.3). Estos picos podrian corresponderse con el punto de fusién (y

su analoga cristalizacion) de los ésteres (54 °C) y esteroles (138 °C), respectivamente.
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Figura 3.3. Perfiles de DSC y TGA de la mezcla comercial de fitoesteroles

Advasterol® 90 (explicados sobre los ejes izquierdo y derecho, respectivamente).

En particular, el primer calentamiento mostr6 estos eventos con menor

intensidad debido a la presencia de agua libre. La evaporaciéon lograda con el aumento

de la temperatura durante el primer calentamiento permitié observar estos eventos

mas definidos en el segundo calentamiento. Esta pérdida de agua se observé en el

perfil de TGA a partir de los 40 °C, alcanzando una proporcién de alrededor del 1.7 %

respecto a la masa inicial. Los fitoesteroles son compuestos altamente hidrofébicos,

sugiriendo que el agua presente en el polvo se encontraba lo suficientemente libre

como para que su eliminacién se diera a bajas temperaturas. Este perfil de TGA indicé

ademads que la descomposicion de los fitoesteroles comenz6 cerca de los 180 °C, donde

se observ6 una importante pérdida de masa (Figura 3.3).
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Para corroborar la hipétesis de fusién de estanoles y esteroles, se realizé un
ensayo de microscopia de platina calefaccionante utilizando la misma tasa de
calentamiento que en los ensayos de TGA y DSC. La Figura 3.4 muestra el seguimiento
del calentamiento de las muestras de fitoesteroles. Los dos fenémenos de fusiéon fueron
claramente identificados, entre 50 y 60 °C; y entre 125 y 140 °C, respectivamente. En
efecto, en el transcurso del ensayo se observaron zonas de diferentes tonalidades, tanto
con el uso de la placa de retardacion como sin ella. Las imagenes adquiridas sin la
placa de retardaciéon resultaron mads brillosas indicando un reordenamiento de los
cristales con el incremento de la temperatura, producto de la incipiente fusién. Al
alcanzar los 125 - 140 °C, la fusién de la muestra se acelerd; en efecto, las imagenes sin
la placa de retardacion se tornaron rapidamente oscuras debido a la desapariciéon de
estructuras cristalinas. El proceso de enfriamiento también se estudié mediante esta

técnica, mostrando evidencias de cristalizaciéon en cercanias a las mismas temperaturas.

Rozner et al. (2009) obtuvieron un perfil de DSC similar para una mezcla de
fitoesteroles, reportando tres picos de fusion muy cercanos entre ellos (114.4 °C;
132.0 °C y 140.0 °C) para fitoesteroles provenientes de una mezcla de diversas plantas.
Por su parte, Christiansen, Karjalainen, Seppanen-Laakso, Hiltunen & Yliruusi (2003)
encontraron s6lo un pico endotérmico a 138.1 + 0.6 °C en el termograma de p-sitosterol
cristalizado. Mel'nikov et al. (2004) observaron dos picos de fusién en el estudio de
p-sitosterol (133.1 °C y 142 °C), mientras que para el sitosterol reportaron sélo uno a

141.3 °C.

Los resultados obtenidos permitieron asegurar la estabilidad de los fitoesteroles
frente al proceso de secado (garantizando asi su procesabilidad) debido a la ausencia

de eventos de descomposicion en el rango de temperaturas de operacién utilizado.
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Figura 3.4. Microscopia de platina calefaccionante de la mezcla de fitoesteroles, con y sin placa de retardacién (imagenes claras y oscuras,

respectivamente).
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3.3.1.4. Andlisis de Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) de

los fitoesteroles

De acuerdo a la estructura que presentan los fitoesteroles (Figura 2.2a), en el
espectro infrarrojo se esperaba encontrar informacién relativa al grupo funcional OH
(C3), los anillos aromaticos (de 6 y 5 carbonos), y la cadena de 5 carbonos y sus
ramificaciones. A continuacién se presenta el espectro obtenido para la mezcla

comercial de esteroles (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Espectro FTIR de los fitoesteroles.

En el espectro de transmision se observaron dos grandes zonas marcadas en
distintas frecuencias. La zona (1), de alta frecuencia, presenté un pequefio pico en
3604 cm correspondiente a la vibraciéon de tension del OH libre (no asociado por
puente H), y una banda de absorcién entre 3070 y 3500 cm propia de la vibracién de
tension del OH asociado por puente H (3200 - 3600 cm-1). La presencia de humedad en

la muestra estaria contribuyendo a esta zona de absorcién.

Disminuyendo en el ntmero de onda, entre 3070 y 2730 cm?,

aproximadamente, aparecieron las bandas caracteristicas de los grupos metilo y
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metileno de la cadena lateral de la molécula. Esta zona incluy6 las vibraciones de
tension de CHj; asimétrica y simétrica a 2958 y 2867 cm, respectivamente; de -CH>
asimétrica a 2933 cm y simétrica a 2849 cm!; como asi también las de tension del CH

del grupo CH = CH (3028 cm1?).

La zona @, de frecuencias bajas, present6 bandas de absorcion cerca de 1780 y
hasta 1562 cm? aproximadamente, donde fue dificil identificar grupos funcionales
debido a que entre 1737 y 1716 cm las vibraciones son coincidentes con las de los

ésteres (1730 - 1710 cm?) y la de los arométicos (1730 - 1715 cm-?).

Por otra parte, entre 1667 y 1629 cm aparecieron las vibraciones del enlace
C = C (cis) del grupo HC = CH (en general a 1665 - 1635 cm) que podrian estar
solapadas con la vibracién de tension del enlace C = C en cicloalcanos insaturados

(1640 - 1560 cm-1).

A frecuencias entre 1533 - 1297 cm! se observ6 una banda de absorcién con un
pico en 1463 cm! correspondiente a la vibraciéon de flexién asimétrica del CHs, que
podria encontrarse solapada con la deformaciéon de tijera del metileno (dada en
1468 cm?). A frecuencias de 1438 cm y 1376 cm? se encontraron la deformaciéon
asimétrica y vibracion simétrica del enlace CH del grupo CHs, respectivamente. Sobre
esta misma zona, a 1367 cm se detect6 una banda de absorcién (solapada al pico
mayor de 1376 cm?) que se correspondié con la deformacién del C - H en el grupo
-CH(CH:). presente generalmente sobre el final de la cadena lateral de los esteroles,
mientras que las vibraciones de tensién del esqueleto de C - C y flexién del C - C - H

del mismo grupo se observaron a 1173 y 1157 cm, respectivamente.

Sobre los 1331 cm! se hall6 la banda correspondiente a la vibracién de tensiéon
del C - O en el grupo C - O - H, mientras que en 1106 cm! se encontro la vibracién de

tension del C - O del mismo grupo.

A frecuencias inferiores a 1218 cm se apreciaron una gran cantidad de bandas
de absorcion, siendo la mayor de ellas a 1058 cm-! correspondiente a la vibracién de
flexion fuera del plano del enlace C - O correspondiente al grupo OH del carbono 3. A
1132 cm? se da la absorcién de las vibraciones de tensiéon del enlace C - C del grupo

metilo, solapada con la de deformacién de balanceo de ese mismo grupo.
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Finalmente, sobre los 960 y 1304 cm? se observaron las vibraciones de
deformacion fuera y en el plano del C - H, respectivamente, correspondientes al grupo
- CH = CH -. Esta ultima absorcién podria esta solapada con la deformacién del aleteo

del - CH> -CH: (generalmente dada a 1306 - 1303 cm-?).

Los espectros obtenidos en ambos casos fueron similares a los obtenidos por
Sosiniska, Przybylski, Hazendonk, Zhao & Curtis (2013) en la descripcion del
p-sitosterol, componente mayoritario de la mezcla de esteroles utilizada en este
estudio. En ese trabajo, los autores destacaron la presencia de dos bandas, una muy
amplia a 3350 cm! y otra muy intensa a 1050 cm! correspondientes a las vibraciones de

tension de los grupos OH y CO, respectivamente.

Por otra parte, Tan & Shahidi (2013) estudiaron la modificacién quimica de una
mezcla de fitoesteroles mediante distintas técnicas. El espectro FTIR obtenido present6
un perfil similar al de este estudio, prestando atencién al comportamiento de una
banda presente a 1053 cm (correspondiente a la tensién CO), que desaparecié cuando
los fitoesteroles fueron esterificados, como asi también la banda ancha alrededor de los
3300 - 3500 cm?, caracteristica del grupo OH, que denot¢ la presencia de fitoesteroles

libres en el producto de reaccién.

3.3.1.5. Tamaiio de particula del polvo de fitoesteroles utilizado como materia prima

Tal como se menciond en la Seccién 2.1.1.1. Fitoesteroles (FE) los fitoesteroles se
presentaron como un polvo blanco con el aroma caracteristico de los aceites vegetales
originarios. Para obtener una fraccién uniforme del polvo de fitoesteroles y asegurar su
homogeneidad independientemente del lote utilizado, el polvo se tamizé utilizando
una malla ASTM #100, obteniéndose un material cuya distribucién se muestra en la
Figura 3.6. De esta manera el polvo de fitoesteroles que se utilizé como materia prima
en este trabajo de tesis presenté un tamafio medio en volumen de 83.92 + 5.16 ym,
mientras que el 80 % de la distribucién se encontré entre 160 ym (D[v, 0.90]) y 27 ym

(D[v, 0.10]).
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Figura 3.6. Distribucién de tamario de los fitoesteroles luego del tamizado

(malla ASTM #100).

3.3.2. Seleccion de los agentes encapsulantes

3.3.2.1. Viscosidad de soluciones de agentes encapsulantes

Se estudi6 el comportamiento reolégico de las soluciones acuosas de los agentes
encapsulantes preseleccionados con el objeto de determinar la viscosidad de las
mismas y evaluar la factibilidad de ser procesadas mediante secado por atomizacion.
En la Figura 3.7 se presenta el comportamiento obtenido para las soluciones de, goma
arabiga al 20 % m/v, maltodextrina 20 % m/v, carboximetilcelulosa al 2 % m/v y

goma guar 1 % m/v.

Tanto las soluciones acuosas de maltodextrina como de goma arabiga
mostraron un comportamiento newtoniano, ya que la viscosidad permanecié casi
invariante con la velocidad de deformacién aplicada. En efecto, el ajuste de la
viscosidad a este modelo dio un valor de 3.01 mPa.s para la solucién de maltodextrina
y 24.95 mPa.s para la de goma ardbiga, con un coeficiente de determinacién R2 superior
a 0.99 en ambos casos. Estas viscosidades resultaron apropiadas para atomizar la

suspension al secadero (BUCHI Labortechnik AG, 2016).
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Figura 3.7. Comportamiento reolégico de soluciones de agentes encapsulantes a 25 °C.

Por otra parte, tanto la solucién de carboximetilcelulosa como la de goma guar
presentaron un comportamiento del tipo no newtoniano (pseudoplastico), con una
disminucién en la viscosidad ante aumentos en la velocidad de deformacién. Sin
embargo, la viscosidad medida para estas dltimas soluciones acuosas permanecid
siempre por encima de las de goma ardbiga y maltodextrina, pese a que sus
concentraciones fueron inferiores. Mas atn, a bajas velocidades de deformacién la
viscosidad super6 considerablemente el limite maximo de 300 mPa.s impuesto para

lograr una apropiada atomizacion en el secadero (BUCHI Labortechnik AG, 2016).

3.3.2.2. Mojado

Esta propiedad describe la habilidad de una superficie para ser mojada por el
liquido elegido, y en general se caracteriza en términos del d&ngulo de contacto (i.e., el
angulo entre la superficie del sélido de interés y la tangente de una gota del liquido
que se estd evaluando en la interseccion de las interfaces gas - liquido y

liquido - sélido) (Susana, Campaci & Santomaso, 2012) (Figura 2.17).
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Figura 3.8. Vista superior de las gotas depositadas. Las lineas punteadas delimitan la gota depositada a t = 0 minutos (#0) (------) y a

t =5 minutos (t1) (--—). a) Goma arabiga 20 % m/v, t0; b) Goma arabiga 20 % m/v, t1; ¢) Goma guar 1 % m/v, t0; d) Goma guar 1 % m/v, t1;
e) Maltodextrina 20 % m/v, t0; f) Maltodextrina 20 % m/v, t1; g) Carboximetilcelulosa 2 % m/v, t0; h) Carboximetilcelulosa 2 % m/v, t1.
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La mojabilidad (humectabilidad) de un polvo es una propiedad importante
involucrada en diversos problemas practicos, tales como la caracterizaciéon de la
dispersabilidad del polvo en un liquido y la seleccién de un material liquido para

recubrir o granular un polvo (Susana et al., 2012).

Se estudi6 el mojado de los agentes encapsulantes preseleccionados sobre una
placa de fitoesteroles mediante la observacion de la gota en una vista superior. Los
resultados obtenidos no fueron promisorios. En efecto, las gotas no se esparcieron atin

transcurridos 5 minutos luego de su deposicion sobre la placa de fitoesteroles.

En la Figura 3.8 se muestra la vista superior de las gotas de soluciéon de goma
arabiga y maltodextrina al 20 % m/v, goma guar al 1 % m/v y carboximetilcelulosa al
2 % m/v, inmediatamente después de ser depositadas (tiempo 0, t0) y al cabo de 5
minutos de la deposicion sobre la placa (tiempo 1, tI). Todas estas soluciones
resultaron ser no mojantes sobre la superficie de fitoesteroles. Efectivamente, se
observaron gotas turgentes y una ausencia de esparcimiento de las mismas. Més adn,
en todos los casos el didmetro de gota se redujo, indicando la existencia de dos
fendmenos que no pueden ser independizados: la evaporacion del agua contenida y la

retardacion de la gota producto de la alta hidrofobicidad de los fitoesteroles.

3.3.2.3. Tamaiio medio de particula de las suspensiones, observaciones sobre la

homogeneizacién y la estabilidad

Las suspensiones de fitoesteroles fueron elaboradas en una concentraciéon de
6.66 % m/v en las soluciones de los diferentes agentes encapsulantes preseleccionados.
De acuerdo a la Figura 3.6, el tamafio medio de las particulas de fitoesteroles fue
superior a 25 um, por lo que fue indispensable incorporar una etapa de
homogeneizado durante la preparacion de las suspensiones. Para determinar el tiempo
requerido de homogeneizacion, se realiz6 un ensayo exploratorio en agua, sometiendo
suspensiones acuosas a este proceso y analizando el tamafio medio y la distribucién en
funcion del tiempo aplicado. En dicho ensayo, presentado en el APENDICE 3.1.
Reduccion del tamario medio: Homogeneizacion en suspension acuosa, se observé que

9 minutos de homogeneizacién fueron suficientes para alcanzar de manera conjunta un
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tamafio medio inferior a 25 ym y una distribucién estrecha de tamafios. A partir de ese
tiempo, no se logré una disminucion considerable en el tamafio medio. No obstante, al
no contener ningln agente encapsulante, estas suspensiones resultaron sumamente

inestables (i.e., con formacién instantdnea de agregados sobre la superficie).

Siguiendo este estudio, las suspensiones de fitoesteroles en las soluciones de los
agentes encapsulantes se homogeneizaron durante 9 minutos y se determiné el tamafio
medio de las particulas en suspensiéon. En todos los casos, las muestras fueron
sonicadas durante 1 minuto para eliminar la espuma formada durante la

homogeneizacién.

La Tabla 3.2 presenta el D[4,3] obtenido para cada una de las suspensiones
formuladas (D[4,3]susp). En ella se observa que los tamafos de particula medios
obtenidos fueron superiores a 25 ym, siendo influenciados principalmente por las

propiedades inherentes de la soluciéon de agente encapsulante.

Por un lado, la carboximetilcelulosa y la goma guar condujeron a viscosidades
tan elevadas que, si bien generaron sistemas sumamente estables (sin separacién de
fases por periodos de dias), no lograron una disminucién considerable en el tamafio de
particula de los fitoesteroles. De este modo, estos agentes no sélo no facilitaron la
reduccién del tamafio medio en la suspension, sino que ademds no lograron un

mezclado eficiente de los fitoesteroles.

Tabla 3.2. Tamafio de particula medio para las suspensiones de

fitoesteroles.

Agente Encapsulante DI[4,3]susp [pm]*
Goma arabiga 36.401 + 3.1772
Maltodextrina 52.529 £ 0.972b
Carboximetilcelulosa 65.988 £ 5.042¢
Goma guar 83.530 + 4.6854

*Diferentes superindices indican diferencias significativas entre las

muestras (p < 0.05).
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Por su parte, las suspensiones conteniendo goma ardbiga y maltodextrina si
lograron reducir el tamafio medio, a valores de 36.401 + 3.177 um vy
52.529 £ 0.972 um, respectivamente; siendo estos tamafios significativamente inferiores
a los obtenidos con goma guar y carboximetilcelulos (p < 0.05). Dicha reduccién en el
tamafio fue importante respecto a la mezcla original tamizada, posiblemente debido a
la viscosidad moderada de las soluciones de los agentes encapsulantes (que permitié
un mezclado eficiente de los fitoesteroles) y, en particular para la goma arabiga, a las
propiedades interfaciales que presenta. En consecuencia, la presencia de goma arabiga
suministré un sistema con mayor estabilidad que el provisto por la maltodextrina, el

cual result6 altamente inestable (i.e., con separacion de fases inmediata).

En efecto, el analisis de la estabilidad de las suspensiones formuladas en
funcién del tamafio de particula y el tiempo de homogeneizacion (presentado en el
APENDICE 3.1. Reduccion del tamaiio medio: Homogeneizacién en suspension acuosa) indico
no s6lo una reduccion en el tamafio medio de las particulas en suspensiéon a medida
que el tiempo de homogeneizacién aumentaba, sino también una mayor estabilidad de
las suspensiones tanto en términos del mayor tiempo requerido para observar
separacion de fases (superior a 4 horas luego de la preparacién) como de una menor

fracciéon volumétrica de la fase de cremado (18 %).

Aunque no se lograron tamaifios inferiores a 25 ym (requeridos para ejercer un
apropiado efecto hipocolesterolémico) en las suspensiones basadas en los diferentes
agentes encapsulantes preseleccionados, el estudio de la homogeneizacion, focalizado
en la estabilidad de las suspensiones y los tamafios medios de particula, permiti6

proponer a la goma ardbiga como principal agente encapsulante.

3.3.2.4. Secado por atomizacién

En la Tabla 3.3 se presentan los resultados de rendimiento de secado y tamafio

medio de particula en el producto para las muestras ensayadas.

Tanto la suspensién con carboximetilcelulosa al 2 % m/v como aquella con

goma guar al 1 % m/v presentaron rendimientos de secado no aceptables para la
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escala laboratorio del proceso (23.51 % y 8.82 %, respectivamente). Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos, se descarto el uso de goma guar y carboximetilcelulosa para
encapsular fitoesteroles mediante secado por atomizacion. A pesar de sus promisorias
propiedades formadoras de geles, el mojado ineficiente junto a las elevadas
viscosidades en todo el rango de velocidades de deformacién, condujeron a tamafios
de particula muy grandes, tanto de suspensién como de producto, y a rendimientos de
secado excesivamente bajos. En efecto, el comportamiento reolégico de las soluciones
de goma guar y carboximetilcelulosa dificultaron el mezclado y la homogeneizacién vy,

consecuentemente, su aplicabilidad en la encapsulacion.

Tabla 3.3. Rendimiento de secado para las suspensiones formuladas y

tamafio de particula del producto.

Agente Encapsulante Rendimiento [%]*  D[4,3]par [pm]*
Goma arabiga 55.12 £ 0.952 38.924 + 3.609°
Maltodextrina 63.88 +1.73b 51.607 £ 1.595v
Carboximetilcelulosa 23.51 £ 1.25¢ 52.430 £ 1.566P
Goma guar 8.82 +£1.464 61.131 + 5.108¢

* Diferentes letras en una misma columna indican diferencias

significativas entre las muestras (p < 0.05).

A pesar de que en ambos casos el proceso de secado disminuy6 el tamafio
medio de particula respecto al de la suspension (p < 0.05), esta reducciéon no fue
suficiente para alcanzar los tamafos requeridos para que los fitoesteroles ejerzan un
apropiado efecto hipocolesterolémico. El fenémeno de reducciéon de tamafio observado
para estos dos agentes encapsulantes pudo deberse, en mayor medida, al pegado de
material sobre las paredes de la cdmara, que condujo a rendimientos de secado
inferiores al 100 %. En efecto, al procesarse materiales no volatiles, la principal pérdida
durante el secado podria adjudicarse al pegado, y en menor medida al arrastre de las

particulas pequefias aguas abajo del ciclon de separacion.
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Por otra parte, tanto la goma ardbiga como la maltodextrina pudieron ser
procesadas en soluciones mds concentradas, obteniéndose mejores y aceptables
rendimientos de secado (55.12 % y 63.88 %, respectivamente). Como era de esperar, la
maltodextrina condujo a tamafios de particula significativamente superiores a los
obtenidos utilizando goma arabiga (p < 0.05). Sin embargo, su correspondiente
rendimiento de secado también fue significativamente superior al asociado a la

presencia de goma arabiga (p < 0.05).

3.3.2.5. Eficiencia de encapsulacién

Por lo expuesto anteriormente, la determinacién de eficiencia de encapsulaciéon
se realizd Gnicamente sobre las microcapsulas provenientes de las suspensiones con

goma arabiga o maltodextrina.

Tabla 3.4. Eficiencia de encapsulacion (EE) y retencién de fitoesteroles

(RFE) utilizando goma ardbiga y maltodextrina.

Agente Encapsulante EE [%]* RFE [%]*
Goma arabiga 2292 +2.21° 16.88 £ 2.05%
Maltodextrina 19.56 £ 0.13% 23.31 £ 0.30v

* Diferentes letras en una misma columna indican diferencias

significativas entre las muestras (p < 0.05).

Los resultados de eficiencia de encapsulaciéon y retencién de fitoesteroles se
presentan en la Tabla 3.4. La eficiencia de encapsulacion utilizando maltodextrina no
fue significativamente diferente de aquella obtenida al usar goma arabiga, mientras
que la retencion de fitoesteroles fue superior (p < 0.05), posiblemente debido al mayor
rendimiento observado. En este sentido, la posibilidad de utilizar ambos agentes

encapsulantes de manera conjunta se presenté como una estrategia atractiva para
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obtener una estabilidad apropiada de las suspensiones, en conjunto con tamafio de
particula, rendimiento de secado, eficiencia de encapsulacién y retenciéon de
fitoesteroles mejorados respecto al uso de los agentes individuales. Efectivamente, en la
literatura abierta se ha reportado una gran variedad de sistemas de encapsulaciéon en
los que se utiliza la combinacién de estos dos agentes encapsulantes en diferentes
proporciones (Bhandari, Dumoulin, Richard, Noleau & Lebert, 1992; Fernandes et al.,

2014; Thevenet, 1995; Turchiuli et al., 2005).

3.3.3. Combinacién de goma ardbiga y maltodextrina para Ia

microencapsulacién de los fitoesteroles

Tal como se mencioné en la Seccion 3.1. Introduccion, la combinaciéon de dos o
mas agentes encapsulantes y otros materiales es una tactica muy utilizada para lograr
las propiedades deseadas en el producto microencapsulado. En el contexto de la
presente tesis, la combinacién de goma ardbiga y maltodextrina resulté atractiva de
acuerdo con los resultados exploratorios obtenidos anteriormente. En efecto, algunas
propiedades resultaron beneficiadas por el uso individual de goma ardbiga, mientras

que otras por el de maltodextrina.

La utilizacién de goma ardbiga en conjunto con maltodextrina se abord6 en una
relacion masica GA:MD de 3:1, obteniéndose un rendimiento de secado de
58.24 + 0.61 %, una eficiencia de encapsulaciéon de 20.15 + 1.06 %, una retencién de
22.33 £1.12 % y un tamafio de particulas de 25.933 + 1.419 um. Tal como se esperaba, la
combinacion de estos agentes encapsulantes proporcioné un efecto sinérgico,
conduciendo a mejores resultados globales con respecto al uso de cada uno de estos
agentes encapsulantes de manera individual. El rendimiento de secado, la eficiencia de
encapsulacion y la retencién de fitoesteroles estuvieron en los rangos establecidos por
el uso de los materiales por separado, mientras que el tamafio de particula de producto

mejoro significativamente (p < 0.05) acercandose al valor deseado de 25 um.

Teniendo en cuenta estos resultados, en los capitulos subsiguientes se aborda
un estudio profundizado de la combinacién goma arabiga-maltodextrina como agentes

encapsulantes.
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3.4. Conclusiones

La caracterizacion de los fitoesteroles utilizados como materia prima permitié
confirmar la composiciéon del polvo comercial en términos de contenido y tipo de
fitoesteroles y fitoestanoles presentes. Ademads, se logré identificar la estructura
cristalina del polvo de fitoesteroles, asi como también los eventos térmicos que podrian

manifestarse durante el proceso de secado por atomizacion.

Respecto a los agentes encapsulantes analizados, ninguno evidencié buenas
propiedades de mojado sobre la capa de fitoesteroles. Sin embargo, los resultados de
viscosidad de sus soluciones acuosas y un analisis preliminar de la encapsulacién de
los fitoesteroles, permitieron descartar el uso de algunos de esos materiales. En
particular, la carboximetilcelulosa y la goma guar presentaron viscosidades muy altas e
incluso superiores a las establecidas para garantizar una buena atomizacion,
conduciendo a bajos rendimientos de secado. Ademas, para la carboximetilcelulosa y la
goma guar esta misma propiedad perjudicé la reduccién del tamafio de las particulas
en suspension al ser sometidas a homogeneizacion, fenémeno no observado con el uso

de otros agentes encapsulantes.

El uso de goma arabiga y maltodextrina como agentes encapsulantes para el
sistema en estudio provey6 buenos resultados, tanto en términos de rendimiento como
de tamafio de particula del producto, siendo atn baja la eficiencia de encapsulacién. Si
bien ambos agentes encapsulantes suministraron resultados similares en cuanto a este
altimo parametro de interés, la goma arabiga fue superior en términos de la estabilidad
de las suspensiones y el tamafio de particula en suspensiéon y en el producto
microencapsulado. El uso de ambos agentes encapsulantes en forma complementaria

surgi6é como una alternativa viable para lograr una buena encapsulacién.

Si bien la combinacién de goma arabiga y maltodextrina suministré mejores
resultados que el uso de ambos agentes en forma individual, tanto la eficiencia de
encapsulacion, como la retencién de los fitoesteroles deben ser mejoradas. En este
sentido, la combinacién adicional con agentes tensoactivos para reducir la tensién
superficial, mejorar las propiedades de mojado y reducir los tamafios de particula,

aparece como una estrategia efectiva. Un estudio detallado del efecto de estos
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componentes sobre el proceso de encapsulacién se presenta en el CAPITULO 4.

SELECCION DEL TENSOACTIVO Y ESTUDIO DEL SECADO POR ATOMIZACION.

Cabe destacar que algunos de los principales resultados de este capitulo fueron

presentados en las siguientes publicaciones y/o trabajos a congreso:

e  Rendimiento de secado por atomizacion: Enfoque y puesta a punto de la técnica de
microencapsulacion. C. A. Di Battista, D. Constenla, J. Pifia. II Reunién Interdisciplinaria
de Tecnologias y Procesos Quimicos. Huerta Grande, Cérdoba, Argentina, 24 a 27 de

octubre de 2010. Resumen Extendido RQ-4 en CD-ROM ISBN 987-950-33-0811-0.

e Medicion del dngulo de contacto para la seleccion de agentes de cobertura. C. A. Di
Battista, J. Pifia, D. Constenla. II Reunién Interdisciplinaria de Tecnologias y Procesos
Quimicos. Huerta Grande, Cérdoba, Argentina, 24 a 27 de octubre de 2010. Resumen
Extendido RQ-5 en CD-ROM ISBN 987-950-33-0811-0.

e  Estabilidad de fitoesteroles en suspensiones biopoliméricas: Influencia del tamario de
particula. Di Battista, C.A.; Constenla, D., Ramirez Rigo, M. V. y Pifia, ]. IX Simposio
Argentino de Polimeros, Bahia Blanca, Argentina, 15 a 18 de noviembre de 2011.

Resumen Extendido T82. Trabajo Completo en CD-ROM ISBN 978-987-1620-63-0.
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CAPITULO 4. SELECCION DEL TENSOACTIVO Y ESTUDIO
DEL SECADO POR ATOMIZACION

41. Introduccidon

Como se mencioné en el Capitulo III, las propiedades deseadas para la matriz
encapsulante no suelen estar provistas por un tnico componente, por lo que resulta
indispensable la combinacién de materiales para lograr una encapsulacion eficiente. En
este contexto, las propiedades emulsificantes y la capacidad de mantener en dispersién
al ingrediente activo (Seccién 3.1. Introduccion) pueden ser asistidas mediante la adiciéon

de agentes tensoactivos (Bule, Singhal & Kennedy, 2010; Li, Rouaud & Poncelet, 2008).

Por definicién, un tensoactivo (también denominado “surfactante”) es una
molécula anfifilica, que en su estructura posee una “cabeza” con grupos funcionales
hidrofilicos y un “tallo” con mayor afinidad por las fases oleosas (Li et al., 2008;
McClements, 1999). Las propiedades que presenta cada tensoactivo estdn determinadas
por la naturaleza y las caracteristicas de ambas partes (McClements, 1999). En efecto,

7

segin la naturaleza de la “cabeza” hidrofilica pueden distinguirse cuatro tipos
diferentes de tensoactivos: anidnicos, catiénicos, anféteros o zwitteriénicos y no
i6nicos. Todos ellos se comportan de manera diferente en solucién acuosa: liberando
carga negativa o positiva segiin sean anidnicos o cationicos, respectivamente; mientras
que los anféteros o zwitteriénicos dependen de las condiciones del medio (pH) para

liberar un tipo u otro de carga y los no idnicos no liberan carga en solucién

(McClements, 1999).

Otra manera de clasificar los tensoactivos es a través de las caracteristicas
fisicoquimicas que presentan. Entre ellas, el balance hidrofilico - lipofilico (HLB) es de
las mas comunes (McClements, 1999). El HLB es un concepto semiempirico que
describe la afinidad relativa (y la solubilidad) entre las fases acuosa y oleosa que exhibe
el tensoactivo de acuerdo a su estructura quimica. En efecto, un tensoactivo con HLB
bajo (normalmente < 9) es predominantemente hidrofébico, se disuelve

preferencialmente en aceite, estabiliza emulsiones agua/aceite y forma micelas
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reversas en aceite; mientras que un tensoactivo con HLB alto (> 11) es
predominantemente hidrofilico, se disuelve preferencialmente en agua, estabiliza
emulsiones aceite/agua y forma micelas en agua (McClements, 1999; Ruckenstein,

1999; Schramm, 2005).

El tensoactivo se utiliza frecuentemente para facilitar la dispersiéon de una fase
en otra, en la cual es inmiscible, y para la estabilizacién de la dispersién obtenida a
través de varios mecanismos (por ejemplo: reduciendo la tensién superficial de la fase
continua, evitando asi la coalescencia y aglomeracion; interactuando con proteinas o
polisacaridos; formando micelas; incrementando la elasticidad superficial, etc.)
(Aghbashlo, Mobli, Madadlou & Rafiee, 2012; Li et al., 2008; McClements, 1999;
Schramm, 2005; de Vos, Faas, Spasojevic & Sikkema, 2010).

En el campo de la microencapsulacion, existe una amplia variedad de estudios
acerca del uso de tensoactivos para microencapsular ingredientes activos (Bule et al.,
2010; Li et al., 2008). Ademas, de favorecer la dispersiéon del ingrediente activo, se ha
demostrado que el agregado de tensoactivos permite aumentar el mojado y la
estabilidad de las dispersiones (Ortega-Toro, Jiménez, Talens & Chiralt, 2014), asi como
también modificar y controlar la transferencia de masa durante el secado por
atomizacion (Frey & King, 1986). Petrovic, Sovilj, Katona & Milanovic (2010)
estudiaron el efecto de la adicion del tensoactivo dodecilsulfato de sodio en diferentes
concentraciones sobre la encapsulaciéon mediante secado por atomizacién de aceite de
girasol en una matriz de hidroxipropilmetil celulosa. Por su parte, Aghbashlo et al.
(2012) utilizaron diversos agentes de cobertura y Tween 20 como tensoactivo para la
encapsulacion de aceite de pescado mediante secado por atomizacién; mientras que
Liu & Yang (2011) estudiaron el efecto del agregado de mezclas de agentes
tensoactivos de diferente HLB en la encapsulacion de aceite de onagra (una planta
cuya semilla es rica en acidos grasos insaturados, en especial j-linolénico) mediante
secado por atomizacién utilizando una mezcla de caseinato de sodio y goma ardbiga

como agentes de cobertura.

Teniendo en cuenta los antecedentes sobre el uso de tensoactivos en la

microencapsulacion mediante secado por atomizacién, y la necesidad de mejorar el
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tamafio de particula, la estabilidad de la dispersién de los fitoesteroles y, por ende, su
eficiencia de encapsulaciéon, se plante6 como objetivo de este capitulo estudiar la
incorporacion de los tensoactivos Tween 20 (T20) y dodecilsulfato de sodio (SDS) a las
suspensiones a secar. La seleccion de T20 y SDS se fundament6 en que ambos
tensoactivos facilitan la estabilizaciéon de sistemas dispersos (en este caso, una
suspension) mediante mecanismos diferentes. En efecto, se ha demostrado que el uso
de tensoactivos no iénicos, como el Tween 20, permite incrementar la estabilidad de
este tipo de sistemas mediante mecanismos estéricos (Duquemin & Nixon, 1986);
mientras que los tensoactivos idnicos, como el SDS, lo hacen mediante repulsiones

electrostaticas (Duquemin & Nixon, 1986).

En particular, se evalué el efecto de ambos tensoactivos, en concentraciones
crecientes desde 0.1 % m/v hasta 2.65 % m/v, sobre el rendimiento de secado, la
eficiencia de encapsulacién, la retencién de fitoesteroles y el tamafio, la morfologia,

estructura y redispersabilidad de las microcapsulas.

Complementariamente, se analizaron parametros importantes de la
alimentacion, tales como la estabilidad térmica de sus componentes, el mojado (dngulo
de contacto y tensién superficial) de los fitoesteroles por soluciones de los agentes
encapsulantes (goma ardbiga y maltodextrina) y el tensoactivo, la viscosidad de las

suspensiones y el tamafio de las particulas en las mismas.

4.2. Desarrollo experimental

En la Tabla 4.1 se introducen los diferentes casos de estudio, en términos de
denominacién y composicion, que se abordan en este capitulo. Cabe destacar que para
identificar las soluciones de agentes encapsulantes se utiliz6 la letra “W”, mientras que
para las suspensiones a secar se adopto la letra “F” y, para las microcapsulas, la letra
“M”. Por otro lado, la segunda letra de la nomenclatura se usé para indicar el
tensoactivo involucrado (“T” para Tween 20 y “S” para SDS), y “R” de referencia para

las formulaciones sin tensoactivo. Finalmente, el nimero que acompaiia a la letra se
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relaciona con la concentracién creciente de tensoactivo (comprendida entre 0.1 % m/v

y 2.65 % m/v).

La preparacion de las suspensiones a secar se realiz6 siguiendo la metodologia
descripta en la Seccion 2.2.3. Preparacion de las suspensiones a secar y utilizando un

tiempo de homogeneizacién de 9 minutos a 25000 - 35000 rpm.

4.2.1. Caracterizaciones previas al secado por atomizacion

Se determind, al menos por duplicado, el &dngulo de contacto entre los
fitoesteroles y las soluciones de agentes encapsulantes y tensoactivo, y tensiéon
superficial de las soluciones y las suspensiones, la viscosidad y las distribuciones y
tamafio medio de las particulas en las suspensiones. Asimismo, se analizé la
estabilidad de cada uno de los materiales utilizados frente al secado por atomizacién (a
través de ensayos FTIR, DSC y DRX). Se encontré6 que este proceso no produjo
modificaciones quimicas (i.e., descomposicion, oxidacién, etc.) en ninguno de los
componentes (ver APENDICE 4.1 Estabilidad de los materiales durante el secado). Todos los
ensayos mencionados en este capitulo se realizaron siguiendo la metodologia descripta

en el Capitulo IL

4.2.2. Condiciones de secado por atomizacién

Las suspensiones se procesaron por duplicado utilizando el secadero Biichi B -
290 a 160 °C, bajo un caudal de aire de atomizaciéon de 601 L/h (correspondiente a una
altura del rotametro de 50 mm), un caudal de alimentacién de 2 - 3 mL/min (10 % de
apertura de la bomba) y un caudal de aire de secado de 35 - 38 m3/h. Estas condiciones
fueron establecidas en base a la experiencia previa. Un estudio respecto a los efectos de

estas variables sobre la encapsulacién de los fitoesteroles se presenta en el Capitulo V.
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Tabla 4.1. Denominacién y composicion de las soluciones de agentes encapsulantes y

suspensiones a secar.

Denominacion Concentraciones [% m/v]
Solucién de
Suspension
Agentes de Microcapsulas | GA MD  Tensoactivo  FE
a Secar
Cobertura
WR FR MR
15.00 5.00 -- 0.00 6.66
(referencia) (referencia) (referencia)
WT1 FT1 MT1 15.00  5.00 0.10 6.66
WT2 FT2 MT2 15.00  5.00 0.50 6.66
WTS3 FT3 MT3 15.00  5.00 o 1.00 6.66
WT4 FT4 MT4 15.00  5.00 = 1.50 6.66
WT5 FT5 MT5 15.00  5.00 2.00 6.66
WT6 FT6 MT6 15.00  5.00 2.65 6.66
WS1 FS1 MS1 15.00  5.00 0.10 6.66
WS2 FS2 MS2 15.00  5.00 0.50 6.66
WS3 FS3 MS3 15.00  5.00 . 1.00 6.66
WS4 FS4 MS4 15.00  5.00 7 1.50 6.66
WS5 FS5 MS5 15.00  5.00 2.00 6.66
WS6 FS6 MSe6 15.00  5.00 2.65 6.66

4.2.3. Estudios posteriores al secado

Inmediatamente luego del secado, se analiz6 el contenido de humedad de las

microcapsulas formadas de acuerdo a la Seccién 2.2.6.3. Humedad residual (HR); es decir

calentado el producto a 105 °C y hasta no observar variaciones en su peso durante

90 segundos. Estos ensayos fueron realizados al menos por duplicado. Para todas las

muestras ensayadas, el contenido de agua residual se encontré entre 3 y 5 % m/m.

Ademéds, se determin¢ la distribuciéon y tamafio medio de las microcapsulas, su

morfologia, estructura y redispersabilidad segiin la metodologia descripta en el

Capitulo II.
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Por otra parte, la performance del proceso se evalué en términos de
rendimiento de secado, eficiencia de encapsulaciéon y retenciéon de fitoesteroles,
conforme a las Secciones 2.2.5.1. Rendimiento de secado (RS), 2.2.5.3. Eficiencia de

encapsulacion (EE), 2.2.5.4. Retencion de Fitoesteroles (RFE), respectivamente.

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Mojado de los fitoesteroles por parte de las soluciones de agentes

encapsulantes y tensoactivo

Tal como se mencion6 en el Capitulo II, el mojado describe la habilidad que
tiene un liquido para mojar una superficie sélida, por ende el potencial que tiene la fase

continua para estabilizar y encapsular una fase dispersa.

La Figura 4.1 muestra la variacién del dngulo de contacto con respecto a la
concentraciéon de tensoactivo en el estado inicial (0 = 0 min, en trazo continuo) y a 5
minutos posteriores a la deposicién de la gota (t1 = 5 min, en linea punteada) para las
soluciones de agentes encapsulantes conteniendo T20 o SDS. La adicién de tensoactivo

afecto significativamente el &ngulo de contacto (p < 0.05).

En la Figura 4.1 también se incluyen imagenes obtenidas del ensayo de dangulo
de contacto para las soluciones de agentes encapsulantes WR, WT1 a WT6 y WS1 a
WS6, inmediatamente luego de la deposicion de la gota sobre la pelicula de
fitoesteroles. En ausencia de tensoactivos (WR), la gota apareci6 turgente y casi esférica
debido a la naturaleza hidrofébica de los fitoesteroles. El mojado fue pobre a pesar de

la actividad superficial de la goma arabiga.

El agregado de tensoactivos mejoré considerablemente la propiedad de mojado.
La solucién de agentes encapsulantes WS6 (i.e. 2.65 % w/v de SDS) present6 el menor
angulo de contacto (50 °). En efecto, inmediatamente luego del impacto, la gota de este

liquido se esparci6 de forma casi completa sobre la superficie de los fitoesteroles.
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Figura 4.1. Angulo de contacto entre los fitoesteroles y las soluciones de agentes encapsulantes y tensoactivo en funcién de la concentraciéon de

tensoactivo.
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Para las soluciones incluyendo T20, el angulo de contacto decrecié desde 124 °
hasta casi 90 ° cuando la concentracion de tensoactivo aumenté de0a 0.5 % m/v (WR a
WT2). Para mayores concentraciones de este tensoactivo, el angulo de contacto
permaneci6 casi constante y cerca del limite de mojado. Esta tendencia estd de acuerdo
con los resultados que reportaron Wang, Narsimhan & Kim (2008) para un sistema

conteniendo aceite de soja hidrogenado (en estado sélido) y soluciones acuosas de T20.

Para las soluciones de agentes de cobertura basadas en SDS (WS1 a WS6), el
angulo de contacto disminuy6 a medida que aumenté la concentracién de tensoactivo
para todo el rango estudiado. Por encima de 1.5 % m/v de SDS (WS4) las soluciones
fueron buenos liquidos mojantes (i.e. el angulo de contacto fue inferior a 90 °), siendo el
angulo de contacto alrededor de 50 © para la solucién de agente de cobertura WS6

(2.65 % m/v de SDS).

Transcurridos 5 minutos de la deposicién de la gota y como resultado de su
esparcimiento, se observé una evolucion en el mojado de los fitoesteroles para todas las
soluciones de agentes encapsulantes (tanto aquellas conteniendo T20, como las que
inclufan SDS). El limite de mojado se alcanzé a menores concentraciones de
tensoactivo; para T20 por encima de 0.1 % m/v el angulo de contacto se mantuvo en
50 °, mientras que en presencia de SDS se observé una reduccién mas pronunciada en

el &ngulo de contacto (f = 5 min) hasta alrededor de 30 °.

Por lo tanto, ambos tensoactivos mejoraron significativamente la interaccién
entre los agentes encapsulantes y los fitoesteroles (p < 0.01). Mas aun, el SDS provey6
angulos de contacto inferiores a los provistos por el T20, probablemente debido a la
diferencia en la tensién superficial (Adhikari, Howes, Wood & Bhandari, 2009;
Bezelgues, Serieye, Crosset-Perrotin & Leser, 2008) y el balance hidrofilico - lipofilico
(Smith & Charter, 2010). En efecto, Ydlmaz, Jongboom, Feil & Hennink (2001)
observaron una disminucién en el dngulo de contacto de gotas de aceite de girasol

sobre muestras de almidén moldeado ante aumentos en el HLB del tensoactivo.

Tal como se muestra en la Seccion 4.3.2. Tension Superficial, las mediciones de
tension superficial realizadas con el objeto de explorar el efecto del tipo y

concentraciéon de tensoactivo sobre la actividad superficial en el equilibrio (tanto de las
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soluciones de agentes encapsulantes como de las suspensiones a secar) indicaron que la
tension superficial de las formulaciones con SDS (WS1 a WS6 y FS1 a FS6) fueron un
25 - 30 % menores que aquellas conteniendo T20 (WT1 a WT6 y FT1 a FT6). Este
comportamiento, junto al de mojado estudiado en esta seccién, sugirié que la interface
liquido/aire se encontraba saturada con T20 en todo el rango de concentraciones

explorado (McClements, 1999).

4.3.2. Tension Superficial

La Figura 4.2 presenta la tension superficial para todas las soluciones de agentes
encapsulantes (WR, WT1 a WT6 y WS1 a WS6) y las suspensiones a procesar mediante
secado por atomizacion (FR, FI1 a FT6 y FS1 a FS6) en funcion de la concentracién de
tensoactivo. Con el objeto de interpretar los fenémenos aislados, en la Figura 4.2
también se incluyen los resultados de tensién superficial de las suspensiones acuosas
conteniendo tnicamente fitoesteroles y el tensoactivo (T20 o SDS) en concentraciones

crecientes (es decir, sin agentes encapsulantes).

Generalmente, la tension superficial tanto de las soluciones como de las
suspensiones comprendiendo SDS fue menor a la correspondiente a las formulaciones
con T20 (entre un 25 y un 30 % inferior), en concordancia con el comportamiento
observado para el angulo de contacto. Para ambos tensoactivos, la tension superficial
de las soluciones de agentes encapsulantes y de las suspensiones a secar decrecié
cuando la concentraciéon de tensoactivo aumenté hasta 0.1 - 0.5 % m/v y luego
permanecio casi invariante (p < 0.05). Este resultado sugiri6 que la interfaz liquido/aire
se encontraba saturada con el correspondiente tensoactivo en el rango de

concentraciones estudiado.

Por otro lado, la suspensiéon de fitoesteroles en agua (en ausencia de
tensoactivos y agentes encapsulantes) presenté una tensién superficial de 60 mN/m;
mientras que este valor descendié a 56.5 mN/m cuando se incluyeron agentes
encapsulantes en la fase continua (atin sin tensoactivo) como consecuencia de la

actividad superficial que posee la goma arabiga. Este efecto, se observé para todo el
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rango de concentraciéon de tensoactivo, sin importar cual de los dos se estuviera

utilizando.

a)

70
f-}() 45 mN (FE+Agua)
60 A5 mN/m g

56.5mN/m (FE + Agua + Agentes encapsulantes)

Tension [mN/m]

20 —e—Suspensiones de FE con Encapsulantes y T20
10 —m—Suspensiones de FE con T20
| —#=Soluciones de Encapsulantes con T20

0 T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 2 25 3
Concentracion de Tensoactivo [% m/v]
70 b) —a—Suspensiones de FE con Encapsulantes y SDS
—Suspensiones de FE con SDS
60 —e—Soluciones de Encapsulantes con SDS
= 50
>
g 40
S 30
[72]
3 20
10 -
0 T T
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Concentracién de Tensoactivo [% m/v]

Figura 4.2. Tension superficial de las soluciones de agentes encapsulantes y
tensoactivo, las suspensiones a secar y suspensiones acuosas de fitoesteroles y

tensoactivo (i.e. sin agentes encapsulantes) utilizando: a) T20; b) SDS.

Efectivamente, para cada concentracién de tensoactivo, la tensiéon superficial de

la suspension acuosa de fitoesteroles fue mayor que la de aquellas conteniendo ademas
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agentes encapsulantes (FI1 a FT6 y FS1 a FS6). Estos resultados indicaron que los
agentes encapsulantes seleccionados promovieron el mojado de los fitoesteroles,
favoreciendo la estabilidad de las suspensiones. Mas aun, las mediciones de tension
superficial sugirieron la presencia de un efecto sinérgico en la reduccion de la tensiéon
superficial entre los agentes encapsulantes (goma ardbiga y maltodextrina) y los

tensoactivos estudiados (T20 o SDS).

Es importante mencionar que las suspensiones acuosas de fitoesteroles y SDS
mostraron la apariciéon del fenémeno de floculacién, particularmente importante a
concentraciones de SDS de 2 % m/v. Se ha reportado que, a pesar de sus buenas
propiedades de mojado y su efecto dispersante, a concentraciones relativamente altas,
el SDS puede inducir la agregacién de las particulas por floculacion (Hejazi, Erfan &

Alireza Mortazavi, 2013).

Por contraparte, no se observd este fenémeno de floculaciéon para las
suspensiones que contenian ademadas agentes encapsulantes (FS1 a FS6), lo cual
demuestra el efecto sinérgico propuesto. Hejazi et al. (2013) encontraron un
comportamiento similar para sistemas de SDS y megestrol acetato (una hormona
femenina); de hecho, el uso de polimeros no iénicos resulté en dispersiones
defloculadas. Con el propésito de evaluar el impacto de los agentes encapsulantes
sobre el fenémeno de floculacién mencionado, se midi6 el tamafio de particulas en la
suspension acuosa de SDS y FE, obteniéndose un D[4,3] de 41.960 + 0.510 um. Como se
observara mas adelante, este valor fue muy superior al obtenido para una suspension
que ademads contenia los agentes encapsulantes (17.307 + 2.156 um) (Tabla 4.3). Este
resultado indic6 que los polimeros encapsulantes (goma ardbiga y maltodextrina)

tienden a disminuir el tamafio medio de las particulas en suspension.

La combinaciéon de estos materiales con el tensoactivo permitié obtener
suspensiones no sélo con menores tamafios de particula sino también con una
adecuada viscosidad para su posterior procesamiento mediante secado por
atomizacion (Seccion 4.3.3. Viscosidad de las suspensiones a secar). Por otro lado y como
consecuencia del fenémeno de floculaciéon, se observé una alta viscosidad para la
suspension acuosa de fitoesteroles con SDS al 2 % m/ v, lo cual provocé inconvenientes

durante el proceso de homogeneizacion.
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4.3.3. Viscosidad de las suspensiones a secar

La Figura 4.3 muestra la variaciéon de la viscosidad con la velocidad de

deformacién para las suspensiones a secar.
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Figura 4.3. Comportamiento reolégico de las suspensiones a secar: a) de referencia (FR)
y con Tween 20 (FT1 a FT6); b) de referencia (FR) y con dodecilsulfato de sodio (FS1 a
FS6).

La viscosidad permaneci6 casi constante dentro del rango de velocidades

estudiado (0 - 300 s?), por lo que el modelo newtoniano otorgé una buena descripciéon
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de los datos experimentales (Bird, Stewart & Lightfoot, 2002). Estos resultados pueden
ser atribuidos a la presencia de la goma ardbiga como componente principal de las
formulaciones, cuyo comportamiento reolégico es newtoniano (Seccion 3.3.2.1.
Viscosidad de soluciones de agentes encapsulantes). Tonon, Grosso & Hubinger (2011) y
Frascareli, Silva, Tonon & Hubinger (2012) observaron tendencias similares en
emulsiones de aceite de lino y goma arédbiga, y en la microencapsulaciéon de aceite de

café con goma arabiga como agente encapsulante, respectivamente.

La Tabla 4.2 presenta la viscosidad obtenida de ajustar los datos experimentales
al modelo newtoniano. En todos los casos, el coeficiente R? fue superior a 0.999. Para
ambos tensoactivos, su agregado y concentraciéon afectaron significativamente la
viscosidad (p < 0.05). Para las suspensiones conteniendo Tween 20, la viscosidad se
encontré en valores entre 15 y 20 mPa.s, mientras que aquellas basadas en SDS
presentaron una viscosidad entre 16 y 41 mPas. La viscosidad fue siempre
considerablemente inferior al valor maximo admisible, garantizando de esta manera su

procesamiento mediante secado por atomizacion.

Tabla 4.2. Viscosidad de las suspensiones a secar.

Suspension Viscosidad* [mPa.s] Suspensién Viscosidad* [mPa.s]
FR (referencia) 18.94 £ 0.40¢ FR (referencia) 18.94 £ 0.404
FT1 20.02 £ 0.164 FS1 22.67 £ 0.318
FT2 15.11 £ 0.04= FS2 16.04 £ 0414
FT3 14.84 £ 0.172 FS3 22.44 + 0.558
FT4 18.77 £ 0.39¢ FS4 32.62 +2.27¢
FT5 17.21 £ 0.16° FS5 31.49 + 1.96¢
FT6 16.83 £ 0.22b FS6 41.30 £ 1.44P

* Diferentes letras en las columnas indican diferencias significativas en la viscosidad

(p < 0.05).

118



Seleccion del Tensoactivo y Estudio del Secadopor Atomizacion

A pesar de haberse observado algunas fluctuaciones, posiblemente debidas a la
formacién de espuma (Genovese, 2012), la viscosidad de las suspensiones que incluian
SDS mostré una tendencia de aumento con la concentracién de tensoactivo (FS1 a FS6).
Esto podria ser atribuido al mayor contenido de sélidos disueltos (Tinke, Govoreanu,
Weuts, Vanhoutte & De Smaele, 2009), al menor tamafio medio de particulas y a la
distribucién de tamafio mas estrecha (ver Seccion 4.3.4. Distribucion de tamario de

particulas en las suspensiones y en el producto secado) (Barnes, 1994; Genovese, 2012).

4.3.4. Distribucion de tamaiio de particulas en las suspensiones y en el

producto secado

En la Tabla 4.3 se presenta el didmetro medio en volumen D[4,3] para todas las
suspensiones estudiadas y sus correspondientes microcapsulas. Ademas, se incluye el
valor promedio de frecuencia acumulada pasante a 25 um, tanto para las suspensiones

como para sus microcdpsulas.

Para ambos tensoactivos, Tween 20 y SDS, el D[4,3] estuvo significativamente
afectado por su concentraciéon (p < 0.05), tanto en las suspensiones como en las
microcapsulas. Para las suspensiones con Tween 20 (FT1 a FT6), el D[4,3] se encontré
aproximadamente entre 31.8 y 42.3 ym, cerca del didmetro medio en volumen de la
suspension de referencia (sin tensoactivo) (FR, D[4,3] = 39.1 ym). El D[4,3] de las
correspondientes microcapsulas (MT1 a MT6) se mantuvo entre 17.7 y 29.5 um,
también cercano al de las microcdpsulas de la suspensiéon de referencia (MR,

D[4,3] ~ 25.9 ym).

Por otro lado, las suspensiones conteniendo SDS (FS1 a FS6) y sus
correspondientes microcapsulas (MS1 a MS6) presentaron una importante disminuciéon
en el D[4,3] a medida que la concentracion de tensoactivo aumentaba (e.g., de 39.1 a
173 ym y de 259 a 9.8 um, para las suspensiones y las microcapsulas,
respectivamente). El menor tamafio medio de particulas provisto por el SDS puede ser
atribuido inicialmente a los menores angulos de contacto. En efecto, y de acuerdo a
Tinke et al. (2009), un mejor mojado promueve la dispersion del polvo y desagrega los

aglomerados existentes. Mas atin, un liquido es ideal para dispersar polvos cuando éste
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presenta, entre otras caracteristicas, una baja tension superficial (Tinke et al., 2009;

Wang et al., 2008).

Tabla 4.3. Diametro medio de las suspensiones a secar y de las microcapsulas ya

formadas.

D[4,3] [um] Jacumas [%0] D[4,3] [um] Jfacamas [%0]
FR 39.087 +£2.271b«  38.1+1.5a> MR 25.933 £1.419¢d 66.4+1.72
FT1 42.307 £ 0.257¢ 371+0.6a MT1  26.193 £ 0.474¢d 68.6 £ 0.32
FT2  39.365+1.165b< 409 +25abc  MT2  23.447 +0.633b«c 722 +0.7ab
FT3  39.052+0.421bc  41.4+0.8abc  MT3  22.525+ 1.069b« 73.5 +1.4ab
FT4  36.302 £ 4.212ab 454+40c MT4  20.397 £ 1.814ab 77.7 £ 2.5b¢
FT5 31.793 + 2.9862 528+ 6.6d  MT5 17.650 + 3.858a 82.0+7.7¢
FT6 38904 +2.141bc 443 +£27bc  MT6 29.537 £ 0.1054 67.0+1.1a

D[4,3] [um] Facumas [%0] D[4,3] [um] Jacumas [%0]
FR 39.087 + 2.271¢ 381+154 MR 25.933 + 1.419p 66.4 +1.74
FS1 42.086 + 0.482¢ 402+042  MS1 20.232 + 3.883¢ 79.7 £8.18
FS2 31.287 +1.4528 58.1+4.28 MS2  15.294+04518C¢  875+1.98C
FS3 30.137 + 3.1078 62.7+428 MS3  13.129+1.6094B  92.7 +1.8CD
FS4 20.919 + 2.284A 76.2+48¢ MS4 9.773 £1.120A 96.3 +0.2D
FS5 17.307 + 2.1562 81.1+4.2¢  MS5 9.965 + 1.297A 97.4+1.2D
FSé6 17.728 + 4.0922 81.2+1.7¢ MS6 12958 +2.9034B  93.7 +1.8¢D

* Para cada columna y cada tensoactivo, diferentes letras indican diferencias significativas en

el tamafio medio (p < 0.05).
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Ademés, en la Figura 4.4 se presenta la distribuciéon de tamafio de particulas de
las suspensiones a secar y sus correspondientes microcapsulas. Comparando con la
Figura 3.6 se observé que para los fitoesteroles tamizados s6lo una fraccién menor de
la poblacién se encontraba por debajo de 25 um (menos de un 8 %); mientras que para
la suspension de referencia (FR, Figura 4.4a) ese porcentaje ascendit a 38 % (Tabla 4.3,
valores estimados a partir de las curvas de distribucién de frecuencia acumulada no

mostradas en esta tesis).

El agregado de tensoactivos redujo atn més el tamafio de las particulas en
suspension. Tomando como ejemplos representativos las formulaciones conteniendo
Tween 20 al 2 % (FT5) y SDS al 2 % (FS5), se encontré un 52.8 % de la poblacién de
particulas de la suspensién FT5 por debajo de 25 um, mientras que la formulacién FS5

presenté un 81.1 % de su poblacién por debajo de dicho tamafio limite.
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Figura 4.4. Distribucién de tamafio de particulas de las suspensiones a secar y sus
correspondientes microcapsulas: a) sin tensoactivo (FR y MR); b) FT1, FS1, MT1, MS1; c)
FT2, FS2, MT2, MS2; d) FTI3, FS3, MT3, MS3; e) FT4, FS4, MT4, MS4; f) FT5, FS5, MT5,
MS5; g) FT6, FS6, MT6, MS6.
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Figura 4.4. (Cont). Distribucion de tamafio de particulas de las suspensiones a

secar y sus correspondientes microcapsulas: a) sin tensoactivo (FR y MR); b) FT1, FS1,
MT1, MS1; ¢) FT2, FS2, MT2, MS2; d) FT3, FS3, MT3, MS3; e) FT4, FS4, MT4, MS4; f)
FT5, FS5, MT5, MS5; g) FT6, FS6, MT6, MS6.

Generalmente, el D[4,3] de las microcapsulas fue menor que el tamafio medio

de las particulas en suspension (p < 0.05). Este efecto podria ser explicado por el hecho

de que las particulas mdas grandes tienden a colisionar mas frecuentemente con las

paredes de la cdmara de secado que aquellas que tienen menores tamafios.

Como se muestra en la Figura 4.5, para la suspension de referencia y, a modo de

ejemplo, para las formulaciones con 2 % de tensoactivo, este fenémeno se observé en

las distribuciones de tamafio de particulas de las suspensiones a secar, sus respectivas

microcdpsulas y el material colectado de la cAmara de secado.
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Figura 4.5. Distribuciéon de tamario de particulas de suspensiones (FR, FT5 y FS5),
microcdpsulas formadas (MR, MT5 y MS5) y material colectado en la cdmara de secado
(CR, CT5y CS5): a) FR, MR y CR (material colectado de la cdmara); b) FT5, MT5 y CT5

(correspondiente al material pegado en la cdmara); ¢) FS5, MS5 y CS5 (colectado de la

camara de secado).
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En casi todos los productos obtenidos, el D[4,3] satisfizo el limite superior de
tamafio mas estricto (25 um), el cual garantiza la incorporacién de los fitoesteroles en la
fase micelar del intestino (Thakkar & Diller, 1975). Por otra parte, para todas las
microcapsulas estudiadas, la distribucion de tamafio permanecié invariante en el

tiempo, indicando una buena redispersabilidad del polvo.

Ademéds, y de acuerdo con la Figura 4.4, las microcapsulas presentaron una
distribucién de tamafio mas estrecha que su correspondiente suspension a secar. Esto
se adjudicé al pegado de la fraccién de material grueso sobre la cAmara de secado (en
efecto, ninguno de los materiales que conformaron las microcapsulas era volatil y por
lo tanto no pudo ser perdido por evaporaciéon durante el proceso de secado). Cerca del
66 %, 82 % y 97 % de la poblacién de microcapsulas presentaron un tamafio menor a 25
um, para la formulacién de referencia (MR), y con 2 % m/v de T20 (MT5) y SDS (MS5),

respectivamente.

4.3.5. Morfologia de las microcdpsulas

La Figura 4.6 muestra las micrografias SEM de las microparticulas obtenidas
mediante secado por atomizacién de los materiales que conforman las microcapsulas (a
excepcion del T20 que se presenta como liquido a temperatura ambiente), como asi
también, a modo de ejemplo, de las microcdpsulas MR, MT1, MT3, MT5, MS1, MS3 y
MSS.

Las microparticulas de goma arabiga (Figura 4.6a) y maltodextrina (Figura 4.6b)
se mostraron como esferas algo deformadas y dentadas, con una superficie lisa y
arrugada, respectivamente; siendo estas morfologias tipicas de los polimeros secados
por atomizacién (Tonon et al., 2011). Por otro lado, las microparticulas de SDS secado
por atomizacion se presentaron de forma irregular y considerablemente més pequefias
que las demas (Figura 4.6c). Las particulas de fitoesteroles aparecieron como pequefos
cristales parcialmente fundidos, algunos con forma de agujas y otros tipo escamas
(Figura 4.6d). Tiirk, Upper & Hils (2006) encontraron estructuras similares para una
mezcla de fitoesteroles, compuesta principalmente por p-sitosterol, estigmasterol y

campesterol, al igual que la mezcla comercial utilizada en esta tesis.
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Figura 4.6. Micrografias SEM de las microparticulas y microcdpsulas obtenidas
(imagenes pequefias grandes tomadas a 2000X y 8000X, respectivamente): a) goma
arabiga atomizada; b) maltodextrina atomizada; ¢) dodecilsulfato de sodio atomizado;
d) fitoesteroles atomizados; e) microcapsulas de referencia (MR); f) microcapsulas
MT1; g) microcédpsulas MT3; h) microcapsulas MT5; i) microcapsulas MS1; j)

microcapsulas MS3; k) microcapsulas MS5.
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Figura 4.6. (Cont.). Micrografias SEM de las microparticulas y microcapsulas
obtenidas (imagenes pequefas grandes tomadas a 2000X y 8000X, respectivamente): a)
goma arabiga atomizada; b) maltodextrina atomizada; c¢) dodecilsulfato de sodio
atomizado; d) fitoesteroles atomizados; e) microcapsulas de referencia (MR); f)
microcapsulas MT1; g) microcapsulas MT3; h) microcapsulas MT5; i) microcapsulas

MS1; j) microcédpsulas MS3; k) microcapsulas MS5.
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Las microcdpsulas de referencia (Figura 4.6e) se encontraron aglomeradas y
constituidas por particulas con depresiones, mientras que las microcapsulas formadas
por las suspensiones que contenian Tween 20 se presentaron principalmente como
aglomerados compuestos de particulas con depresiones (Figura 4.6f, Figura 4.6g y
Figura 4.6h). La presencia de estos agregados coincide con los tamafios de particulas

obtenidos por difraccién laser (Figura 4.4 y Figura 4.5).

Por otro lado, las microcdpsulas conteniendo SDS se presentaron como esferas
lisas mas pequenas (Figura 4.6i, Figura 4.6j y Figura 4.6k). En efecto, y de acuerdo a la
distribucién de tamafio, las muestras estuvieron mayoritariamente compuestas por
particulas pequenas (Figura 4.4). Es de destacar entonces que la morfologia de las
microcapsulas estuvo gobernada principalmente por la naturaleza del tensoactivo. Por
otra parte, todas las microcapsulas obtenidas presentaron paredes continuas, sin
fisuras y grietas aparentes, siendo ésta una caracteristica importante para proveer una
buena proteccion y retenciéon de los fitoesteroles. Mas atin, las morfologias fueron

claramente diferentes de las de los materiales puros.

4.3.5.1. Estructura interna

La Figura 4.7 muestra, a modo de ejemplo, la estructura interna de una
microcapsula obtenida mediante secado por atomizacién de FS5. Tal como se
menciond en la Seccion 2.2.6.2. Morfologia de las microcipsulas, debido a la dificultad
para la preparacion de la muestra sélo se presenta el ensayo realizado sobre el
producto MS5. La microcapsula de MS5 exhibié una estructura con el centro ahuecado
y los cristales de fitoesteroles se encontraron embebidos dentro de la matriz formada
por los agentes encapsulantes, de acuerdo con las micrografias SEM de las

microcapsulas MS5 (Figura 4.6k).
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Figura 4.7. Micrografia SEM de la estructura interna de una microcapsula de MS5.

4.3.6. Caracterizacién solida de las microcapsulas

Con el objeto de conocer la conformacion de las microcdpsulas, identificar si
existieron interacciones quimicas asociadas al proceso de microencapsulacion y estimar
la estabilidad del producto, se analizaron las microcapsulas por calorimetria diferencial
de barrido, analisis termogravimétrico y difraccién de rayos X. Los distintos patrones
encontrados para las microcadpsulas de referencia (MR) y con 2 % m/v de tensoactivo

(MT5 y MS5) se muestran en la Figura 4.8.

Respecto al patrén de difracciéon de rayos X (Figura 4.8a), las microcapsulas
presentaron un halo amorfo, caracteristico de los agentes encapsulantes utilizados y
acentuado por el proceso de secado por atomizacién (APENDICE 4.1. Estabilidad de los
materiales durante el secado). En efecto, este halo amorfo fue mas intenso en las
microcdpsulas sin tensoactivo (MR). Por otra parte, el difractograma mostré ademaés los
picos caracteristicos de los fitoesteroles, indicando que estos compuestos se
encontraban en estado cristalino dentro de la estructura del material. Este fenémeno
también fue observado mediante microscopia SEM (Seccién 4.3.5. Morfologia de las

microcdpsulas y 4.3.5.1. Estructura interna).
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Figura 4.8. Caracterizacion de las microcapsulas MR, MT5 y MS5: a) difractograma de
rayos X; b) perfil térmico de DSC (trazo continuo) y TGA (trazo punteado).

De la misma manera, el primer calentamiento del perfil DSC de las
microcapsulas (Figura 4.8b) demostré una gran absorcion de agua por parte de las
mismas (tipica de los materiales amorfos), junto a los eventos caracteristicos de cada
componente. En todos los casos se distingui6 el pico de fusion de los fitoesteroles
alrededor de 135 °C, sefialando nuevamente su naturaleza cristalina dentro de las

microcdpsulas. Asimismo, durante el segundo calentamiento de las muestras (datos no
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mostrados) también se observo el pico de fusion de la fraccién de estanoles presentes
(en 55 - 60 °C, aproximadamente) que en el primer calentamiento quedé opacado por
el flujo caldrico asociado a la pérdida de agua. Para MS5, se evidencié ademas el pico

de fusién del SDS alrededor de 80 °C.

La reproduccién de los picos cristalinos en las posiciones en que se presentaron
para los componentes puros (APENDICE 4.1. Estabilidad de los materiales durante el
secado) indic6 que no existieron interacciones fuertes entre los materiales que
conformaron las microcapsulas. Corroborando esta hipétesis, la Figura 4.9 presenta a
modo de ejemplo el espectro FTIR de las microcapsulas con 2 % m/v de tensoactivo,

(MT5 y MS5).
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Figura 4.9. Espectroscopia infrarrojo de las microcapsulas MT5 y MS5 (esta altima

elevada 100 unidades de transmitancia para mejorar la visualizacién).

Realizando un analisis exhaustivo de los perfiles infrarrojo se podria concluir
que no hubo interacciéon entre los componentes de las muestras. En efecto, no se
observo corrimiento de las bandas y las intensidades de las mismas resultaron acordes

a la composicion aproximada de las microcdpsulas. Asimismo, los perfiles obtenidos
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para las microcapsulas parecieron ser la conjuncién de los espectros individuales de los

compuestos puros.

Estos resultados indicarian que las microcdpsulas fueron formadas por
interaccion fisica entre las coberturas y los fitoesteroles y no por alguna interaccién
quimica fuerte (Aghbashlo et al., 2012; Gurrapu, Jukanti, Bobbala, Kanuganti &
Jeevana, 2012). Krishnaiah, Sarbatly & Nithyanandam (2012) concluyeron que no
existia interaccion quimica entre el componente bioactivo de interés y el material de
pared al observar que en las microcdpsulas aparecian todos los picos de los

compuestos que las conformaban.

4.3.7. Rendimiento de secado, eficiencia de encapsulacién y retencién de

fitoesteroles

La Figura 4.10 muestra el rendimiento de secado, la eficiencia de encapsulaciéon
y la retencién de los fitoesteroles en las microcapsulas en funcién del contenido de

tensoactivo en las suspensiones a secar.

De acuerdo a lo esperado, el rendimiento de secado estuvo afectado
significativamente por la adiciéon de tensoactivo (Adhikari et al., 2009; Jayasundera,
Adhikari, Adhikari & Aldred, 2011), disminuyendo desde 58.24 % (en ausencia de
tensoactivo) hasta menos de 50 % cuando los tensoactivos se agregaron en
proporciones bajas. Luego de alcanzar este valor minimo para 0.1 % m/v de
tensoactivo, el rendimiento aument6 con la concentraciéon de tensoactivo (p < 0.05).
Este comportamiento pudo ser explicado en términos de los menores tamanos de

particulas en las suspensiones a atomizar.

El incremento en el rendimiento de secado con la concentracién de tensoactivo
fue mas marcado en el caso de las formulaciones conteniendo Tween 20. En efecto,
para concentraciones mayores al 1.5 % m/v, el rendimiento sobrepasé el valor
obtenido para la formulacién de referencia, es decir, sin tensoactivo (FR) y aumento

hasta 65 %.
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Respecto a las formulaciones conteniendo SDS, a pesar de que el rendimiento se
increment6 con la concentracién de tensoactivo, sus valores permanecieron por debajo

de 58.24 %, es decir, por debajo del rendimiento para la formulacién sin tensoactivo.

Para todas las formulaciones estudiadas, el rendimiento de secado fue mayor en
presencia de T20, respecto a aquellas conteniendo SDS, como consecuencia de la mayor
tension superficial (Adhikari et al., 2009) y la menor viscosidad de la formulacién
(Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley & Saurel, 2007; Tonon, Brabet & Hubinger,
2008) (Seccion 4.3.3. Viscosidad de las suspensiones a secar), siendo ambas propiedades
cominmente asociadas a las pérdidas de producto por pegado sobre la camara de
secado (Adhikari et al., 2009). No obstante, todos los rendimientos de secado obtenidos

fueron satisfactorios para la escala laboratorio de secaderos por atomizacion.

La eficiencia de encapsulacion y la retencion de fitoesteroles también estuvieron
afectadas significativamente por la concentraciéon de tensoactivo (p < 0.05). La eficiencia
de encapsulacion decrecié desde 20.0 % para la formulacién sin tensoactivo (FR) hasta
10.8 % para la formulacion conteniendo 0.1 % m/v de Tween 20; mientras que la
retencion disminuy6 desde 22.0 % hasta 18.5 % en el mismo rango de estudio. A
concentraciones de T20 mayores, tanto la eficiencia como la retenciéon aumentaron con
la concentracién de tensoactivo hasta 23.8 % y 32.5 %, respectivamente. Por otra parte,
estos dos parametros de interés aumentaron de forma casi monétona con la
concentraciéon de SDS, alcanzando valores maximos de 50.6 % para la eficiencia de

encapsulacion y 40.8 % para la retencién de fitoesteroles.

Para ambos tensoactivos, las variaciones en la eficiencia de encapsulacién con la
concentracion de tensoactivo estuvieron de acuerdo con los comportamientos
observados en el angulo de contacto. En efecto, las mayores eficiencias de
encapsulaciéon encontradas en las formulaciones conteniendo SDS (con respecto a
aquellas basadas en Tween 20) estuvieron relacionadas con los menores angulos de
contacto, que indicaron una mejor interaccién entre los fitoesteroles y las soluciones de
agentes encapsulantes incluyendo tensoactivo (Seccion 4.3.1. Mojado de los fitoesteroles

por parte de las soluciones de agentes encapsulantes y tensoactivo).
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Figura 4.10. Influencia de la concentracion de tensoactivo en: a) rendimiento de secado;

b) eficiencia de encapsulacion; c) retencion de fitoesteroles.
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Por otro lado, los menores tamafios de particulas en las suspensiones que
incluyeron SDS (Tabla 4.3 y Figura 4.4) favorecieron el proceso de encapsulaciéon. En
efecto, para el secado por atomizacién de emulsiones aceite/agua, diversos autores
reportaron altas eficiencias de encapsulacion para tamafios de gotas en la emulsion
pequetos (Frascareli et al., 2012; Jafari, Assadpoor, Bhandari & He, 2008; Soottitantawat
et al., 2005; Tonon et al., 2011).

A pesar de los menores rendimientos de secado, la retencién de los fitoesteroles
fue mayor en las microcapsulas conteniendo SDS (en comparaciéon a aquellas
compuestas de Tween 20) debido a la mayor eficiencia de encapsulacién. Una mayor
eficiencia de encapsulaciéon indica que existi6 una menor cantidad de fitoesteroles
libres y, entonces, una menor probabilidad de pérdida de fitoesteroles por pegado

sobre las paredes de la cAmara de secado.

4.3.8. Redispersabilidad

En la Tabla 4.4 se presentan los tiempos requeridos para dispersar el polvo de
microcapsulas de todas las muestras ensayadas en agua. Este tiempo, se determina
cuando la dispersiéon es completa y no se observa la presencia de aglomerados. En la
mayoria de los casos, fue entre 1 y 3 minutos, tiempo comparable al obtenido para la

mayoria de los productos comerciales redispersables.

Asimismo, cabe destacar que las distribuciones de tamafio de particula de estas
muestras permanecieron invariantes por al menos 30 minutos luego de la redispersion,
asegurando asi que el tiempo de dispersion medido es confiable y que el producto no
sufri6 cambios de tamafio durante ese periodo. Adicionalmente, como un indicador de
la estabilidad de las redispersiones, se midi6 el potencial Z y se encontré que en el caso
de las microcapsulas conteniendo Tween 20, este valor estuvo entre -21.7 y -26.5 mV.
Este pardmetro, estuvo entre -31.3 y -37.8 mV para las microcdpsulas redispersas
conteniendo SDS, por lo que se espera que sean mas estables en el tiempo, debido a la

mayor repulsién entre las particulas dispersas (Salopek, Krasic & Filipovic, 1992).

134



Seleccion del Tensoactivo y Estudio del Secadopor Atomizacion

Tabla 4.4. Tiempos de redispersion de las microcédpsulas de fitoesteroles.

. Tiempo requerido para . Tiempo requerido para
redispersion [s] redispersion [s]

MR 186 £15

MT1 144+ 6 MS1 127 £12
MT2 111+£10 MS2 134 +18
MT3 173 +7 MS3 162+ 14
MT4 122 £25 MS4 114 +9
MT5 148 £15 MS5 116 +7
MT6 89+9 MS6 141 +23

4.4. Conclusiones

Se estudio el efecto del agregado de tensoactivo a las formulaciones
conteniendo goma ardbiga y maltodextrina como agentes encapsulantes para la
microencapsulacion de fitoesteroles. En particular se evalué el uso de Tween 20 y

dodecilsulfato de sodio en bajas concentraciones (0.1 a 2.65 % m/v).

En este contexto, se observé un efecto significativo del tipo y concentracion de
tensoactivo sobre el rendimiento de secado, la eficiencia de encapsulacion, la retenciéon
de los fitoesteroles y la calidad de las microcdpsulas producidas. Todas las tendencias
observadas estuvieron bien correlacionadas con las propiedades de las suspensiones
estudiadas (viscosidad de las suspensiones, tamafio de particulas de la fase dispersa,
mojado de los fitoesteroles por parte de las soluciones de agentes encapsulantes y

tensoactivo, etc.).

Aunque se obtuvieron mejores rendimientos de secado utilizando Tween 20 en
las formulaciones, la adicion de dodecilsulfato de sodio suministr6 mayores y
satisfactorias eficiencias de encapsulacién y retenciéon de fitoesteroles. Ademas,
condujo a menores tamafios de particulas y a rendimientos de secado adecuados para

secaderos de escala laboratorio.
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La mejora en la performance provista por el SDS (con respecto al T20) fue
explicada en términos de la buena afinidad entre los fitoesteroles y las soluciones de
agentes encapsulantes. Para todas las formulaciones conteniendo SDS, los didmetros
medios en volumen de las microcapsulas satisficieron el limite superior mas estricto de
25 um, requerido para asegurar la incorporacién de los fitoesteroles en la fase micelar

del intestino.

La mejor formulacion, dentro del rango de concentracion de tensoactivos
estudiado, fue aquella comprendiendo un 2 % de dodecilsulfato de sodio. Esto se
demostré no sélo en el tamafio de las microcdpsulas obtenidas sino también en la
eficiencia de encapsulacién y la retencion de fitoesteroles (cercana a 50 % y 40 %,
respectivamente). El rendimiento de secado estuvo sobre 50 %, siendo un valor

aceptable para la escala laboratorio del secadero utilizado.

Por otra parte, la caracterizaciéon de las microcédpsulas obtenidas no evidencié
interacciones fuertes entre los materiales que las componen; indicando que los
fitoesteroles se encontraron disponibles en su estado original dentro de las
microcapsulas. Tampoco se observaron cambios quimicos (degradacién) en los
materiales utilizados, lo cual garantiza su estabilidad bajo las condiciones operativas
utilizadas. Asimismo, se logré la redispersion de las microcdpsulas de manera
satisfactoria, asegurando una estabilidad electrocinética moderada, con ausencia de

variaciones en el tamafio de las particulas durante 30 minutos.

Algunos resultados de este capitulo fueron presentados en las siguientes

publicaciones y/o trabajos a congreso:

e Influencia del contenido y tipo de tensoactivo en la microencapsulacion de fitoesteroles. Di
Battista C.A., Constenla D., Pifia J., Ramirez Rigo M.V. IV Congreso Internacional en
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. Cérdoba, Argentina, 14 a 17 de noviembre de

2012. Trabajo completo en libro ISBN 978-950-33-1071-7.
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e  Estudio térmico en microcdapsulas de fitoesteroles. Di Battista C.A., Constenla D.,
Ramirez Rigo M.V. y Pifa J. XV Congreso Latinoamericano y Exhibicién de Grasas y

Aceites. Santiago de Chile, Chile, 20 a 23 de agosto de 2013. Resumen 272827.

e Microencapsulacion de fitoesteroles mediante secado por atomizacion: Espectroscopia
Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR). Di Battista, C.A.; Constenla, D.; Pifia, J.
Ramirez Rigo, M.V. XXI Congreso Farmacéutico Argentino. Salta, Argentina, 3 a 5 de

octubre del 2013. Resumen en CD-ROM 1&D 44.

o The use of arabic gum, maltodextrin and surfactants in the microencapsulation of
phytosterols by spray drying. Carla Agustina Di Battista; Diana Constenla; Verdnica
Ramirez-Rigo; Juliana Pifia. Powder Technology. Doi:10.1016/j.powtec.2015.08.016.
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CAPITULO 5. DISENO DE SUPERFICIE DE RESPUESTA vy
OPTIMIZACION

5.1. Introduccidon

5.1.1. Metodologia de superficie de respuesta. Disefios Box - Behnken

Con frecuencia, en los experimentos de ingenieria se requiere encontrar las
condiciones bajo las cuales ciertos procesos conducen a resultados 6ptimos, es decir,
determinar los niveles de los parametros de disefio en los cuales la respuesta de interés
alcanza su punto 6ptimo (valor minimo, méximo u objetivo segiin sus requerimientos)

(Raissi & Farsani, 2009).

El uso de disefios de experimentos permite la evaluacién simultidnea de varios
factores, evitando la realizacién de numerosas corridas independientes que caracteriza
a la tradicional aproximacién paso a paso (Elmizadeh et al., 2013; Liu, Wang,
Schlindwein & Li, 2013; Xu et al., 1998). Los procedimientos de optimizacién
sistemética se pueden llevar a cabo seleccionando una funcién objetivo, encontrando
los factores mas importantes o contribuyentes a dicha funcién e investigando la
relaciéon entre factores y respuestas (Liu et al., 2013). Entre las estrategias de
optimizacién, una de las mas destacadas es la optimizacién por metodologia de

superficie de respuesta (RSM) (Lundstedt et al., 1998).

Esta metodologia abarca un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas,
atiles para modelar y analizar problemas en los cuales la respuesta de interés (variable
de salida) esta influenciada por muchos factores (variables de entrada) y el objetivo
planteado es su optimizacién (Balasubramani, Viswanathan & Vairamani, 2013; Liu ef
al., 2013; Montgomery, 1991; Raissi & Farsani, 2009). Dichos modelos se pueden
construir a partir de experiencias fisicas, computacionales (simulaciones) u
observaciones experimentales (Raissi & Farsani, 2009). La principal ventaja de la RSM

es el desarrollo de productos y procesos mejorados en costo y tiempo (Balasubramani
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et al., 2013). El procedimiento para un disefio de superficie de respuesta puede

contemplar algunas de las siguientes etapas (Raissi & Farsani, 2009):

I.  Disefio de la serie de experiencias para la medicion de la respuesta de interés.

II. Desarrollo de un modelo matematico para la respuesta.

[II. Buasqueda del conjunto de pardmetros experimentales que conduce al 6ptimo de la
respuesta de interés.

IV. Representacion de los efectos de los parametros sobre la respuesta de interés.

Existen diversos tipos de disefios de experimentos para ajustar superficies de
respuesta. En particular, en el afio 1960, Box y Behnken propusieron algunos disefios
de tres niveles (es decir, tres valores donde se evalta cada variable de entrada o factor),
combinando factoriales 2 (donde 2 representa el ntiimero de niveles y k el nimero de
factores estudiados) con disefios de bloques incompletos (Montgomery, 1991). En un
disefio factorial la influencia de todos los factores y los efectos de interaccién entre ellos
son estudiados para cada una de las respuestas de interés. En este sentido, si k factores
son estudiados en 2 puntos experimentales (llamados niveles), se requiere realizar un
conjunto de 2k ensayos (Liang, Zhiyong; Wang, 2004). Los disefios de experimentos por
bloques son aquellos que se analizan de manera fraccionada en porciones (bloques)
mas homogéneas de material, cuyo andlisis permite incrementar la precision del
experimento. Son bloques completos cuando todos los tratamientos o ensayos son

probados en cada bloque, e incompletos cuando esto no sucede (Montgomery, 1991).

Una ventaja significativa de los disefios Box - Behnken es que suelen ser mas
eficientes, en términos del nimero de corridas requerido, en comparacién con otros
disefios de superficie de respuesta como los centrales compuestos (que se basan en
disefios factoriales e incluyen puntos experimentales en el centro de cada factor y en
posiciones axiales, Montgomery (1991), los factoriales de 3 niveles y los disefios D -
Optimos (disefios generalmente utilizados cuando los tradicionales no pueden ser
aplicados) (Govender et al., 2005; Liu et al., 2013). A su vez, tienen la ventaja adicional
de ser rotables (o casi rotables) (Govender et al., 2005, Montgomery, 1991; Zidan et al.,
2007).
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La rotabilidad es una propiedad muy importante en la selecciéon de un disefio
de superficie de respuesta porque proporciona estimaciones igualmente precisas en
todas las direcciones. Dado que la finalidad de la metodologia RSM es la optimizacion,
y que se desconoce de antemano la ubicacién del 6ptimo, tiene sentido usar un disefio

que sea rotable (Montgomery, 1991).

En un disefio Box - Behnken de 3 factores no se observan puntos en los vértices
de la region cabica creada por los limites inferior y superior de cada variable, sino en la
mitad de cada una de las aristas (Figura 5.1) (Montgomery, 1991; Zidan et al., 2007).
Esto podria ser ventajoso cuando los puntos en las esquinas del cubo representan
combinaciones factor - nivel prohibitivamente costosas o imposibles de probar debido
a restricciones fisicas del proceso (Govender et al., 2005, Montgomery, 1991). La
representacion grafica de un disefio Box - Behnken de mas de 3 factores resulta mas
compleja; sin embargo, la distribucién de los puntos experimentales resulta

equivalente a la presentada en la Figura 5.1.
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Figura 5.1. Combinacion de niveles para 3 factores en un disefio Box - Behnken.
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Si todos los factores son medibles, la superficie de respuesta (Y’) se puede

expresar como:

Y' = (X1, X0 oo Xi0) (5.10)

donde k representa el niimero total de factores analizados (X) que pueden ser ajustados
e Y’ la variable de respuesta ajustada cuyo objetivo es ser optimizada (Raissi & Farsani,
2009). Una vez obtenida la funcién Y que mejor representa los datos experimentales,
ésta se puede se optimizar (minimizar, maximizar o ajustar a un valor deseado, segtin
sea el objetivo de la respuesta) para encontrar las condiciones experimentales que

conducen a los mejores resultados.

La optimizacién del proceso de microencapsulacion de secado por atomizacion
mediante la metodologia de superficie de respuesta ha sido abordada por diversos
autores (Kha, Nguyen, Roach & Stathopoulos, 2014; Lee, Ahn & Kwak, 2013; Liu &
Yang, 2011; Pauletti & Amestoy, 1999). Sin embargo el uso de disefios tipo Box -
Behnken no ha sido muy explorado. En este sentido, Balasubramani et al. (2013)
encapsularon oleorresina de ajo y utilizaron este tipo de disefio para optimizar el
contenido de alicina y la humedad del producto mediante la manipulacién de la
concentraciéon del material de cobertura y del ingrediente activo asi como también de la
temperatura del aire de secado. Por su parte, Tontul & Topuz (2014) encapsularon
aceite de lino mediante secado por atomizacién y utilizaron este disefio para encontrar
las concentraciones de material de cobertura y de aceite y el tiempo de ultrasonido que

maximizan la eficiencia de encapsulacion y el rendimiento de secado.

5.1.2. Optimizacion global: Deseabilidad individual (d) y global (D)

En muchos casos, la performance de un producto manufacturado puede no ser
caracterizada por una tnica respuesta, sino por un grupo de ellas, que pueden o no
estar correlacionadas. A su vez, cada una de estas respuestas suele estar determinada

en unidades y escalas de medicion diferentes, por lo que pueden estar sujetas a
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diferentes requerimientos de optimizaciéon. En estas circunstancias resulta dificil
alcanzar una optimizacién global del sistema, en la cual un tGnico conjunto de

condiciones optimicen simultdneamente todas las respuestas.

Este tipo de optimizacion simultanea (global) ha sido abordada mediante
muchas metodologias heuristicas que combinan los requerimientos individuales de
cada respuesta en un tnico requerimiento compuesto (Raissi & Farsani, 2009). En este
contexto, en el afio 1965 Harrington desarroll6 la funcion deseabilidad para optimizar de
manera simultanea las multiples respuestas, la cual fue luego modificada para mejorar
su practicidad (Kuhn, 2009; Raissi & Farsani, 2009). La estrategia de la funcién

deseabilidad es una de las técnicas de optimizacién multi-respuesta mds utilizadas.

El primer paso para la optimizaciéon con esta metodologia consiste en
transformar cada una de las funciones de superficie de respuesta (Yi) en su
correspondiente funcién deseabilidad individual (d;), para luego combinarlas y formar

la funcién deseabilidad global (D) como tinico objetivo de optimizacién.

5.1.2.1. Funcién deseabilidad individual (d)

Una vez establecida la funcién de superficie de respuesta (Ecuacién (5.10)), la
deseabilidad individual de esa respuesta se puede construir de forma tal que tome el
valor 1 cuando se alcanza el nivel deseado de la respuesta (ya sea minimo, maximo u
objetivo) y que tienda a 0 cuando se aleja de este valor (Kuhn, 2009). De este modo, se
pueden proponer tres formas diferentes de la funcién deseabilidad (d) en funcién del
objetivo de optimizacién (dmm, dmaxv dobj) (Kuhn, 2009). En los casos que se busca

maximizar la funcién variable de respuesta, se define du.x tal que:

0 SiY' <L
v Ly SiL<Y' <U
Ainax = U—1L 1 (5.11)
1 SiY>U
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donde L y U son los limites inferior y superior del intervalo donde se desea que se
encuentre la respuesta, independientemente del objetivo de optimizacion,
respectivamente. El peso s establece la linealidad de la funcién deseabilidad con
respecto al modelo. Por otro lado, en los casos en que Y desea ser minimizada, la

deseabilidad se define como du tal que:

0 SiY'>U
d o ={ v Uy SiL<Y'<U
m L-U 5.12)
1 SiY' <L

Finalmente, cuando se busca que la variable de respuesta tenga un valor
especifico (#*), su funcién deseabilidad se define como dy, tal que tome el valor 1 en ese

punto y se definen nuevas expresiones a ambos lados del punto objetivo:

Y — L\
<t*—L> SIL<Y <t
dOb] = < Y’ —_ U S2 Sl t>(. < Y/ < u (5.13)
t*—=U
En cualquier otro caso

En todos los casos, fuera del intervalo L - U la deseabilidad se anula (Raissi &
Farsani, 2009). Los valores de s, 51 y s se eligen de acuerdo a la facilidad o dificultad
con la que se satisfacen las condiciones. Un valor de s = 1 establece una relacién lineal
entre la funcién ajustada de la respuesta y la deseabilidad. Cuando se desea penalizar
las situaciones en las que la funcién ajustada se aleja del 6ptimo, se debe considerar un
valor de s > 1, de modo que la deseabilidad caiga abruptamente a medida que las

condiciones se alejan del 6ptimo. Finalmente, un valor de s < 1 se aplica en una
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situacion mas flexible, es decir cuando se espera que la deseabilidad se encuentre

cercana a 1 atin en lejanias de los puntos 6ptimos (ver Figura 5.2).

—g = ().2 —g = ()2 —c] = (.2
a) —_—=1 b) =1 | 9 —_—l=1
1 s=5 1 s=5 |1 s1=5
O\
|
|
|
|
|
| ‘
1
| 1
1 “
| |
: |
|
| \
\
: |
|
dmﬁx dmin : dOb] ‘
0 0 0 :
L U L Ul L % U

Figura 5.2. Funciones deseabilidad. Se desea que la respuesta de interés alcance: a) un
valor maximo (dux); b) un valor minimo (d..x); ¢) un valor objetivo (do) (para cada s, el

s2 = 0.2, por lo que desde t* hasta U las curvas quedan superpuestas).

5.1.2.2. Funcién deseabilidad global (D)

Una vez establecida la funcién deseabilidad para cada una de las respuestas de
interés, éstas pueden ser combinadas para formar una tnica funcién deseabilidad
compuesta (o global) que convierte el problema multi-respuesta en uno de respuesta
simple (Raissi & Farsani, 2009; Vera Candioti, De Zan, Camara & Goicoechea, 2014). La
funcién deseabilidad global (D) se define como la media geométrica de las

deseabilidades individuales (d;) (Kuhn, 2009; Raissi & Farsani, 2009), tal que:

D= (ﬁ di>1/n (5.14)
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donde 7 es el namero total de respuestas involucradas. Asi, si todas las caracteristicas
de calidad alcanzan su valor ideal, la deseabilidad es 1 para todas las respuestas
individuales (d; = 1 para toda i); si alguna respuesta no alcanza su valor ideal, su
deseabilidad es menor a 1, por lo tanto la global también lo es; y si alguna de las
respuestas cae fuera de los requerimientos de calidad, su deseabilidad es 0 y entonces

la deseabilidad total también es nula (Raissi & Farsani, 2009).

Eventualmente, se puede incorporar un factor en cada término de la
productoria llamado coeficiente de impacto (I;) que contemple la importancia de una
respuesta sobre las demas (Vera Candioti et al., 2014). Dicho valor suele establecerse

entre 1y 5. De esta forma, la funcién deseabilidad global puede ser escrita como:

n 1/¥1;
D= (1_[ dﬁ) (5.15)
i

El proceso de optimizacion global consiste entonces en encontrar las
condiciones de operaciéon/formulaciéon que conducen a un maximo valor de

deseabilidad global, que puede ser resuelto mediante técnicas computacionales.

Tanto las deseabilidad individuales, como la global pueden calcularse también
para los datos experimentales, cambiando la funcién Y” por su valor experimental Y.

De esta manera, se obtiene un valor de deseabilidad para cada punto ensayado.

A lo largo del Capitulo IV se estudié la microencapsulacion de los fitoesteroles
manteniendo todas las variables operativas en valores preestablecidos y modificando
el tipo de surfactante y su concentraciéon en la suspension. En este capitulo se presenta
un disefio de experimentos tipo Box - Behnken, realizado con el objeto de evaluar y
optimizar los efectos principales, de interaccién y cuadréticos, de las variables de
proceso y de la composicion de la formulacién sobre las respuestas mas relevantes de

la microencapsulacion de los fitoesteroles.
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5.2. Desarrollo Experimental

5.2.1. Diseiio Box - Behnken. Formulacién y Secado

El disefio experimental Box-Behnken contemplé 6 factores evaluados en 3
niveles (Tabla 5.1) para facilitar la construccién de modelos polinémicos de segundo
orden y la exploracion de superficies de respuesta cuadréticas para su posterior

optimizacion (Liu ef al., 2013).

La Tabla 5.1 muestra los factores estudiados y sus niveles en el disefio Box -
Behnken propuesto. Se estudiaron la temperatura de secado (°C), el caudal de aire de
atomizacion expresado como la altura del rotdmetro (mm), el caudal de alimentacién
liquida expresado en funcion del porcentaje de apertura de la bomba peristéltica (%), el
contenido de fitoesteroles y de solidos totales (g/100 mL), y la relaciéon mésica entre el
contenido de goma arabiga y maltodextrina. En todos los casos, el caudal de aire de
secado se mantuvo en 35 - 38 m3/h, correspondiente a la aspiracién méxima (100 %).
En el APENDICE 2.1. Caracteristicas Técnicas del secadero Biichi B - 290 se presentan las
tablas y graficas de conversiéon de los parametros de secado (caudal de atomizacién
(Tabla A.2.1), caudal de alimentacién liquida (Figura A.2.1) y caudal de aire de secado
(Figura A.2.2). Para cada factor, los niveles bajo, medio y alto, codificados como (-), (0)

y (+) respectivamente, fueron seleccionados en base a la experiencia preliminar.

La Tabla 5.1 muestra, ademas, las respuestas a analizar, inicialmente elegidas en
funcién de los fines de la microencapsulaciéon. También se muestra el objetivo de
optimizaciéon de cada respuesta (btisqueda del valor médximo, minimo u objetivo).
Ademéds, se tuvieron en cuenta otros aspectos durante el procesamiento de las
muestras. En efecto, para todas las experiencias, se registré la temperatura de salida y

se colect6 el material depositado sobre la caAmara de secado.
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Tabla 5.1. Factores y niveles en el disefio Box - Behnken y principales respuestas de

interés analizadas en el disefio.

Niveles
Factores Independientes Bajo Medio Alto Unidades
() (0 (+)

X1: Temperatura de secado (Teutrada) 110 135 160 °C
X»2: Caudal de aire de atomizacion (Qusom) 30 45 60 mm
X3: Caudal de alimentacion liquida (Qeoniba) 5 10 15 %
X4: Contenido de FE (Contrr) 2 5 8 g/100 mL
Xs: Contenido de s6lidos totales (Contsaror) 15 25 35 g/100 mL
Xe: Relacion GA a MD (GA/MD) 1/19 9.5263 19/1 -

Respuestas Dependientes Unidades Optimo
Y1: Rendimiento de Secado (RS) % Maximo
Y,: Tamafio de Particula - Suspension (D[4,3]susp) pm Minimo
Y3: Tamafio de Particula - Producto (D[4,3]part) pm Minimo
Yy Humedad Residual (HR) % Minimo
Ys: Retencion de Fitoesteroles (RFE) % Maximo
Ye: Eficiencia de Encapsulacion (EE) % Maximo
Y;: Indice de Carr (IC) % Minimo

El disefio estableci6 un total de 54 experimentos, de las cuales 6 constituyeron

repeticiones del punto central para la estimacion del error experimental (Montgomery,

1991). Las suspensiones a atomizar se prepararon utilizando las condiciones
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establecidas en la Tabla 5.2 y siguiendo el procedimiento reportado en la Seccién 2.2.3.
Preparacion de las suspensiones a secar. Para cada suspension, la distribucion y tamafio de
las particulas se analizé segtun la descripciéon de la Secciéon 2.2.4.4. Tamario de las
particulas. Las respuestas Y7 a Y7 se evaluaron de acuerdo a la metodologia detallada en
las Secciones 2.2.5. Secado por atomizacion y 2.2.6. Caracterizaciéon del producto
particulado. Ademas, la fluidez del polvo se estableci6 mediante la determinacion del

Indice de Carr (Seccién 2.2.7.1. Fluidez del polvo: Indice de Carr (IC)).

5.2.2. Estrategias para el andlisis de los resultados

5.1.1.1. Andlisis estadistico

El analisis del disefio de experimentos permite establecer cudles son las
variables mas significativas sobre las respuestas de interés; y posteriormente construir
modelos que se ajusten adecuadamente a los datos obtenidos. De esta manera, los
modelos permiten estimar el comportamiento de dichas variables en otras condiciones
dentro del dominio experimental. En este sentido, el analisis de la varianza permite
establecer con cierto nivel de confianza si los factores analizados afectan
significativamente o no la respuesta de interés. En este trabajo de tesis se utilizé un

nivel de significancia del 5 % para la evaluacion de los estadisticos.

5.1.1.2. Ajuste del modelo

Tal como se menciondé anteriormente, el desarrollo de un disefio de
experimentos permite establecer un modelo de ajuste similar al expresado en la
Ecuacion (5.10). En la mayoria de los problemas de RSM, se desconoce la forma de la
relacion entre la respuesta y las variables independientes, por lo que el primer paso
consiste en determinar una aproximacion apropiada a la relacién funcional real entre Y
y el conjunto de variables independientes (Montgomery, 1991). En particular, el

modelo de ajuste que se puede establecer en un disefio de superficie de respuesta de
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segundo orden (Box - Behnken en este caso) que contempla seis factores se define

COmo:
Y’ = ao + ale + azXZ + b + a6X6 + a11X1X1 + a12X1X2 + e + a66X6X6 (5.16)

0 genéricamente, como:

Y/ =AQy + al-Xl- + Z al'le'ij (5.17)

donde Y’ es la respuesta estudiada ajustada, asociada a cada combinacién
factor - nivel, y los coeficientes ao, a; y ai se calculan a partir de la regresién de los datos
experimentales de Y. El modelo se puede analizar en tres grandes términos: uno de
orden cero (a9), uno lineal (2:X;) y otro de segundo orden (4;XiXj), el cual contempla la

interaccién de dos efectos (cuando i # j) y de efectos cuadraticos (cuando i = ).

5.1.1.3. Valoracion del modelo ajustado

Existen diversas maneras de determinar la bondad de un modelo ajustado. En
primer lugar, en el andlisis de los residuos (diferencia entre los valores ajustados de cada
respuesta y los datos obtenidos experimentalmente) se evalta la forma de la
distribucién de los mismos. En general, el ajuste del modelo implica la suposicion de
distribucién normal de los residuos. En los casos en que estos no se distribuyan
normalmente, podria ser necesaria una transformacién de los datos experimentales. En
esta misma linea, es de esperar que un buen modelo represente los datos ajustados

contra los observados en cercanias de la recta diagonal y = x.

Otras herramientas graficas para juzgar un modelo ajustado son la grafica de

los residuos contra el valor ajustado de la respuesta, la representaciéon de los residuos
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contra los factores estudiados (Montgomery, 1991) y la gréfica de los residuos contra el
namero de corrida, es decir, el orden en que fueron llevados a cabo los experimentos.
En estos tres casos, la ausencia de patrones definidos en la distribucién de los residuos
fortalece la hipotesis de idoneidad del modelo; es decir, permite considerar que el

modelo de regresion es adecuado para ajustar los datos.

El valor p del modelo ajustado (pmop) es un indicador de la existencia de una
relaciéon significativa entre las variables dependiente e independientes; siendo
adecuado en los casos que pmop sea inferior al nivel de significancia propuesto

(asumido igual a 0.05).

Por otra parte, la prueba de falta de ajuste (LOF) permite saber si el orden del
modelo supuesto es correcto y se realiza descomponiendo la suma de cuadrados del
error en el andlisis de la varianza, y determinando el valor del estadistico Fo de la
prueba (Montgomery, 1991). La misma prueba puede analizarse considerando que si el
valor p de falta de ajuste (pLor) es inferior al nivel de significancia (a = 0.05), entonces se
asume que hay falta de ajuste; de lo contrario se considera que el modelo es apropiado

para ajustar los datos experimentales.

Finalmente, el coeficiente de determinacion (R?) es un indicador de la variabilidad
de los datos explicada por el modelo (0 % < R2 < 100 %) (Montgomery, 1991). Este
estadistico debe usarse con cautela dado que puede hacerse igual a 100 % facilmente,

agregando términos al modelo sin representar necesariamente un mejor ajuste.

5.2. Resultados

La Tabla 5.2 presenta los resultados de las principales respuestas estudiadas,
que son discutidas en las secciones siguientes. Teniendo en cuenta los resultados

anteriores, se ajustaron los modelos apropiados para cada respuesta de interés.
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Tabla 5.2. Puntos experimentales y resultados del disefio de experimentos
Box - Behnken. Los valores en negrita corresponden a los puntos minimo y méximo de

cada respuesta.

N X;s X2 X5 Xu X5 X Y: Y Y3 Y. Y Ys Y,

1 110 45 15 5 25 19 51.31 8.040 8326 3.46 39.57 2337 46.7

2 135 45 15 2 25 19 61.59 12763 9382 275 3291 39.69 422

3 135 60 15 5 35 95263 |4794 9180 7140 3.67 3716 39.84 514

4 160 30 10 8 25 95263 |43.28 19.965 15479 215 32.04 9.88 545

5 135 45 10 5 25 95263 |60.24 7908 8858 272 50.16 2459 58.1

6 135 45 15 8 25 19 54.27 13.448 9420 279 4278 1571 535

7 135 60 10 5 35 0.0526 | 61.22 16.907 9270 251 46.82 27.60 43.6

8 135 60 5 5 15 95263 |70.27 11.769 8.058 2.09 50.00 32.24 46.2

9 110 30 10 2 25 95263 |37.56 10.402 10.418 245 33.52 5742 385

10 110 45 10 8 15 9.5263 | 59.58 25.761 10.945 217 43.42 56.70 44.2

11 110 45 5 5 25 19 55.50 9.614 7.693 2.63 4858 34.18 45.0

12 110 45 10 2 35 9.5263 |49.66 11452 9456 3.01 48.02 63.62 484

13 135 30 15 5 15 95263 | 39.67 7.044 10328 3.24 3475 29.93 48.7

14 135 45 10 5 25 95263 |55.14 7105 8.697 275 49.26 26.38 50.9

15 135 30 15 5 35 9.5263 | 26.53 11.808 12.345 3.14 20.50 2259 43.4

16 135 60 15 5 15 9.5263 | 58.10 11.825 7980 241 46.15 3819 449

17 135 60 10 5 15 19 71.51 12960 7.444 4.09 61.24 36.13 46.2

18 110 45 15 5 25 0.0526 | 63.73 22792 9.892 3.07 48.85 23.95 45.6
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Tabla 5.2. (Cont.). Puntos experimentales y resultados del disefio de experimentos
Box - Behnken. Los valores en negrita corresponden a los puntos minimo y maximo de

cada respuesta.

N X;s X2 X5 Xu X5 X Y: Y Y3 Y. Y Ys Y,

19 135 30 10 5 35 0.0526 | 4494 21.087 8301 289 32.62 2341 439

20 160 30 10 2 25 9.5263 | 48.61 10.154 8546 3.61 4845 6592 38.8

21 160 45 15 5 25 0.0526 | 66.26 25.762 9.188 283 47.67 38.05 43.5

22 135 45 10 5 25 9.5263 | 6237 9.067 8142 3.06 51.94 21.06 46.4

23 135 30 5 5 35 95263 3991 9.841 10.292 288 35.51 30.99 39.1

24 135 45 15 8 25 0.0526 | 61.99 36.857 12.187 246 442 3032 46.1

25 110 60 10 2 25 95263 |59.70 8917 6.874 3.88 458 4220 41.1

26 160 45 10 2 35 95263 | 58.14 11.002 6.252 293 53.41 55.55 44.1

27 135 60 10 5 15 0.0526 | 7498 30.399 11.610 2.83 62.73 50.34 48.3

28 160 45 15 5 25 19 68.82 10.230 7.846 2.84 68.69 38.78 43.4

29 135 30 10 5 35 19 34.87 11.729 10986 2.78 30.39 37.77 39.0

30 135 45 15 2 25 0.0526 | 7917 4.668 6.397 283 7198 78.06 41.9

31 135 45 5 8 25 19 62.06 13.198 8.998 276 50.33 45.14 4438

32 135 45 10 5 25 95263 | 63.73 6.534 8312 295 61.13 44.14 442

33 160 45 10 8 35 95263 |58.09 16.738 9.518 235 4849 2739 46.0

34 135 30 10 5 15 19 51.86 7.208 10.032 4.05 47.55 30.90 52.5

35 135 45 5 2 25 19 71.33 13.197 6.277 3.28 6743 54.67 424

36 135 30 10 5 15 0.0526 | 41.45 19.188 10.650 3.01 34.24 36.03 46.5
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Tabla 5.2. (Cont.). Puntos experimentales y resultados del disefio de experimentos
Box - Behnken. Los valores en negrita corresponden a los puntos minimo y maximo de

cada respuesta.

N X;s X2 X5 Xu X5 X Y: Y Y3 Y. Y Ys Y,

37 110 45 10 2 15 95263 | 80.04 4.807 6.186 411 7494 55.66 48.0

38 160 45 10 8 15 95263 | 71.64 26.526 12310 296 6232 62.74 429

39 135 60 5 5 35 95263 |59.47 10464 7.023 236 51.14 3792 453

40 135 30 5 5 15 9.5263 | 60.82 4.845 11486 296 51.04 43.92 48.5

41 135 45 10 5 25 95263 | 65.18 6372 8756 3.2 59.79 41.73 43.5

42 110 45 5 5 25 0.0526 |73.22 27930 10.335 2.75 50.60 21.62 44.8

43 160 45 10 2 15 95263 |81.70 5290 6.083 3.39 76.10 50.83 45.7

4 160 45 5 5 25 19 66.24 12.016 11.708 4.39 85.56 51.16 38.0

45 110 45 10 8 35 95263 | 5332 18329 9.041 297 4250 3895 438

46 135 45 5 8 25 0.0526 | 68.61 34.469 8.696 2.62 4947 5581 37.3

47 110 60 10 8 25 95263 | 55.53 15.244 8354 3.18 44.86 50.27 434

48 160 60 10 2 25 9.5263 | 61.80 11.118 6.362 3.71 57.08 55.59 429

49 110 30 10 8 25 9.5263 | 25.20 11.543 16.717 3.77 29.66 4991 48.0

50 160 45 5 5 25 0.0526 |71.75 21.904 9318 3.07 5791 4413 41.7

51 135 45 10 5 25 9.5263 | 65.12 5.695 8401 299 63.04 3236 44.6

52 160 60 10 8 25 9.5263 | 59.44 16.876 7221 339 46.76 32.72 46.6

53 135 60 10 5 35 19 56.53 6387 6549 4.56 48.19 4315 46.4

54 135 45 5 2 25 0.0526 | 86.72 4.731 6381 3.81 66.21 7033 429
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Cabe destacar que para mejorar el ajuste de los modelos propuestos, fue
necesario replicar algunas experiencias. Asi, el procedimiento, implico la realizacién de
sucesivos ajustes, en cada uno de los cuales el modelo propuesto fue juzgado de modo
de garantizar que no exista falta de ajuste y que el valor p del modelo (pmop) sea
inferior al nivel de significancia establecido de 0.05, manteniendo ademas el valor del
coeficiente de determinacién (R?) lo mas alto posible. Ademéds, se valoraron cada uno
de los modelos segtn los perfiles que presentaron los residuos y los valores ajustados,

de acuerdo a la descripcién de la Seccién 5.1.1.3. Valoracion del modelo ajustado.

No obstante, el ajuste de la humedad residual (Y4) al tipo de modelo propuesto
no fue adecuado. En efecto, el R? fue de 52.22 % y la falta de ajuste fue significativa
(p > 0.05). Por lo tanto, deberia evaluarse si un modelo de mayor complejidad permite
ajustar esos datos experimentales. Sin embargo, y debido a que todas las mediciones de
humedad indicaron bajos contenidos de agua residual (inferiores a 5 % m/m), es de
esperar que el producto sea estable microbiolégicamente en condiciones ambientales.
En consecuencia, no resulté indispensable el ajuste de un modelo para optimizar esta

respuesta.

Por otro lado, dado que la fluidez del polvo (IC) resulté siempre muy pobre, no
se enfatiz6 la bisqueda de un modelo para esta respuesta (Y7). En circunstancias que
requieran un polvo de buena fluidez, el mismo debera ser previamente acondicionado

para su uso.

5.2.3. Rendimiento de Secado (Y1)

De acuerdo con la Tabla 5.2, el rendimiento de secado obtenido
experimentalmente estuvo comprendido entre 25.20 % (corrida 49) y 86.72 % (corrida
54). A continuacién se presenta el modelo cuadratico ajustado para el rendimiento de

secado (Y1), en funcién de las variables independientes estudiadas y sus interacciones.
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Y'; = —134.51 + 1.4282X, + 7.6110X, — 0.4059X; — 16.8733X, — 1.9995X<
—3.3262X, — 0.0054X% — 0.0057X,X, + 0.0113X, X5
+ 0.0159X, X, + 0.0058X, X5 + 0.0104X, X, — 0.0639X2
—0.0152X,X; + 0.0146X,X, — 0.0084X,Xs — 0.0066X,X, (5.18)
—0.0177X% — 0.0081X3X, — 0.0288X5Xs + 0.0012X, + 0.6463X7
+0.1780X,Xs + 0.2708X, X, + 0.0141X2 — 0.0265X: X,
+ 0.0660X?

El R2 obtenido fue de 96.14 % y la prueba de falta de ajuste (pror) fue superior a
0.05 (Tabla A.5.1), asegurando que el modelo ajustado fue apropiado para el ajuste de
los datos. Ademas, el valor p del modelo (pmop) fue inferior al 5 %, por lo que pudo
afirmarse que existe una correlacion estadisticamente significativa entre las variables.
Asimismo, la representaciéon de valores observados experimentalmente en funcién de
los ajustados (predichos) Y1 (ver Apéndice 5 Figura A.5.1a) indic6é una buena
correlacion entre ambos y con ello un buen ajuste del modelo. Los residuos entre los
valores reales y los predichos por el modelo siguieron una distribuciéon
aproximadamente normal (Figura A.5.1b). Por otro lado, los residuos tampoco
presentaron un patrén definido al ser representados contra el ntimero de corrida (es
decir, en funcién del orden en que fueron ensayados los experimentos) (Figura A.5.1c)
ni contra cada una de las variables independientes (Figura A.5.2a a Figura A.5.2f)
indicando asi que no existe una correlaciéon entre ellos; mientras que la ausencia de un
patrén definido en la grafica de los residuos contra el valor ajustado (predicho) (Figura
A5.1d) indica que el modelo seleccionado describe adecuadamente los datos
experimentales, respectivamente. En el APENDICE 5.1. Ajuste de Rendimiento de Secado

se presentan estos diagnodsticos de ajuste para esta respuesta.

Realizando un andlisis de la varianza de los valores observados (Tabla A.5.1), se
encontré que todos los efectos principales (X1 a Xe) afectaron significativamente a la
respuesta de interés (p < 0.05). Por otro lado, los efectos de orden superior que
resultaron significativos fueron las interacciones temperatura de secado - relacion GA a
MD (X1Xs), y las interacciones mutuas entre contenido de fitoesteroles, contenido de

solidos totales y relacion GA a MD (X4X5, X4Xs y X5X6). La temperatura de secado (X12),

156



Diseiio de Superficie de Respuesta y Optimizacion

el caudal de aire de atomizacion (X»?), el contenido de fitoesteroles (X4?) y la relacion
GA a MD (X¢?) ejercieron un efecto significativo también en orden cuadritico. Estos
efectos se vieron reflejados en las Figura 5.3, que muestra las superficies de respuesta

ajustadas del rendimiento de secado para cada par de variables independientes.

El rendimiento de secado fue mayor a elevados caudales de aire de atomizacién
y temperaturas de secado (Figura 5.3a). El analisis de la varianza evidencié al caudal
de atomizacion como principal parametro influyente sobre el rendimiento, tanto en su
término lineal como cuadratico. De acuerdo a lo mencionado en el Capitulo I (Secciéon
1.5.3. Técnicas de microencapsulacion - Secado por atomizacion), una mayor energia
aplicada al proceso de atomizacién (observada en este caso como caudal de aire de
atomizacion) conduce a particulas con tamafios cada vez menores, aumentando asi el
area total de transferencia de calor por unidad de volumen y, por ende, la transferencia

de calor y masa.

Zhang & Youan (2010) encontraron un efecto similar en el estudio del proceso
de nanoencapsulaciéon de compuestos oleosos, explicando la eficiencia de secado como
una funcién del tiempo requerido por la gota para secarse, el cual estd relacionado
linealmente con el tamafio inicial de la misma y la tasa de evaporacién. Por otra parte,
cuando los tamafios de particula son més pequefios, el cono de atomizacién formado es
mas estrecho, por lo que las gotas generadas tienen menos posibilidad de alcanzar las
paredes de la caAmara de secado, y cuando lo hacen (hacia el final de la longitud total de
la cdmara), éstas ya se encuentran casi secas, reduciendo asi las pérdidas por pegado

(Goula & Adamopoulos, 2003).

Sin embargo, como se mencioné anteriormente, también el efecto cuadratico del
caudal de aire de atomizacion fue significativo (p < 0.05). A caudales de atomizacién
demasiado altos, se observé una pequeia disminucién en el rendimiento de secado,
probablemente provocada por la disminucion excesiva en el tamafio de las gotas
generadas y el consecuente arrastre de una mayor fraccién de polvo en la corriente de
aire exhausto que abandona el cicléon (Seccion 5.2.4. Tamario de particula de la

alimentacion liquida (suspension) (Y2) y del producto en polvo (Y3)).
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Figura 5.3. Superficies de respuesta para el rendimiento de secado en funcién de: a) la
temperatura del aire de secado y el caudal de aire de atomizacién; b) el caudal de
alimentacién y el contenido de fitoesteroles; c) el contenido de sélidos totales y la
relaciéon masica GA a MD. Para cada grafica, el resto de las variables se encontraron en

su nivel medio.

Por otra parte, es ampliamente conocido que si la temperatura de entrada no es

suficientemente alta, el agua contenida en la gota atomizada no se vaporiza
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completamente, facilitando el pegado de polvo sobre la pared de la caAmara de secado.
Este fenémeno, explicado anteriormente en funciéon del tamafio de las gotas
atomizadas, también esta fuertemente relacionado con la temperatura de secado. En
efecto, a altas temperaturas la evaporacién de agua ocurre con mayor facilidad, debido
a la mejor transferencia de calor y masa con el aire de secado, conduciendo asi a un
mayor rendimiento de proceso. Varios autores reportaron observaciones equivalentes
durante el secado por atomizacién de otros materiales (Cai & Corke, 2000; Kha et al.,

2014; Roccia, Martinez, Llabot & Ribotta, 2014; Tonon, Brabet & Hubinger, 2008).

A medida que el caudal de alimentacion liquida se incremento, el rendimiento
de secado disminuy¢ (Figura 5.3b) en una relacién practicamente lineal (p < 0.05).
Efectivamente, un aumento en la velocidad de alimentacién liquida produce un secado
insuficiente de cada gota/particula debido a la reduccién en la relaciéon masica entre
los caudales de aire de secado y de alimentacién liquida (Zhang & Youan, 2010) y en el
tiempo de contacto con este aire de secado (Anekella & Orsat, 2013). De esta manera, a
bajos caudales de alimentacién liquida, la mayor parte del contenido acuoso pudo ser
evaporado, disminuyendo la probabilidad de adhesién sobre la cdmara de secado vy,
por lo tanto, aumentando el rendimiento de secado. Un fenémeno similar fue
reportado ademads por Kaur, Singh, Garg, Gulati & Vaidya (2015) en la formulacién de
una dispersion soélida mediante secado por atomizacién, como asi también por Roccia

et al. (2014) en la encapsulacion de aceite de girasol.

El rendimiento de secado también disminuy6 casi linealmente frente a
incrementos en el contenido de sélidos totales (Figura 5.3c), siendo el término lineal de
este factor uno de los mas significativos sobre dicha respuesta. Como se mencioné en el
Capitulo IV (Seccién 4.3.7. Rendimiento de secado, eficiencia de encapsulacion y retencion de
fitoesteroles), esta reduccion pudo haber estado relacionada con el aumento en la
viscosidad de la suspension a atomizar, que promovié el pegado sobre la cdmara de
secado. Este efecto de la viscosidad fue observado ademas por Tonon et al. (2008)
durante el secado por atomizacion de acai y por Tontul & Topuz (2014) en la
produccién de polvos a base de aceite de lino. El contenido de fitoesteroles y la relaciéon
masica GA a MD también mostraron un impacto significativo sobre el rendimiento de

secado, pero de menor importancia. En ambos casos, el orden cuadrético result6
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preponderante sobre el lineal y el rendimiento de secado ajustado por el modelo
resulté mejor para las condiciones en que ambos factores se encontraron en su nivel

bajo.

Complementariamente a las superficies de respuesta presentadas en la
Figura 5.3, la Figura 5.4 muestra el rendimiento de secado en funcién de pares de
factores. Para cada par, el primero de los factores se varia entre sus niveles minimo y
maximo; mientras que en la linea, el segundo factor se mantiene en su valor bajo o alto
(- o +, respectivamente). Todos los demas factores, excepto los involucrados en la
interaccién, se mantienen constantes en sus niveles centrales. En acuerdo con los
efectos principales, se observa que también las interacciones entre los tres factores
mencionados (X4Xs5 X4Xs y X5Xs) sugirieron trabajar con ambos factores en su nivel
mas bajo para aumentar el rendimiento de secado. Sin embargo, en el dltimo caso
(X5Xs), el mejor rendimiento se observé a bajos contenidos de solidos totales,

independientemente de la relaciéon GA a MD observada.

AR
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XIX2 XIX4 XIXS XIXe X2X4 X2X5 X2Xe X4X5> X4Xe XoXe
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76
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36
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Figura 5.4. Efectos de interaccion para el rendimiento de secado.

En cuanto a la interaccion entre la temperatura de secado y la relacion GA a MD
(X1Xs), los mejores rendimientos fueron observados a bajas relaciones GA a MD y

temperaturas de secado intermedias.

160



Diseiio de Superficie de Respuesta y Optimizacion

Una vez establecida la ecuacion que modela el comportamiento del rendimiento
de secado con las variables independientes, se buscé y encontré el conjunto de
condiciones 6ptimas para esta respuesta. En efecto, estableciendo una temperatura de
secado de 111.7 °C, un caudal de atomizacién correspondiente a 55 mm de altura del
rotdmetro, un 5 % en la apertura de la bomba de alimentacién, contenidos de
2.00 g/100 mL de fitoesteroles y 15.02 g/100 mL de sélidos totales en la formulacién y
una relacion maésica de GA a MD de 0.0583, se podria alcanzar un rendimiento de

secado optimo de 100 %, con un 95 % de probabilidad de ser superior a 91.06 %.

5.2.4. Tamaiio de particula de la alimentacién liquida (suspensién) (Y2) y del

producto en polvo (Y3)

De acuerdo a la Tabla 5.2, el tamafio medio en volumen de particula de las
suspensiones estuvo comprendido entre 4.668 um (ensayo 30) y 36.857 um (ensayo 24).
Ambos extremos en el tamafio medio de particula se correspondieron con ensayos a

bajos y altos contenidos de fitoesteroles en la formulacién, respectivamente.

Mediante un andlisis de la varianza, contemplando dnicamente los factores
referentes a la formulacion (Tabla A.5.2), pudo encontrarse que el factor mas influyente
sobre el tamafo medio de las particulas en la suspension fue el contenido de
fitoesteroles (X4) en término lineal y, en menor grado, cuadratico (X42). Asimismo, la
relacion GA a MD tanto en su término lineal como cuadrético (Xs y X¢?) afectd
significativamente el tamafio medio de las particulas en suspensién. El contenido de
solidos totales (X5) no afectd significativamente esta respuesta, pero si su efecto

cuadratico, al igual que todas las interacciones entre los factores, exceptuando X;5X.

El contenido de fitoesteroles en la alimentacion también afecto
significativamente a la distribucion de tamafio. La Figura 5.5 muestra las distribuciones
de tamafio de particulas para suspensiones representativas de cada una de las
concentraciones de fitoesteroles. Para el nivel bajo de contenido de fitoesteroles, la
distribucién obtenida fue de tipo unimodal; mientras que para el nivel alto de este
factor, la distribucién de tamafio de particulas fue bimodal, sugiriendo una dispersiéon

incompleta de los fitoesteroles. En estos casos, un mayor tiempo de mezclado y
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homogeneizacion pudo haber sido necesario para mejorar la dispersion de los
fitoesteroles. Por otro lado, a concentraciones de fitoesteroles intermedias la forma de
la distribucién de tamafio también estuvo afectada por los otros dos factores y sus

interacciones, sin presentar un patrén definido.

18 - ——Contenido FE 2 g/100 mL
16 - —+#—Contenido FE 5 g/100 mL
14 - —s— Contenido FE 8 g/100 mL
12
é 10
E 8
o
S 6
4
2
0
0.01 0.1 1. 10 100 1000
Diametro [um]

Figura 5.5. Distribucién de tamafio de particulas para las suspensiones a distintas
concentraciones de fitoesteroles (2 g/100 mL, ensayo 30; 5 g/100 mL, ensayo 7;
8 g/100 mL, ensayo 24).

La Ecuacion (5.19) muestra el modelo cuadratico ajustado para el tamafio medio
de las suspensiones (pmop 0.0000), el cual fue obtenido con un coeficiente de
determinacion R? de 95.21 %, sin presentar falta de ajuste (pror = 0.1408). De esta
manera, puede afirmarse con un nivel de confianza del 95 % que el modelo resultante

fue apropiado para representar los datos experimentales obtenidos.

Y', = 5.9585 + 2.3878X, — 0.5900X; — 0.0637X, + 0.5580X2 — 0.1198X,X;

(5.19)
—0.2818X,X, + 0.0212X2 + 0.0099X:X, — 0.0458X?
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Ademés, la representacion de valores ajustados (predichos) de Y”; en funcién de
los correspondientes valores experimentales indic6é un buen ajuste del modelo (Figura
A.5.3a) y los residuos entre los valores reales y los predichos por el modelo siguieron
una distribucién aproximadamente normal (Figura A.5.3b). Por otro lado, los residuos
representados en funcién del nimero de corrida (orden de ensayo) (Figura A.5.3c),
como también en funcién del valor predicho (Figura A.5.3d) y de cada uno de los
factores estudiados ( Figura A.5.4a a Figura A.5.4c) no presentaron un patrén definido,
ratificando la afirmacién de que el modelo fue apropiado para representar los datos. En
el APENDICE 5.2. Ajuste Tamaiio de Particula - Suspension se presentan los diagnésticos

de ajuste para esta respuesta.

La Figura 5.6 presenta las superficies de respuesta ajustadas para el tamafo
medio de particula en las suspensiones como funcién de los factores que resultaron
significativos sobre esta respuesta. En concordancia con las distribuciones de tamafio
mostradas en la Figura 5.5, se observa un menor tamafio medio de particulas para las
suspensiones preparadas con el menor contenido de fitoesteroles (Figura 5.6a), debido
a una mayor proporcion de surfactante y materiales de cobertura por unidad de
ingrediente activo. El tamafio medio de particula en las suspensiones aumenté
considerablemente con la concentraciéon de fitoesteroles, hasta aproximadamente

37 ym (ensayo 24).

El efecto cuadrético del contenido de solidos totales sobre el tamafio medio de
las particulas en suspension pudo estar relacionado con un aumento en su viscosidad
(Figura 5.6b). En efecto, a bajas concentraciones de solidos totales, un pequefio
incremento en este factor generé un efecto similar sobre la viscosidad, que pudo
permitir una mejor dispersién durante el homogeneizado y por ende, una pequeia
disminucién en el tamafio medio de las particulas. Sin embargo, un aumento excesivo
en la viscosidad de la suspensién, pudo haber dificultado la homogeneizacion,

impidiendo asi la reduccién de tamafio.

El efecto de la relacion GA a MD sobre el tamafio medio de las particulas en
suspension estuvo altamente interrelacionado con la concentraciéon de fitoesteroles.
Para el nivel mas bajo de este tltimo factor, el tamafio medio de particulas aumento

con la relacién de GA a MD; mientras que para el nivel mds alto de concentracion de
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fitoesteroles la relacion de GA a MD present6é un efecto cuadratico mas pronunciado
sobre el tamafio de particula en suspension, siendo mejor la dispersion (i.e., menor el

tamafio medio de particulas) para la relacién de GA a MD en su mayor nivel.
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Figura 5.6. Superficie de respuesta para el tamafio de particula medio en suspensién en
funcién de: a) el contenido de fitoesteroles y la relaciéon mésica GA a MD; b) el
contenido de fitoesteroles y de s6lidos totales. Para cada grafica, la variable restante se

mantuvo en su punto central.

La Figura 5.7 muestra los efectos de interaccion significativos sobre el tamafio
medio de particula en las suspensiones a atomizar. Conforme a lo mencionado con
anterioridad, manteniendo un contenido de fitoesteroles (X4) bajo y una baja relaciéon
masica de GA a MD (Xe), el tamafio de las particulas resulté menor. Probablemente, la

baja viscosidad esperada de la suspensién permitié6 un mezclado mas efectivo y una
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dispersion mas eficiente de los fitoesteroles, conduciendo asi a tamafios de particulas

mas pequenos.

De acuerdo a estos resultados, el tamafio de particula en la suspensién minimo
(3.786 um) podria ser alcanzado si el contenido de fitoesteroles se mantuviese en
2.00 g/100 mL, acompafiado de un contenido de sélidos totales de 18.47 g/100 mL y

una relacién mésica GA a MD de 4.88.
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Figura 5.7. Efectos de interaccién para el tamafno de particula en la suspension.

Por otra parte, todos los tamafios medios de particula obtenidos luego del
secado por atomizacién (i.e., producto) (Y3) estuvieron entre 6.083 um (corrida 43) y
16.717 um (corrida 49), generalmente diferentes a los obtenidos en las suspensiones, tal

como se discute posteriormente (Figura 5.11).

Para esta respuesta (Y3), todos los efectos principales excepto el caudal de
alimentacion liquida (X3) fueron significativos (p < 0.05); asi como las interacciones de
ellos con el caudal de aire de atomizacion (Xi1Xz, XoX4, X2X5, y X2Xe6) y con la relacion
GA a MD (X1Xs, XaXs, X5X6, y X2X6) (Tabla A.5.3). También fueron significativas las
interacciones entre el contenido de sélidos totales y el caudal de alimentacion liquida
(X5X5) y los contenidos de solidos totales y de fitoesteroles (X4X5). Asi como ejercieron

efecto principal, la temperatura de secado, el caudal de aire de atomizacién y el
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contenido de sélidos totales también ejercieron efectos cuadréticos significativos (Xi2,

X2y X5%, respectivamente).

Fue posible ajustar un modelo apropiado para el tamafio medio de particulas en
funciéon de las variables independientes analizadas en el disefio (Y’s). La Ecuaciéon

(5.20) muestra el modelo cuadratico con interacciones propuesto.

Y's = 45.6856 — 0.4152X; — 0.9181X, + 0.0166X; + 2.1208X, + 0.5519X;
— 0.2358X, + 0.0009XZ + 0.0036X,X, — 0.0015X; X5
+ 0.0045X, X, — 0.0002X, X5 + 0.0040X, X, + 0.0077X2
—0.0074X,X; — 0.0229X,X, — 0.0031X,Xs — 0.0075X, (5.20)
+0.0151X% — 0.0353X, + 0.0137X5Xs + 0.0061X3X, + 0.0179X7
—0.0196X,Xs — 0.0399X,X, — 0.0106X2 + 0.0060X:X,
—0.0007X2

Este modelo propuesto explicé en un 93.83 % la variabilidad de los datos (R?);
sin presentar falta de ajuste (pLor = 0.1054) e indicando con un nivel de confianza del 95
% que el modelo seleccionado result6 adecuado para describir los datos observados.
Asimismo, el valor pmop obtenido fue menor a 0.05, garantizando una relacién
estadisticamente significativa entre las variables al 95 % y los residuos, los cuales
fueron graficados en funcién del orden de corrida (Figura A.5.5c), de los datos
predichos (ajustados) (Figura A.5.5d) y de cada factor ensayado (Figura A.5.6a a Figura
A.5.6f) y no presentaron patrones definidos, reafirmando, junto a la grafica de valores
observados en funcién de los predichos (ajustados) (Figura A.5.5a), que el modelo
resulté adecuado. Ademads, los residuos se ubicaron sobre la linea de distribucién
normal (Figura A.5.5b). En el APENDICE 5.3. Ajuste Tamaiio de Particula - Producto se

presentan los diagndsticos de ajuste para esta respuesta.

La Figura 5.8 muestra las superficies de respuesta ajustadas del tamafio medio
de las particulas de producto en funcién de los diversos factores involucrados. De
acuerdo con Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley & Saurel (2007), el tamafio

medio de las particulas formadas estd directamente relacionado con los cambios
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fisicoquimicos producidos en las particulas durante el proceso debido a la temperatura
de secado. A bajas temperaturas, su aumento gener6é una disminucién en el tamafio
medio de las particulas del producto (Figura 5.8a). Esto pudo deberse a la disminuciéon
en la tension superficial y en la viscosidad de la fase liquida de la alimentacién, que
permitieron la atomizacion en gotas mds pequefas, resultando en menores tamafios

medios de polvo.

Gallo, Llabot, Allemandi, Bucaléd & Pifia (2011) encontraron un efecto similar en
la atomizacion de cdscara sagrada; asi como también Mishra, Mishra & Mahanta (2014),
en el estudio de secado por atomizaciéon de jugo de Emblica officinalis. No obstante, a
temperaturas de secado mas altas, se observé un efecto opuesto, es decir, que un
aumento en la temperatura generé particulas con tamafios medios mdas grandes.
Walton & Mumford (1999) atribuyeron este efecto a la formacién de particulas menos
densas, producto de un fenémeno de “inflado”. Mds atn, a altas temperaturas el
secado puede darse de manera muy acelerada. Asi, el tamafio final de las particulas se
establece antes que el secado ocurra por completo y no tiene lugar el encogimiento que
ocurre tipicamente durante el secado (Drusch & Schwarz, 2006, Tonon, Grosso &

Hubinger, 2011).

Uno de los factores mas significativos sobre el tamafio medio de las particulas
en el producto fue el caudal de aire de atomizacién, tanto en su término lineal como
cuadrético (Figura 5.8a). En este sentido, y como se mencioné anteriormente (Seccién
5.2.3. Rendimiento de Secado (Y1)), un mayor caudal de aire atomizacién induce la
formacién de gotas cada vez mas pequefas, favoreciendo la formacién de un polvo
particulado maés fino (Estevinho, Rocha, Santos & Alves, 2013; Gallo et al., 2011; Goula
& Adamopoulos, 2003). Sin embargo, para caudales de atomizacién elevados, el
tamafio de las particulas en el producto aumentd, posiblemente debido al arrastre de
los finos en la corriente de aire exhausto que sale del ciclén, aumentando asi el tamafio

medio del producto y disminuyendo el rendimiento de secado.
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Figura 5.8. Superficies de respuesta para el tamafio de particula medio del producto en

funcién de: a) la temperatura del aire de secado y el caudal de aire de atomizacion; b)

el caudal de la alimentacién y el contenido de fitoesteroles; c) el contenido de sélidos

totales y la relacion mésica GA a MD. Para cada gréfica, el resto de las variables se

encontraron en su nivel medio.

Como era de esperar, el factor mas significativo sobre el tamafio medio de las

particulas fue el contenido de fitoesteroles en la suspensiéon a atomizar. En efecto, un

aumento en la concentracion de fitoesteroles condujo a un incremento casi lineal en el
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tamafio medio de las particulas que conforman el material particulado que abandona el
secadero (Figura 5.8b). Un efecto similar observaron Carmona, Tonon, da Cunha &
Hubinger (2013) durante la encapsulacion de aceite esencial de naranja. Ademads, la
viscosidad de la suspension aumenté con el contenido de fitoesteroles, dando gotas y,

por ende, particulas de mayor tamafio medio.

Respecto al contenido total de sélidos incorporados, este factor mostr6 efectos
significativos sobre el tamafio medio de las particulas en el producto, tanto a través de
su término lineal como cuadratico, siendo este dltimo mas importante. Asi, a bajas
concentraciones de soélidos totales, el tamafio medio de las particulas producidas
aumenté con este factor, probablemente debido a la mayor viscosidad de la
suspension, que generd gotas mds grandes. Sin embargo, para concentraciones de
solidos relativamente altas, el tamafio medio de las particulas en el producto
disminuy6 con este factor, en acuerdo con un menor rendimiento de secado (producto
del pegado). De acuerdo a Goula & Adamopoulos (2003), las gotas mas grandes
tienden a formar un cono de atomizacién més amplio que las pequenias, por lo que las
particulas chocan con las paredes de la caAmara de secado en las zonas mas altas de la
misma, cuando el secado atin no es completo. De esta manera, las gotas y particulas
mas grandes tienden a quedar retenidas sobre las paredes del secadero, disminuyendo

asi el tamafio medio de las particulas que llegan al vaso colector.

Finalmente, la relacién mésica de GA a MD tuvo un efecto significativo menor,
de orden lineal, sobre el tamafio medio de las particulas en el producto (Figura 5.8c). El
aumento de este factor generé tamanos mas pequeiios, probablemente debido a la
mayor proporcion de goma ardbiga, cuya tension superficial es inferior a la de la

maltodextrina y, por ende, conduce a un menor tamafio en las gotas atomizadas.

La Figura 5.9 muestra los efectos de interaccion sobre el tamafio medio de
particulas en el producto. De acuerdo al anélisis de la varianza Tabla A.5.3, una de las
interacciones mas importantes que afect6 el tamafno medio de las particulas producidas
fue aquella entre el caudal de aire de atomizacion y la relacién masica entre GA y MD
(X2Xs, Figura 5.9). Respecto a esta interaccion, el menor tamafio medio de particula de
polvo se obtuvo para ambos factores, caudal de aire de atomizacion y relacion GA a

MD, en su nivel alto. La segunda interacciéon maés relevante sobre el tamafio medio de
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particulas en el producto fue la provista por la temperatura de secado y el caudal de
aire de atomizaciéon (X;X, Figura 5.9), que predijo un tamafio minimo de particulas
para la temperatura de secado en su nivel més bajo y el caudal de aire de atomizaciéon
en su nivel més alto. El resto de las interacciones significativas se puede analizar en
forma similar para encontrar los pares de valores que conducen a tamafios medios de

particulas de polvo adecuados.
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Figura 5.9. Efectos de interaccién para el tamafio medio de particulas en el producto.
En cada par de interaccion, el resto de los factores se mantienen constantes en su valor

central.

De acuerdo a este modelo, pudo encontrarse el conjunto de condiciones que
minimizan el tamafio medio de particulas en el producto. En efecto, el tamafio mas
pequetio podria alcanzarse si se fijase la temperatura de secado en 160.0 °C, el caudal
de aire de atomizacioén correspondiente a 34 mm de la altura del rotdmetro, un 5 % en
la apertura de la bomba de alimentacién, un contenido de 2.0 g/100 mL de
fitoesteroles, un contenido de 35 g/100 mL de sélidos totales en la formulacién y una
relacién masica de GA a MD de 0.0526. Bajo estas condiciones, el tamafio de particula
medio estimado fue de 2.996 um, comprendido en un intervalo de confianza al 95 %,
entre 1.023 um y 4.969 um. Sin embargo, dificilmente se pueda alcanzar un tamafio de
particula tan pequefio en este secadero. En efecto, el proceso de secado produjo
cambios no sélo en el tamaifio medio, sino también en las distribuciones de tamarfio de

particulas. La Figura 5.10 muestra las distribuciones de tamafio de particulas para tres
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ensayos  representativos  con  diferentes  contenidos de fitoesteroles.
Independientemente del tipo de distribucién original, el secado produjo distribuciones

unimodales.

Asi, a bajos contenidos de fitoesteroles, durante el proceso de secado se
incremento el valor medio del tamafo final, probablemente debido al arrastre de las
particulas mas finas por parte del gas exhausto aguas abajo del cicléon. Este fenémeno
esté relacionado con la capacidad de separacién del ciclén; al cual le resulta muy dificil

recuperar particulas de tamafo inferior a 2 um (Sosnik & Seremeta, 2015).
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Figura 5.10. Distribucién de tamafio de particula en las suspensiones y productos
conteniendo fitoesteroles: a) 2 g/100 mL (corrida 30); b) 5 g/100 mL (corrida 7); y
¢) 8 g/100 mL (corrida 24).

Por otro lado, para contenidos mas altos de fitoesteroles, el tamano medio de las
particulas fue menor, posiblemente debido al pegado selectivo de las particulas méas
grandes sobre las paredes del secadero, tal como fue descripto en la Secciéon 4.3.4.

Distribucion de tamario de particulas en las suspensiones y en el producto secado.

La Figura 5.11 muestra la relacién entre los tamafios medios de particulas
obtenidos antes y después del secado, en funcién del tamafio medio de particula en la

suspension. Para las suspensiones mds gruesas, el proceso de secado redujo
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considerablemente el tamafio medio de particulas, por lo que la relaciéon
D[4,3]part/ D[4,3]susp fue inferior a 1, e incluso menor a 0.5 para particulas en suspension
mayores a 20 um. Para aquellas suspensiones con particulas de tamafio por debajo de
10 pum, el proceso de secado produjo un aumento en el tamafio de particulas, hasta

alcanzar 2.5 veces el tamafio original de la suspension.
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Figura 5.11. Relacién de tamafios medios antes (D[4,3]susp) y después (D[4,3]part) del

secado.

De esta manera, bajo estas condiciones resulto dificil alcanzar tamafios medios
de particula inferiores a 6 - 8 um en el producto. No obstante, todos los tamafos
medios de particula en los polvos obtenidos estuvieron por debajo de 25 um, valores
excelentes respecto a los tamafnos esperados para este secadero. En efecto, de acuerdo a
Estevinho et al. (2013) el secado por atomizacion puede producir polvos finos de

10 - 50 um, dependiendo de la alimentacién y las condiciones de secado.

5.2.5. Retencion de Fitoesteroles (Ys)

La retencién de fitoesteroles experimental se mantuvo entre 20.50 % (corrida 15)
y 85.56 % (corrida 44), respectivamente. En general, aunque no siempre, esta retencion

de fitoesteroles fue menor que los respectivos rendimientos de secado. Debido a que
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los fitoesteroles no son compuestos volatiles, las principales pérdidas en este proceso se
deben a la deposicién sobre las paredes de la cdmara de secado y al arrastre por el aire
de secado aguas abajo del ciclon. En efecto, la diferencia entre el rendimiento de secado
y la retenciéon de fitoesteroles sugiri6 la deposicién selectiva hacia los fitoesteroles

sobre las paredes de la cAmara de secado.

El analisis de la varianza realizado sobre los datos obtenidos (Tabla A.5.4)
permitié concluir que excepto el caudal de alimentacién liquida (X;) y la relacion GA a
MD (Xé), todos los efectos principales fueron significativos (p < 0.05) sobre la retenciéon
de los fitoesteroles (X1, Xz, X4 y X5). Ademas, el caudal de aire de atomizacién ejercié
un efecto cuadratico significativo (X»?), como también fue significativa la interaccion

entre la relacion GA a MD y el caudal de alimentacién liquida (X5XG).

El modelo ajustado para la retenciéon de fitoesteroles se presenta en la Ecuacion
(5.21). Sus coeficientes explicaron de manera aceptable en un 77.87 % la variabilidad de
los datos (R?), mientras el valor pror fue de 0.7556 (Tabla A.5.4), superior al 5 %,
indicando que el modelo obtenido es apropiado para ajustar los datos observados con
un nivel de confianza del 95 %. Por otro lado, el valor pmop fue menor a 0.05. Estos tres
pardmetros en su conjunto permitieron asegurar que el modelo cuadratico puede ser
utilizado para explicar la retencion de los fitoesteroles en esta ventana operativa. Mas
aun, los residuos presentaron una distribucién normal (Figura A.5.7b). La grafica de
valores observados contra los valores predichos (Figura A.5.7a) indic6 que el modelo
fue adecuado para predecir los valores observados. La Figura A.5.7c que representa los
residuos contra el ntimero de corrida sefialé que no existe correlacion serial con el
orden en que fueron recolectados los datos. Finalmente, las gréficas de los residuos
contra los valores predichos (Figura A.5.7d) y contra los factores (Figura A.5.8a a

Figura A.5.8f) confirmaron la aseveracién acerca de la idoneidad del modelo.
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Y's = —102.859 + 0.8908X; + 5.1242X, + 5.8425X; — 7.5705X, — 1.5524X
— 2.7425Xs — 0.0023X% — 0.0014X, X, — 0.0105X, X5
—0.0025X,X, — 0.0040X; X5 + 0.0200X, X, — 0.0546X2
—0.0018X,X; + 0.0250X,X, + 0.0139X,Xs — 0.0036X,X, (5.21)
—0.1009X2 — 0.1054X5X, — 0.0585X3X5 — 0.1045X5 X,
+0.0101X% + 0.1428X,Xs + 0.2178X, X, + 0.0152X2
—0.0073X5X, + 0.0138X2

Las distintas superficies de respuesta obtenidas para la retenciéon de
fitoesteroles en funciéon de cada par de factores independientes se presentan en la
Figura 5.12. Estas fueron graficadas manteniendo el resto de los factores en su nivel

medio de operacion.

La temperatura de secado ejercié un efecto lineal positivo sobre la retenciéon de
fitoesteroles (Tabla A.5.4). Este fenémeno pudo haber estado relacionado con que a
mayores temperaturas de secado el rendimiento de secado fue mayor (Seccién 5.2.3.
Rendimiento de Secado (Y1)), mejorando asi la recuperacioén de sélidos. En este contexto,
efectos dispares fueron observados por Frascareli, Silva, Tonon & Hubinger (2012),
donde un aumento en la temperatura de secado generé una disminucién en la
retencion de aceite de café mediante secado por atomizacién; mientras que un efecto
similar al de esta tesis fue observado por Shiga et al. (2004) para la encapsulacién de

Lenthinus Edodes.

El caudal de aire de atomizacion result6 ser el factor mas influyente sobre la
retencion de fitoesteroles, siendo su efecto cuadrético el de mayor relevancia, seguido
de su efecto lineal (Figura 5.12a). En este sentido, al igual que en el caso del
rendimiento, a bajos caudales de aire de atomizacién, su incremento condujo a
mayores retenciones de fitoesteroles (Seccién 5.2.3. Rendimiento de Secado (Y1)). Sin
embargo, el comportamiento fue opuesto a altos caudales de aire de atomizacioén. Asi,
la retencién de fitoesteroles disminuy6 conforme el caudal de atomizacién aumenté
por encima de un dado valor, revelando una mayor pérdida de material tanto por
pegado sobre las paredes, como también por arrastre de las particulas mas pequefas

por el gas que abandona el ciclon (Sosnik & Seremeta, 2015).
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Figura 5.12. Superficies de respuesta para la retencion de los fitoesteroles en funcién
de: a) la temperatura del aire de secado y el caudal de aire de atomizacion; b) el caudal
de la alimentacion y el contenido de fitoesteroles; c) el contenido de sélidos totales y la

relacion masica GA a MD.

El contenido de soélidos totales y de fitoesteroles en la suspensién liquida
ejercieron un efecto lineal significativo sobre la retencién de fitoesteroles, mientras que

el término cuadrético no la afecté de manera considerable (Figura 5.12c y Figura 5.12b,
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respectivamente). En este sentido, la mayor retencién de fitoesteroles se obtuvo cuando
ambos factores se encontraron en su nivel bajo. Este efecto podria estar relacionado
nuevamente con la variacion observada en el tamafio medio de las particulas en la

suspension a medida que el contenido de fitoesteroles y/o de sélidos totales se

incremento.

TN
/ |

XIX2 XIX3 XIX4 XIX5 XIXe X2X3 X2X4 XG5 X2Xe XOX4 X3X5 X3BXe X4X5 X4Xe X5Xb

39

Retencién de Fitoesteroles [%]
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+ +

29

Figura 5.13. Efectos de interaccién para la retencién de fitoesteroles. En cada par de

interaccion, el resto de los factores se mantienen constantes en su valor central.

Finalmente, el efecto de interaccién mas significativo sobre la retenciéon de
fitoesteroles fue aquel entre el caudal de alimentacion liquida y la relacién masica GA a
MD (XsXs, en la Figura 5.13). De acuerdo a la Figura 5.13, con todos los factores
mantenidos en su valor central, la retencién de fitoesteroles resulta méaxima cuando el
caudal de alimentacién liquida y la relacién masica GA a MD asumen su nivel bajo y

alto, respectivamente.

Una vez obtenido el modelo que ajusta adecuadamente los datos
experimentales, pudieron encontrarse las condiciones que conducen a la méaxima
retenciéon de fitoesteroles. En efecto, manteniendo una temperatura de secado de
125.9 °C, un caudal de aire de atomizacién correspondiente a 48 mm de la altura del
rotdmetro, un 5 % en la apertura de la bomba de alimentacién, un contenido de

2.0 g/100 mL de fitoesteroles y un contenido de 15.2082 g/100 mL de sélidos totales en
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la formulacién y una relacién masica de GA a MD de 0.0529, podria obtenerse una
retencion de fitoesteroles de 85.30 % (en un intervalo de confianza al 95 % que abarca

desde 70.82 % hasta 99.77 %).

5.2.6. Eficiencia de Encapsulacién (Ye)

Finalmente, la eficiencia de encapsulacion estuvo comprendida entre 9.88 %
(corrida 4) y 70.33 % (corrida 54). También pudo ajustarse a un modelo cuadratico con
interacciones. Sé6lo el caudal de alimentacién liquida expresado como porcentaje de
apertura de la bomba (X3) y el contenido de fitoesteroles (X4) ejercieron efectos
principales significativos (p < 0.05) sobre la eficiencia de encapsulaciéon (Tabla A.5.5).
Ademés, el efecto cuadratico del contenido de fitoesteroles (X42) afectd
significativamente, como asi también fue significativa su interaccién con el contenido
de solidos totales (XX5). Ni la temperatura de secado, ni el caudal de aire de
atomizacion, ni la relacion masica GA a MD, ejercieron efectos significativos en sus
términos lineales y de interaccion sobre la eficiencia de encapsulaciéon. Tampoco lo

hicieron las interacciones del caudal de la alimentacion con el resto de los factores.

La Ecuacién (5.22) presenta el modelo ajustado contemplando todos los efectos
para la eficiencia de encapsulacion, el cual explica de manera aceptable en un 72.65 %
los datos experimentales, sin presentar falta de ajuste (pror > 0.05), por lo que se puede
afirmar que describe adecuadamente los datos experimentales y su valor pmop fue
inferior a 0.05, indicando que existe una relacién significativa entre las variables. En el
APENDICE 5.5. Ajuste Eficiencia de Encapsulacion se presentan los criterios de
evaluacioén del ajuste, que indicaron una buena adecuacién del modelo a los datos
experimentales (valores observados contra valores predichos, Figura A.5.9a; residuos
en funcién de los valores predichos, Figura A.5.9d; y de los factores independientes,
Figura A.5.10a a Figura A.5.10f), una distribucién normal de los residuos (Figura
A.5.9b), que no existe una correlaciéon entre los residuos y el orden en que fueron

realizados los ensayos (Figura A.5.9¢).
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Y's = 159.094 — 0.5117X; — 1.6936X, — 0.2089X; — 8.5319X, — 0.5022X
—3.2035X, + 0.0027X% + 0.0091X,X, — 0.0185X; X5
—0.0555X,X, — 0.0077X; X5 + 0.0077X, X, — 0.0078X2
+ 0.0504X,X; + 0.1354X,X, + 0.0073X,Xs — 0.0069X,X, (5.22)
+ 0.0450X% — 0.2404X3X, + 0.0039X5X5 — 0.0472X3X,
+ 1.5519X% — 0.2970X,Xs + 0.1374X,X, + 0.0349X2
+ 0.0650X5X, + 0.0261X2

La Figura 5.14 muestra las diferentes superficies de respuesta establecidas para
la eficiencia de encapsulacién, en funcién de cada par de variables independientes.

Para cada grafica, el resto de las variables se encontraron en su nivel medio.

La contribucién de la temperatura de secado y el caudal de aire de atomizaciéon
no fue significativa sobre la eficiencia de encapsulacion, respecto a los demaés factores.
Por otro lado, el caudal de alimentacion liquida ejercié un efecto principalmente lineal
sobre la eficiencia de encapsulacion (Figura 5.14b), requiriéndose el ajuste del factor en
su nivel més bajo para aumentar la respuesta. Wang, Lu, Lv & Bie (2009) también
observaron una mejor eficiencia de encapsulaciéon a menores caudales de alimentaciéon

liquida durante la encapsulacién de pigmentos de circuma.

Las contribuciones lineal y cuadratica del contenido de fitoesteroles en la
alimentaciéon al secadero tuvieron un efecto significativo sobre la eficiencia de
encapsulacion (Figura 5.14b). En efecto a bajas concentraciones de fitoesteroles, esta
respuesta alcanzé los valores mas altos, debido probablemente al menor tamafio medio
de particula en suspensiéon (Di Battista, Constenla, Ramirez-Rigo & Pifia, 2015).
Aghbashlo, Mobli, Madadlou & Rafiee (2012) encontraron un efecto similar para la
microencapsulacion de aceite de pescado mediante secado por atomizacién. Por otra
parte, conforme aument6 el contenido de fitoesteroles en la alimentacion, la eficiencia
disminuy6 considerablemente hasta un valor minimo; a partir del cual entonces, la
respuesta de interés se incrementé pero sin alcanzar los niveles de eficiencia de

encapsulacion observados a bajos contenidos de fitoesteroles.
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Figura 5.14. Superficies de respuesta para la eficiencia de encapsulacién en funcién de:

a) la temperatura del aire de secado y el caudal de aire de atomizacién; b) el caudal de

la alimentacién y el contenido de fitoesteroles; c) el contenido de sélidos totales y la

relacion masica GA a MD.

La Figura 5.15 muestra los efectos de interaccion de todos los factores

estudiados. En cada par de interacciones, el resto de los factores se mantienen

constantes en su valor central. En particular, la interaccién entre el contenido de
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fitoesteroles y el contenido de sélidos totales (XX5, Figura 5.15) genero6 el efecto mas
significativo sobre la eficiencia de encapsulacion. En este sentido, manteniendo el resto
de los factores en su punto central, la mejor eficiencia de encapsulacién se estimé
cuando el contenido de fitoesteroles y el contenido de solidos totales en la suspensién

se encontraron en sus niveles mas bajo y alto, respectivamente.
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Figura 5.15. Efectos de interaccién para la eficiencia de encapsulacion.

Finalmente, el procedimiento de optimizacion estimé una eficiencia de
encapsulacion méxima de 83.94 % con un nivel de confianza del 95 %, si la temperatura
de secado, el contenido de solidos totales y la relaciéon maésica se mantuvieran en su
nivel més alto (160 °C, 35 g/100 mL y 19, respectivamente), y el caudal de aire de
atomizacion, la bomba de alimentacién de liquido y el contenido de fitoesteroles

asumieran su nivel mas bajo (30 mm, 5 % y 2 g/100 mL, respectivamente).

5.2.7. Deseabilidad experimental (D)

En la secciéon precedente se obtuvieron los conjuntos de condiciones que
conducen al 6ptimo de cada respuesta individual y el intervalo de confianza en el que
se establece el valor 6ptimo. Como era de esperar, estos conjuntos fueron diferentes
entre si. En consecuencia, resulta imposible alcanzar un tinico conjunto de condiciones

para el cual todas las respuestas se encuentren en su valor 6ptimo. Por lo tanto, la
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deseabilidad es una herramienta ttil para determinar el conjunto de condiciones que
asegure un optimo global del proceso. En este sentido y siguiendo las Ecuaciones (5.11)
y (5.12), se definieron las funciones deseabilidad (d;) para cada una de las respuestas de
interés. Para cada funcién, el correspondiente intervalo de valores se estableci6
considerando los valores experimentales minimo y maximo de cada respuesta
(presentados en la Seccién 5.2. Resultados). Ademas, en todos los casos el peso s se
estableci6 igual a 1. Asi, para el rendimiento de secado (d), la funcién deseabilidad

qued6 definida como:

(o Si Y1 < 25.20
d, = 12520 Si25.20 < Y1 < 86.72 (5.23)
86.72 — 25.20
1 Si Y > 86.72

Por su parte, para el tamafio de particula en el polvo (ds):

0 Si Y;>16.717
Yy —16.71 i
g =1 b 6.717 Si 6.083 < Y3 <16.717 (5.24)
6.083 — 16.717

Para la retencion de fitoesteroles (ds):

(o Si Ys < 20.50
dg = Y5 = 20:50 Si 20.50 < Y5 < 85.56 (5.25)
85.56 — 20.50
1 Si Ys > 85.56
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Y finalmente, para la eficiencia de encapsulacion (ds):
0 Si Y6 <9.88
d, = { Yo —9.88 Si9.88 < Y, < 78.06 (5.26)
78.06 — 9.88
l 1 Si Ye > 78.06

Una vez establecidas las deseabilidades, la funciéon global (D) se definié

mediante la Ecuacién (5.15), contemplando un coeficiente de impacto I; =1, tal que:

D = (d1d3d5d6)1/4 (5.27)

Introduciendo los valores experimentales de Y1, Y3 Ys e Y5 se determind el
valor que toma la deseabilidad global para cada ensayo experimental del disefio. Asi,
esta herramienta permitié encontrar el conjunto de condiciones que condujo a un
6ptimo global experimental. En efecto, las corridas 30 y 54 fueron las que presentaron
el mejor balance entre las respuestas de interés, con una deseabilidad de 0.91 y 0.88,
respectivamente. Para corroborar los 6ptimos experimentales, ambas corridas fueron
replicadas, observdndose en estas réplicas una deseabilidad global promedio de 0.87 y
0.94, respectivamente. Si bien no se obtuvieron valores de deseabilidad global
exactamente iguales, ambas réplicas mantuvieron sus respuestas dentro de los

intervalos de confianza delimitados por los modelos (Tabla A.5.6).

5.2.8. Deseabilidad Ajustada y Optimizacién

Asi como se encontraron las condiciones experimentales para las cuales la
deseabilidad observada fue maxima (ensayos 6ptimos), también fue posible predecir el
conjunto de condiciones que conduciria a un 6ptimo global dentro de la ventana

operativa del disefio.
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Figura 5.16. Deseabilidad global ajustada en funcién de: a) la temperatura del aire de
secado y el caudal de aire de atomizacién; b) el caudal de la alimentacién y contenido
de fitoesteroles; c) el contenido de sélidos totales y la relacion mésica GA a MD. Para

cada grafica, el resto de las variables se encontraron en su nivel medio.

Para esto, se defini6 la deseabilidad global ajustada (D) en funcién de las
deseabilidades individuales (d;) mediante una expresion similar a la Ecuacién (5.27).

Sin embargo, en este caso, cada d; se expresé en términos de la ecuacién de ajuste (Y")
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apropiada de la respectiva respuesta (Ecuaciones (5.18), (5.20), (5.21) y (5.22)). La
Figura 5.16 muestra la variaciéon de la deseabilidad global ajustada en funcion de los

diversos factores estudiados.

Una vez especificada la funcién deseabilidad global ajustada (D’), el proceso
matematico iterativo de optimizacion permitié encontrar el conjunto de condiciones
(dentro de la ventana operativa del disefio) que predijo un éptimo global del proceso.
Para este proceso iterativo se tuvieron en cuenta diversos puntos iniciales: el punto

central, el mejor punto experimental del disefio (corrida 30) y todos los puntos vértices.

Analizando todos los resultados, se detectaron dos puntos 6ptimos con
diferente deseabilidad (Optimo (1) y Optimo (2)) para los conjuntos de condiciones que

se describen en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Condiciones de deseabilidad maxima ensayadas.

Optimo (1) Optimo (2)

Temperatura de secado 159 °C 160 °C
Caudal de aire de atomizacion 49 mm 42 mm
Caudal de alimentacién liquida 15 % 7 %
Contenido de FE 2.0 g/100 mL 2.0 g/100 mL
Contenido de Sélidos totales 15 g/100 mL 15 g/100 mL
Relaciéon GA a MD 0.0703 2.0575
Deseabilidad media prevista 0.97 0.93

Bajo estas condiciones, los éptimos (1) y (2) se ensayaron experimentalmente
por duplicado. La Tabla 5.4 muestra los resultados de las respuestas de interés del
disefio, junto al valor estimado y los intervalos de confianza al 95 % de cada una de

ellas.
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Tabla 5.4. Comparacion de respuestas observadas y predichas en las condiciones

Optimas.
Optimo (1)
Observado Predicho Intervalo de Confianza
Y; 85.77 % £2.14 % 90.90 % 83.05 % - 98.75 %
Y3 5478 ym £ 0.260 um  5.759 um 4172 ym - 7.347 um
Ys 85.48 % +0.03 % 84.02 % 65.23 % - 102.81 %
Ys 52.03 % £1.26 % 72.36 % 49.47 % -95.25 %
Deseabilidad 0.89£0.01
Optimo (2)
Observado Predicho Intervalo de Confianza
Y; 81.73 % +0.39 % 84.36 % 77.93 % -90.75 %
Y3 4827 ym £0.090 um  5.491 um 4.215 ym - 6.767 um
Ys 84.62 % £1.39 % 76.59 % 61.31 % - 91.87 %
Ys 68.30 % +7.99 % 72.34 % 53.65 % - 91.03 %
Deseabilidad 0.94 £0.03

Si bien la deseabilidad global estimada para el punto 6ptimo fue mayor, todas
las respuestas observadas permanecieron dentro del intervalo de confianza establecido
por su modelo individual. Esto puede deberse a que la deseabilidad prevista no
contempla que cada respuesta presenta un intervalo de confianza dentro del cual se
encuentran los valores ajustados, por lo que s6lo representa el valor medio de la

deseabilidad prevista.
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El punto Optimo (1) condujo a una deseabilidad observada promedio de 0.89,
sin presentar diferencias significativas respecto a la deseabilidad promedio de la
corrida 30, como asi tampoco con la corrida 54. En cuanto a las respuestas individuales,
en particular el rendimiento de secado, este Optimo (1) no mostr6 diferencias
significativas (p > 0.05) con los ensayos 30 y 54. Tampoco se observaron diferencias
significativas en la retencion de fitoesteroles y la eficiencia de encapsulacion respecto a
la corrida 30 (p > 0.05), pero si comparando con la corrida 54 (p < 0.05). Por altimo y en
relacién al tamarfio de particula en el producto, el Optimo (1) present6 tamarios de
particula significativamente inferiores a aquellos correspondientes tanto a la corrida 30

como a la 54 (p < 0.05).

Por otro lado, el punto Optimo (2) presenté una deseabilidad observada
promedio de 0.94, cercana a la estimada por la funciéon ajustada pero sin diferencias
significativas respecto al Optimo (1) (p > 0.05) y a los ensayos experimentales 30 y 54.
Mas aun, y en relacién con las respuestas individuales, el Optimo (2) no present6
diferencias significativas en ninguna de ellas con respecto al ensayo 30 (p > 0.05), salvo
en el tamafio de particula de producto que resulté significativamente mas pequefio
(p < 0.05). En comparacién con el ensayo 54, el Optimo (2) no mostré diferencias
significativas en la eficiencia de encapsulacién, pero si lo hizo en el rendimiento de

secado, el tamafio de particula en el producto y la retencién de fitoesteroles.

5.3. Conclusiones

En el transcurso del presente capitulo se explicaron las diferentes
contribuciones de los factores de formulacién y de procesamiento sobre las distintas

respuestas de interés.

En particular, el rendimiento de secado se vio principalmente afectado por el
caudal de aire de atomizacién, en sus contribuciones lineal y cuadrética; mientras que,
como era de esperar, el contenido de fitoesteroles en las suspensiones fue el factor méas
relevante sobre el tamafio medio de las particulas, tanto en suspensién como de

producto. En este contexto, también se observé un cambio en la distribucién de tamafio
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de particulas como consecuencia del proceso de secado. Asi, en todos los casos se logré
reducir el ancho de las distribuciones, eliminando los picos modales correspondientes

a los tamafios mas grandes.

Por otra parte, se encontré que la retenciéon de fitoesteroles estuvo afectada
principalmente por el caudal de aire de atomizacién, mientras que la eficiencia de
encapsulacion podria incrementarse considerablemente a través de la modificacién del
contenido de fitoesteroles y su interacciéon con el contenido de sélidos totales, asi como

también variando el caudal de alimentacién liquida.

Una vez identificados los principales factores que estdn involucrados en las
respuestas de interés, se establecieron los modelos de segundo orden con interacciones
para ajustar las respuestas mas relevantes del proceso de microencapsulacién. Los
modelos obtenidos representaron adecuadamente los datos experimentales,

presentando ademas buenos coeficientes de correlacion (R?).

Cada una de las respuestas de interés ajustada se analizé6 de manera individual
para identificar las condiciones experimentales que conducen a su 6ptimo individual.
Debido a que los conjuntos de condiciones no fueron iguales en todas las respuestas, se

realizo el analisis de optimizacién simultanea utilizando la funcién deseabilidad.

La deseabilidad global experimental se evalué en funcién de las respuestas
observadas en cada punto del disefio y de los intervalos de valores donde se encontré
cada respuesta. De esta manera, los ensayos experimentales que presentaron mejores
resultados en términos globales (mejor deseabilidad) fueron el 30 y el 54, con una
deseabilidad de 0.91 y 0.88, respectivamente. Para estos ensayos la temperatura de
secado se mantuvo en 135 °C, mientras que la altura del rotdmetro que ajusta el caudal
de aire de atomizacién estuvo en 45 mm (536 L/h), la concentracién de fitoesteroles en
2 g/100 mL, el contenido de sélidos totales en 25 g/100 mL y la relacién mésica GA a
MD en 0.0526. La tnica diferencia entre estos dos ensayos fue el caudal de
alimentacién liquida, que en el ensayo 30 estuvo fijada en un 15 % (4 mL/min,
aproximadamente), mientras en el ensayo 54 se fij6 en 5 % (1.5 mL/min,
aproximadamente). Ambos ensayos fueron replicados y los resultados de estas réplicas

se mantuvieron muy cercanos a los originales.
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Asimismo, se encontraron 6ptimos globales definiendo la funcién deseabilidad
ajustada en funcion de los modelos obtenidos para cada respuesta. Ambos 6ptimos
ajustados se ensayaron experimentalmente y se observ6 que representaron de manera
adecuada los valores predichos para cada respuesta ajustada. En efecto, con las
condiciones ajustadas se obtuvieron rendimientos de hasta un 85 %, tamafios medio de
particulas en el producto de 4.8 um, una retencioén de fitoesteroles superior al 85 % y

una eficiencia de encapsulacion de hasta 68 %.
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CAPITULO 6. APLICACION DE LAS MICROCAPSULAS

6.1. Introduccion

En los dltimos afios, el interés por alimentos funcionales crecié6 enormemente
impulsado por el reconocimiento de la relacion existente entre la dieta y la salud por
parte de los consumidores, el acceso a una educacién nutricional y el envejecimiento de
la poblacién mundial, entre otros aspectos (Alexander, Acero Lopez, Fang & Corredig,
2012; Paul Paquin PhD, 2009; Salmerén, Thomas & Pandiella, 2015). Con ello, el
desarrollo de nuevas tecnologias para incorporar componentes promotores de la salud
en los alimentos estd aumentando de manera sustancial (Alexander et al., 2012;
Salmeron et al., 2015), con un ascenso en la venta de bebidas basadas en probiéticos,
antioxidantes, frutas y extractos, compuestos preventivos contra el envejecimiento,
compuestos para promover la salud cardiovascular, ingredientes naturales y organicos,

etc. (Paul Paquin PhD, 2009).

Los vehiculos para incluir estos compuestos en los alimentos necesitan no sélo
ser capaces de incorporar estos ingredientes eficientemente y liberarlos de manera
controlada, sino también proteger su bioactividad contra la degradacion y prevenir las
interacciones con los demds componentes presentes en la matriz del alimento

(Alexander et al., 2012).

Las suspensiones son sistemas naturalmente inestables pero pueden ser
considerados cinéticamente estables si su velocidad de desestabilizacion es
suficientemente baja comparada con su esperanza de vida (Mengual, Meunier, Cayre,
Puech & Snabre, 1999). Del mismo modo que la separacion de fases de una emulsion
puede ejercer influencia en el sabor y otras propiedades organolépticas (por ejemplo, el
color) de una bebida, y asi limitar su vida atil (Chaudhari, Pan & Nitin, 2015), los
demas sistemas dispersos (espumas y suspensiones) pueden presentar consecuencias
similares si no fueron desarrollados de manera apropiada para evitar su

desestabilizacion.

190



Aplicacién de las Microcdpsulas

Los dos grupos principales de fenémenos de desestabilizacién que afectan la
homogeneidad de dispersiones son la migracion (por cremado y sedimentacion) y la
variacion en el tamafio de las particulas o agregacion (por coalescencia y floculacion)

(Matsumiya et al., 2014; Mengual et al., 1999; Schramm, 2005).

La estabilidad se puede determinar mediante dos tipos de estrategias. Una de
ellas esta basada en predecir la estabilidad mediante la medicién del potencial Z en la
superficie de las particulas. Este enfoque puede emplearse facilmente en preparaciones
simples, pero resulta inviable en formulaciones complejas (multiples componentes).
Por otro lado, los ensayos de envejecimiento consisten en almacenar las preparaciones en
condiciones especificas (de temperatura, luz, oxigeno, etc.) y someterlas a un anélisis
regular de estabilidad. En cualquier caso, la desestabilizacién puede ser juzgada por
inspeccién visual o por instrumentos analiticos (microscopia, espectroscopia,
turbidimetria y andlisis de tamafio de particula) (Liu, Yang & Huang, 2011; Matsumiya

et al., 2014; Mengual et al., 1999).

La dispersiéon de la luz es una técnica util para estudiar los fenémenos de
desestabilizaciéon en emulsiones y suspensiones (Dudéasovéd, Flaten, Sjoblom & Oye,
2009). En este sentido, cuando un haz de luz incide sobre una suspension, parte de esta
luz es absorbida, otorgandole una apariencia turbia al sistema de estudio, mientras el
resto de la energia es dispersada y transmitida (Schramm, 2005). La intensidad de la
luz dispersada depende principalmente del tamafio y la forma de las particulas y de la

diferencia en el indice de difraccién entre las fases (Schramm, 2005).

En el presente capitulo se presenta el estudio de la redispersion de las
microcapsulas obtenidas a partir de los puntos 6ptimos del disefio de experimentos
desarrollado en el capitulo precedente. En particular, se aborda el andlisis de la
estabilidad de las suspensiones obtenidas a partir de estos 6ptimos mediante su

redispersién en agua y en un polvo de preparacién instantdnea, tipo jugo.

Estos ensayos fueron realizados para: verificar la aplicabilidad de los productos
obtenidos en los Optimos € y (2) en los sistemas de estudio, observar las mejoras
obtenidas respecto al uso de fitoesteroles no encapsulados y, finalmente, determinar el

tipo de uso que puede darse a las microcapsulas correspondientes a los Optimos (1) y
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(2) en funcién de los resultados de estabilidad. En este sentido, la aplicacién de
aquellos polvos de microcapsulas que generen suspensiones estables en el tiempo o
cuya inestabilidad se dé en forma paulatina, serd orientada a aquellos alimentos de
consumo prolongado o con un mayor tiempo de vida tutil. En su defecto, aquellos
sistemas que se desestabilicen de manera mas inmediata, podran ser orientados a

productos alimenticios de consumo instantaneo.

6.2. Desarrollo experimental

6.2.1. Redispersabilidad

Una vez obtenidos los puntos que maximizaron la funcién deseabilidad,
Optimo (1) y Optimo (2), se realiz6 el estudio de dispersabilidad de estos productos,

siguiendo la metodologia descripta en la Seccion 2.2.6.4. Redispersabilidad.

6.2.2. Estabilidad

Asimismo, se evalu6 la estabilidad de los Optimos (1) y (2) en suspensiones
acuosas, de acuerdo a la descripcién detallada en la Seccién 2.2.6.5. Turbidez. A modo
comparativo y como caso base, se estudi6 el comportamiento del polvo comercial de
fitoesteroles sin encapsular (de origen) suspendido en agua por simple mezclado

(FE_Susp), como asi también, sometido a 4 minutos de sonicado (FE_Sonic).

Los medios acuosos seleccionados fueron agua destilada a temperatura
ambiente (21 °C) y una bebida analcohdlica artificial dietética de bajas calorias
preparada a partir de polvo marca Clight sabor naranja (Mondélez International, Inc.)
segun las indicaciones del envase (en 1 L de agua destilada). Todos los ensayos fueron
realizados por duplicado a temperatura ambiente. Luego de la preparaciéon de la
suspension y su colocacion en la celda de medicién, cada ensayo se realizo

inmediatamente.
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6.2.2.1. Principio de medicion e interpretacion de los resultados

Como se mencioné con anterioridad, cuando un haz de luz incide sobre una
muestra, parte de la luz no absorbida es retrodispersada y otra parte es transmitida. El
equipo Turbiscan Classic MA2000 (Seccion 2.2.6.5. Turbidez), registra ambas fracciones
de la luz, permitiendo analizar los diferentes fenémenos de desestabilizacién que

pueden surgir de una suspension.

Tanto el flujo de luz retrodispersada (Back Scattering, BS) como el de luz
transmitida (Transmission, T) estan relacionados directamente con el tamafio de las
particulas y con la concentracién volumétrica de los sélidos dispersos (Formulaction,
2000) (Figura 6.1). En particular, cuando el tamafio de las particulas es menor a la
longitud de onda de trabajo (850 nm), la retrodispersiéon de la luz aumenta con el
tamafio, mientras que por encima de esa longitud de onda, ese flujo disminuye (Figura
6.1a). Un efecto opuesto se observa en la transmitancia alrededor de un tamarfio de

particulas critico, que en principio es desconocido (Figura 6.1c).

Por otro lado, la retrodispersion y la transmitancia también se ven afectadas por
la concentracion volumétrica de sélidos dispersos (Figura 6.1b y Figura 6.1d,
respectivamente). En este sentido, de acuerdo a modelos fisicos, el flujo de
retrodispersion se incrementa con la fraccion volumétrica de sélidos (¢) dentro de un
intervalo definido entre la concentracién critica (¢c) y la concentracion de solidos de
saturacion (¢s) (Figura 6.1b). La saturacién en la sefial dada a concentraciones de
solidos por encima de ¢s puede ser explicada a partir de un fendmeno de difusion
dependiente, donde las particulas estdn tan cerca que se organizan espacialmente y
producen interferencias en la difusiéon proveniente de cada particula. Estas
interferencias pueden inducir un aumento en el recorrido medio de los fotones y, por

lo tanto, una reduccion en el flujo de retrodispersion.
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Figura 6.1. Variacion de los flujos de retrodispersién (a y b) y transmision (¢ y d) en
funcién del tamafio medio de particula (d,) (ay ¢) y de la concentracion volumétrica de

s6lidos dispersos (¢) (b y d).

La concentracién volumétrica critica (¢c) se corresponde con la concentracién a
la que los fotones comienzan a ser transmitidos. Para concentraciones por debajo de ¢c
(llamado régimen de transmitancia), se puede observar un incremento en el flujo de
retrodispersion, debido a las reflexiones internas en la celda de medicién, por lo que en
esta zona la retrodispersiéon no constituye una herramienta confiable de andlisis.
Finalmente, la transmisiéon de la luz disminuye de forma exponencial con la
concentraciéon de s6lidos y se anula cuando la concentracién alcanza el valor de ¢c
(Figura 6.1d). A partir de ¢c, el estudio de la transmitancia no provee resultados de

utilidad, y esta zona se denomina régimen de retrodispersion.
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En este contexto, el estudio de estabilidad consistié en el seguimiento temporal
de los perfiles de transmitancia (T%) y retrodispersion de la luz (BS%) a lo largo de la
celda de mediciéon. Una vez obtenidos, se pudieron identificar diferentes zonas a lo

largo de la celda (fondo, centro y tope) en funcién de los perfiles temporales.

Los primeros 6 - 7 mm, aproximadamente, no se tuvieron en cuenta en el
analisis porque se correspondieron con la presencia del tapén en la base de la celda. En
funcién de los perfiles observados, se establecieron los distintos fenémenos de
desestabilizacién en cada zona, los cuales se estudiaron en términos de la velocidad

con que sucedieron y su extensién espacial.

Para este andlisis, resulté mas apropiada la representacion de los perfiles de
manera relativa a la primera medida, es decir, el cambio en transmitancia y
retrodispersion relativos al primer ensayo (t = 0), expresados como AT (%) y ABS (%),
respectivamente. De este modo, las variaciones observadas se explicaron respecto al
tiempo inicial de medicién, facilitando la identificacion de zonas de desestabilizacién y

la estimacion de los espesores de las mismas y su velocidad de formacion.

6.3. Resultados

6.3.1. Redispersion de los Optimos (Dy (2)

Los productos obtenidos en las condiciones Optimas resultaron facilmente
redispersables a 750 rpm y temperatura ambiente, tanto en agua como en la bebida
artificial instantanea Clight. En efecto, ambas muestras fueron dispersadas en tiempos
inferiores a un minuto (entre 40 y 50 segundos) en ambos sistemas, manteniendo
ademads su tamafio medio de particula en el tiempo luego de su dispersién. De esta
manera, se garantizo la aplicabilidad de los productos en agua y en la bebida artificial
Clight, con tiempos de redispersiéon sumamente inferiores a los obtenidos fuera de las

condiciones 6ptimas de trabajo (ver Seccién 4.3.8. Redispersabilidad).
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6.3.2. Estabilidad de Fitoesteroles en agua

La Figura 6.2 presenta los perfiles axiales obtenidos de transmitancia y

retrodispersiéon de la luz para la suspension de fitoesteroles en funcién del tiempo

(hasta 100 horas).
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Figura 6.2. Perfiles de transmisién (Transmission) y retrodispersion (Back Scattering) de

luz para la suspension de fitoesteroles.

Como se mencioné en reiteradas oportunidades, los fitoesteroles son
compuestos hidrofébicos, cuya densidad es inferior a la del agua. Estas dos
propiedades también fueron observadas cuando se realizaron estos ensayos de
turbidez. En efecto, y como se aprecia en el perfil de transmitancia, entre 50 mm y
64 mm de altura, este pardmetro se redujo a cero inclusive en el instante inicial de
medicién, indicando que la concentracion de particulas en esa region fue
suficientemente alta como para reducir la transmisiéon de la luz incidente. En

conclusion, el fendmeno de cremado se dio de manera inmediata, incluso antes de ser
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obtenida la primera medicién. Asimismo, no existié una variacion significativa de esta

zona en el tiempo, por lo que las curvas se superpusieron de forma casi exacta.

Por otra parte, este fendmeno de cremado condujo a concentraciones de sélidos
mas bajas en la zona central de la celda de medicion. Asi, desde aproximadamente
7 mm hasta 50 mm, el sistema diluido mostré6 una elevada transmitancia. En estas
condiciones de concentracién, se desaconseja el analisis de los perfiles de
retrodispersion, por verse afectados por grandes reflexiones con las paredes de la

celda.

La Figura 6.3 muestra la variaciéon temporal de la transmitancia relativa a la
primera medida (tiempo inicial), que surge de promediar los datos de la zona central
de los perfiles (9 mm a 50 mm). En ella se observa un incremento de la transmitancia en
funcién del tiempo, posiblemente ocasionado por un aumento en el tamafio de las
particulas dispersas, debido a su agregacién. Esta agregacion de las particulas se
produce inicialmente y de manera rapida, provocando un aumento repentino y
considerable en la transmitancia relativa. Conforme disminuye el nimero de particulas
individuales dispersas, la velocidad de agregacion disminuye, y por ende disminuye

también la variacién temporal en la transmitancia relativa.

100% Delta Transmission

80%)

60%

40% L

20%

0%
Oh 20h 40h 60h 80h

Figura 6.3. Valor medio de la zona central (9 mm a 50 mm) del perfil de AT%, para la

suspension acuosa de fitoesteroles, en funcién del tiempo.
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6.3.3. Estabilidad de Optimo (1)y Optimo (2)en agua

De la misma manera, se realizé el estudio de las suspensiones acuosas de las

microcapsulas de fitoesteroles obtenidas en las condiciones ¢ptimas alcanzadas en el

disefio de experimentos. La Figura 6.4 muestra los perfiles axiales de transmitancia (T)

y retrodispersién (BS) de la luz para el Optimo (1) a distintos tiempos de ensayo. La

transmitancia y la retrodispersion fueron superiores en la zona central de la muestra

(10 mm hasta 64 mm, aproximadamente), producto de la presencia de particulas en

suspension que proveyeron turbidez a la muestra.

Transmission

100%

80%

60%

40%)

20%i

TERA
)
0% \&U !

Oomm 20mm 40mm 60mm
Back Scattering

100%j

80%

60%)

40%)

20%)

0%)

omm 20mm 40mm 60mm

Time [h]

0:00
0:25
0:50
1:15
1:40
2:05
2:30
2:55
3:20
3:45
4:30
7:00
9:30
12:00
14:30
17:00
19:30
22:00
26:00
31:00
36:00
41:00
46:00
80:01
120:01
168:02
865:08

Figura 6.4. Perfiles de transmisién (Transmission) y retrodispersion (Back Scattering) de

luz para la suspensién acuosa del Optimo (D).

En estos perfiles se pudieron identificar 3 zonas (fondo, centro y tope) con

distinto comportamiento temporal (Figura 6.4). En el caso del fondo de la muestra

Optimo D (Figura 6.5a), tanto la transmitancia como la retrodispersién fueron

reduciéndose paulatinamente durante las primeras 7 horas, aproximadamente,
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advirtiendo la formacién de una fase precipitada con concentraciones muy bajas de

particulas (por debajo de la concentracion critica, ¢c).
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Figura 6.5. Perfiles de retrodispersion relativos al tiempo inicial del Optimo (1): a) en la
base; b) en el tope de la muestra; ¢) Espesor de fases inferior (—) y superior (—) en
funcién del tiempo (en dias) de ensayo; d) Variacion de la transmitancia relativa media

en la zona central de la muestra.
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La representacion de la retrodispersion relativa en el tiempo (ABS) permitié
corroborar este efecto en la base de la celda de medicion (Figura 6.5a). En estas
condiciones, utilizando el perfil de ABS se pudo establecer el espesor de la fase
incipiente en 2.12 mm, aproximadamente, es decir, un 2.90 % del volumen total de
muestra (Figura 6.5c). Este pequefio precipitado permanecié por un breve lapso de
tiempo, para luego comenzar a reincorporarse al resto de la muestra, indicando que las
interacciones entre las particulas eran muy débiles. Hacia el final del periodo de ensayo

(105 dias), su espesor fue de 0.32 mm; es decir, un 0.4 % del volumen total de muestra.

El mismo fenémeno de formacion de fases se observo en el tope de la celda de
mediciéon (Figura 6.5b), donde el cremado comenzé luego de 90 horas,
aproximadamente, alcanzando cerca de 2.28 mm de espesor hacia el final del ensayo

(3.12 % del volumen total de muestra) (Figura 6.5c).

Finalmente, la zona central de la muestra presenté una variacién temporal tanto
en la transmitancia como en la retrodispersiéon de la luz, andloga a la que se presenta
cuando la concentracién volumétrica de particulas es inferior a la critica (Figura 6.1).
En estas condiciones, un analisis de la transmitancia resulté apropiado para indicar la
presencia de un fenémeno de aumento de tamafio a tiempos relativamente bajos (1.5
dias, aproximadamente), producto de la agregacién de particulas. A partir de entonces,
y respondiendo al fenémeno de cremado discutido anteriormente, y en menor grado a
la formacion de la pequenia fase de precipitado, la concentraciéon de particulas en la

zona central disminuy6, ocasionando asi un aumento en la transmitancia.

La Figura 6.6 muestra los perfiles axiales de transmitancia y retrodispersiéon de
la luz para el Optimo (2) a distintos tiempos de ensayo. La transmitancia y la
retrodispersion fueron superiores en la zona central de la muestra (11 mm hasta

63 mm, aproximadamente).
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Figura 6.6. Perfiles de transmisién (Transmission) y retrodispersion (Back Scattering) de

luz para la suspensién acuosa del Optimo (2).

De la misma manera, el Optimo (2) present6 variaciones temporales tanto en la
zona central como en los extremos (fondo y tope) de la muestra (Figura 6.7a y Figura
6.7b). En este sentido, se observé que luego de 4 dias de ensayo, se hizo visible la
formacién de una fase precipitada en el fondo de la celda de medicién (Figura 6.7c).
Esta fase creci6 paulatinamente hasta alcanzar 1.16 mm de espesor (1.56 % del volumen

total de la muestra) hacia el final del tiempo de medicién (124 dias).

Respecto al tope de la muestra, en esta zona se comenz6 a formar una fase de
cremado luego de transcurridos 1.5 dias (Figura 6.7c), que evolucion6 hasta alcanzar
252 mm (3.39 % del volumen total de muestra), aproximadamente, al finalizar el
estudio. Asimismo, para elevados tiempos de ensayo, se observé que esta fase se fue
trasladando hacia longitudes mas bajas sin modificarse considerablemente Ila
retrodispersion relativa (Figura 6.7b). Este efecto pudo deberse a la evaporaciéon del
agua contenida y su condensacién observada por encima de la altura de medicién, que

disminuyo el nivel de muestra observado.
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Figura 6.7. Perfiles de retrodispersion relativos al tiempo inicial del Optimo (2): a) en la
base; b) en el tope de la muestra; ¢) Espesor de fases inferior (—) y superior (—) en
funcién del tiempo (en dias) de ensayo; d) Variacion de la transmitancia relativa media

en la zona central de la muestra.
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Como sucedié con el Optimo (1), la zona central presenté un aumento
progresivo en la transmitancia, generado en gran parte por la disminucién en la
concentracion de particulas presentes en esta zona (Figura 6.7d), posiblemente
acompafiado de un aumento en el tamafio medio de las particulas debido a un proceso

de agregacion.

De esta manera, y en base a los resultados de los Optimos (1) y (2) en agua
(Figura 6.8), es posible concluir que ambas muestras obtenidas pudieron aplicarse en
agua y lograron permanecer estables en el tiempo con una fase inminente que
representd s6lo una fraccion muy pequefia del volumen total de muestra y cuya
evoluciéon temporal fue muy lenta comparada con la de los fitoesteroles sin
tratamiento. Observando la formacién de las fases en el tiempo, se encontré que el
Optimo (1) tuvo un comportamiento mas estable a tiempos elevados (luego de 20 dias),
donde ambas fases se formaron mas lentamente y terminaron alcanzando menores
espesores que el Optimo (2). Por otro lado, a tiempos cortos de estudio (por ejemplo, 1
dia), el Optimo (2) mostré una mejor performance, dado que no present separacion de

fases en ese periodo.
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Figura 6.8. Evolucion temporal de las fases de precipitado y cremado en las

suspensiones acuosas de los Optimos (D y (2).
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6.3.4. Estabilidad de Optimo (1) y Optimo (2) en la bebida artificial de

preparacion instantdnea

De la misma manera, los productos fueron incorporados a la bebida artificial
obtenida a partir del polvo Clight de preparacion instantdnea y se estudio la turbidez
en funcién del tiempo por un periodo de 14 dias, prestando especial énfasis al primer
dia de reposo, debido a que constituye el tiempo de consumo recomendado luego de la
preparaciéon. A modo comparativo, también se analiz6 la estabilidad de la bebida

artificial sin fitoesteroles.
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Figura 6.9. Perfiles de transmision (Transmission) y retrodispersion (Back Scattering) de

luz para la bebida artificial Clight.

La Figura 6.9 muestra la evoluciéon temporal de los perfiles axiales de
transmitancia y retrodispersion para la bebida artificial. En ellos se puede distinguir la
formacién de una fase precipitada, acompafiada de un fenémeno de clarificacién en la
zona superior del tubo, sin detectar una fase definida en dicha zona. Por otra parte, se

observé un aumento de ambas medidas en la zona central del tubo, producto del
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aumento en el tamafio de los fléculos formados desde los primeros minutos luego de la

preparacion.
Time [h]
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100%) 0:25
0:50
80% 1:15
1:40
60% 2:01
3:16
40%) 4:31
5:46
20%) 7:01
8:16
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omm 12:01
Back Scattering 13:16
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Figura 6.10. Perfiles de transmision (Transmission) y retrodispersion (Back Scattering) de
luz para el: a) Optimo (1) suspendido en bebida Clight; b) Optimo (2) suspendido en
bebida Clight.
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La Figura 6.10 muestra los perfiles temporales de las suspensiones de los
Optimo (D) y (2) en la bebida artificial, tanto de transmitancia como de retrodispersién.
Se observa que existi6 una evolucion hacia la formacion de una fase precipitada en el
fondo, conforme a la disminucién en la transmitancia alrededor de 7.5 mm (Optimo
(1, Figura 6.10a) y 7.3 mm (Optimo (2), Figura 6.10b) y al aumento en la

retrodispersiéon en ambas muestras.

4%
3% T,
16.0% - 2%
= 140% |7 M =
% R Y A .
5 12.0% - 0 05 1 15 2
s o -
£ 10.0% - —— Optimo (1) ABS - FONDO
2 80% - Optimo (2) ABS - FONDO
T>a 6.0% - —— Optimo (1) ABS - TOPE
E a0/ —— Optimo (2) ABS - TOPE
g ---- Clight ABS - FONDO
& 2.0%
= !
0.0%, : : | L
\“O ______ 6 8 10 12 14
Tiempo [dias]

Figura 6.11. Evolucion temporal de la fase de precipitado de la bebida Clight y de las
fases de precipitado y cremado en las suspensiones de los Optimos (1) y (2) en la

bebida Clight.

La Figura 6.11 muestra la evolucion temporal, tanto de la fase precipitada de la
bebida artificial, como de las fases formadas en las suspensiones de las microcapsulas
en esta bebida. Es posible notar que en este caso, existi6 una desestabilizacion mucho
mas pronunciada que en el caso de las suspensiones acuosas, alcanzandose la
formacién de fases mucho més grandes (aproximadamente, el 10 % del volumen total
de muestra para el Optimo (1)), incluso a tiempos de estudio mucho mas cortos. Esto
podria atribuirse principalmente a la inestabilidad inherente del producto comercial,

que también presentd una elevada inestabilidad (Figura 6.9), y para la cual se indica un
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consumo preferente dentro de las 24 horas posteriores a la preparacién. En efecto, en
un tiempo inferior a 3 horas luego de la preparacién, esta muestra mostré la formacion
del precipitado que abarcé aproximadamente el 3 % del volumen total de la muestra.
De acuerdo a los resultados de esta zona, la dispersion del polvo en la bebida tuvo un
efecto positivo sobre su estabilidad, dado que extendi6 el tiempo de demora para la
observacién del precipitado a 17 horas, aproximadamente para el Optimo (1), y a

tiempos superiores a una semana para el Optimo (2).

Por otro lado, en la Figura 6.11 se observa ademas que la inestabilidad mas
pronunciada se debi6 a la formacién de la fase de cremado durante las primeras horas
del dia. La oscilacién en el porcentaje de volumen de cremado sugiri6 que esta fase
recientemente formada fue labil, pero se consolidé con el transcurso del tiempo. A
pesar de esta fase observada, su labilidad no amenaza la utilizaciéon de estos puntos
6ptimos en el polvo comercial, ya que esta fase podria ser dispersada nuevamente por

simple agitacion.

La diferencia en los comportamientos observados entre el agua y la bebida
formada en base al polvo instantaneo Clight pudo deberse a la presencia de otros
agentes presentes en el medio de dispersion, ajenos a la formulacién del polvo de
microcapsulas. En efecto, el producto comercial Clight contiene maltodextrina,
anticoagulantes (fosfato tricalcico), espesantes (goma xantdnica, carboximetilcelulosa
sodica, goma ardbiga) y demdas componentes que pudieron interactuar positiva o
negativamente sobre las microparticulas redispersadas y modificar la estabilidad de la

bebida funcionalizada.

6.4. Conclusiones

De acuerdo con los resultados observados, es posible concluir que los 6ptimos
globales obtenidos proveyeron resultados satisfactorios respecto su aplicacién en agua
y en la bebida artificial instantdnea preparada a partir de polvo sabor naranja (Clight) a

temperatura ambiente (21 °C).
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La redispersabilidad en ambos sistemas fue lograda en tiempos
considerablemente inferiores a los que se obtuvieron en capitulos precedentes,
indicando una aplicacién sin dificultades y dejando a un lado la necesidad de
incorporar ingredientes que favorecieran las propiedades de flujo del producto de

microcapsulas.

Respecto a la estabilidad, ambos 6ptimos también presentaron resultados
satisfactorios dentro del periodo de estudio, establecido acorde a los tiempos de
aplicacion de los sistemas analizados. En particular, los sistemas basados en agua a
temperatura ambiente proveyeron una estabilidad superior, alcanzando separaciones
de fase més retardadas (entre 2 y 3 dias para el tope y entre 5 y 6 dias para el fondo),
mientras que en el polvo saborizado la formacion de fases fue mas inmediata, con un

tiempo de demora inferior a un dia para notar las fases en formacién.

Para el Optimo (2), la aplicacién del polvo de microcapsulas en cualquiera de
los medios estudiados (agua y bebida artificial) resulté satisfactoria. Si bien la
separacion de fases observada en el agua estuvo retrasada respecto al otro medio, en
tiempos prolongados de estudio (15 dias), los espesores de fase obtenidos fueron
similares. En este sentido, la muestra obtenida a partir del Optimo (2) result6

apropiada para cualquiera de los medios de dispersion estudiado.

Por otro lado, para el Optimo (1) se observaron resultados diferentes, siendo
mas efectiva su aplicacién en agua, debido a que los tiempos de demora para la
aparicion de fases fueron menores, asi como los espesores obtenidos en este medio en

tiempos de estudio prolongados.

Se puede concluir entonces que las microcapsulas correspondientes al Optimo
(D se podrian aplicar en aguas cuyo consumo preferencial sea a tiempos prolongados
luego de la preparacion, por ejemplo: aguas envasadas de distribuciéon masiva
(supermercados). Por otra parte, en aguas y jugos orientados a un consumo inmediato,
la aplicacién mds apropiada pareceria ser las microcdpsulas correspondientes a los
Optimos (2) y (1), respectivamente, ya que la demora en la aparicién de las fases fue

mayor respecto al otro punto 6ptimo.

208



Capitulo VII

CONCLUSIONES
GENERALES y PERSPECTIVAS
FUTURAS




Capitulo VII

CAPITULO 7. CONCLUSIONES GENERALES Y
PERSPECTIVAS FUTURAS

En la presente tesis se planteé como objetivo general la microencapsulaciéon de
fitoesteroles mediante secado por atomizacién, con el propodsito de lograr su
incorporaciéon en alimentos liquidos y bebidas de base acuosa. En este contexto, se
realizaron ensayos tendientes a establecer los agentes encapsulantes, considerando la
posibilidad de incorporar otros materiales que mejorasen las propiedades de las
microcapsulas (tales como el tamafio medio de particula) y la eficiencia del proceso de

microencapsulacion.

El estudio cromatografico de los fitoesteroles utilizados como materia prima
mostré una mezcla multicomponentes, compuesta principalmente por un 36.4 % de p-
sitosterol, 24.6 % de campesterol y 23.7 % de estigmasterol. A pesar de estar compuesta
por varios esteroles, las propiedades fisicoquimicas de la mezcla no evidenciaron la

individualidad de sus componentes (perfiles cristalograficos, térmicos e infrarrojo).

El uso de goma arabiga y maltodextrina como agentes encapsulantes presentd
ventajas sobre otros materiales estudiados, en términos de tamafio medio de particulas
tanto en suspensiéon como en producto, rendimiento de proceso y eficiencia de
encapsulacion. Ademads, mediante estudios térmicos, de infrarrojo y difraccién de
rayos X, se pudo asegurar la estabilidad de estos agentes encapsulantes frente al
proceso de secado, razén por la cual fueron seleccionados. En efecto, no mostraron

evidencias de degradacion en el rango de temperaturas estudiado.

Para estos sistemas encapsulantes, la viscosidad de sus soluciones acuosas
resulté ser uno de los pardmetros mas influyentes sobre el rendimiento de secado y el
tamafo de particulas obtenido (tanto en suspensién como del producto particulado).
De hecho, las elevadas viscosidades provistas por la goma guar y Ila
carboximetilcelulosa no sélo impidieron la dispersién apropiada de los fitoesteroles,
sino que ademas dificultaron el proceso de homogeneizacion posterior; motivos por los

cuales fueron descartados estos materiales.
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A pesar de que ninguno de los dos agentes encapsulantes seleccionados (goma
arabiga y maltodextrina) presenté buenas propiedades de mojado sobre los
fitoesteroles, su combinacién condujo a menores tamafios de particula que el uso
independiente de cada uno de ellos. De esta manera, la definiciéon del sistema de
encapsulacion para los fitoesteroles implico el uso de agentes tensoactivos en bajas
concentraciones que fomentaran las propiedades de mojado a través de una reducciéon

en la tension superficial.

El uso de un surfactante no iénico (Tween 20) y otro iénico (dodecilsulfato de
sodio, SDS) condujo a mejores eficiencias de encapsulacién y menores tamafios de
particula, siendo més efectiva la utilizacién del SDS en un 2 % m/v. Se identificaron y
relacionaron las propiedades de las soluciones y las suspensiones (en especial el
mojado sobre los fitoesteroles y la tension superficial, el tamafio medio de las particulas
obtenido y la viscosidad, tanto de las soluciones como de las suspensiones) con el
rendimiento de secado, la eficiencia de encapsulacién y la retencion de fitoesteroles.
Aunque se obtuvieron mejores rendimientos de secado utilizando Tween 20 en la
formulacién, la adicién del SDS condujo a eficiencias de encapsulacién satisfactorias y
retencién de fitoesteroles mas altas, menores tamafios de particula y rendimientos de
proceso adecuados para la escala laboratorio. La mejor performance provista por el
SDS, con respecto al Tween 20, fue explicada en términos de una mayor afinidad entre
los fitoesteroles y las soluciones de agente encapsulante. Més atn, el tamafio medio de
todas las microparticulas obtenidas utilizando SDS satisficieron el limite de tamafio
mas estricto de 25 ym, requerido para asegurar la incorporacion de los fitoesteroles en

la fase micelar del intestino.

Las microcapsulas obtenidas también fueron caracterizadas. Se verifico el
estado solido de los fitoesteroles dentro de la microparticula (por difraccién de rayos X
y microscopia electronica de barrido), como asi también la ausencia de interacciones
quimicas entre los materiales (mediante espectroscopia infrarroja), indicando que se
conserva la identidad de cada uno de ellos. Las microcapsulas fueron sometidas a
redispersién de manera satisfactoria, sin presentar inconvenientes (i.e. sin formacion de
agregados) y cambios el tamafio medio de particula durante periodos de tiempo

prolongados.
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Posteriormente, se establecieron las condiciones operativas y las variables de
formulacién 6ptimas para la microencapsulaciéon de los fitoesteroles mediante secado
por atomizacién a través de un estudio exhaustivo que incluy6 el uso de un disefio de

experimentos.

En primer lugar, el disefio permitié6 conocer la influencia de factores: de
formulacién (concentracion de fitoesteroles, contenido total de sélidos, relaciéon entre
los agentes encapsulantes) y operativas (temperatura de secado, caudal de atomizacién
y caudal de alimentacion) sobre las respuestas mas relevantes del proceso de
microencapsulacion de interés (tamafio de particula del producto, rendimiento de

proceso, eficiencia de encapsulacion y retencion de fitoesteroles).

A partir del reconocimiento de los factores mas influyentes, se establecieron
modelos cuadraticos con interacciones entre los factores, que fueron apropiados para
ajustar cada una de las respuestas mencionadas. Finalmente, se encontraron los
6ptimos de cada factor mediante estrategias de optimizaciéon para cada respuesta

individual.

Un aporte importante en ese aspecto fue la utilizacion de la herramienta
“deseabilidad”, otro recurso estadistico no explorado exhaustivamente en el campo de
la microencapsulacién mediante secado por atomizacién. A través de esta herramienta
se identificaron dos conjuntos de condiciones que optimizaron en forma simultanea

todas las respuestas consideradas en este disefio.

Las microcépsulas obtenidas bajo las condiciones 6ptimas fueron efectivamente
incorporadas en sistemas acuosos (agua y bebida artificial) presentando buenas
propiedades de redispersion y generando suspensiones estables por periodos de
tiempo adecuados en diferentes aplicaciones (de consumo inmediato o diferido,

respectivamente).

La microencapsulacién de los fitoesteroles mediante secado por atomizacién se
realiz6 de manera efectiva, alcanzandose no sélo rendimientos de proceso y eficiencias
de encapsulacién hasta un 86 % y 68 %, respectivamente, sino que ademaés los tamafios

de particulas fueron reducidos de manera considerable respecto a la materia prima,
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logrando asi incrementar eficientemente la retencién de los fitoesteroles en el producto

final.

Los productos obtenidos resultan atractivos para la aplicaciéon en otros sistemas
acuosos, no abordados en este trabajo de Tesis. Aunque existe una gran variedad de
alimentos que pueden ser funcionalizados con fitoesteroles microencapsulados, la gran
mayoria de ellos presentan viscosidades mas altas a las estudiadas en este trabajo,
incrementando las expectativas respecto a la estabilidad que presentaria el producto

funcionalizado.

Respecto a los materiales utilizados, si bien fueron estudiados diversos agentes
encapsulantes (algunos en més profundidad que otros), se podria a futuro evaluar la
incorporacion de otros materiales que agreguen una funcionalidad adicional al sistema.
En este sentido, la combinacion de los agentes encapsulantes con inulina, una fibra que
presenta actividad prebiética y mejora la biodisponibilidad del Calcio en el organismo,
parece ser una alternativa funcional llamativa y compatible con este tipo de materiales,

que no ha sido abordada en la microencapsulacion de fitoesteroles.

Del mismo modo, la co - encapsulaciéon de los fitoesteroles con vitaminas y
lipidos con caracteristicas similares podria incrementar el valor agregado del producto
formulado. El resveratrol, por ejemplo, es un polifenol poco soluble en agua obtenido
como subproducto de la industria vitivinicola y que posee propiedades antiartriticas y
reductoras de los niveles de azicar en sangre, ademdas de otras funcionalidades
similares a las de los fitoesteroles. Su co-encapsulacién podria potenciar el producto

finalizado.

A pesar de presentar buenas propiedades de redispersabilidad, el producto
formulado podria ser modificado mediante el agregado de agentes mejoradores del
flujo (tal como el diéxido de Silicio coloidal, en bajas proporciones) con el objeto
facilitar la incorporacién en productos de escala industrial o como nutracéutico en

forma de comprimidos o capsulas.

Otra contribucion importante al campo de la microencapsulacién podria ser la
exploracion de otras técnicas para determinar la eficiencia de encapsulacién. A pesar

de ser extensamente determinada mediante la técnica utilizada en esta Tesis, aun
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existen limitaciones respecto al error experimental involucrado. En este sentido, se
abord6 la determinacién del contenido total de fitoesteroles en las fases organicas
recuperadas (mediante técnica de espectrofotometria UV) (tanto de la fraccién libre
como encapsulada), obteniéndose resultados similares a los estudiados mediante la
técnica tradicional. Esto sugiere que la etapa limitante en la determinacion de la
eficiencia de encapsulacion es la separacion de los fitoesteroles libres desde el producto

de secado.

Por otra parte, un estudio de la liberacion del ingrediente activo bajo
condiciones de agitaciéon o estacionarias podria brindar informacién acerca de la

composicion de las fases depositadas y cremadas en los ensayos de turbidez.

Si bien se obtuvieron resultados muy satisfactorios en la microencapsulacion de
fitoesteroles mediante secado por atomizacion, estos aportes permitirfan un mayor
conocimiento de los fenémenos involucrados en las etapas que conforman el proceso;
como asi también la exploracion de nuevos sistemas de encapsulacion de

caracteristicas similares o incluso diferentes.
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APENDICE CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

APENDICE 2.1. Caracteristicas Técnicas del secadero Biichi B - 290

A continuacién se presentan algunas caracteristicas técnicas relevantes del

secadero utilizado.

El rotametro es un indicador para el flujo de gas de atomizacién. La Tabla A.2.1

reporta la correlacién entre la altura del rotametro y el caudal de aire de atomizacién.

Tabla A.2.1. Medidor de flujo del aire de atomizacién (rotdmetro) (Adaptado
desde el Manual de Usuario - Biichi B - 290).

Altura [mm)] Caudal [L/h] Altura [mm] Caudal [L/h]

5 84 40 473
10 138 45 536
15 192 50 601
20 246 55 670
25 301 60 742
30 357 65 819
35 414

En la Figura A.2.1 se presenta la relacion entre el caudal de la alimentaciéon
liquida al secadero por atomizacién y el porcentaje que se establece en la bomba
peristaltica, mientras que en la Figura A.2.2 se reporta el caudal de aire de secado que

provee el aspirador de acuerdo a su porcentaje de aspiracion.
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Figura A.2.1. Caudal de alimentacion liquida en funcién del porcentaje establecido en

la bomba peristaltica (Adaptado desde el Manual de Usuario - Biichi B - 290).
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Figura A.2.2. Caudal de aire de secado en funcién del porcentaje de aspiracion

(Adaptado desde el Manual de Usuario - Biichi B - 290).
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APENDICE CAPITULO 3. CARACTERIZACION DE LOS
FITOESTEROLES Y ENSAYOS EXPLORATORIOS PARA LA
SELECCION DE LOS AGENTES ENCAPSULANTES

APENDICE 3.1. Reduccién del tamafio medio: Homogeneizacién en

suspension acuosa

De acuerdo a la Figura 3.6, el tamafio medio de la mezcla de fitoesteroles fue
muy superior a 25 um, tamafio requerido para ejercer efectos hipocolesterolémicos.
Menos del 10 % de la poblacién permanecié por debajo de este valor, dado que
D[v, 0.10] fue aproximadamente 27 um. La discriminacién de esta pequefia fraccion
para su utilizacién implicaba una gran pérdida de material, por lo que surgié la
necesidad de reducir el tamafo de las particulas por medio de la aplicaciéon de etapas

de homogeneizado.

En este contexto, los fitoesteroles fueron suspendidos en una concentracién de
6.66 % m/v en agua y sometidos a sucesivas etapas de homogeneizacién con el objeto

de determinar el tiempo requerido para alcanzar un tamafio medio inferior a 25 ym.

La Figura A.3.1 muestra la distribucién de tamafio de particulas para cada
tiempo de homogeneizacién junto con el tamafio medio D[4,3] de los fitoesteroles
dispersados en agua y los tamafios D[v, 0.10] y D[v, 0.90] (Figura A.3.1). Es posible
notar que inicialmente tanto D[4,3] como D[v, 0.10] y D[v, 0.90] fueron inferiores a los
valores presentados en la Figura 3.6 (de 83.92 uym, 2723 ym y 160.55 um,
respectivamente), producto de la dispersiéon en el medio acuoso que permitié la

ruptura de los aglomerados presentes.

A medida que aumenté el tiempo de homogeneizaciéon, D[4,3] y los
correspondientes D[v, 0.10] y D[v, 0.90] disminuyeron gradualmente, acompafiados de
distribuciones mas estrechas. Un tamafio medio inferior a 25 ym se obtuvo luego de 6
minutos de homogeneizaciéon. A partir de entonces, no se observé una mayor

reduccidon en este valor.
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Figura A.3.1. a) Distribucion de tamafio de particulas a diferentes tiempos de
homogeneizacién; b) Tamafio medio de particula D[4,3] y D[v, 0.10] y D[v, 0.90] en

funcién del tiempo de homogeneizacion.

La reduccién mds pronunciada se observé en D[v, 0.90] (Figura A.3.1b),
mientras que D[v, 0.10] no estuvo afectado significativamente por el proceso de
homogeneizacién. Esto sugiri6 una reduccién preferencial en el tamafio de las

particulas méas grandes.

A pesar de esta gran disminucién de tamafios, D[v, 0.90] permanecié por
encima de 25 ym, incluso para tiempos superiores a 12 minutos de homogeneizacién.
Sin embargo, al cabo de 9 minutos, no sélo el tamafio medio D[4,3] de las particulas se
mantuvo por debajo de 25 ym, sino que la distribuciéon de tamafio se hizo mas estrecha.
En este tiempo, aproximadamente el 62.22 % de la poblacién se encontré por debajo de

25 pym.

Si bien se obtuvieron suspensiones acuosas sumamente inestables, con la
formacién instantanea de agregados que ascendieron a la superficie, este analisis
permiti6 establecer un tiempo estandarizado de homogeneizacion de 9 minutos a 25000
- 35000 rpm para alcanzar suspensiones con tamafios de particula medios inferiores a

25 ym y distribuciones mas homogéneas que puedan ser atomizadas en el secadero.
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APENDICE 3.2.  Estudio de la estabilidad de las suspensiones como

funcién del tamafio de particula: Efecto del tiempo de homogeneizacion

Las suspensiones son mezclas heterogéneas constituidas por una fase sélida no
soluble que se encuentra dispersa dentro de una fase continua, habitualmente liquida
(no necesariamente acuosa). Generalmente, estos sistemas son termodindmicamente
inestables y en el transcurso del tiempo tienden a la formacién de dos fases claramente
definidas. La cinética de separacion de estas fases depende de distintas propiedades de
las particulas dispersas, tales como la composicién quimica, la distribuciéon de tamafio

y forma y la presencia de cargas eléctricas en su superficie (Schramm, 2005).

La estabilidad de la suspension antes y/o durante el secado es esencial para
lograr una buena eficiencia del proceso de microencapsulacién (Vilstrup, 2001). En este
contexto, suele ser necesaria la adiciéon de tensoactivos con propiedades interfaciales

que permitan incrementar la estabilidad de las suspensiones (Schramm, 2005).

En forma simultdnea a los estudios de encapsulacién con goma arabiga, se
analiz6 la estabilidad de las suspensiones de fitoesteroles en esta solucion y la
influencia del tamafio de las particulas dispersas. Los objetivos principales fueron
determinar la estabilidad de las suspensiones en el tiempo a fin de garantizar una
atomizacion uniforme, y determinar el tiempo de homogeneizacion requerido para
lograr tamarfios de particula apropiados y facilitar la accién en el organismo sin percibir

sensaciones arenosas en el paladar (Thakkar & Diller, 1975).

Se prepararon entonces tres suspensiones de fitoesteroles, conteniendo
20 % m/v de GA y 6.66 m/v de FE, cada una de ellas utilizando un corte de
fitoesteroles tamizados diferente: S1 (corte entre mallas #200 y #140), S2 (corte entre
mallas #100 y plato ciego, es decir, el corte base descrito en la Seccién 2.2.2. Tamizado de

los fitoesteroles) y S3 (corte entre mallas #140 y #100).

Complementariamente, se prepararon dos series de suspensiones de igual
composicion, las cuales se sometieron a homogeneizacion a 14000 - 17000 rpm (Seccién
2.2.3.1. Homogeneizacion y sonicado). Una de las series se homogeneiz6 durante
3 minutos y la otra durante 9 minutos. Para ambas series se determiné la altura de

separacion entre fases en funcién del tiempo segin el procedimiento descripto
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previamente (Secciéon 2.2.4.5. Estabilidad). La estabilidad se evalué mediante la
observacién de dos parametros que caracterizan la cinética de separacion de fases: el
“tiempo de demora” (o tiempo durante el cual cada sistema permanece en estado
homogéneo sin separacion de fases) y el “volumen de cremado porcentual” (igual a 100

veces el cociente entre el volumen dado por las Ecuaciones (2.1) y (2.2) del Capitulo II).

En la Figura A.3.2 se presenta la distribuciéon de tamafio de particulas como
frecuencia en volumen en funcién del tamafio para las suspensiones S1, S2 y S3 sin

homogeneizar.

12 -
=—#= 51 - Sin Homogeneizar

—8— 52 - Sin Homogeneizar
—a— 53 - Sin Homogeneizar

—_
(@)
]

Qe

dyss o = 94.20 ym

Volumen [%]
(@)

~

0.1 1 10 100 1000
Diametro [pm]

Figura A.3.2. Distribucion de tamafio de particulas para las suspensiones S1, S2 y S3 sin

homogeneizar.

Como era de esperar, los tamafios medios aritméticos en volumen fueron
significativamente diferentes (p < 0.05). La suspension S1 presenté una distribucién de
tamafio aproximadamente log - normal con un didmetro medio de 51.45 + 1.19 um,
mientras que la suspension S3 present6 los tamafios de particula mas grandes con un

diametro medio igual a 94.20 + 1.81 um. Obviamente, la suspensiéon S2 mostré un
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diametro medio entre los correspondientes a las suspensiones S1 'y S3 (66.25 + 0.96 um)

y una distribucién de tamafio mas amplia.

Por otra parte, las distribuciones de tamafio medidas por difraccion laser para
cada suspension fueron menores a las previstas de acuerdo a las mallas de tamices
utilizadas. En efecto, la malla #100 tiene una apertura de 149 um (retiene las particulas
cuyos tamarfios son superiores), y las mallas #140 y #200 poseen aperturas de 105 um'y
74 pum, respectivamente. Por ende, para la suspensién S1, se esperaba un corte
comprendido entre 74 y 105 um, mientras que la para la S3, otro entre 105 y 149 um. La
diferencia encontrada podria atribuirse a que los fitoesteroles se encuentran
aglomerados durante el proceso de tamizado como consecuencia de la cohesividad que
exhibe su fino polvo. Aparentemente, el proceso de tamizado no fue capaz de lograr la
desintegracion de dichos aglomerados, mientras que el proceso de suspensioén para la
medicién por difraccién laser permiti6 la desagregacion de las particulas dando lugar a

tamafios mas pequefios que los esperados.

En la Figura A.3.3 se muestra, para las suspensiones S1, S2 y S3 sin
homogeneizar, la evolucion del volumen de cremado porcentual en el tiempo,

conocida como “perfil de cremado”.

Suspension S3

s :
"y Suspension S2
'E 500
5 40.0 1 Suspension S1
G 300
£ L
E 200 —
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] 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tiempo [min]

Figura A.3.3. Perfil de cremado para las suspensiones S1, S2 y S3 sin homogeneizar.

222



Apéndices

Las tres suspensiones se desestabilizaron en tiempos inferiores a 4 horas
(240 minutos), siendo menor el tiempo para la suspensién S3 con mayor tamafio medio
de particulas (aproximadamente 50 minutos) y mayor para la suspensiénSlcon menor
tamafio de particulas (210 minutos). Ademads, se observé que el valor de estado
estacionario del volumen de cremado porcentual aumenté con el tamafio de particula.
La suspension S2, que abarca los cortes de tamafio de las suspensiones S1 y S3, mostr6
un comportamiento intermedio pero mas parecido al de la suspensién S1 de acuerdo

con sus respectivas distribuciones de tamafio.

En la Figura A.3.4 se muestra la distribuciéon de tamafio de particulas para las
tres series de suspensiones, sin homogeneizar y homogeneizadas por 3 o 9 minutos. Se
evidencia una disminucién significativa en el tamafio de particula a medida que se
incrementa el tiempo de homogeneizaciéon (p < 0.05) (Figura A.3.4b y c). Sin embargo,
para la suspension S1, (Figura A.3.4a), que contenia las particulas de menor tamafio, la
disminucién significativa se produce durante los primeros 3 minutos de
homogenizacién (p < 0.03) y luego de homogeneizar 9 minutos la muestra no presenta

variaciones significativas en el tamafio (p < 0.03).

Luego de 3 minutos de homogeneizacion, todas las suspensiones mostraron
distribuciones mas dispersas y hacia menores tamafios de particula. Al cabo de
9 minutos, las suspensiones S1 y S2 presentaron distribuciones de tamafio més
angostas que las correspondientes a los 3 minutos y localizadas en menores tamafios de
particula. La suspensién S3 no exhibié el mismo comportamiento; su distribucién de
tamafio fue claramente bimodal, con un pico alrededor de 23 um y otro en torno a
77 um. Es probable que 9 minutos de homogeneizacion hayan sido insuficientes para

lograr el desplazamiento de toda la distribucion hacia tamafios menores.

La méxima reduccién en tamafio que se consiguié con la velocidad de
homogeneizacién escogida (14000 a 17000 rpm) condujo a particulas por encima de
40 um. Dado que no se cumpli6 el requerimiento mds estricto en tamafio de 25 um
(para producir un polvo de fitoesteroles que no otorgue sensaciéon arenosa en el
paladar humano y pueda ejercer su efecto en el organismo), se plante6 estudiar la
homogeneizacion de suspensiones que incluyeran en su formulacién agentes

tensoactivos.
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Figura A.3.4. Distribuciones de tamafio de particulas. a) Suspensiones S1;

b) Suspensiones S2; ¢) Suspensiones S3.
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Un estudio mas detallado del uso de tensoactivos se presenta en el Capitulo IV
de esta tesis. Cabe destacar que el uso de mayores tiempos de homogeneizacién no
condujo a variaciones significativas en el tamafio medio ni en la distribuciéon

(resultados no mostrados).

En la se presentan los perfiles de cremado para las tres suspensiones, sin
homogeneizar y homogeneizadas durante 3 y 9 minutos. Este proceso ocasiond
generalmente un retardo en la separacién de las fases, reflejado en un incremento en

los tiempos de demora, acorde al menor tamario de particulas.
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;
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Figura A.3.5. Perfiles de cremado antes y después de los procesos de homogeneizacion:

a) Suspension S1; b) Suspensién S2; ¢) Suspension S3.
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Figura A.3.5. (Cont.). Perfiles de cremado antes y después de los procesos de

homogeneizacién: a) Suspensioén S1; b) Suspension S2; ¢) Suspension S3.

Los parametros cinéticos de la separaciéon de fases se presentan en la Tabla
A.3.1. La homogeneizacién de la suspension S1 condujo a una reduccién considerable
en el valor de estado estacionario del volumen de cremado porcentual sin modificar
apreciablemente el tiempo de demora, en concordancia con el efecto de la
homogeneizaciéon sobre el tamafio de particula. Para las suspensiones S2 y S3 la
homogeneizacién produjo ademds una importante disminucion no sélo en el tiempo de
demora sino también en el volumen de cremado de estado estacionario, aumentando la

estabilidad con el tiempo de homogeneizacion.

La forma de los perfiles de cremado se corresponde con la cinética de
separacion de fases caracteristica de sistemas polidispersos. En estos sistemas, donde
no existe un tnico tamafio de particula sino una distribucioén alrededor de un valor
medio, la curva de volumen de separacion entre fases en funcién del tiempo exhibe tres
zonas claramente definidas: una de aceleracién, una de transicion y finalmente, una de
equilibrio donde la velocidad del cremado se hace nula (Robins, 2000). Este tipo de
evolucién responde a las diferentes velocidades de ascenso hacia la superficie que
poseen las particulas por su diferencia en tamafio. El movimiento Browniano

contribuye a este comportamiento, induciendo la formacién de aglomerados como
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consecuencia de las colisiones entre las particulas mas grandes y las mas pequefas.

Dado que estos agregados suelen poseer un tamafio mayor que las deméds particulas,

los mismos ascienden mas rapidamente dejando atras a las particulas mas pequenas.

Cuando el tamafio de los aglomerados alcanza su méaximo valor, la velocidad de

cremado desaparece y, por lo tanto, el proceso culmina (Jeelani et al., 2005).

Tabla A.3.1. Resultados del estudio de separacion de fases por cremado

para las suspensiones S1, 52 y S3.

Suspensién S1

Tiempo de Homogeneizacion [min]

0 3 9

D[4,3] [um]
Tiempo de Demora [min]

Volumen Cremado [%]

5145+1.19 4740+1.16 4622+1.18

210 232 204

50 % 42 % 23 %

Suspension S2

Tiempo de Homogeneizacion [min]

0 3 9

D[4,3] [um]
Tiempo de Demora [min]

Volumen Cremado [%]

66.25+0.79 5533+1.23 51.64+0.01

124 186 265

52 % 37 % 18 %

Suspension S3

Tiempo de Homogeneizacién [min]

0 3 9

D[4,3] [um]
Tiempo de Demora [min]

Volumen Cremado [%]

9420+181 62.61+£519 53.69+1.66

50 181 212

72 % 34 % 31 %
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Los resultados obtenidos sugirieron a la suspension S2 (formulada con el corte
base) (con tamafios de particula intermedios entre S1 y S3), homogeneizada durante 9
minutos, como la mas adecuada para someter al proceso de secado por atomizaciéon
para encapsulacion de los fitoesteroles. En efecto, de todas las suspensiones ensayadas
fue la mas estable presentado el mayor tiempo de demora y menor volumen de

cremado de estado estacionario.

Aunque la suspensiéon S1 mostré menor estabilidad, su tiempo de demora fue
casi invariante con el tiempo de homogeneizacion. Este resultado podria proveer un
fundamento para elegir la suspensiéon S1 sin necesidad de recurrir a etapas de
homogeneizaciéon. Sin embargo, el proceso de tamizado del polvo de fitoesteroles
(como se recibe del proveedor) condujo a cortes en masa de S1 alrededor del 12 %,

implicando un mayor desaprovechamiento de materia prima.

Pese a las propiedades interfaciales de la goma arabiga, dadas por la presencia
de proteinas, la elevada hidrofobicidad de los fitoesteroles resulta en suspensiones
acuosas de relativa baja estabilidad. Efectivamente, todas las suspensiones estudiadas

exhibieron separacion de fases.

Aunque muchos alimentos estén desarrollados para prevenir el cremado, este
fenémeno es usualmente inevitable a menos que se reduzcan las particulas a tamafios
del orden de submicrones. En este sentido, los resultados obtenidos sugirieron ademas
la necesidad de evaluar la combinacién de la goma ardbiga con otros agentes de
cobertura (tales como maltodextrina) que permitan mejorar la estabilidad de las
suspensiones y eventualmente proveer al producto final propiedades funcionales

adicionales.
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APENDICE CAPITULO 4. SELECCION DEL TENSOACTIVO Y
ESTUDIO DEL SECADO POR ATOMIZACION

APENDICE 4.1. Estabilidad de los materiales durante el secado

4.1.1. Dodecilsulfato de sodio

La Figura A.4.1 muestra el perfil de rayos X, junto a los espectros FTIR y el
perfil térmico desde 30 °C hasta aproximadamente 210 °C para el SDS, antes y después

de ser atomizado.

En ambos casos se presentdé como un sélido de elevada cristalinidad (Figura
A.41a). Sin embargo, debido al proceso de secado, aparecieron cambios en la
configuracién de su estructura cristalina y el material resulté mas amorfo. Esto podria
ser atribuido a cambios a nivel molecular o bien a cambios conformacionales en la
estructura cristalina (cambio de fases cristalinas). Resulta importante destacar que el
SDS presenta diversas fases cristalinas segtn el grado de hidratacién del cristal (Como,
Manigrasso, Mazza & Pocheiti, 1987; Smith et al., 2004) y que, en general, el secado por
atomizaciéon produce cambios en la conformacién cristalina de los materiales
(Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley & Saurel, 2007; Paudel, Worku, Meeus,
Guns & Van den Mooter, 2013).

La espectroscopia infrarrojo es una técnica que permite identificar la presencia
de cambios a nivel molecular durante el proceso de secado. Diversos autores
investigaron el espectro infrarrojo del SDS, obteniendo resultados similares (Bhardwaj,
Sharma, Chauhan & Chauhan, 2013; Dai & Dong, 2007; Mehta, Chaudhary, Bhasin,
Kumar & Aratono, 2007; Viana, Da Silva & Pimentel, 2012).

Los espectros FTIR del SDS antes y después de ser atomizado no revelaron
cambios significativos (Figura A.4.1b). Aunque la superposicién de los espectros no fue
exacta, no se observaron corrimientos de los picos y bandas, ni cambios considerables

en sus intensidades relativas, por lo que podria asumirse que no existieron cambios
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quimicos durante el secado por atomizaciéon de este compuesto. Por ende, fue posible
afirmar que los cambios observados en el patrén de difracciéon de rayos X se debieron a
cambios en la estructura cristalina de material y no a modificaciones quimicas

ocurridas durante el secado.
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Figura A.4.1. Caracterizacion del dodecilsulfato de sodio: a) Patrén de difraccion de
rayos X atomizado (esta serie se encuentra elevada 500 cuentas para mejorar su
visualizacién) y no atomizado; b) Espectros FTIR atomizado (esta serie se encuentra
elevada en un 100 % para mejorar la visualizacion) y no atomizado; ¢) TGA y primer

calentamiento de DSC (explicados sobre los ejes izquierdo y derecho, respectivamente).
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Por otra parte, de acuerdo al perfil térmico presentado en la Figura A.4.1c fue
posible distinguir dos eventos endotérmicos. El primero de ellos ocurrié alrededor de
100 °C para el SDS no atomizado y cerca de 80 °C para el SDS secado; mientras que el

segundo apareci6 en ambos casos a 200 °C, aproximadamente.

El primer pico agudo podria estar asociado a una pequefia pérdida de peso por
evaporacion del agua contenida en la muestra, junto con la existencia de un proceso de
fusion. En efecto, el fendmeno de evaporacion se observé también en el perfil de TGA,
a través del cual se estim6 una pérdida de peso de aproximadamente 1.4 % respecto a
la masa inicial incorporada para el SDS no atomizado y de 0.1 % en el caso del SDS
atomizado. Sin embargo, para el material atomizado, este pico se encontré desplazado
hacia aproximadamente 80 °C, presentando una forma madas aguda. Esto ratifico la
hipétesis planteada sobre la conjuncién de los eventos de evaporacién y fusion. En el
caso del SDS no atomizado, su mayor contenido acuoso debilita la estructura del
material y, a su vez, las fuerzas de van der Waals que existen entre las cadenas, por lo

que el material podria fundir a temperaturas dependiente del contenido acuoso.

Por otra parte, el pico encontrado hacia 210 °C se corresponde con la fusién de

las bicapas iénicas acoplado al proceso de descomposicion del material.

Chantraine et al. (2007) encontraron un perfil similar en la comparaciéon del
comportamiento térmico de SDS en polvo y en comprimidos, a través de estudios de
DSC y TGA. Observaron un pico a aproximadamente 100 °C (sin pérdida de masa

considerable) y otro hacia 200 °C, asociado al proceso de descomposicion.

La demostraciéon de los eventos de fusion se refleja en la Figura A.4.2 que
muestra el comportamiento del polvo en funcién de la temperatura obtenido por
microscopia de platina calefaccionante (HSM). Esta técnica se desarrollé empleando la
misma tasa de calentamiento que la utilizada en los ensayos de DSC y TGA. Para cada
temperatura se presentan dos imagenes que corresponden a la vistas con y sin placa de
retardacién (imagen clara y oscura, respectivamente), siendo esta ultima vista la que

facilito la identificacion de zonas cristalinas en la muestra.

El SDS no atomizado presenté un leve pero observable cambio en el aspecto

entre 70 y 110 °C, que se vio opacado por la evaporacion de agua. Para el SDS
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atomizado, no se detect6 el evento equivalente utilizando la placa de retardacion
(imagen clara) entre 70 y 90 °C, posiblemente debido a que el polvo era mas fino. En
efecto, si se observaron cambios cuando no se usé la placa de retardacion (imagen

oscura).

Al alcanzar una temperatura de 190 °C los cristales se orientaron de forma tal
que se tornaron mads brillosos (tanto con la placa de retardacién, como sin ella) e
inmediatamente fundieron. Entonces, se obtuvo una imagen totalmente negra (sin
placa de retardacion), tipica de materiales no cristalinos. Respecto a las imdgenes
tomadas utilizando la placa de retardacién, la presencia de material fundido fue
claramente notable. Asimismo, debido a la degradacién del material, la pérdida de

masa en el portaobjeto fue evidente.

La diferencia observada en los perfiles de DSC para el SDS atomizado y no
atomizado sugiri6 la existencia de estructuras cristalinas diferentes, como asi también
la posible presencia de otros compuestos desconocidos que pudieran ser producidos
durante el secado. Estas estructuras cristalinas diferentes fueron efectivamente
corroboradas por los ensayos de difraccion de rayos X. La espectroscopia infrarroja no
evidenci6 la presencia de otros compuestos, por lo que se infiri6 que no existieron

cambios quimicos inducidos por el secado por atomizacion.
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Figura A.4.2. Microscopia de platina calefaccionante, con y sin placa de retardacién (imagen clara y oscura, respectivamente): a) SDS no

atomizado; b) SDS atomizado.
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4.1.2. Tween 20

El Tween 20 es liquido a temperatura ambiente. Por este motivo, s6lo se
llevaron a cabo espectroscopia infrarroja y andlisis termogravimétrico del material sin
secar, presentados en la Figura A.4.3. En efecto, no se esperaba observar transiciones

térmicas en el liquido dentro del rango de temperaturas de estudio.

a) b)
100 - 100 o
90 [\/
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é 70
£ 60 | T 60 |
2 % |
& 40 | S 40 -
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30 r
20 | 20 + L
10 r ——Tween 20 |
0 , by 0 +———+——+—t+—ttttt
3400 2400 1400 400 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400
Nuamero de onda [cm™] Temperatura [°C]

Figura A.4.3. Caracterizacion del Tween 20: a) Espectro infrarrojo; b) Perfil de TGA.

De acuerdo a la estructura quimica del tensoactivo (Figura 2.12), se esperaba
encontrar bandas de absorcién referentes a los grupos CH,, CHs (terminal del acido
graso), éster y éter en el perfil de FTIR (Figura A.4.3.a). La revisién bibliografica
evidencié diversos espectros comparables con los obtenidos en este estudio (Borges et
al., 2012; Ratanajiajaroen, Watthanaphanit, Tamura, Tokura & Rujiravanit, 2012;
Trentin, Gtell, Gelaw, de Lamo & Ferrando, 2012). Se destacaron como picos
caracteristicos del Tween 20 a los ubicados en 3450 cm?! (tensién del OH) (Borges et al.,
2012; Ratanajiajaroen et al., 2012; Yu, Suyambrakasam, Wu & Chavali, 2012);, 2906,
2860, 1730 cm? (tension del enlace C = O del grupo éster) (Borges et al., 2012; Ya-jie,
Hai-yin, Shu-yuan & Zhi-kang, 2007), 1450 cm (deformacién de tijera del grupo CHb),
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1346 cm! (flexién del enlace H - C = O), 1050 - 1200 cm-! (tension del C - O) (Ya-jie et
al., 2007) y 724.4 cm (deformacién del CHy) (Ya-jie et al., 2007).

Por otro lado, el perfil del analisis termogravimétrico realizado (Figura A.4.3.b)
mostré un proceso de degradacion del tensoactivo alrededor de 340 °C, por lo que se
esperaba que el material permaneciera estable térmicamente dentro del rango de
temperaturas de estudio. Kishore ef al. (2011) encontraron un perfil similar de TGA,

con el proceso de degradacion iniciado hacia alrededor de 350 °C.

4.1.3. Goma ardbiga, maltodextrina y fitoesteroles

La Figura A.4.4 muestra los resultados de FTIR, DSC (primer calentamiento),
TGA y DRX para los agentes encapsulantes y los fitoesteroles, antes y después de ser

sometidos en forma individual al secado por atomizacion.

Los perfiles de DSC y TGA en ambas muestras de goma ardbiga (atomizada y
no atomizada), presentaron una apariencia similar, tipica de materiales amorfos, sin
picos y con abundante absorcion de agua (Figura A.4.4.al). En efecto, el perfil de TGA,
que muestra la evolucién del peso de las muestras estudiadas en funcién de la
temperatura, corrobor6 esta pérdida de masa de aproximadamente el 10 % en ambos
casos. Estas muestras no revelaron transiciones térmicas asociadas a fendmenos de
fusién y, transicion vitrea o descomposicion, indicando la ausencia de degradaciones

térmicas de importancia dentro de este rango de temperaturas.

Tampoco se observaron diferencias en los perfiles de FTIR entre la goma
arabiga atomizada y no atomizada. De acuerdo a la Figura A.4.4.bl., las bandas
encontradas se correspondieron con perfiles encontrados en la literatura (Al-Assaf,

Phillips, Aoki & Sasaki, 2007; Gils, Ray & Sahoo, 2010; Nayak, Das & Maiji, 2012).

De acuerdo a la Figura A.4.4.c1, la goma ardbiga se present6 como un material
mayoritariamente amorfo, sin picos cristalogréaficos definidos. La muestra atomizada
mostré un halo amorfo mas importante, en concordancia con el mayor contenido
acuoso mostrado en el perfil de DSC: Resultados similares obtuvieron Cozic, Picton,

Garda, Marlhoux & Le Cerf (2009).
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La Figura A.4.4.a2, que presenta los resultados de DSC y TGA de la
maltodextrina (atomizada y no atomizada), también mostré el perfil tipico de
materiales amorfos, sin picos y con abundante absorciéon de agua (entre 5.5 % y 7 % de
acuerdo a lo determinado por TGA). En ninguno de los dos casos (no atomizada y
atomizada), dentro del rango operativo del secado no se detect6 la presencia de
eventos de degradacion como tampoco de fusion y transicién vitrea, sugiriendo una

alta estabilidad del material frente al secado.

La Figura A.4.4.b2 muestra los espectros FTIR de la maltodextrina atomizada y
no atomizada. Cilurzo, Cupone, Minghetti, Selmin & Montanari (2008), Garcia, Barros,
Gongalves, Gama & Gil (2008) y Krishnaiah, Sarbatly & Nithyanandam (2012)
encontraron perfiles similares a los obtenidos en esta tesis, con la apariciéon de las
mismas bandas de absorcién e intensidades relativas similares. No se evidenciaron
cambios en los grupos funcionales luego del secado, corroborando asi la estabilidad de
la maltodextrina frente al proceso de secado. El difractograma de rayos X puso en
evidencia una estructura mayoritariamente amorfa (Figura A.4.4.c2), méds importante
en el caso de la maltodextrina atomizada. En este sentido, Gurrapu, Jukanti, Bobbala,
Kanuganti & Jeevana (2012) y Smrc¢kova et al. (2013) también encontraron perfiles

similares en la difraccién de rayos X de maltodextrina.

La caracterizaciéon fisicoquimica de los fitoesteroles fue presentada
anteriormente en el CAPITULO 3. CARACTERIZACION DE LOS FITOESTEROLES Y
ENSAYOS EXPLORATORIOS PARA LA SELECCION DE LOS AGENTES
ENCAPSULANTES. Su posterior secado por atomizacién individual no mostré
cambios en la estructura quimica (Figura A.4.4.b3), como tampoco en los perfiles de

DSC y TGA (Figura A.4.4.a3) y en el difractograma de rayos X (Figura A.4.4.c3).

En sintesis, ninguno de estos materiales sufri6 modificaciones quimicas al ser
atomizado. En efecto, los perfiles de FTIR fueron solapables casi de manera exacta
entre el material no atomizado y atomizado, indicando que no existieron cambios en
los grupos funcionales presentes. Por otra parte, a pesar de presentar un aspecto mas
amorfo en el material secado, los patrones de DRX no revelaron grandes diferencias
entre ambas situaciones. Estos resultados garantizaron el correcto procesamiento

mediante secado por atomizacion.
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Figura A.4.4. Comparacion de los materiales antes y después del secado. A) Perfiles del primer calentamiento de DSC (linea llena) y TGA

(linea punteada): al) Goma ardbiga; a2) Maltodextrina; a3) Fitoesteroles; B) Espectros FTIR: b1l) Goma ardbiga; b2) Maltodextrina; b3)

Fitoesteroles; C) Difraccion de rayos X: ¢1) Goma arabiga; ¢2) Maltodextrina; ¢3) Fitoesteroles.

237



Apéndices

APENDICE CAPITULO 5. DISENO DE SUPERFICIE DE
RESPUESTA y OPTIMIZACION

En este Apéndice se presentan todas tablas de anélisis de la varianza para las
respuestas de interés en el disefio de experimentos tipo Box - Behnken. Asimismo, se

presentan los graficos de diagnoéstico para todos los modelos ajustados.

APENDICES5.1.  Ajuste de Rendimiento de Secado

Tabla A.5.1. Andlisis de la Varianza - Rendimiento de secado.

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrados Medios RazénF Valor p*
X; 344.443 1 344.443 36.42 0.0000
X> 3247.86 1 3247.86 343.44 0.0000
X3 254.736 1 254.736 26.94 0.0000
Xy 76.7085 1 76.7085 8.11 0.0094
X5 740.751 1 740.751 78.33 0.0000
Xs 144.03 1 144.03 15.23 0.0008
X1 X1 128.957 1 128.957 13.64 0.0013
Xi1X> 40.2539 1 40.2539 4.26 0.0511
X1 X3 19.027 1 19.027 2.01 0.1701
XiXy 24.8662 1 24.8662 2.63 0.1191
X1X5 17.9774 1 17.9774 1.90 0.1818
X1Xs 57.103 1 57.103 6.04 0.0224

X2X; 2324.09 1 2324.09 245.76 0.0000
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Tabla A.5.1. (Cont.). Analisis de la Varianza - Rendimiento de secado.

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrados Medios RazénF Valor p*
X>X3 9.25219 1 9.25219 0.98 0.3334
XoX4 3.74694 1 3.74694 0.40 0.5355
X>X5 28.8422 1 28.8422 3.05 0.0947
X2Xs 9.85114 1 9.85114 1.04 0.3185
X3X3 2.05226 1 2.05226 0.22 0.6459
X3X4 0.129877 1 0.129877 0.01 0.9078
X3X5 14.8068 1 14.8068 1.57 0.2240
X3X6 0.0625946 1 0.0625946 0.01 0.9359
XXy 353.412 1 353.412 37.37 0.0000
XuX5 242.74 1 242.74 25.67 0.0000
X4Xo 480.968 1 480.968 50.86 0.0000
X5X5 22.9567 1 22.9567 243 0.1335
X5X6 70.1789 1 70.1789 7.42 0.0124
X6Xo 406.833 1 406.833 43.02 0.0000
Falta de ajuste 336.743 18 18.7079 1.98 0.0647
Error Puro 208.049 22 9.45679

Total (corr.) 14096.0 67

* Los valores resaltados en negrita corresponden a factores que afectaron
significativamente a la respuesta de interés (p < 0.05); mientras que el valor en itdlica

indica la ausencia de falta de ajuste del modelo.
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APENDICE5.2.  Ajuste Tamaifio de Particula - Suspension

Tabla A.5.2. Andlisis de la Varianza - Tamafio de Particula - Suspension.

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrados Medios RazénF Valor p*

X 1100.87 1 1100.87 437.83 0.0000
X5 3.05933 1 3.05933 1.22 0.2778
X 214.833 1 214.833 85.44 0.0000
XaX4 286.51 1 286.51 113.95 0.0000
X4X5 122.266 1 122.266 48.63 0.0000
X4Xs 720.088 1 720.088 286.39 0.0000
X5X5 48.9551 1 48.9551 19.47 0.0001
X5X6 5.79789 1 5.79789 231 0.1381
X6X6 179.347 1 179.347 71.33 0.0000
Falta de ajuste 37.3115 9 4.14572 1.65 0.1408
Error Puro 85.4895 34 2.5144
Total (corr.) 2564.54 52

* Los valores resaltados en negrita corresponden a factores que afectaron
significativamente a la respuesta de interés (p < 0.05); mientras que el valor en itdlica

indica la ausencia de falta de ajuste del modelo.
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APENDICE 5.3.

Ajuste Tamafio de Particula - Producto

Tabla A.5.3. Anélisis de la Varianza - Tamano de Particula - Producto.

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrados Medios RazénF Valor p*
Xi 4.5346 1 4.5346 11.26 0.0030
X> 24.4053 1 24.4053 60.58 0.0000
X3 0.00150598 1 0.00150598 0.00 0.9518
Xy 79.7804 1 79.7804 198.04 0.0000
X5 5.98583 1 5.98583 14.86 0.0009
X 3.84972 1 3.84972 9.56 0.0055
XiXi 2.97759 1 2.97759 7.39 0.0129
XiX; 10.0964 1 10.0964 25.06 0.0001
X1X; 0.313786 1 0.313786 0.78 0.3875
X1 X4 1.64111 1 1.64111 4.07 0.0565
X1 X5 0.0186601 1 0.0186601 0.05 0.8317
X1 X6 7.76472 1 7.76472 19.27 0.0003
XX, 26.0556 1 26.0556 64.68 0.0000
XoX; 2.17559 1 2.17559 5.40 0.0302
XoX4 6.58671 1 6.58671 16.35 0.0006
X2X5 3.83873 1 3.83873 9.53 0.0056
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Tabla A.5.3. (Cont.). Analisis de la Varianza - Tamano de Particula - Producto.

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrados Medios RazénF Valor p*
X2Xs 13.2697 1 13.2697 32.94 0.0000
X3X3 1.54113 1 1.54113 3.83 0.0639
X3X4 2.17149 1 2.17149 5.39 0.0304
X3X5 3.17567 1 3.17567 7.88 0.0105
X3Xs 1.34114 1 1.34114 3.33 0.0823
XXy 0.269966 1 0.269966 0.67 0.4222
XX 2.65449 1 2.65449 6.59 0.0180
XX 9.54957 1 9.54957 23.70 0.0001
X5X5 10.6731 1 10.6731 26.49 0.0000
X5X6 3.66835 1 3.66835 9.11 0.0066
X5X6 0.0462573 1 0.0462573 0.11 0.7381
Falta de ajuste 12.1788 17 0.7164 1.78 0.1054
Error Puro 8.45995 21 0.402855

Total (corr.) 334.298 65

* Los valores resaltados en negrita corresponden a factores que afectaron
significativamente a la respuesta de interés (p < 0.05); mientras que el valor en itdlica

indica la ausencia de falta de ajuste del modelo.
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APENDICE5.4.  Ajuste Retencién de FE

Tabla A.5.4. Anélisis de la Varianza - Retencién de FE.

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrados Medios RazénF Valor p*
Xi 560.4 1 560.4 6.05 0.0276
X; 1129.58 1 1129.58 12.19 0.0036
X3 315.088 1 315.088 3.40 0.0864
Xy 1040.46 1 1040.46 11.23 0.0048
X5 1107.12 1 1107.12 11.95 0.0039
X5 14.2489 1 14.2489 0.15 0.7009
X1 X1 23.501 1 23.501 0.25 0.6224
X:X; 2.14502 1 2.14502 0.02 0.8812
X1X; 16.705 1 16.705 0.18 0.6776
X1 X4 0.597138 1 0.597138 0.01 0.9372
X1 X5 8.89803 1 8.89803 0.10 0.7612
X1 X6 212.308 1 212.308 2.29 0.1524
X2X> 1609.1 1 1609.1 17.36 0.0009
X>X; 0.160991 1 0.160991 0.00 0.9673
X>Xy 10.1443 1 10.1443 0.11 0.7456

XoX5 76.0075 1 76.0075 0.82 0.3804
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Tabla A.5.4. (Cont.). Anélisis de la Varianza - Retencién de FE.
Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrados Medios RazénF Valor p*
X>Xs 2.2822 1 2.2822 0.02 0.8775
X3X3 70.9382 1 70.9382 0.77 0.3964
X3X4 26.3642 1 26.3642 0.28 0.6021
X3X5 74.4841 1 74.4841 0.80 0.3851
X3Xe 489.846 1 489.846 5.29 0.0374
XaXy 0.0971556 1 0.0971556 0.00 0.9746
XX 159.703 1 159.703 1.72 0.2104
X4Xe 385.2 1 385.2 416 0.0608
X5X5 25.0249 1 25.0249 0.27 0.6114
X5Xe 420377 1 4.20377 0.05 0.8344
X5X6 17.0897 1 17.0897 0.18 0.6741
Falta de ajuste 1407.84 21 67.04 0.72 0.7556
Error Puro 1297.29 14 92.6637
Total (corr.) 12223.3 62

* Los valores resaltados en negrita corresponden a factores que afectaron
significativamente a la respuesta de interés (p < 0.05); mientras que el valor en itdlica

indica la ausencia de falta de ajuste del modelo.
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APENDICE5.5.  Ajuste Eficiencia de Encapsulacion

Tabla A.5.5. Andlisis de la Varianza - Eficiencia de Encapsulacion.

Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrados Medios RazénF Valor p*
Xi 35.713 1 35.713 0.52 0.4851
X> 94.2265 1 94.2265 1.36 0.2641
X3 833.31 1 833.31 12.05 0.0041
X 2040.86 1 2040.86 29.51 0.0001
X5 205.887 1 205.887 2.98 0.1082
X 50.2075 1 50.2075 0.73 0.4096
XiXi 34.0224 1 34.0224 0.49 0.4955
XiX; 93.673 1 93.673 1.35 0.2655
X1X; 51.7441 1 51.7441 0.75 0.4028
X1 X4 288.842 1 288.842 418 0.0618
X1 X5 32.1049 1 32.1049 0.46 0.5076
X1 X6 31.1001 1 31.1001 0.45 0.5143
XX 33.7322 1 33.7322 0.49 0.4973
XoX; 114.467 1 114.467 1.65 0.2207
XoX4 297.064 1 297.064 4.29 0.0587

X2 X5 19.4347 1 19.4347 0.28 0.6050
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Tabla A.5.5. (Cont.). Andlisis de la Varianza - Eficiencia de Encapsulacion.
Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrados Medios RazénF Valor p*
X>Xs 7.77043 1 7.77043 0.11 0.7428
X5X3 13.7726 1 13.7726 0.20 0.6628
X3Xy 136.904 1 136.904 1.98 0.1829
X5X5 0.30883 1 0.30883 0.00 0.9477
X3X6 99.9256 1 99.9256 1.44 0.2508
XaXy 234414 1 234414 33.89 0.0001
XaX5 690.373 1 690.373 9.98 0.0075
X4Xe 153.213 1 153.213 222 0.1605
X5X5 134.472 1 134.472 1.94 0.1866
X5X6 303.078 1 303.078 4.38 0.0565
X5X6 59.487 1 59.487 0.86 0.3706
Falta de ajuste 2991.72 21 142.463 2.06 0.0909
Error Puro 899.202 13 69.1694
Total (corr.) 14227 .4 61

* Los valores resaltados en negrita corresponden a factores que afectaron
significativamente a la respuesta de interés (p < 0.05); mientras que el valor en itdlica

indica la ausencia de falta de ajuste del modelo.
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APENDICE 5.6. Intervalos de Confianza

Tabla A.5.6. Limite inferior (LI) y superior (LS) de los intervalos de confianza de cada

respuesta ajustada para cada corrida experimental.

Y's [%] Y'> [um] Y's [um] Y's [%] Y's [%0]
NO

LI LS LI LS LI LS LI LS LI LS

1 4549 5520 7.654 9587 7258 9259 2074 5148 13.61 40.42

2 5781 6528 13246 16332 7.665 9952 3248 6227 3548 61.45

3 41.02 52.00 8515 10.665 6924 8.869 2337 5355 19.78 46.56

4 38.09 48.00 18520 20931 13.749 15.698 17.82 4852 882 35.60

5 5915 6397 6825 8854 8227 9225 4746 6432 2480 38.39

6 6637 79.04 10.795 14198 8489 10391 29.75 58.32 19.01 43.94

7 6016 6921 13985 18199 7270 9136 3513 6593 18.65 45.46

8 64.06 7372 9299 11340 9426 12341 38.89 6959 26.70 53.48

9 3193 4130 4853 7.142 9256 11.616 2229 53.00 43.09 69.87

10 56.29 63.84 24.023 27577 9.754 11323 31.28 61.86 4148 68.16

11 5482 6467 7654 9587 6285 8290 34.62 6541 2435 51.20

12 4778 5755 9558 13126 4879 7.895 3233 63.10 48.72 75.56

13 3733 43.82 9299 11340 10.096 11435 3195 56.62 13.63 40.42

14 5915 6397 6825 8854 8227 9225 4746 6432 2480 38.39
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Tabla A.5.6. (Cont.). Limite inferior (LI) y superior (LS) de los intervalos de confianza

de cada respuesta ajustada para cada corrida experimental.

Y's [%] Y'> [um] Y's [um] Y's [%] Y's [%0]
NO

LI LS LI LS LI LS LI LS LI LS

15 2463 3406 8515 10.665 10936 13.206 594 3647 6.04 3282

16 5815 6745 9299 11340 7454 9389 3791 6846 2296 49.74

17 6752 7515 8590 11.730 6.391 8.020 41.66 7222 1752 44.34

18 5557 6452 13915 16.650 9.390 11.250 42.83 71.06 2553 50.17

19 3883 4790 13985 18199 8185 10.060 16.61 47.34 10.51 37.32

20 4125 50.69 4853 7142 7.045 8996 33.14 6357 47.05 73.57

21 60.76 6997 13915 16.650 8.042 9999 3928 68.95 19.01 44.86

22 59.15 6397 6.825 8854 8227 9225 4746 6432 2480 38.39

23 31.77 4151 8515 10.665 8553 10.600 18.07 48.76 2413 5091

24 5717 67.00 33.278 37.080 10.868 12.890 27.61 58.38 17.45 44.29

25 56.85 6630 4853 7142 6.607 8.689 3443 65.13 28.02 54.80

26 56.01 6518 9558 13126 5593 7559 3999 70.75 55.56 8238

27 6827 7789 16.517 20.892 10.172 12271 42.65 73.37 3453 61.35

28 61.65 6940 7.654 9587 9.755 11.724 39.99 6456 17.66 39.07

29 30.60 40.09 9518 13106 10.670 12.625 14.88 4546 22.06 48.88

30 78.63 8478 4192 6.668 6108 7315 61.69 80.50 55.28 71.67

31 7375 8531 10.795 14198 8.994 10.821 50.18 77.30 4223 65.92
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Tabla A.5.6. (Cont.). Limite inferior (LI) y superior (LS) de los intervalos de confianza

de cada respuesta ajustada para cada corrida experimental.

Y's [%] Y'; [um] Y's [um] Y's [%] Y's [%]
NO

LI LS LI LS LI LS LI LS LI LS

32 5915 6397 6825 8854 8227 9225 4746 6432 2480 38.39

33 6327 76.08 16.153 19.611 9.043 11.037 35.62 6640 11.83 38.66

34 4484 5259 859 11.730 9.792 11.367 33.68 6390 17.74 44.55

35 6332 7244 13246 16332 6195 8122 4585 75.65 43.65 69.63

36 4292 5049 16517 20.892 9.651 10971 3354 62.08 30.80 57.62

37 7292 8130 3478 6289 5302 6.871 52.01 82.62 3292 59.60

38 6232 71.67 24.023 27577 11111 13.472 4222 7280 39.35 66.02

39 54.02 6269 8515 10.665 6.710 8544 3698 6546 2273 49.52

40 3536 48.88 9299 11340 10.019 11986 2941 60.18 3251 59.29

41 5915 6397 6825 8854 8227 9225 4746 6432 2480 38.39

42 6519 7416 13915 16.650 9483 11514 36.79 6531 27.22 5211

43 7549 83.08 3478 6.289 5669 7281 66.68 9135 50.03 71.52

44 6540 7318 7654 9587 9.732 11326 59.15 83.74 37.67 59.10

45 5240 6156 16153 19.611 7.520 9454 29.67 5855 2245 47.67

46 6451 7376 33278 37.080 11.993 14999 2750 58.28 31.10 57.94

47 51.80 6124 18520 20931 7.845 9877 2447 5524 3093 57.75

48 5784 6682 4853 7142 9307 11975 4322 73.62 45.67 7219
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Tabla A.5.6. (Cont.). Limite inferior (LI) y superior (LS) de los intervalos de confianza

de cada respuesta ajustada para cada corrida experimental.

Y's [%] Y'> [um] Y's [um] Y's [%] Y's [%0]
NO

LI LS LI LS LI LS LI LS LI LS

49 2513 3274 18520 20931 14.890 16.660 7.84 38.59 21.62 48.44

50 64.73 7398 13915 16.650 8.934 10983 3853 6843 2998 56.04

51 5915 6397 6825 8854 8227 9225 4746 6432 2480 38.39

52 57.06 67.00 18520 20931 11.676 14.761 3238 63.10 31.81 58.59

53 49.22 5659 9518 13106 5.693 7193 3433 59.02 26.26 53.07

54 84.09 9245 4192 6.668 5424 6999 5240 76.92 5202 73.39

260



Nomenclatura
NOMENCLATURA
(-) Nivel inferior del factor
(+) Nivel superior del factor
0) Nivel medio del factor
20 Angulo de barrido de rayos X
ao Coeficiente de ajuste de orden 0 (cero)
Agsterol Area del pico cromatogréfico del esterol de interés [cuentas]
aj Coeficiente de ajuste de orden 1 (uno) para el factor i
aii Coeficiente de ajuste de orden 2 (dos) para el factor i
ajj Coeficiente de ajuste de interaccion entre los factores iy j
ANOVA Analisis de la Varianza
ASTM Norma Internacional para el tamafio de apertura de la malla
Adcolestanol Area del pico cromatogréfico del a-colestanol [cuentas]
CC Carboximetil celulosa
Csterol Concentracién del esterol de interés en la muestra [mg/kgmuestra]
CR Microparticulas de referencia (sin tensoactivo) colectadas en la
camara de secado
CS5 Microparticulas de FS5 (2.0 % m/v) colectadas en la cAmara de
secado
CT5 Microparticulas de FT5 (2.0 % m/v) colectadas en la cAmara de
secado
D Deseabilidad global
D [4,3] Didametro medio aritmético en volumen [um]
D [v,0.10] Diametro por debajo del cual se encuentra el 10 % de la poblacién
D [v,0.90] Diametro por debajo del cual se encuentra el 90 % de la poblacién
DE Dextrosa Equivalente
DensE Densidad empaquetada [g/cm?]
DensG Densidad a granel [g/cm3]
d Funcién deseabilidad
d; Deseabilidad individual para el factor i
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di,max Funcién deseabilidad para maximizar la respuesta Y;
dimin Funcién deseabilidad para minimizar la respuesta Y;
di,obj Funcién deseabilidad para un valor objetivo en la respuesta Y;
dpS1_0 Tamafio medio de la suspension S1 [pym] (Sin homogeneizar)
dpS2_0 Tamafio medio de la suspension S2 [ym] (Sin homogeneizar)
dpS3_0 Tamafo medio de la suspensién S3 [ym] (Sin homogeneizar)
dpS1_1 Tamafio medio de la suspension S1 [ym] (Homogeneizada 3 min)
dpS2_1 Tamafio medio de la suspensién S2 [ym] (Homogeneizada 3 min)
dpS3_1 Tamafio medio de la suspension S3 [ym] (Homogeneizada 3 min)
dpS1_2 Tamafo medio de la suspensién S1 [ym] (Homogeneizada 9 min)
dpS2_2 Tamafio medio de la suspension S2 [ym] (Homogeneizada 9 min)
dpS3_3 Tamafo medio de la suspensién S3 [ym] (Homogeneizada 9 min)
DRX Difracciéon de Rayos X
DS Grado de Sustitucion (Degree of Substitution)
DSC Calorimetria Diferencial de Barrido
ECV Enfermedades cardiovasculares
EE Eficiencia de Encapsulacion [%]
Fo Estadjistico F para la falta de ajuste
facum2s Frecuencia acumulada a 25 yum
FE Fitoesteroles, Esteroles Vegetales, Esteroles Plantarios
FEE Contenido de Fitoesteroles Encapsulados en el producto [m/m %]
FEL Contenido de Fitoesteroles Libres en el producto [m/m %]
FEr Contenido de Fitoesteroles Totales en el producto [m/m %]
FID Detector de Ionizaciéon de Llama
FR Suspension de cobertura de referencia (sin tensoactivo)
FS1 Suspensioén a secar con 0.1 % m/v de SDS
FS2 Suspension a secar con 0.5 % m/v de SDS
FS3 Suspension a secar con 1.0 % m/v de SDS
FS4 Suspension a secar con 1.5 % m/v de SDS
FS5 Suspension a secar con 2.0 % m/v de SDS
FS6 Suspension a secar con 2.65 % m/v de SDS
FT1 Suspension a secar con 0.1 % m/v de T20
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FT2 Suspension a secar con 0.5 % m/v de T20

FT3 Suspension a secar con 1.0 % m/v de T20

FT4 Suspension a secar con 1.5 % m/v de T20

FT5 Suspension a secar con 2.0 % m/v de T20

FT6 Suspension a secar con 2.65 % m/v de T20

FTIR Espectrofotometria de Infrarrojo con Transformada de Fourier
GA Goma Arébiga, Goma Acacia

GG Goma Guar

GRAS Generalmente Reconocidos Como Seguros

H Altura de separacion de fases [mm]

H* Altura total de suspension [mm)]

HDL Lipoproteinas de alta densidad

HDL-C Lipoproteinas de alta densidad enlazadas al colesterol
HLB Balance Hidrofilico - Lipofilico

HR Humedad Residual [m/m %]

HSM Microscopia de Platina Calefaccionante

IC Indice de Carr

IDL Lipoproteinas de densidad intermedia

Ii Coeficiente de Impacto de una dada respuesta

k Ntumero de factores evaluados

L Limite inferior del intervalo de optimizaciéon de una dada respuesta
LDL Lipoproteinas de baja densidad

LDL-C Lipoproteinas de baja densidad enlazadas al colesterol
LI Limite Inferior de intervalo de confianza

LS Limite superior de intervalo de confianza

m Masa de muestra incorporada al ensayo [g]

MD Maltodextrina

MR Microcéapsulas de referencia (sin tensoactivo)

MS1 Microparticulas de FS1 (0.1 % m/v de SDS)

MS2 Microparticulas de FS2 (0.5 % m/v de SDS)

MS3 Microparticulas de FS3 (1.0 % m/v de SDS)

MS4 Microparticulas de FS4 (1.5 % m/v de SDS)
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MS5
MS6
MT1
MT2
MT3
MT4
MT5
MT6
Ma-colestanol

n

N° CAS

PC

PLOF

PmoD

Rl

R2

RFE

RS

RSM

S, 51, 52

S1

S2

S3

SDS

SEM
Subindice Part
Subindice Susp
t

T

t*

Microparticulas de FS5 (2.0 % m/v de SDS)
Microparticulas de FS6 (2.65 % m/v de SDS)
Microparticulas de FT1 (0.1 % m/v de T20)
Microparticulas de FT2 (0.5 % m/v de T20)
Microparticulas de FT3 (1.0 % m/v de T20)

Microparticulas de FT4 (1.5 % m/v de T20)

Microparticulas de FT5 (2.0 % m/v de T20)

Microparticulas de FT6 (2.65 % m/v de T20)

Masa de a-colestanol incorporada al ensayo [mg]

Ntumero de respuestas involucradas en la Deseabilidad Global
Ntmero de Identificacion del compuesto

Probabilidad de no cumplir con la hipétesis planteada
Recolectado en la cdmara de secado [ %]

Valor p de falta de ajuste

Valor p para el modelo

Acido graso esterificado en polisorbatos

Radio del casquete esférico [mm]

Coeficiente de determinacién de ajuste

Retencion de Fitoesteroles [%]

Rendimiento de Secado [%]

Metodologia de Superficie de Respuesta

Factor de peso de la funcién deseabilidad

Suspension con fitoesteroles tamizados (Mallas #200 - #140)
Suspension con fitoesteroles tamizados (Malla #100 - plato ciego)
Suspension con fitoesteroles tamizados (Mallas #140 - #100)
Sodio Laurilsulfato, Sodio Dodecilsulfato, Dodecilsulfato de sodio
Microscopia de Barrido Electrénico

Producto Particulado

Suspension

Tiempo [min]

Transmitancia [ %]

Valor objetivo de optimizacion
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t0 Tiempo inicial de contacto (dngulo de contacto) (to = 0 minutos)
t1 Tiempo final de contacto (angulo de contacto) (t1 = 5 minutos)
120 Tween 20

Tentrada Temperatura de entrada del aire de secado [°C]

TGA Analisis Termogravimétrico

TRD Tiempo de redispersion de las microparticulas [s]

TRR Tiempo de retencion relativo [min]

Tsalida Temperatura de salida del secadero [°C]

U Limite superior del intervalo de optimizacién de una dada

respuesta

USFDA / FDA  Administracion de Alimentos y Drogas de Estados Unidos

\Y Volumen de cremado [%]

VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad

WR Solucion de cobertura de referencia (sin tensoactivo)
WS1 Solucién de cobertura con 0.1 % m/v de SDS
WS2 Solucién de cobertura con 0.5 % m/v de SDS
WS3 Solucién de cobertura con 1.0 % m/v de SDS
WS4 Solucién de cobertura con 1.5 % m/v de SDS
WS5 Solucion de cobertura con 2.0 % m/v de SDS
WS6 Solucién de cobertura con 2.65 % m/v de SDS
WT1 Solucion de cobertura con 0.1 % m/v de T20
WT2 Solucién de cobertura con 0.5 % m/v de T20
WT3 Solucién de cobertura con 1.0 % m/v de T20
WT4 Solucion de cobertura con 1.5 % m/v de T20
WT5 Solucién de cobertura con 2.0 % m/v de T20
WT6 Solucioén de cobertura con 2.65 % m/v de T20
Xq Temperatura de secado (Tentrada)

X2 Caudal de aire de atomizacion (Quatom)

X3 Caudal de alimentacion liquida (Qvomba)

X4 Contenido de FE (Contre)

X5 Contenido de soélidos totales (Contssror)

Xe Relacion GA a MD (GA/MD)
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Y
Y1
Y2
Y3
Yy
Ys
Ys
Y7

ABS
AT

@c
Qs

Factor o variable independiente

Superficie de respuesta ajustada

Rendimiento de Secado (RS)

Tamafo de Particula - Suspension (D[4,3]susp)

Tamafio de Particula - Producto (D[4,3]part)

Humedad Residual (HR)

Humedad Residual (HR)

Eficiencia de Encapsulacion (EE)

Indice de Carr (IC)

Nivel de significancia

Tension superficial

Retrodispersion relativa al tiempo de referencia (0 minutos) [ %]
Transmitancia relativa al tiempo de referencia (0 minutos) [ %]
Angulo de contacto [ °]

Concentracién volumétrica de sélidos en anélisis de turbidez
Concentracion volumétrica de sélidos critica en andlisis de turbidez
Concentracién volumétrica de sélidos de saturacion en anélisis de

turbidez
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