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RESUMEN

Los fitoesteroles (FE), son metabolitos secundarios que se encuentran en la naturaleza, similares
al colesterol, tanto en funcién como en estructura, presentando modificaciones en la cadena lateral
del nucleo ciclopentanoperhidrofenantreno e importantes por su asociacion con la reduccién del
colesterol en sangre. En este trabajo, la extraccion de FE se hizo a partir del bagazo de cafia de
azucar, mediante la tecnologia de fluidos supercriticos con variaciones en la presion y adicion de
cosolvente. El extracto obtenido fue encapsulado mediante secado por atomizacion empleando
diferentes agentes encapsulantes (maltodextrina, proteina aislada de soya y goma arabiga). Los
encapsulados obtenidos se incorporaron en un jugo de naranja, evaluando el cambio de variables
como: pH, solidos disueltos totales (SDT), conductividad y aceptacion sensorial en el tiempo a dos
temperaturas (10 y 20°C). La inhibicion del colesterol en micelas mixtas de materias primas
(extracto de fluidos supercriticos -FSC- y las microparticulas) como la bebida de naranja con
adicién de FE en microparticulas, fueron evaluadas mediante un estudio de bioaccesibilidad con
un modelo de digestion in vitro simulado. Como conclusién, se presenta que la bebida con adicién
microparticulas de FE, proporciona una inhibicion del 80% del colesterol presente en las micelas
de la digestién simulada, sugiriendo que es posible contar con una alternativa de alimento

funcional con FE en una matriz acuosa para la poblacion en general.

Palabras clave: Fitoesteroles, fluidos supercriticos, encapsulacién, bioaccesibilidad
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ABSTRACT

Phytosterols (PS) are secondary metabolites found in nature, similar to cholesterol, both in
function and structure. They present modifications with the cholesterol in the side chain of the
cyclopentanoperhydrophenanthrene nucleus and are important due to their association with the
reduction of cholesterol in the blood. Its extraction was made from sugarcane bagasse, using
supercritical fluid extraction with pressure and addition of co-solvent variations. The extract
obtained was encapsulated by spray drying using different encapsulating agents (maltodextrin,
isolated soy protein and arabic gum). The encapsulates obtained were incorporated into orange
juice, evaluating the change of variables such as: pH, total dissolved solids (TDS), conductivity
and sensory acceptance over time at two temperatures (10 and 20 °C). Cholesterol inhibition in
mixed micelles of raw materials (supercritical fluid extract and microparticles) such as orange
beverage with addition of PS in microparticles, were evaluated by a bioaccessibility study with a
simulated in vitro digestion model. As a conclusion, it is presented that the drink with the addition
of PS microparticles provides 80% inhibition of the cholesterol present in the micelles of the
simulated digestion, suggesting that it is possible to have a functional food alternative with PS in

an aqueous matrix for the population.

Keywords: Phytosterols, supercritical fluids extraction, encapsulation, bioaccessibility
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INTRODUCCION

Los esteroles vegetales (fitoesteroles- FE) son compuestos bioactivos obtenidos de las plantas,
similares al colesterol tanto en estructura (ndcleo esteroidal con un grupo hidroxilo en el carbono
3P, y doble enlace en posicion 5) como en funcion; sin embargo, difieren de este ultimo por la
estructura de su cadena lineal (Gylling et al., 2014), la cual podria contener grupos etilo o metilo
0 la presencia de insaturaciones. A pesar de que se han descrito més de 200 fitoesteroles (FE), los
de mayor abundancia en la naturaleza son el B-sitosterol, el campesterol y el estigmasterol (Garcia-
Llatas et al., 2015). Estos compuestos han ido ganando importancia, ya que se estima que un
consumo aproximado de 1,5 a 3 g FE/dia, logra una disminucion en los niveles de colesterol en
plasma entre un 7-12% (Lin et al., 2017; Meng, Pan, & Liu, 2012), contribuyendo asi a una
reduccion en el riesgo de enfermedad cardiovascular, dado que se considera el colesterol LDL alto
como un factor importante en el desarrollo de ésta (Alvarez-Sala et al., 2016). Cabe destacar que
los FE no pueden ser sintetizados por el hombre, por lo que su ingesta depende de la dieta (De
Jong et al., 2003), siendo alimentos de origen vegetal (Gylling et al., 2014), como aceites, granos,

semillas, frutas y verduras (Normén et al., 2007) su fuente.

Es de resaltar que la Administracion de Alimentos y Medicamentos (“Food and Drug
Administration” FDA por sus siglas en inglés) y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(European Food Safety Authority- EFSA, por sus siglas en inglés), han aprobado los FE como
ingredientes funcionales mediante declaraciones de la relacion de estos con un efecto en la salud
“los ésteres de esteroles o de estanoles de origen vegetal con la reduccion del riesgo de enfermedad
cardiovascular (Food and Drug Administration, 2016) y de disminucion de colesterol en

sangre”(EFSA -European Food Safety Authority-, 2006), siendo uno de los mecanismos por el
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cual los FE ejercen su funcion, la competicion con el colesterol a nivel intestinal (Alemany-Costa

etal., 2013).

A pesar de los beneficios reportados por los FE en la salud, su uso ha sido limitado debido a
sus altos puntos de fusidn y baja solubilidad tanto en agua como en aceite (Meng et al., 2012).
Importante tener en cuenta que los FE libres (o no esterificados) son insolubles en agua y poco
solubles en grasas y aceites, pero cuando estos se esterifican con &cidos grasos, aumenta su
solubilidad en grasa, haciendo posible su incorporacion en diferentes productos alimenticios
(Nieminen et al., 2016), como margarinas (Lin et al., 2017), productos lacteos, barras de shacks,
panes (Bano, 2013; Barriuso, Astiasaran, & Ansorena, 2016), entre otros. Es significativo
considerar que las anteriores categorias de alimentos son de naturaleza lipidica, lo que facilita la
incorporacion de estos ingredientes; sin embargo, el consumo de estos productos cada vez es mas
cuestionado, por lo que lograr la adecuada dispersion de fitoesteroles en matrices acuosas, empieza
a generar gran interés comercial y a convertirse en todo un reto para el disefio y formulacién de

productos.

La aplicacion de técnicas como secado por aspersion contribuye a aumentar la dispersion de los
FE en matrices alimentarias acuosas, mejorando su solubilidad (Chen et al., 2013; Di-Batista et
al., 2017; Nosari et al., 2015), atributos sensoriales, propiedades de funcionalidad (Alvim et al.,
2013) y aplicacion a otras matrices, en las cuales algunos estudios han demostrado las propiedades
de los FE en la salud del consumidor a través del consumo de bebidas (Abumweis et al., 2008;
Devaraj et al., 2006; Katan et al., 2003); ofreciendo resultados comparables a los obtenidos con

matrices grasas.
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Por lo anterior, la presente tesis se estructura en cuatro capitulos, los cuales hacen referencia a

cada uno de los objetivos especificos planteados.

En el capitulo 1: “Extraccion de fitoesteroles”, se abordaron los métodos empleados para la
extraccion de FE en diferentes matrices; destacando, la extraccion por fluidos supercriticos para la
obtencion de FE a partir del bagazo de cafia de azucar, previa a la caracterizacion del material
vegetal para su optimizacion. El capitulo 2: “Encapsulacion de fitoesteroles”, como alternativa
tecnoldgica para garantizar su estabilidad y mejorar la solubilidad de los FE, permitiendo ampliar
la aplicacion de éstos en diferentes matrices alimentarias acuosas. En este capitulo, se garantiza el
secado de los compuestos bioactivos mediante la técnica de “secado por aspersion” y la
caracterizacion de las microparticulas que permitié determinar si la formulacion seleccionada

cumplia con mejorar la solubilidad de los FE.

En el capitulo 3: “Incorporacion de fitoesteroles en productos alimenticios”, se llevé a cabo la
incorporacion del ingrediente desarrollado para la obtencién de una bebida tipo jugo de naranja.
En esta seccion se evaluaron los cambios en la aceptacion sensorial, pH, solidos disueltos totales
y conductividad eléctrica como pardmetros de seguimiento a la estabilidad del producto
desarrollado. Se resalta que no solo por el hecho de adicionar un ingrediente con caracteristicas
funcionales a un alimento, este se convierte en funcional, por lo que en el capitulo 4,
“Bioaccesibilidad de compuestos bioactivos™, se hizo la aproximacion mediante la metodologia
de digestién in vitro, al extracto, microparticulas y bebida obtenidas sobre su posible
funcionalidad, a través de la fraccion disponible después de pasar un proceso digestivo para ser

aprovechable por el organismo.
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Planteamiento del problema

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), una de las principales causas de muerte en
el mundo se asocia a enfermedades cardiovasculares (ECV), en donde para el afio 2016,
representaron un promedio de 15,2 millones de muertes a nivel mundial, y ha sido una de las
principales causas de muerte en los dltimos 15 afios (OMS, 2018). Colombia no es ajena a esta
situacion, el Observatorio Nacional de Salud (ONS), registro que el 23,5% del total de las muertes
se deben por ECV, situdndose en la primer causa de muerte; de las cuales el 56,3% se debieron a
enfermedad cardiaca isquémica, 30,6% a cerebrovascular, 12,4% a hipertensiva y 0,5% a cardiaca
reumatica cronica (Instituto Nacional de Salud, 2013). Por otra parte, la carga econémica que
imponen estas enfermedades para el pais es particularmente alarmante, ya que las cardiopatias, los
accidentes vasculares cerebrales y la diabetes mellitus reducen entre 1% y 5% el producto interno
bruto en los paises de ingresos bajos y medianos que pasan por un crecimiento econémico rapido,

pues muchas personas mueren de manera prematura (Gémez, 2012).

Una de las estrategias que se plantean para prevenir y controlar las enfermedades
cardiovasculares, es una alimentacion saludable, la cual puede incluir el consumo de frutas,
verduras (Ministerio de Salud y Proteccidn Social, 2020) y alimentos funcionales que ayuden a
reducir el colesterol con compuestos bioactivos como fibra soluble, &cidos grasos omega 3,
isoflavonas de soya y esteroles vegetales-FE (Abuajah et al., 2015), siendo estos ultimos aprobados
por la FDA y EFSA como ingrediente que contribuye a reducir el colesterol LDL (Lipoproteinas

de baja densidad, por sus siglas inglés “low-density lipoprotein”).

A pesar que, los FE se encuentran en todas las matrices vegetales, las principales materias

primas para su obtencion son las resinas de arboles de coniferas o “tall oil” (subproductos
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obtenidos del proceso de fabricacion del papel) y destilados de aceites vegetales (Cantrill &
Kawamura, 2008). Por lo que, en el caso propiamente de Colombia, tanto el cultivo de coniferas
como la destilacion de aceites vegetales es poco, en comparacion con otras plantas y subproductos
nacionales, que pueden ser empleados para la obtencion de FE (ver Anexo A. Principales materias
primas cultivadas en Colombia, como posibles fuentes de fitoesteroles), destacando la cafa de
azucar, la cual cuenta con el mayor volumen en el territorio colombiano; a pesar de que su
contenido de FE no es el mas alto, su produccion y condiciones de siembra y cosecha, permiten
contar con este cultivo durante todo el afio (Asocafia, 2020), ventajas que no tienen las otras
fuentes. Sin embargo, con el fin de no competir con los usos que se le da a la cafia de azucar, se

plantea trabajar con un subproducto de esta, el bagazo, como alternativa de aprovechamiento.

La extraccion de FE se lleva a cabo con solventes organicos, por lo que es imperante la busqueda
de técnicas alternativas limpias como el empleo de los fluidos supercriticos, que presentan ventajas
sobre las extracciones convencionales en cuanto a que no utiliza solventes. No obstante, uno de
los aspectos mas relevantes que se tuvo en cuenta en este estudio, esta asociado a la naturaleza
lipidica y cristalina de los FE, ya que ésta limita la incorporacion del ingrediente en alimentos de
naturaleza acuosa; y para mejorar este aspecto, se propuso la integracion de las técnicas de
extraccion y encapsulacion para el desarrollo de productos alimenticios novedosos, que fuesen de
facil acceso y permitiesen aportar beneficios para la disminucion de niveles de colesterol sérico y

por ende del riesgo cardiovascular.

Se ha visto que en Colombia, hay una tendencia creciente al consumo de bebidas saludables
como jugos naturales, debido a la preferencia del consumidor a reducir el consumo de azucar y

aumentar el de fibra (Euromonitor Internacional, 2017b; Salazar, 2017). Esto, abre una
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oportunidad en la cadena fruticola, para aprovechar el cultivo naranja, el cual ocupa mas del 47%
de participacion en plazas de mercado (Ministerio De Agricultura y Desarrollo Rural, 2019) y se
prefiere consumir en bebidas (Orduz- Rodriguez, 2020), lo que permite que mas personas puedan
consumirlo. Por ello, se define que el mayor reto de este trabajo es lograr la dispersion de los FE

en matrices acuosas como el jugo de naranja.

Para esto, se cuenta con técnicas como la encapsulacion que permitira incorporar los
compuestos bioactivos (FE) de forma facil en matrices liquidas y ademas los protegeria de la
oxidacion; adicional a la incorporacion de los FE en matrices acuosas, se debe asegurar la
estabilidad de ésta en el tiempo, manteniendo su calidad sensorial , evitando la posible separacion
de fases en la bebida, disminuyendo la sensacion grasosa al consumir el producto y logrando el

cumplimiento de la legislacion vigente para bebidas.

Por lo anterior se ha planteado la siguiente pregunta,

¢la obtencién de esteroles vegetales a partir del bagazo de la cafia de azlcar y su posterior
aplicacion a jugo de naranja comercial, permite calidad sensorial, fisicoquimica y algun efecto

sobre la inhibicion del colesterol a nivel micelar?
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OBJETIVOS

Objetivo General
Obtener fitoesteroles dispersables en matrices acuosas para su incorporacion en una bebida de

frutas evaluando su estabilidad y funcionalidad in vitro

Objetivos Especificos

> Extraer fitoesteroles a partir del bagazo de la cafia de azUcar cultivada en Colombia a
través de la tecnologia de fluidos supercriticos como alternativa de extraccion.

> Solubilizar fitoesteroles mediante secado por atomizacion para su incorporacion en
matrices acuosas.

» Incorporar fitoesteroles en una bebida de naranja comercial pasteurizada evaluando su
estabilidad y calidad sensorial.

» Aproximar la funcionalidad de la bebida con fitoesteroles mediante un modelo de

digestion gastrointestinal in vitro.
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1. EXTRACCION DE FITOESTEROLES A PARTIR DEL BAGAZO DE CANA DE
AZUCAR POR FLUIDOS SUPERCRITICOS
1.1. Marco Teorico
1.1.1. Fitoesteroles
Los fitoesteroles -FE- (esteroles vegetales) pertenecen al grupo de los triterpenos, son alcoholes
constituidos por 28 o 29 carbonos, similares al colesterol tanto en estructura (ndcleo esteroideo,
grupo hidroxilo en el C3 y un doble enlace en el C5) como en funcién (estabilizaciéon de las
membranas celulares) (Lagarda et al., 2006; Uddin et al., 2015; Moreau et al. 2018); sin embargo,
difieren de éste estructuralmente por su cadena lateral (Gylling et al., 2014), la cual puede ser

insaturada o contener un grupo metilo o etilo (Figura 1).

Colesterol Campesterol

HO HO

Estigmasterol

Sitosterol

HO

Figura 1. Diferencias estructurales entre el colesterol y los principales fitoesteroles encontrados
en la naturaleza
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Aungue se han descrito més de 200 FE, los mas abundantes en la naturaleza son el p-sitosterol,
campesterol y estigmasterol (Feng, Luo, Zhong, et al., 2014; Garcia-Llatas et al., 2015; Lagarda
et al., 2006), los cuales representan cerca del 90% de los esteroles presentes en las plantas (Garcia-
Llatas et al., 2015). También es posible encontrar fitoestanoles, los cuales son la forma saturada
de los fitoesteroles, ya que carecen del doble enlace en la estructura del nucleo esteroidal, son
menos abundantes y se encuentran en menor concentracion que los FE (Hung Llamos et al., 2008;
Katan et al., 2003; Lagarda et al., 2006). Los FE ademas, se pueden encontrar en forma libre, o
conjugada en el C-3 a un &cido graso, acido hidroxicindmico o glicosilados (Figura 2) (Ferrer et
al., 2017; Han et al., 2008; Moreau et al., 2018; Moreau & Hicks, 2004; Nystrom, 2012; Racette

et al., 2015), estos ultimos son méas comunes en cereales (Lagarda et al., 2006).
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Figura 2. Fitoesteroles con acidos grasos, glicosilados e hidroxinamicos

La importancia de los FE esta asociada a sus propiedades anti-inflamatorias, anticancerigenas,
antimicrobianas, antioxidantes, anti aterosclerdticas y de reduccion de niveles de colesterol (Uddin
et al., 2018), siendo esta ultima, la més estudiada y aprobada para su uso, ya que se ha estimado
que un consumo aproximado de 1,5 a 3 g FE/dia, logra reducir la concentracion de colesterol en
sangre entre 7 -12% (Lin et al., 2017; Meng et al., 2012), disminuyendo la cantidad de colesterol
presente en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) y contribuyendo a una reduccion en el riesgo
de enfermedades cardiovasculares (Alvarez-Sala et al., 2016; Lin et al., 2017; Meng et al., 2012;

Uddin et al., 2018).
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1.1.2. Fuentes de fitoesteroles
Los FE no pueden ser sintetizados por el organismo humano, asi que su consumo depende de
la dieta (De Jong et al., 2003). Estos son ampliamente distribuidos en diferentes alimentos de
origen vegetal (Gylling et al., 2014), tales como aceites (de maiz, canola, soya, girasol, entre otros),
semillas, frutos secos y cereales (Gylling & Simonen, 2015; Lin et al., 2016; Normén et al., 2007);

y su cantidad depende de la naturaleza del alimento.

A nivel general, las concentraciones mas altas de FE se encuentran en los aceites vegetales y
margarinas; las semillas y nueces tienen niveles moderados y las frutas y verduras el menor
contenido de estos compuestos (Racette et al., 2015; Tasan et al., 2006). Esto se puede apreciar en
algunos estudios realizados en diferentes paises como China (Han et al., 2008), Suecia (Normén
etal., 1999) y Paises Bajos (Normén et al., 2002), donde se determind el contenido aproximado de
FE presentes en los alimentos normalmente consumidos en estos lugares. Es importante resaltar
que las variaciones entre los resultados obtenidos en estos trabajos, se pueden atribuir al
procesamiento de los alimentos y a los diferentes factores abiodticos propios de la region
(Rogowska & Szakiel, 2020) donde se evalu6 el contenido de FE de frutas y verduras, por colocar

un ejemplo.

Entre las fuentes comerciales para la obtencion de FE sobresalen el “Tall oil” y el destilado de
aceites vegetales (Cantrill & Kawamura, 2008). El “Tall oil” o licor negro, hace referencia a un
subproducto derivado del proceso de obtencion de pasta celulésica a partir de madera de coniferas
(Pinus elliottii y Pinus taeda), y la otra fuente es el destilado de la desodorizacién (DOD),
subproducto en la refinacion de aceites vegetales, este destilado contiene entre 8-20% de esteroles

dependiendo del aceite (Carmona et al., 2010; Christie, 2012; Hung Llamos et al., 2008).
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1.1.2.1.Produccion de cafia de azucar

La cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.) es uno de los cultivos que se encuentra mas
distribuido en todo el mundo y la principal material prima para la produccion de azucar (De Palma
et al., 2019; Zhao et al., 2018). Segln la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OCDE) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), se prevé que la produccion de cafia aumentara en muchas partes del mundo,
debido a los rendimientos rentables en comparacién con otros cultivos y al fortalecimiento de las
inversiones para la renovacion de las plantaciones de cafia de azUcar que se han fortalecido

(OCDE/FAO, 2017).

Colombia, se encuentra entre los primeros 10 productores de cafia de azUcar a nivel mundial
(34 638 019 toneladas) (FAO, 2018), siendo importante resaltar que debido a su posicion
geografica, la temperatura promedio durante todo el afio, los ciclos de invierno y verano
intercalados por tiempos uniformes de tres meses y los niveles de precipitacion en temporadas de
lluvia, hacen que el cultivo de la cafia sea el mas eficiente que el promedio mundial, dandole asi a
este cultivo importancia agricola y diferencial (DANE, 2015). Estadisticas presentadas por FAO
en el 2017,destacan que la cafia de azucar es el cultivo de mayor produccion en Colombia, seguido
por el banano (3 786 672 ton), café (754 376 ton), aguacate (314 275 ton) y cacao en grano (56

808 ton) (FAO, 2018).

Segun la Encuesta Nacional Agropecuaria (ENA) correspondiente al afio 2017, si se clasifica
la produccion agricola de Colombia por grupo de cultivos, las categorias corresponderian a
agroindustriales, tubérculos y platano, cereales, frutales, hortalizas, verduras y legumbres, arboles

frutales dispersos; de las cuales la de mayor produccion corresponde a la categoria agroindustrial
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y de esta categoria se destaca la participacion de la cafia de azlcar en este sector de un 68%,
seguido de la palma de aceite con un 24,3% de produccion, lo que reafirma que la cafia de azlcar

es uno de los productos de mayor produccion en Colombia (DANE, 2017).

Algunos estudios muestran que la cafia de azucar se ha convertido en una potencial fuente de
produccidn de sustancias promotoras de la salud, debido a compuestos minoritarios presentes en
ella tales como compuestos fendlicos (acido galico, acido clorogénico y acido ferulico)(Feng et
al., 2015; Saska & Chou, 2006), antocianinas (Zhao et al., 2018), estilbenos (piceatanol y
resveratrol) (Boue et al., 2013), hidroxi y cetosteroides (Georges et al., 2006; Singh et al., 2015),
flavonas (Coutinho et al., 2016), triterpenoides, policosanoles, aldehidos y acidos grasos saturados
de cadena larga y FE (Feng, Luo, Zhang, et al., 2014; Georges et al., 2006; Singh et al., 2015;

Asikin et al., 2012).

La concentracion de FE en la cafia de azlcar varia segun la parte aprovechada como se puede
observar en el estudio realizado por Feng et al., (2014), donde analiz6 mediante el método
colorimétrico de Liebermann—Burchard el contenido total de FE en el anillo (438,71-457,22 mg
/1009 seco), punta (237,68-285,33 mg/100g seco), medula (41,39 a 240,86 mg/100g seco) y nudo

(65,29 a 155,01 mg/100g seco), encontrando amplias variaciones.

1.1.2.2. Bagazo de cafia de azucar
Una gran produccion de cafia de azUcar esta asociado a la generacion de grandes cantidades de
residuos (De Palma et al., 2019), tales como la cachaza, mieles finales, hojas y bagazo (Alarcon
et al., 2006). De los cuales el bagazo es el mayor subproductos de la cafia de azicar generado en
la industria del azucar y el alcohol (Tyagi et al., 2019). El bagazo es uno de los mayores residuos

agricolas en el mundo y es obtenido después de triturar la cafia de azucar y extraer su jugo (Loh
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et al., 2013). El volumen generado representa entre el 26 al 29% de peso de cafia molida (Alarcon
et al., 2006; Attard et al., 2015), por lo que, el bagazo de cafia de azlcar se puede usar para la
generacion de vapor, hidrolisis (obtencion de furfural, alimentacion animal, lignina y etanol),
combustible natural, pulpa para papel, celulosa y aglomerados (Candida Rabelo et al., 2015),
productos basados en la fermentacion, obtencion de quimicos y metabolitos (alcoholes, alcaloides)
(Parameswaran, 2009). Si bien, una de las transformaciones mas econdmica es la generacién de
vapor en la industria azucarera y panelera, este solo aprovecha un 50%, abriendo una posibilidad

para la obtencién de bioactivos (Attard et al., 2015).

El bagazo de cafia es econdmico y disponible como un residuo industrial, puede servir como
materia prima para la obtencion de productos de valor agregado de importancia farmacéutica
(Parameswaran, 2009; Del Rio et al., 2015); adicional a los aportes de celulosa, hemicelulosa y
lignina, se sabe que contiene compuestos adicionales de interés para la industria de alimentos como
los FE (libres o esterificados), policosanoles, (hexaconsanol, octacosanol, triacontanol,
dotriacontanol); aldehidos de cadena larga (hexacosanal, octacosanal, triacontanal, do y tetra-
triacontanal); triacilgliceroles (trioleina), &cidos grasos saturados e insaturados (&cido lignocerico,
acido hexadecanoico, octadecanoico, eicosanoico, docosanoico, pentacosanoico, octacosanoico,
tricontanoico) (Asikin et al., 2012; Attard et al., 2015; Del Rio et al., 2015; Singh et al., 2015),

entre otros.

1.1.3. Extraccion de fitoesteroles
Una vez identificada la materia vegetal para la extraccién de los FE, es necesario comprender
que pueden ser extraidos por metodologias que incluyen la esterificacion quimica, saponificacion,

destilacion por vacio (Fernandes & Cabral, 2007), extraccidn con solventes (Del Rio et al., 2015;
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Feng, Luo, Zhong, et al., 2014; Hrabovski et al., 2012), hidrdlisis enzimética, cristalizacion,

cromatografia (Dikshit et al., 2020) y extraccion por fluidos supercriticos (De Melo et al., 2014;

Hrabovski et al., 2012; Martins, De Melo, Sarmento, et al., 2016; Sovova et al., 2010), entre otros.

En la Tabla 1, se identifican algunos de los métodos empleados para la obtencion de FE, siendo

la extraccion por Soxhlet, debido a su simplicidad y rendimiento (Uddin et al., 2018) y con

solventes organicos (hexano, acetona, cloroformo, metanol y algunas mezclas) (Lagarda et al.,

2006) los méas empleados.

Tabla 1. Métodos de obtencion de FE a partir de diferentes matrices vegetales

Lugar Fuente Metodo_ ,de Rendimiento Esterol Contenido Bibliografia
obtencion Total esteroles
120,9 mg/100
Portugal g material
Extraccion por Seco
. Bucalyptus | g ouhlety | 0,33-0,39% | B-sitosterol | 43mg/100g | ooos et
Brasil grandis 7 - al., 2017)
evaporacion material seco
Suréfrica 71 mg/100 g
material seco
. 50 mg/100 g .
Moringa Fluidos estigmasterol extracto (Martins, De
Portugal oleifera supercriticos 2,50% 20 mg/100 Melo, &
P B-sitosterol g 9 Silva, 2016)
extracto
Eucalyptus | Extraccion por 12-22 mg/100 (Kilulya et
Suréfrica | dunnii YE. | Soxhlety | 0,11-0,26% Totales g material | 23’1 p
grandis evaporacion seco ’
Finlandia | AP0 | cristalizacion | 10% Totales | +°0M9/100g ) (Hamunen,
mixto material seco 2013)
Canada Abeqlul ExtratI:c_lon 1.70% B-sitosterol 300 m_g/lOOg (Hassegawa
amarillo etanolica material seco | et al., 2016)
23,7-69,2
B-Sitosterol mg/100g
material seco
Extraccién por 5,2-17,4Amg / (Vilela et al
Portugal Mango Soxhlety 0,56-1,34% | Campesterol | 100g material 2013) N
evaporacion seco
2,4-8,2 mg/
Estigmasterol | 100g material
seco
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Lugar Fuente Metodo_ ,de Rendimiento Esterol Contenido Bibliografia
obtencién Total esteroles
B-Sitosterol 108 m_g/lOOg
Etraccid material seco (Giuffre &
xtraccion por 10 ma/100 iuffre
Italia Tomate Soxhlet y 19,80% Campesterol mg g Capocasale,
J material seco
evaporacion 2016)
. 20 mg/100g
Estigmasterol ;
material seco
(Pacheco-
Palencia &
Francia Higuerilla Prensqdo en 47% B-Sitosterol 104 ”!9’1009 Susanne
frio material seco | Mertens-
Talcott,
2015)
Suecia Palma Prensado 43% Totales 29 m_g/ 100g | (Zouetal.,
material seco 2012)
~ Extraccion por (Feng, Luo,
China Caade | g hlety 6.55% | P-Sitosterol | 24MA00G | Top o et
azlcar 7 material seco
evaporacion al., 2014)
. Extraccion por .
Malasia Semillas de Soxhlet y NR Totales 6510 mg/100g | (Shy-Kai et
kenaf 2 extracto al., 2013)
evaporacion

Para la extraccion de FE a partir de las materias primas mas comerciales (Tall oil y DOD), se

emplean técnicas que permiten obtenerlos libres o esterificados (acidos grasos). El tratamiento del
Tall oil, para FE en forma libre se fundamenta en procesos de saponificacion, evaporacion,
destilacion neutra, cristalizacion, filtracion y secado (Arboris LLC, 2008; Cantrill & Kawamura,
2008; Hamunen, 2013; Kamal-Eldin & Moazzami, 2009); la obtencion de FE esterificados a partir
de destilados de aceites vegetales emplean procesos de esterificacion/transesterificacion, que
incluyen metanolosis, destilacién, cristalizacion y filtracion (Cantrill & Kawamura, 2008;

Carmona et al., 2010; Sherazi et al., 2016).

Comercialmente se encuentran productos de FE como Benecol® (esteres de fitoestanol, Rasio’s
Group), Take Control® (esteres de fitoesterol, Lipton/Unilever), Phytrol® (FE libres de Forbes
Meditech), Reducol ® (FE libres de Novartis), Vegapure® (FE libres de Cognis), CardioAid® ( FE

esterificados de ADM - Archer Daniels Midland), entre otros (Hung Llamos et al., 2008).
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1.1.3.1. Extraccion de fitoesteroles por fluidos supercriticos-FSC

Un fluido supercritico, es aquel que en condiciones de presion y temperatura por encima de su
punto critico, posee las propiedades tanto de un gas como de un liquido y su selectividad puede
ser explicada basada en la densidad, difusividad y viscosidad (Uddin etal., 2015). En la extraccién
por fluidos supercriticos (FSC), se emplea normalmente, como solvente el diéxido de carbono
(COy), el cual tiene bajas condiciones de presion y temperatura que permiten garantizar el estado
supercritico con baja energia (Ahmad et al., 2019; Berk, 2013; Gil-Chavez et al., 2013),

modificando su potencial de extraccion.

Operacionalmente, en este proceso de extraccion, el CO. es comprimido hasta llegar a la presion
de extraccion deseada, y en presencia de un cosolvente, es mezclado para posteriormente ser
calentado a la temperatura programada de extraccién antes de entrar en contacto con la muestra
por un tiempo especifico para posterior despresurizacion y recuperacion del extracto en el colector

(Figura 3)

Bomba de

Co-solvents Vilvula

7% regulador
J:K extractor
¥
I,a”'“‘\. \
_O-x
F— Wezclader v

precalentador W

Bomba
de COx

Colector

Tangue
de CO:

Figura 3. Sistema general de equipo de extraccion por FSC
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Es importante resaltar que no solo a través del fundamento operacional del equipo se puede
lograr una adecuada extraccion; se hace necesario tener en cuenta propiedades fisicas de la matriz
como su tamafio de particula, &ngulo de reposo y porosidad (Da Silva et al., 2016; De Melo et al.,
2014); asi como parametros de extraccion temperatura, presion, tiempo de extraccion, flujo de
solvente extractor y uso de cosolvente (Ahmad et al., 2019; Sharif et al., 2014; Sovové et al., 2010;
Sovové & Stateva, 2011; Uddin et al., 2015). El disefio experimental con base en cada uno de los
pardmetros anteriores permite cambios en el rendimiento de la extraccion, selectividad, densidad,

difusividad, viscosidad y éarea superficial de contacto, entre otras.

Con respecto a la extraccion de FE, si bien son varias las técnicas que se emplean para este
propdsito, la extraccion por FSC proporciona varias ventajas frente a otras metodologias, debido
a su reduccion en el tiempo de extraccidn, poco consumo de solventes organicos, ser adecuada
para sustancias termosensibles y produccion de extractos amigables con el ambiente (Ahmad et
al., 2019). Esta tecnologia se ha empleado en diferentes matrices con el fin de brindar una
alternativa a los métodos convencionales de extraccién, asegurar la minima cantidad de solvente
organicos y mayor selectividad, tal como se muestra en la Tabla 2. Las condiciones de extraccion
varian ligeramente de un estudio a otro en algunas variables como la temperatura (35-65°C),

pero de forma muy significativa en la presion (10-55 MPa) y el tiempo de extraccion (2-9 h).
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Tabla 2. Extraccion de FE de diversas matrices vegetales mediante la tecnologia de FSC

Condiciones de extraccion
Material Esteroles | Rend. o ]
vegetal Presién | Temp. | Flujo de | Tiempo| Compuesto | (mg/100 | Ext. |Bibliografia
(MPa) | (°C) CO, |ext. (h) g extracto) | (%)
. 35-53
Hojas de L
diente de 15-45 | 35-65 0/g de -- pB-Sitosterol 3810 3,99% (S; mandi et
ledn muestra al., 2002)
seca
. 245,5-
-Sitosterol '
Semillas 37 65 |leoamin| 6 P _ 11203 | 585- | (Beveridge
de uva g Estigmasterol | 43-106,4 | 13,6% | et al., 2005)
Campesterol |40,6 -103,4
Orquidea B -Sitosterol 289 N H
Anoectochi| 15-25 | 3555 | 85g/min| 2 | Estigmasterol | 356 0 | (Huang et
reporta | al., 2007)
lus Ergosterol 296
Maiz B -Sitosterol, 90,9 No
Avena 45 55 8000 2 Estigmasterol 105,7 reporta | (Luetal.,
Ajonjol mL/min Y 620 2007)
Mani Campesterol 1645
Semillas (Sovova et
de espino 15-60 | 40-80 |0,8 g/min 9 B -Sitosterol 40 10,8%
' al., 2010)
amarillo
B -Sitosterol 400
i Estigmasterol 136
Semillas 55.2 80 30(_) 2 g 16 % (Eller et al.,
de tomate g/mln Campestero' 59 2010)
Brasicasterol 3,6
10-20
Semillas i mL/min; Esteroles o | (Nyametal.,
de roselle 20-40 | 40-80 2 mL/min 3 Totales 8124 16,4 % 2010)
etanol
Semillas 10-20 Esteroles o |(Nyametal.,
de melon | 20740 | 4080 1 ) ymin 3 Totales 836,5 24% 2011)
B -Sitosterol 245
Flor de ) 2,08— | (Xuetal.,
Lotus 20-40 | 40-60 - 2,5 | Estigmasterol 397 4.57% 2011)
Campesterol 139
B -Sitosterol 9,68
. Esti terol i
Semillas | 40 | 40 | 0389 | 4, |ESUOMasterol] 387 a4 7¢,| (Hrabovski
de min Campesterol 3,88 etal., 2012)
Calabaza Espinasterol 75,3
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Condiciones de extraccién

Material Esteroles | Rend. .
vegetal Presién | Temp. | Flujo de | Tiempo| Compuesto | (mg/100 | Ext. |Bibliografia
(MPa) | (°C) CO; |ext. (h) g extracto) | (%)
. . . (Domingues
- - - 0
Eucalipto | 10-20 | 40-60 | 6 g/min 6 B -Sitosterol <16 1,19 % et al., 2013)
Er';:soirglsa_ B -Sitosterol 16,6 (Mal\r/lt:;ll;’ De
rassip 20-30 | 50 |75g/min| NR 1,25 % !
lirio Esti terol 92 Sarmento, et
acuatico SUgmastero al., 2016)

Los rendimientos de extraccién y la cantidad de FE extraidos dependen indiscutiblemente del

tipo de matriz empleada, su contenido lipidico y acondicionamiento de material vegetal.
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1.2. Metodologia

1.2.1. Materia prima

El bagazo de cafia de azUcar (variedad RD 75-11) fue suministrado por el trapiche panelero el
Beneficio (Frontino, Antioquia, Colombia), con una humedad inicial de 67,10 + 10,74 %. Para
lograr una adecuada extraccion de los FE, se procedio6 a hacer un acondicionamiento de la materia

prima.

1.2.2. Acondicionamiento de bagazo de cafia de azlUcar

El bagazo de la cafia de azucar fue inicialmente desinfectado mediante la aspersion de una
solucién de Penta Quat® (amonio cuaternario de quinta generacion) a 200 ppm y cortado de forma
rectangular, para facilitar el proceso de secado. Este se llevd a cabo en un equipo de lecho
fluidizado 0193-S002 (Actum, Rionegro-Colombia) a una temperatura de 50°C hasta alcanzar una
humedad inferior al 5%, la cual fue determinada por termogravimetria mediante un analizador de
humedad HB43-S (Mettler-Toledo, Melbourne-Australia) (Shanmukharadhya & Sudhakar, 2007).
La reduccidn de tamafio del bagazo se realizé en un molino pulverizador de pines (Ateindus Ltda,

Medellin-Colombia).

1.2.3. Caracterizacidon de las propiedades de los sélidos en polvo
Esta caracterizacion se realiz6 segun el documento de trabajo de Cardona Salazar (2011), con
algunas modificaciones, para la determinacién del tamafio de particula, angulo de reposo,

densidades (aparente aireada y de empaque) y porosidad.

1.2.3.1. Tamafio de particula
Este aspecto fue realizado con la ayuda de un tamizador con motor de vibracion para facilitar

la separacion del material particulado. Para esto, 500 g de bagazo en polvo fueron colocados el
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tamizador en durante 30 min. Los tamices empleados fueron del # 10 al # 100, de los

estandarizados segln la norma A.S.T.M. E11 (American Society for Testing and Materials).

1.2.3.2. Angulo de reposo
Este parametro se realiza por el método de embudo fijo (Figura 4). En el cual, se deja caer 20g
de bagazo molido a través de un embudo en una superficie plana, hasta que la pila alcanza una
altura aproximada de 5 cm, dejando 1 cm entre esta y el embudo. Su calculo, se realiza segun la

ecuacion 1

Figura 4. Angulo de reposo. Embudo fijo

1 (h .,
a = tan~! (;) Ecuacion 1

Donde h: altura de la pila y r: radio de la base de la pila.

1.2.3.3. Densidad aparente aireada (Da) y empacada (De)
La densidad aparente aireada se lleva a cabo colocando 25 g de muestra en polvo en una probeta

de 100 mL (sin hacerle ninguna fuerza), mirando posteriormente el volumen ocupado. En el caso
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de la densidad empacada, se realiza el mismo procedimiento de la aireada, pero la probeta con el
producto es golpeada 50 veces sobre una superficie plana, midiendo también el volumen ocupado
por la muestra (Dopico-Ramirez et al., 2012). La densidad es determinada como la relacion masa-

volumen. Para la determinacion de la Day De, las pruebas se hacen por triplicado.

1.2.3.4. Porosidad
Para determinar el volumen de aire ocupado en la muestra, se sigue la ecuacion 2, donde se

relacionan las densidades aparentes aireada (Da) y empacada (De).
Da -,
P =1-—— Ecuacion 2.
De

1.2.4. Extraccion con solvente del material vegetal

Las muestras fueron extraidas segun la metodologia trabajada por Xu et al., (2011) con algunas
modificaciones. Para esto, el bagazo en polvo estuvo en contacto con hexano por 6 horas mediante
un equipo Soxhlet a una temperatura de 60°C. Pasado este tiempo, el solvente se evaporé a 40°C
en un rota evaporador (R114 Bichi, Alemania), el rendimiento del extracto obtenido se determiné
gravimétricamente en %p/p y la cantidad de FE obtenidos en mg/g de extracto mediante el método

cromatografico que se explica méas adelante. El proceso se realizé por triplicado.

1.2.5. Saponificacion del material vegetal

El proceso de saponificacion del material vegetal se realiz6 segun la metodologia planteada por
Chen et al., (2015), con algunas modificaciones. Se pesé aproximadamente 1g del bagazo seco y
molido, se adicionaron 15mL de una solucién etandlica de hidréxido de potasio (KOH a 7,5%
p/p), se colocd en reflujo durante 60 min y se extrajo el material graso con una mezcla hexano:
éter de petroleo (50:50 v:v). Posteriormente, se lavd con agua destilada el material solido, se

adicion6 de nuevo la mezcla hexano: éter de petroleo y la parte organica, se hizo pasar por sulfato
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de sodio anhidro, luego por papel filtro y se evapord a 40°C en un rota evaporador. Este proceso
se realizo por triplicado. El extracto seco, fue almacenado en un cuarto con humedad controlada y

en oscuridad.

1.2.6. Cinética de extraccion por fluidos Supercriticos

Con el fin de fijar el tiempo de extraccion adecuado para los posteriores experimentos, se
realizaron dos curvas de extraccion, variando la adicion de cosolvente (etanol) (200 bar, 40°C,
flujo de CO2 de 6mL/min, sin'y con cosolvente -5% de etanol), por un tiempo total de 5 horas. Las
extracciones se llevaron a cabo en un equipo de extraccién por fluidos supercriticos de 100 mL de
capacidad (Spe-ed SFE, Applied separations) con dioxido de carbono (CO2) como solvente y

empleando 10 g de material vegetal en el vaso extractor.

1.2.7. Extraccion por fluidos supercriticos (FSC)

El efecto de la temperatura y el flujo de CO2, fueron evaluados mediante dos disefios
unifactoriales de 3 niveles con réplica al centro; los valores de temperatura fueron 40, 60 y 80°C
y para el flujo fueron 6, 8 y 10 mL/min. En estos disefios se dejo constante la presion y no se
adiciono cosolvente. En el punto central de cada uno de estos disefios se hicieron dos repeticiones

y la cuantificacién de los FE, se realizé por duplicado.

Para las variables presion (200, 300 y 400 bar) y cosolvente (0, 5y 10%), se recurrid a un disefio
factorial 3*2 con 3 réplicas al centro como se muestra en la Tabla 3. Las variables de temperatura,
flujo y tiempo de extraccion fueron constantes y se establecieron de acuerdo a los resultados
obtenidos en los disefios del parrafo anterior. Las variables respuesta para los disefios realizados

fueron rendimiento de extraccion (%p/p), cantidad de campesterol, estigmasterol y B-sitosterol
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(mg/g extracto), FE totales del extracto (sumatoria de 3 FE en mg/g extracto) y FE totales en el

material vegetal seco (mg/100g bagazo seco y molido).

Tabla 3. Disefio factorial — extraccion de FE por FSC

E’égsr')on 200 | 300 | 300 | 400 | 300 | 300 | 400 | 200 | 400 | 300 | 200 | 300
Cosolvente 0 5 101 101 o 0 5 5 0 5 10 | 5
(%)

1.2.8. Analisis cromatografico GC-MS

Las muestras obtenidas por FSC fueron reconstituidas en cloroformo, sin derivatizacion, como
lo sugieren Yan-Zong et al., (2015). Estas fueron analizadas en un cromatografo de gases TRACE
1300, equipado con un auto muestreador AI/AS 1310 y un detector TSQ™ 8000 (Thermo
Scientific, Estados Unidos). La columna empleada para separar los compuestos (campesterol,
estigmasterol y B-sitosterol) fue una Rxi®-5Sil MS (30 m x0,25 mm id, 0,25 um, Restek, Estados
Unidos). Las condiciones cromatograficas empleadas fueron: temperatura inicial de 250°C; y un
gradiente de temperatura de 5 °C/min hasta llegar a 300 °C, alli se sostuvo por 2 min; después se
uso un gradiente de temperatura de 15 °C/min hasta llegar a la temperatura final de 340 °C y se
sostuvo por 1 min. El tiempo total de analisis fue de 15,67 min a un flujo del gas de arrastre a 1,4

mL/min.

El inyector se operd a una temperatura de 300 °C, un split de 1:5 y el volumen del inyector fue
de 2 pL. Los compuestos analizados fueron identificados por comparacion de sus espectros de
masas con la inyeccion individual de cada estandar de esterol, empleando el software X-Calibur.
El contenido total de FE fue calculado como la suma de los 3 FE individuales. Todas las

cuantificaciones fueron realizadas por duplicado.
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1.3. Resultados y discusion

1.3.1. Caracterizacion de las propiedades del polvo del bagazo de cafia de azucar
Es importante conocer algunas caracteristicas del material vegetal seco y molido antes de llevar

a cabo cualquier proceso de extraccion, ya que esta informacion proporciona una idea de como se

puede comportar el material apilado en un recipiente de extraccion; puesto que, si este es cohesivo

y compacto, la extraccion puede no ser éptimay puede formar canales en el lecho, impidiendo una

adecuada interaccion matriz-solvente. Por ello, la fluidez del material fue determinada con la ayuda

del tamafio de particula, angulo de reposo, densidades aireada y empacada y porosidad.

1.3.1.1. Tamafio de particula
La humedad de la materia prima seca y molida fue de 2,45+0,62%, y la distribucion del tamafio,

mediante analisis granulométrico se pueden apreciar en la Tabla 4.

Tabla 4. Andlisis granulométrico de bagazo de cafia de azlcar en polvo

# tamiz tamafio de abertura | %o retenido | Tamaifio promedio
de tamiz (mm) de particula (mm)
10 2 0 1,700
14 1,400 16,847 1,125
20 0,850 52,484 0,725
30 0,600 12,743 0,513
40 0,425 6,695 0,363
50 0,300 6,048 0,275
60 0,250 1,728 0,231
70 0,212 2,160 0,181
100 0,150 0,432 0,112
Colector 0 0,864

En la tabla anterior, se observan los resultados obtenidos del proceso de tamizaje del bagazo de

cafa previamente secado y pulverizado mediante un molino de martillos. El mayor porcentaje de
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retencién del polvo de bagazo se encontro en los tamices # 14, #20 y #30, siendo el tamiz # 20 el
que retuvo el 52,48% del producto, permitiendo intuir que el 50% del material particulado tiene
un tamafio entre 0,85-1,4mm. Adicionalmente, solo un 10% del tamafio de la muestra tiene un
tamario inferior a 0,300mm (correspondientes al tamiz #50). Este tipo de distribucion para el
tamizaje del bagazo de la cafia de azlcar se considera normal, ya que, al emplearse un molino de
martillos, la reduccién de la particula se realiza por fuerza de impacto, y dado que el bagazo es un
material fibroso, al reducir el tamafio, es normal que su particula tenga apariencia a largada y no
uniforme. Esto hace que sea mas dificil pasar por una malla, en especial cuando por la accién de
la vibracion del tamizador, la parte alargada queda ubicada de forma horizontal en la parte posterior

del tamiz.

El bagazo de cafia de azlcar, seco y molido present6 un tamafio de particula promedio de 0,85
mm (entre 0,6 — 1,4 mm), en el cual se encuentra el 82% de la muestra. Este tamafio se halla acorde
al rango trabajado en las diferentes matrices recopiladas por Uddin et al., (2015), en su estudio de
obtencion de FE mediante FSC (0,26-1,25 mm); ademas, en el rango general para productos
naturales (0,25-1,80 mm) propuesto por Pereira & Meireles, (2010). Si bien, de acuerdo al trabajo
realizado por Del Valle & Uquiche, (2002), sobre el efecto del tamafio de particula en la extraccion
por FSC del aceite de las semillas de rosa de mosqueta, se concluye que las particulas con tamafio
<0,425 mm, presentan mejores rendimiento de extraccion por tener una mayor area superficial que
las >0,85 mm compuestas principalmente por segmentos lignificados, se puede decir que todo

dependera de la matriz vegetal empleada para la extraccion.
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1.3.1.2. Angulo de reposo (AR)

El angulo de reposo se relaciona con el coeficiente de friccion estatica y el &ngulo de friccion
interno, ademas indica la cohesividad de un material (Beakawi Al-Hashemi & Baghabra Al-
Amoudi, 2018). En este caso, el bagazo de cafia de azicar empleado en la extraccion por FSC
presentd un angulo de reposo de 30°, el cual , de acuerdo a la clasificacion de fluidez de Car, un
material entre 30-38° indican un flujo libre (Barbosa-Canovas, Ortega-Rivas & Hong Yan, 2005;
Beakawi Al-Hashemi & Baghabra Al-Amoudi, 2018). El valor obtenido permite identificar que el
bagazo de cafia de azlcar no sufrird ningun proceso de aglomeracion durante el tiempo de
extraccion; esto se debe a que algunos de los factores considerados como componentes potenciales
de unidn entre particulas secas, como la humedad, azucares y almidones (De Palma et al., 2019),

son bajos.

Comparando el resultado obtenido con otros materiales vegetales tales como las harinas de maiz
y de trigo (AR 30-45°)(Beakawi Al-Hashemi & Baghabra Al-Amoudi, 2018), harina de chalarina
(AR 20,3-37,7°) (Castafieda et al., 2010), harina de arroz, quinoa y lupino (AR de 33,7°, 31,3° y
32,3°, respectivamente) (Mezquita Cerezal et al., 2011), se puede apreciar su similitud, por lo que
incluso el proceso de reduccién de tamafio aplicado en este trabajo para la materia prima utilizada,

fueron adecuados, mostrando comportamientos similares a las harinas de otros productos.
1.3.1.3. Densidad aparente aireada (Da) y empacada (De)

La densidad aparente aireada y empacada del bagazo de cafia de aztcar fueron 97+8 kg/m3y
167+12 kg/m?®, respectivamente. Los valores obtenidos en este trabajo son diferentes a los
reportados por Alarcon et al. (2006), con Da entre 52-69kg/ m?, pero similares para la De entre

123,3-173,7 kg/m?, para el bagazo de cafia de aztcar con 10,6% de humedad y tamafio de particula
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entre 0,63-1,59 mm. Por lo que se puede atribuir las ligeras diferencias de Da y De en la misma

matriz a factores como el tamafio de particula y la humedad.

Comparando estas densidades con otros productos tales como harinas de arroz, lupino, maiz y
quinoa, las Da fueron 670, 390, 640 y 460 kg/m?, respectivamente; mientras la De de estos mismo
productos correspondieron a 740, 450, 750 y 580 kg/m® (Mezquita Cerezal et al., 2011). Los
valores obtenidos de otros productos en polvo, distan mucho de lo encontrado en este trabajo, sin
embargo, esto es posible dado que el bagazo de cafia de azlcar es un material fibroso, escasamente
denso, lo que conlleva a que la cantidad de material almacenado en el recipiente de extraccion, sea

mucho menor comparado con otras matrices.

1.3.1.4.Porosidad

En términos de la porosidad del bagazo de cafia de azGcar molido, se obtuvo un valor de 0,42;
inferior al obtenido por Alarcén et al., (2006) para este mismo material (porosidad 0,58-0,60). Este
valor de porosidad hallado puede considerarse medio, dado que esta estrechamente ligado a la
forma, el tamafio de las particulas en polvo y su ajuste en un recipiente. El bagazo en cuanto a
tamafio y forma de la particula es heterogéneo, por contar con la presencia de tres componentes
predominantes en su composicion, celulosa, hemicelulosa y lignina (Candida Rabelo et al., 2015),
los cuales hacen que sea dificil ver procesos de aglomeracion entre las particulas, lo que es bueno

para el proceso de extraccién, ya que no habra formacién de canales fijos, por los que pase el CO».

Sin embargo, se debe tener en cuenta que una alta porosidad en el lecho de extraccion puede
reducir el contacto entre el solvente y el componente a ser extraido, causando una perdida en el
rendimiento de extraccion (Da Silva et al., 2016), por lo que se veria necesario, recurrir a una

mayor reduccion de tamarfio para generar polvos mas finos y asi, asegurar menos espacio aireado
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entre cada una ellos y lograr un mayor contacto. A pesar de esto, en el proceso de extraccién por
fluidos supercriticos, el material vegetal se vera sometido a altas presiones, lo que contribuye a

reducir la porosidad, considerada como una condicién indeseable (Loh et al., 2013).

Para este trabajo, no es necesario que la materia prima cuente con tamarios de particula mas
pequefios, para asi, reducir parametros como Da, De y por lo tanto porosidad, ya que es posible
que con tamafios mas reducidos, haya un proceso de compactacion el lecho de extraccién debido
a la presion, lo que implicaria incrementar la resistencia interna de transferencia de masa y

canalizacion dentro del lecho (Hrabovski et al., 2012).

1.3.2. Extraccién de compuestos lipidicos por soxhlet a partir del bagazo de cafa
de azucar

Con el fin de hacer una caracterizacion inicial en términos de fitoesteroles (FE) presentes en el

bagazo cafia de azlcar y asi conocer la cantidad de estos compuestos recuperados mediante la

tecnologia de fluidos supercriticos se realiz6 una extraccion por solventes. El resultado obtenido

en esta seccién es importante, ya que la extraccion por soxhlet es considerada un método de

referencia con el cual se pueden comparar los otros métodos no convencionales que se empleen.

El rendimiento de extracciéon del bagazo de cafia de azlcar obtenido en este trabajo fue de
1,11+0,17%, un valor superior al encontrado en el estudio de Attard et al., (2015) para el bagazo
de cafia de azucar (0,53%) y cercano al de otros residuos de la cafia de azicar como las hojas
(1,6%) vy la corteza (0,8%). Otros autores como Del Rio et al., (2015) en su estudio de extraccion
de fitoquimicos lipofilicos a partir del bagazo de cafia de azicar empleando acetona como solvente,
presentd un rendimiento de 0,9+0,1%, ligeramente inferior al obtenido en este trabajo. Sin

embargo, al comparar el rendimientos de extraccion con otros subproducto de la cafia de azucar
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como la corteza extraida con acetona (1,74%) (Del Rio et al., 2015) y con etanol durante 6 horas
(4,98%) (Feng, Luo, Zhong, et al., 2014), se pueden determinar que las variaciones de estos
resultados reportados por otros autores con respecto a este trabajo, se debe a factores tales como

la polaridad del solvente empleado, parte de la planta, tiempo y temperatura de extraccion.

1.3.3. Extraccién de fitoesteroles con y sin saponificacion a partir del bagazo de
cafa de azucar

Debido a que los FE en la naturaleza se pueden encontrar de forma libre o esterificada (Ferrer

et al., 2017; Valitova et al., 2016) y su proporcion dentro de la planta analizada presenta altas

variabilidades (Phillips et al., 2002) se hace necesario realizar este andlisis, para clasificar si la

mayoria de esteroles encontrados en el bagazo de cafia de azlcar son esterificados o libres; y asi

definir metodologias analiticas y de incorporacion posterior al alimento.

Por tal razén, en la Figura 5, se muestra el efecto que tiene la saponificacién sobre cada uno de
los esteroles analizados, encontrando que, al aplicar el ANOVA a los tratamientos con y sin
saponificacion del extracto obtenido por solventes, no hay diferencias significativas entre estos
(valor P>0,05). Ademas, que la mayoria de FE del bagazo de cafia de azicar empleado en este
estudio, estan de forma libre y no se hace necesario contar con etapas de saponificacion para los

analisis posteriores de estos compuestos.
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Figura 5. Efecto de la saponificacion sobre los FE del extracto obtenido por solvente organico

La mayor diferencia numérica (pero no estadistica) de la cantidad de FE, se aprecia en el B-
sitosterol. Por lo que se puede deducir que en el bagazo de cafia de azUcar el sitosterol se encuentra
en forma esterificada y libre, siendo esta ultima la méas abundante, y el FE mayoritario. Esto es
posible identificarlo en la Figura 6, en la cual se logra apreciar un cromatograma tipico de la
identificacion del campesterol, estigmasterol y sitosterol presentes en los extractos obtenidos a
partir del bagazo de cafia de azUcar, utilizando un GC-MS. Mediante esta identificacidn se procedid

a la cuantificacion de FE presentes en las muestras analizadas.
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Figura 6. Cromatograma de identificacion de los FE cuantificados (Estigmasterol, Campesterol
y B-Sitosterol) en una solucion de mezcla de estandares y en una de las muestras de extracto del

bagazo de cafia de azlcar analizada.

1.3.4. Cinética de extraccion de fitoesteroles a partir del bagazo de cafia mediante

fluidos supercriticos

En los procesos de extraccion por FSC, uno de los pardmetros mas determinantes para encontrar

un punto de equilibrio entre consumo de CO; y la obtencion del compuesto de interés es el tiempo.

Por esta razon se hace necesario realizar una cinética de extraccion de FE antes de continuar con

las posteriores extracciones, fijando el tiempo. Ademas, debido a que los FE son ligeramente

polares (grupo hidroxilo en el carbono 3), se desea analizar si se presentan cambios en el proceso

de extraccion, con y sin adicion de cosolventes como etanol, ya que se ha reportado que la

incorporacion de un modificador favorece la extraccion de compuestos lipidicos (Feng, Luo,

Zhong, et al., 2014), en especial los FE como lo muestra Martins, De Melo, & Silva, (2016), a

partir de la planta lirio acuético.
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De forma general, las cinéticas de extraccion se caracterizan por la presencia de tres periodos:
un periodo de extraccion a velocidad constante (CER- por sus siglas en ingles Constant Extraction
Rate), uno de extraccion a velocidad descendiente (FER- Por sus siglas en inglés, Falling
Extraction Rate) y otro de velocidad baja o controlada por difusion (LER- Por sus siglas en ingles
Low Extraction Rate, 0 DC- por sus siglas en ingles Diffusion-Controlled ) (Da Silva et al., 2015;
Pereira & Meireles, 2010). Estos periodos, pueden ser visualizados en la Figura 7, en la que se
aprecian dos curvas de extraccion de FE a partir del bagazo de cafia de azucar, con y sin cosolvente

a diferentes tiempos y su efecto sobre el rendimiento de extraccion.

Rendimiento de extraccion (%)

0.2 -o- Con co-solvente
0.1 —— Sin Co-solwvente
OO 1 ] ]

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330
Tiempo de extraccion (min)

Figura 7. Cinéticas de rendimiento de extraccion de lipidos presentes en el bagazo de cafia de
azucar, mediante FSC a 200 bar, 40°C, sin y con cosolvente (5% etanol).

De acuerdo a la Figura 7, el periodo CER ocurre antes de la 1 hora de extraccion, en la cual la
mayoria de los analitos que estan presentes en la superficie son extraidos (esto sucede debido a las
células rotas del material vegetal después de la molienda). Por su parte, en el periodo FER, el cual

es mucho maés corto, se puede apreciar mejor en la cinética de extraccion sin solvente; esta etapa
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esta regida por un equilibrio entre la solubilidad y la difusividad de los compuestos. Por Gltimo, se

visualiza el periodo LER es cual es mucho mas largo y continda hasta finalizar las 5 horas.

La mayoria de los compuestos lipofilicos extraidos a partir del bagazo de cafia de azucar, se
encontraron entre los 30 y 60 minutos para las muestras con y sin cosolvente respectivamente, en
los que la transferencia de masa es debido a la solubilidad del extracto con el CO». Varios autores
reportan que en el periodo CER, se extrae entre el 50 al 90% de la cantidad total del extracto y
muchos procesos de extraccion finalizan después de este periodo (Pereira & Meireles, 2010). Sin
embargo, ya que los FE se encuentran principalmente en la membrana celular, y son componentes
de medio-alto peso molecular, se hace necesario continuar con el proceso de extraccion para
obtenerlos de formas mas selectiva. Segln Pereira & Meireles, (2010), la extraccion finaliza
después del periodo CER, excepto en los casos donde un compuesto especifico no sea muy soluble
en el solvente o esté localizado en las estructuras celulares lo cual es mucho mas dificil para

acceder al solvente.

Por otra parte, en la Figura 8, se observan las curvas de extraccion de FE a partir del bagazo de
cafia de azucar a condiciones de presion y temperatura constante variando entre ellas la adicion o
no de cosolvente. La extraccion de FE en ambas curvas con y sin etanol presenta un
comportamiento similar, desde el minuto 30 de la extraccion, los FE empiezan a aparecer en ambas
curvas lo cual significa que antes de ese tiempo el rendimiento de extraccion se debia a la obtencion
de compuestos de bajo peso molecular. Hasta el min 150, la extraccién de FE fue favorecida por
la ausencia de etanol, sin embargo, después del minuto 180 la adicion de etanol favorece la
extraccion de FE. Esto ultimo, puede ser explicado debido a que el grupo hidroxilo de los FE libres,

puede interaccionar mucho mejor con la mezcla etanol:CO2, que solo con el CO., por lo que la
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adicién de cosolventes favorece la extraccion de este tipo de compuestos lipidicos (Feng, Luo,
Zhong, et al., 2014), tal como es analizado por Martins et al., (2016), en su estudio de extraccion

de FE a partir de la planta lirio acuatico (Eichhornia crassipes).
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Figura 8. Cinética de extraccion de FE (campesterol, estigmasterol y sitosterol) a partir del
bagazo de cafia de azucar, mediante la FSC a 200 bar, 40°C, sin y con cosolvente (etanol 5%).

Es asi, como comparando la Figura 7 y Figura 8, es posible observar que los FE no son extraidos
durante el periodo CER, en la cual la transferencia de masa ocurre principalmente por conveccion,
si no principalmente en los periodos FER y LER, etapas caracterizadas por un proceso de
transferencia de masa por difusion los cuales son mas largos y dan un proceso de extraccion a
menor velocidad que en el periodo CER. Ademas, la presencia de cosolventes como etanol mejora
tanto el rendimiento de extraccion, como el contenido total de FE, por lo que, al hacer un balance
entre el rendimiento total y la obtencion de FE, se considera que el tiempo de extraccion 6ptimo
en este estudio corresponde a 210 min, tiempo donde el rendimiento de extraccion se hace

ligeramente constante y el incremento en la cantidad de FE extraidos comienza a detenerse.
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1.3.5. Determinacién de parametros de extraccion sobre el rendimiento de

extraccion y los fitoesteroles totales.

1.3.5.1. Efecto de la temperatura.
La temperatura es uno de los parametros que brinda las caracteristicas a los fluidos supercriticos
y pequefios cambios en esta, después de su temperatura critica, afectan la densidad, difusividad y
viscosidad del fluido (Berk, 2013; Uddin et al., 2015), influyendo asi, sobre el rendimiento de

extraccion y la selectividad de un compuesto.

A una presién constante de 300 bar, sin adicidn de cosolvente y durante 3,5 horas de extraccion,
se evalud el efecto de las temperaturas de 40, 60 y 80 °C sobre el rendimiento de extraccion y los
FE totales (Figura 9). Con respecto a la cantidad de FE obtenida por la variacion de la temperatura
(Figura 9), esta estuvo en el rango de 17,6 — 25,3 mg/g extracto; en este caso, las altas temperaturas
mejora la extraccion de FE, esto se debe a que la difusividad aumenta con la temperatura (Uddin
et al., 2015), causando que la transferencia de FE propiamente desde las membranas celulares del
material vegetal sea mucho mejor. La cantidad de FE obtenidos en nuestro estudio fue mas alto
que el encontrado en otras matrices extraidas por esta misma tecnologia, como en el polen de la
flor de Lotus (7,81 mg/g a 300 bar y 50 °C) (Xu et al., 2011), las semillas de meldn de Kalahari
(6,65-7,83 mg/g a 300 bar y con variacion de temperatura) (Nyam et al., 2011), semillas de rosella
(4,55- 8,12 mg/g a 300 bar vy diferentes temperaturas) (Nyam et al., 2010), entre otras;
considerando el bagazo de cafia de azlcar un subproducto de la industria azucarera, como una

materia prima promisoria para la extraccion de compuestos tales como los FE .

A pesar que la temperatura mejora la extraccion de FE, algunos autores como Martins et al.,

(2016), Xu et al., (2011) y Nyam, Tan, Lai, Long, et al., (2011), sugieren el uso de temperaturas
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bajas con el fin de evitar la degradacion de otros compuestos que se encuentran dentro de la matriz;
ademas las variaciones de temperatura normalmente no tienen una influencia significativa en el
proceso de extraccion de compuestos minoritarios como los FE, tal y como se aprecia también en
este estudio, ya que se encuentran ligeras diferencias en la cantidad de FE extraidos pero no son

significativas estadisticamente.

S 30- -09
3 S
© —l— ~
=] c
5 I T -0.8 :g
2 20- T 8
> 1 F07 %
o T g
L -0.6 o
8 101 I 5
e]

ks L 0.5 %
g &
O 0 T T T 0.4

40 60 80
Temperatura (°C)

Figura 9. Efecto de la temperatura sobre la cantidad de FE extraidos del bagazo de cafia de azicar
(mm) y el rendimiento de extraccion ()

Con respecto al rendimiento de extraccion, este se encuentra entre el 0,53 - 0,82% (Figura 9),
siendo la temperatura mas baja (40 °C) la de mayor rendimiento. Este comportamiento es similar
al estudio realizado por Xu et al., (2011) en la extraccion de FE a partir del polen de la flor de
Lotus, a una presion constante (300 bar) y variando la temperatura, en el cual el rendimiento de
extraccion disminuia con el incremento de temperatura. Este efecto se debe a que al aumentar la
temperatura, la densidad del CO> disminuye, asi como su poder solvatacion y solubilidad con el

extracto (Uddin et al., 2015).
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A latemperatura de 60°C, es posible observar la desviacion en el proceso de extraccion, el cual
se puede deber a la heterogeneidad del material vegetal molido (el polvo obtenido no fue
homogéneo, teniendo en algunas partes ain mas porcién celuldsica que grasa) y a la cantidad de
muestra para hacer la extraccion, ya que entre menos cantidad de muestra se requiera para un
proceso, mas notorias seran las diferencias a las mismas condiciones. Esto nos permite inducir que
a pesar de que el material vegetal a extraer sea molido se requiere de una rigurosa etapa de

mezclado, para asegurar que las desviaciones del proceso no sean tan evidentes.

1.3.5.2. Efecto del flujo de COz2 sobre el proceso de extraccion
El flujo de CO2 es una variable que no influye sobre los parametros termodinamicos del solvente
pero si sobre la transferencia de masa convectiva, asi como en los rendimientos de extraccion (De
Melo et al., 2014). La Figura 10, muestra el efecto del flujo del solvente (6, 8 y 10 mL/min) sobre

la cantidad de FE y el rendimiento de extraccion a los tres niveles evaluados.
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Figura 10. Efecto del flujo de COz sobre la cantidad de FE extraidos del bagazo de cafia de azUcar
(mm) y el rendimiento de extraccion () .
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El contenido total de FE estuvo entre 13,99 - 28,22 mg/g extracto, (Figura 10), valores
superiores a los encontrados por otros autores como Dabrowski et al., (2019), los cuales extrajeron
a partir de las semillas de linaza a 45°C durante 4 h y variando el flujo de CO; entre 6-12 mL/min,
obteniendo una cantidad de FE entre 4,72-7,55 mg/g de aceite; y Nyam et al., (2010) en la
extraccion de estos compuestos a partir de semillas de rosella, con la variacién del flujo (10, 15y
20 mL/min) alcanzando cantidades de FE de 5,0 — 5,30 mg/g de extracto. En nuestro caso a un
flujo de 6mL/min, la cantidad de FE fue de 20,22 mg/g extracto, la mayor cantidad de esteroles
vegetales extraidos, debido a que, a menor flujo, se presenta mayor interaccion entre el solvente

empleado y los analitos de interés.

Por otra parte, el rendimiento de extraccion con la variacion del flujo de CO>, estuvo entre 0,64-
0,83% (Figura 10), valores similares a los encontrados en este estudio con el cambio de las
temperaturas. Los altos flujos del solvente favorecen el rendimiento de extraccién, dado que el
periodo CER puede ser acelerado al agotar el extracto que se encuentra en la superficie de la
particula méas rapido y teniendo tiempos mas largos en los otros periodos de extraccidén que

dependen de la difusion.

De acuerdo a la Figura 10, no hay correlacion entre los flujos altos y bajos de CO2 sobre las
variables de rendimiento de extraccion y cantidad de FE totales; ya que los valores extremos
favorecen esas respuestas, mientras que los intermedios dan una menor respuesta. Este
comportamiento es reportado por otros autores, en el que los niveles intermedios de flujo de CO-
fue el menos adecuado y la variacion en este parametro solo produce ligeros cambios en los FE
(Dabrowski et al., 2019; Nyam et al., 2010). Aunque los valores obtenidos de las variables

respuesta analizadas son ligeramente diferentes, estos no presentan diferencias significativas, por
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lo que el trabajar con un flujo de 6mL/min, puede ser adecuado por presentar mayor viabilidad

econOmica especialmente para procesos industriales.

1.3.6. Extraccion por fluidos supercriticos de fitoesteroles (presién y cosolvente)

El disefio de experimentos fue realizado en los rangos de 200 - 300 bar y de 0 a 10% de
cosolvente (etanol). Los otros parametros como tiempo, temperatura y flujo de CO», se
mantuvieron constantes, segun lo encontrado en los analisis previos (3,5 h, 40°C y 6mL/min,
respectivamente). En la Figura 11, se muestran los extractos del bagazo de cafia de azlcar
(organizados de izquierda a derecha segun las condiciones del disefio de experimentos propuesto)
antes de ser analizados en el GC-MS. En la Tabla 5, se resumen los resultados obtenidos del

proceso de extraccion, para cada una de las condiciones evaluadas.

Figura 11. Extractos obtenidos del disefio de experimentos reconstituidos con cloroformo



62

Tabla 5. Disefio de experimentos para la extraccion de FE por FSC a partir del bagazo de cafia de

aZPUrC:irén Cosolvente (Ij?endimier_lyo Campesterol | Estigmasterol | Sitosterol | FE totales FE totales

(Bar) (%) e extraccion (mglg (mglg (mglg (mglg (mg/100g

(% p/p) extracto) extracto) extracto) extracto) bagazo)
200 0 0,369 2,821 3,336 4,583 10,740 3,960
300 5 0,721 5,290 6,876 12,168 24,333 17,542
300 10 0,636 6,221 7,877 13,927 28,024 17,819
400 10 0,820 4,794 6,181 10,938 21,913 17,966
300 0 0,734 3,742 4,735 8,583 17,059 12,525
300 0 0,835 3,966 5,025 9,953 18,943 15,809
400 5 1,193 5,347 6,863 12,689 24,900 29,714
200 5 0,413 3,130 3,716 5,185 12,030 4,971
400 0 0,916 6,423 8,361 16,091 30,875 28,275
300 5 0,674 5,011 6,309 12,498 22,369 16,644
200 10 0,662 4511 5,586 10,195 20,292 13,436
300 5 0,824 4,537 5,681 10,002 20,221 16,666

El rendimiento de extraccion del bagazo de la cafia de azlcar estuvo entre el rango de 0,37 —

1,19% correspondiendo a las condiciones de 200 bar sin cosolvente y 400 bar con 5% etanol

respectivamente. Las altas presiones mejoran el rendimiento de extraccion (Figura 12a), ya que un

aumento en esta variable permite que la solubilidad del extracto en CO2 sea mucho mas favorable

(Xu etal., 2011) y la densidad aumente, interactuando mejor con todo el material vegetal que esta

en el reservorio. Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los obtenidos por Martins

etal., (2016), en el que los rendimientos mas bajos correspondieron a presiones bajas (0,72%) bajo

las mismas condiciones de nuestro estudio (200 bar y 0% etanol).
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Figura 12. Superficies de respuesta del efecto de la presion (bar) y cantidad de cosolvente (%

etanol) sobre a) rendimiento de extraccion y b) cantidad de FE totales obtenidos del bagazo de
cafa de azucar

Con respecto al cosolvente, la adicién de etanol no presenta un efecto significativo sobre el
rendimiento de extraccién a nivel general. Sin embargo, a baja presién con el aumento de
cosolvente, se observan ligeros incrementos sobre el rendimiento de extraccion pero en altas
presiones, este comportamiento es inverso; este efecto es similar al ocurrido en el estudio de
Martins et al., (2016) en el que encontraron que los altos rendimientos de extraccion
correspondieron a las mayores presiones y niveles de etanol evaluados (300 bar y 5% etanol)
(Martins, De Melo, Sarmento, et al., 2016) en nuestro caso el 5% de etanol y 400 bar fue la mejor

condicidén de extraccion.

En cuanto al contenido total de FE obtenidos del bagazo de cafia de azucar, los valores se
encontraron en el rango de 10,74 a 30,87 mg/g extracto, correspondiente a las condiciones de 200
bar 0% etanol y 400 bar y 0% etanol, respectivamente. El contenido de FE obtenido por la

tecnologia de FSC, concentro aproximadamente tres veces el contenido de FE encontrado por el
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método convencional de extraccion con solvente, esto permite confirmar que, en este estudio, la

extraccion por FSC, es mas selectiva que la convencional.

Por otra parte, en la Figura 12b es evidente el efecto positivo del cosolvente a bajas presiones
proponiendo que la adicidn del cosolvente influye ligeramente, sobre la cantidad de FE extraidos;
esto se debe a que el poder de disolucion del CO2 en estado supercritico aumenta por adicion de
pequefias cantidades de cosolvente, modificando su polaridad y aumentando la solubilidad de las
sustancias mas polares (Berk, 2013), tal como los FE en su forma libre. Sin embargo, es necesario
tener en cuenta que las altas densidades son necesarias para la extraccion de compuestos grandes,
ligeramente polares y poco volatiles (Ahmad et al., 2019) y esto puede ser logrado aumentando la
proporcion de etanol en el COy, pero en este estudio, ese comportamiento no fue detectado en la
extraccion de FE a partir del bagazo de cafia de azUcar ya que a altas presiones y alto contenido de
etanol, las cantidades de FE extraidos fue reducido. Esto sucede ya que, al aumentar la densidad
del CO- durante el proceso de extraccién, otros compuestos de mayor peso molecular que los FE

son separados selectivamente, reduciendo asi la concentracion de los analitos de interés.

Estiamasterol (ma/a extracto)
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Figura 13. Superficies de respuesta de la cantidad de FE individuales obtenidos por FSC a partir
del bagazo de cafia de azlcar; a) Campesterol, b) Estigmasterol y c) Sitosterol en mg/g de extracto

El comportamiento de cada uno de los FE analizados, campesterol, estigmasterol y sitosterol,
se muestran en las Figura 13a,Figura 13b y Figura 13c, respectivamente. El contenido de
campesterol estuvo entre 2,82 - 6,42 mg/g, estigmasterol 3,34 - 8,36 mg/g y sitosterol en 4,58 a
16,09 mg/g de extracto. En todos los esteroles vegetales evaluados, la mejor condicion de
extraccion fue a 400bar y 0% etanol, mientras la menos recomendada correspondié a 200 bar y
0% etanol. A nivel general, las condiciones menos recomendadas para extraccion de FE son las
bajas presiones, sin embargo es posible mostrar que se presenta un aumento significativo tras la
adicién de cosolvente, esto puede ser debido al incremento de la solubilidad particularmente de
compuestos mas polares (Sapkale et al., 2010; Uddin et al., 2015). Sin embargo este efecto no es
detectado a altas presiones, donde la adicién de etanol tiene un efecto negativo sobre los FE, lo
cual se puede ser explicado por el estudio de Martins et al., (2016), quien al adicionar 5% de
cosolvente, pudo determinar que la solubilidad de compuestos polares son significativamente

incrementados, pero la concentracion de FE es reducida.
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También se observa que los tres FE analizados muestran alta afinidad a la adicion de etanol a
baja presion, siendo el sitosterol el compuesto mayormente extraido, seguido por el estigmasterol
y finalmente el campesterol. La composicion de FE en los extractos obtenidos, describe ligeras
variaciones entre los porcentajes de estos, el sitosterol fue el mas abundante (42,67-55,87%), luego
estigmasterol (26,52-30,88%) y campesterol (20,80-26,01%), participacion similar a la presentada
por varios autores (Attard et al., 2015; Feng, Luo, Zhang, et al., 2014; Feng, Luo, Zhong, et al.,

2014; Georges et al., 2006) para la cafia de azucar.

Aunque algunos estudios reportan que la adicion del 5% de etanol en los procesos de extraccion
para matrices como el aceite de canolay el lirio acuatico, mejora la extraccion de FE (Jafarian Asl
et al., 2020; Martins, De Melo, Sarmento, et al., 2016), en este estudio no es posible concluir este
comportamiento en todas las presiones evaluadas, eso puede también deberse al tipo de matriz
usada en este estudio. El bagazo de cafia de azucar es caracterizado por ser una matriz con poca
cantidad de grasa, alto contenido en azucar y fibra (Loh et al., 2013), por lo que la adicion de etanol
dentro de la extraccién, permite una interaccion mediante puentes de hidrégeno, formacion de
complejos de transferencia de carga y uniones dipolo-dipolo, impactando asi la solubilidad
positivamente (Ahmad et al., 2019), de los otros compuestos que forman la matriz y no de los FE

propiamente.

1.3.7. Optimizacion del rendimiento de extraccion y cantidad de fitoesteroles
La optimizacion para la extraccion por FSC de FE a partir del bagazo de cafia de azlcar,

permitio encontrar los mejores niveles de presion y cosolvente para maximizar el rendimiento de
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extraccion (%) y los FE totales (campesterol, estigmasterol y sitosterol) en mg/g de extracto,

mediante la funciéon deseabilidad.

Las condiciones de extraccion Optimas corresponden a presion 400 bar y sin adicion de
cosolvente (valor 6ptimo de la funcion deseabilidad 0,92), con un rendimiento de extraccion de
0,92+0,09 % y 30,87+ 2,21 mg de FE totales/ g extracto. Attard et al., (2015) a sus condiciones de
extraccion (350 bar, 50 ° C, 0% etanol y 4 h) extrajo 50 mg de FE/ g extracto a partir del bagazo
de cafia de azUcar (cultivado en Brasil), un valor mayor que al obtenido en este estudio; estas
diferencias pueden ser explicadas por condiciones climaticas y agronémicas entre los cultivos, ya
que la cantidad de FE cambia con la variedad de la planta y las condiciones de estrés abiotico
(Rogowska & Szakiel, 2020). Por otra parte, al comparar nuestro estudio con la cantidad de FE
obtenidos en otros trabajos se encuentran que Del Rio et al., (2015), reportd 4,44 mg / g extracto
a partir del bagazo de azucar con extraccion con acetona, Asikin et al., (2012) 2,37 - 3,33mg/ g
extracto a partir de la corteza y anillo de la cafia de azlcar extraidos con hexano:metanol y Feng
etal., (2014) 13,50 mg/g extracto a partir de la corteza de la cafia de azlcar extraidos con etanol.
Los valores encontrados en nuestro estudio fueron mayores con respecto a estos Ultimos autores
estas diferencias son posibles debido a factores como parte de la cafia de azlcar, método de

extraccién empleado, condiciones climaticas y solventes empleados, por mencionar algunos.

Con respecto a otras matrices como semillas de rosella (4,97 mg/ g de aceite) (Nyam et al.,
2010), aceite de salvado de arroz (8,78 — 11,21 mg / g)(Mingyai et al., 2018), semillas de tomate
(20,30 mg/g aceite) (Eller et al., 2010), aceite de semilla de kenaf (6,37mg/g) (Mariod, Matthdus,

e Ismail 2011) extraidas por la tecnologia de FSC , para la obtencion de FE, se encuentra una
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mayor cantidad que estas, con lo que se puede proponer que el bagazo de cafia de azlcar es una

buena fuente para obtener metabolitos secundarios como los FE.

1.3.8. Composicion quimica del bagazo de cafia de aztcar obtenido por fluidos
supercriticos.

La Tabla 6, muestra la caracterizacion lipidica del extracto obtenido a las condiciones 6ptimas
de extraccion. Se identifica que el principal grupo de componentes del extracto son los acidos
grasos (saturados e insaturados), en &cidos grasos insaturados, los compuestos de mayor
participacion corresponden al acido linoleico y oleico. La presencia de estos acidos grasos dentro
del extracto tiene un gran interés en la promocién cardiovascular de la salud debido a su funcion
antioxidante y efectos de reduccion de colesterol. La cantidad de acidos grasos insaturados
presentes en este estudio fue mayor que los reportados por Attard et al., (2015) y Del Rio et al.,
(2015) en los que se presentaron cantidades casi despreciables. Por su parte los &cidos grasos
saturados fueron encontrados en menores proporciones que los insaturados y siendo los acidos
hexadecanoico octadecanoico y eicosanoico los mayoritarios, y también encontrados en otros
estudios de componentes lipidicos del bagazo de cafia de azlcar (Attard et al., 2015; Del Rio et
al., 2015), sin embargo, la presencia de los &cidos octacosanoico y triacontanoico que fueron

relevantes en otras investigaciones, no fueron detectados en este estudio.
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Férmula

Clasificacion/Compuesto Sinénimo quimica Area % Area
Acidos grasos saturados
Acido Octanoico Acido caprilico CsH1602 631870
Acido Nonanoico Acido pelargonico CoH1502 886793
Acido Undecanoico Acido undecilico C11H20, 693900
Acido Dodecanoico Acido laurico C12H2402 3621509
Acido Tetradecanoico Acido miristico C14H2502 4117495
Acido Pentadecanoico Acido pentadecilico C15H300 5337689 21,80
Acido Hexadecanoico Acido palmitico Ci6H320 130231688
Acido Heptadecanoico Acido margarico Ci17H340; 4615711
Acido Octadecanoico Acido estearico C1sH3602 83986999
Acido Eicosanoico Acido araquidico CaoH002 14915269
Acido Docosanoico Acido behénico Ca2Hu02 4705061
Acido Tetracosanoico Acido lignocérico CasH1502 5600866
Acidos Grasos Insaturados
Acido Hexadecenoico Acido palmitoleico Ci6H300 15010492
Acido Heptadecenoico Acido margaroleico Ci7H3:0; 2630326 65,38
Acido 9- Octadecenoico Acido oleico Ci1gH340> 49981554
oo adionaica " |Acido linoleico CasHz0; 706938261
Acido Nonandecenoico C19H3602 3296014
Acidos grasos di-
carboxilicos 0,25
Acido Nonanedioico Acido azelaico CoH1604 1817806
Acido Decanedioico Acido sebacico C1oH1504 1100668
Policosanoles
Hexadecanol alcohol palmitilico Ci6H340 13641071
Octadecanol alcohol estearilico Ci1gH330 2162528
1-nonadecanol alcohol nonadecilico C19H100 5775320
Eicosanol alcohol araquidilico C20H420 12034620 7,26
Docosanol - C22H460 5779692
Tetraconasol - C24Hs500 2110165
Hexacosanol - Ca6Hs40 4417336
Octacosanol Alcohol octacosandlico CasHss0 40477827
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Aldehidos

Hexadecanal Palmitaldehido C16Hz20 13094983

Docosanal Docosil aldehido C22H440 1999906

Tetracosanal C24H10 532696 2,26
Hexacosanal Ceraldehido Ca6H=20 3192728

Octacosanal Montanaldehido Ca2sHs60 7235217

Triacontanal C3oHe0O 833155

Fitoesteroles

Campesterol Campest-5-en-3-beta-ol CaHss0 7593798

Estigmasterol i;;g_g}a“a{"zz'die”@" CaoHasO 9474981 2%
B-Sitosterol Ef“gmaSt'5'e”'3'beta' CasH500 18154412

C(?tonas esteroides _ 0.09
Stigmast-4-en-3-ona Sitostenona C29H1s0 1070553

Otro de los compuestos predominantes en el extracto fueron los policosanoles, con una
participacion del 7,25%, valor que se encuentra entre el rango reportado en la revision de Singh et
al., (2015) de 2,5 a 80% sobre el perfil fitoquimico de la cafia de azlcar. El octaconasol es el
principal policosanol de la cafia de azlcar, en el estudio de Asikin et al., (2012) su participacion
estuvo entre 50 al 80% dentro de este grupo. Es de destacar, que los policosanoles son ampliamente
buscados, ya que tienen varias aplicaciones potenciales y la mas notable es la prevencién y el
tratamiento de varias condiciones relacionadas al sistema cardiovascular (Attard et al., 2015),

demostrando efectos antihipercolesterolémicos y actividad antitrombética (Singh et al., 2015).

En general la composicion del extracto obtenido en este trabajo difiere un poco al reportado por
otros autores con respecto a la participacion de diferentes grupos de compuestos. En el caso del
estudio presentado Attard et al., (2015), en la extraccion de bagazo por FSC (50 °C, 350 bar, flujo
de 40g/min durante 4 horas) se identificaron &cidos grasos (11%), alcoholes (29,4%), aldehidos

(41,2%) y fitoesteroles (7,3%). Sin embargo la composicion de los principales lipidos identificados
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en el extracto de acetona del bagazo de cafia de azucar por Del Rio et al., (2015), fueron dominados
por aldehidos (48%) y alcoholes grasos (23%) con menores cantidades de acidos grasos (10%) y
cetonas esteroides (14%). EIl contenido de los compuestos, varia dependiendo del solvente
empleado, condiciones ambientales, del cultivo (variedad, ubicacion, tiempo de cosecha,

temporada de cultivo y cosecha)(Del Rio et al., 2015) y método de extraccion.
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1.4. Conclusiones parciales
La caracterizacion inicial del bagazo de cafia de aztcar seco y molido, presenté un tamafio de
particula promedio de 0,85 mm; angulo de reposo de 30° y porosidad 0,42, lo que determina que
este material no presenta propiedades de aglomeracion y cohesividad, teniendo adecuado

comportamiento para el proceso de extraccion por FSC.

Al realizar el proceso de saponificacion se encuentra que, las diferencias entre la cantidad de
FE de formas libre y esterificada (9,23+0,74 y 10,45+1,43mg/g, respectivamente) del bagazo de
la cafia de azUcar no son significativas, por lo que el extracto es tratado como una fuente de FE en

forma libre, omitiendo etapas de saponificacion para la cuantificacion de FE.

De los parametros analizados para la extraccion por FSC, se plantea que el tiempo de extraccion
de 210 min (3,5 h), es apropiado para un equilibrio entre el rendimiento de extraccion y la cantidad
de FE extraidos; ademas, tanto la temperatura como el flujo de CO2 no afectaron de manera

significativa las variables respuesta de este estudio.

El uso de cosolvente, mostré tener un efecto positivo sobre los FE (individuales y totales), solo
a las bajas presiones estudiadas (200bar); ya que a la mayor presién (400 bar), el etanol, tuvo un

comportamiento negativo, reduciendo la selectividad de los mismos.

La interesante composicion quimica del extracto obtenido por FSC a partir del bagazo de cafia
de azucar (FE, policosanoles y acidos grasos insaturados), 1o hace una fuente promisoria para la
salud cardiovascular; ademas, dada la abundancia del subproducto, su bajo costo como materia
prima y propiedades encontradas, puede ser usado como ingrediente de valor afiadido en las

industrias cosmetica, farmacéutica y de alimentos.
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2. ENCAPSULACION DE FITOESTEROLES
2.1. Marco Teorico

2.1.1. Solubilizacion de fitoesteroles

Los esteroles vegetales (fitoesteroles), se encuentran en todas las plantas y productos vegetales,
su mayor concentracion se halla en aceites y sus derivados (Lin et al., 2016), pero la importancia
de su estudio radica en los beneficios en la salud que han sido demostrados con evidencias
epidemioldgicas, y el principal esta relacionado a la reduccion del riesgo de enfermedades
cardiovasculares, ya que un consumo de 0,5-3 g/dia de FE permite disminuir entre el 8-15% el
colesterol LDL en las personas (Ferguson et al., 2016; Katan et al., 2003; Kohler et al., 2017; Ras

etal., 2013; Rocha et al., 2016).

A pesar que los FE, presentan propiedades en la reduccion de la absorcion del colesterol, su uso
en diferentes matrices ha sido limitado por sus altos puntos de fusién, baja solubilidad y un sabor
calcico (Chaudhari et al., 2014; Izadi et al., 2012; Meng et al., 2012; Tolve et al., 2019) afectando
no solo las caracteristicas organolépticas del producto final (Vaikousi et al., 2007), sino también
restringiendo su adecuada funcionalidad en el organismo ya que la estructura cristalina de los FE
(en forma libre)(Bernal et al., 1940; lIzadi et al., 2012; Ostlund, 2004), reduce su solubilidad en

medio gastrointestinal y por ende su biodisponibilidad (McClements, 2012).

Algunas estrategias empleadas para mejorar la solubilidad de los FE en diferentes matrices se
apoya en procesos de esterificacion, lo que reduce su punto de fusion y aumenta la solubilidad en
aceites (Chaudhari et al., 2014; Moran-Valero et al., 2012); molienda, la cual reduce el tamario de
los cristales y mejora su dispersion (Perlman, 2009) y encapsulacion (Di Battista, Ramirez-Rigo,

& Pifa 2018; Comunian & Favaro-Trindade 2016; Tolve et al. 2020). En estos dos altimos



74

procesos, los cambios fisicos de los FE libres afectan su estructura, haciéndolos amorfos y/o
rompiendo la cristalinidad. Algunos autores citados en el VII Congreso Argentino de Ingenieria
Quimica por Di-Battista et al., (2013) indican que cuando las formulaciones en polvo de FE poseen
tamafios < 50 um no otorgan sensacion arenosa en el paladar, ademas cuando son < 25 pum

favorecen la absorcion en las micelas intestinales.

2.1.2. Técnicas de encapsulacion

El principal objetivo de la encapsulacion en tecnologia de los alimentos es proteger compuestos
sensibles de la humedad, oxidacidon, temperaturas o a condiciones extremas durante el
procesamiento, con el fin de mejorar su vida Util (Fang & Bhandari, 2010), controlar la liberacion
de compuestos activos (Gonnet et al., 2010), enmascarar diferentes atributos, como sabores
indeseables, contribuyendo con la calidad organoléptica y funcional (Santos & Meireles, 2010,
Nedovic, Kalusevic, Manojlovic, Petrovic, & Bugarski, 2013) y/o mejorar la solubilidad de
diferentes ingredientes, los cuales debido a su estructura cristalina, no son dispersables facilmente
en algunas matrices (Dima et al., 2015; McClements, 2012). Entre las diferentes técnicas para
encapsular se encuentran secado por atomizacion, gelacion idnica, coacervacion, complejos
(Comunian & Favaro-Trindade, 2016), liposomas y emulsificacién, entre otras (Parra Huertas,

2010); un breve compendio se presenta en la Tabla 7.



Tabla 7. Métodos de encapsulacion mas comunes, ventajas \

y desventajas de su uso
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Meétodos _,de Agentes encapsulantes | Principio activo Factores a tener Ventajas Desventajas Referencias
encapsulacion en cuenta
Répido Compuesto a| (Celli et al,
Temperaturas, Bajo costo de | encapsular en la | 2015;
Polifenoles condiciones de operacion superficie, Dordevic et
Gomas (goma arébiga), . L operacion del Aumento de la | haciéndolo al., 2014;
. o aceites, proteinas, - . e . . ;
Secado por | almidones modificados . equipo, vida atil  del | susceptible a la | Ezhilarasi et
-, . . carotenoides, - .
aspersion 0 hidrolizados y robibticos emulsiones, producto degradacion al., 2013)
proteinas (gelatina) P ’ relacion principio | Facil de operar y | Costo del equipo
sabores, olores L
activo: escalar
encapsulantes Control de forma
y tamafio
Facil de operar y | Expulsa el | (Celli et al.,
escalar compuesto 2015;
Pardmetros de Rapldoy_seguro encapsulado Dordevic e'F
L <, Reproducible durante el | al,, 2014;
I - Vitaminas, operacion del g . .
Enfriamiento Basados en lipidos roteinas eqUipo Econdmico almacenamiento. Nedovic et al.,
por aspersion (solidos o liquidos) proteinas, quipo, Alto rendimiento | El producto | 2013)
probidticos temperatura de btenid
fusion obtenido es
insoluble en agua,
limitando
aplicacion.
Alta retencion de | Alto consumo de | (Celli et al.,
volatiles energia 2015;
Compuestos Rehidratacion del | Largos tiempos de | Ezhilarasi et
e, . . Temperaturas y . .
Liofilizacion -No Aplica- termo sensibles y (eSIoNes producto procesamiento al., 2013;
aromas P Mayor vida Gtil Formacion de | Nedovic et al.,
estructuras porosas | 2013)
Costoso
. Pigmentos, Velocidad de Flexibilidad con | Requiere un | (Celli et al.,
. Celulosa, almidones, R . . )
Recubrimiento . sabores, pulverizacion, el | diferentes proceso previo | 2015;
proteinas y gomas. - X . .
por lecho . . conservantes, contenido de materiales a | (particulas ya en | Dordevic et
- Alta viscosidad, o . 2.
fluidizado h—_ vitaminas y agua, el flujo, encapsular. polvo), esféricas y | al., 2014)
térmicamente estables . .
minerales humedad y con buena fluidez.
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con capacidad de temperatura del Trabaja a bajas | Aglomeracién  de
formacion de pelicula. aire temperaturas particulas
Facil de elaborar | Proceso costoso (Celli et al.,
Eficiente Requiere  secado | 2015;
Sales y alcoholes, . . . : .
. . Tipo y cantidad Usado para | previo Ezhilarasi et
Coacervacion Polimeros compuestos . ,
: de polimeros productos de alto al., 2013;
hidrosolubles .
valor agregado Nedovic et al.,
2013)
Biodegradables Inestabilidad (Celli et al.,
Compuestos lino Temperaturas de | Biol6gicamente | durante el | 2015; Gonnet
Liposomas Lipidos (fosfolipidos) mpues! P transicion, tipo de | inertes almacenamiento etal., 2010)
e hidrofilicos o . O
lipido Bajo rendimiento
de encapsulacion
Compuestos Aumenta la | Costoso (Nedovic et
Complejos de | ~. . ~OmpL Agitacion, solubilidad  de | Poco empleado al., 2013; Parra
) .. Ciclodextrinas lipofilicos, .
inclusion . temperaturay pH | moléculas Huertas, 2010)
sensibles al calor P
lipofilicas
Encapsulan Puede requerir un | (Dordevic et
grandes proceso de secado. | al., 2014;
Compuestos lipo | Tipo de emulsion, goncentrauones Proceslo dificil de Elzhllara5| e'F
Emulsificacion | Lipidos e hidrofilicos, | velocidad de e compuestos, - controlar al, -~ 2013;
ArOMaS sabor,es aditacion Alta estabilidad | Costoso Nedovic et al.,
’ g Tamarfio de gotas 2013)
pequefias
Se puede escalar
Compuestos . No usa | Baja produccion (Dordevic et
s Parametros de . s
. hidrofilicos, - temperaturas ni | Poca  estabilidad | al., 2014),
. Polimeros con alta . operacion, P L -
Extrusion o bacterias, b solventes quimica y mecénica | (Yanniotis et
viscosidad viscosidad, L
levaduras, g - Econdmico al., 2013)
. tension superficial
enzimas
Bajas Rendimientos y | (Ezhilarasi et
. Polimeros con ayuda del ., temperaturas eficiencias  bajas, | al., 2013,
Fluidos . o, Compuestos Presion,
- fluido supercritico . Poco wuso de|poco control de | Santos &
supercriticos termo sensibles temperatura ~ .
(COy) solventes tamafio y | Meireles,
organicos morfologia 2010)
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A pesar que son varias las metodologias existentes para encapsular tanto compuestos lipofilicos
como hidrofilicos, en la Tabla 8, se muestran las técnicas que se han empleado para la

encapsulacién especifica de los FE.

Tabla 8. Técnicas empleadas para la encapsulacion de FE, comparacion entre sus eficiencias y

tamarios de particula

Tamafo
Técnica Pais Agentes encapsulantes | EE (%) | Particula | Referencias
(Lm)
Mezcla de FE
Complejo  de : Hidroxi-propil-beta- (Meng et al.,
inclusion China | ciclodextrina 47-98 ) 2012)
Etanol
Algl_nap de SOd,'O (Fujiwara et
Gelacion . Alm'don de maiz al., 2013)
i Brasil Quitosano 90 1400 N
i6nica - .
Estigmasterol (aceite de
canola)
Mono vy diglicéridos de
. esteres de 4cido lactico (Izadi et al.,
Iran FE-comerciales NR 11,18 2012)
Aceite
Fitoesterol (Vegapure) i
Grecia | Aceite de girasol NR 2-3 (Moschakis et
al., 2017)
Tween 20
Aceite de maiz (Cercaci et al
Italia Polioxietileno lauril éter NR 0,2-0,3 B
. - 2007)
L Estandar de fitoesterol
Emulsion —
Lecitina de soya
Proteina aislada de soya A
Espafia | Proteinas lacteas NR NR (Alvarez-Sala
. etal., 2016)
Grasa lactea
Fitoesterol (Lipohytol®)
Caseinato de sodio
Almidoén de maiz (Chen et al
China Octenil succinato NR 0,26-0,38 "
: . 2016)
Aceite de girasol
B-sitosterol
Lecitina soya o huevo
. Estados | Mezcla de FE (Spilburg,
Liposomas Unidos | Ciclosporina 20 4-45 2006)
Maltodextrina




Lecitina de soya esteres de (Wang et al
Canadad | fitoesterol  (aceite de | 15-35 0,15-0,4 g B
! 2017)
girasol)
. Esfingomielina (Yu et al,
China | gy sterol 87 0.2 | 2014)
Ergosterol (hongo .
China | Flammulina velutipes) 71 0,1 %'13) et al,
Lecitina de soya
Material encapsulante:
Secad mezcla de grasa vegetal Alvim et al
e]‘f"’? 0 tpor Brasil | hidrogenada y 4cido| NR | 13,8-322 gOl‘gm et al.
enfriamiento estedrico. Mezcla de FE )
(Vegapure)
FE en polvo
Goma arabiga (Di-Batista et
. Maltodextrina al., 2017; Di-
Argentina Lauril sulfato de sodio y 20-50 1 51-131 Battista et al.,
Tween 20 2013, 2015)
Proteina aislada de soya
China- | Fibra de maiz soluble (Chen et al
Nueva | Aceite de pescado 98 10 2013) B
Zelanda | Esteres de fitoesterol
Limoneno
Secado por Caseinato de sodio
aspersion . Maltodextrina (Shy-Kai et
Malasia Lecitina de soya 7 NR al., 2013)
FE (semillas de Kenaf)
FE (Phytopin)
_ Prot_ema aislada de suero 3.9-25.8 (Tolve et al,
Italia Inulina 25 2019)
Quitosano
Tween 80
Carboximetilcelulosa
. Maltodextrina 51,1 (Lim &
Malasia Lecitina de soya NR Nyam, 2016)
FE (semillas de Kenaf)
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EE: Eficiencias de encapsulacion; NR: No reporta

De la tabla anterior, se pueden observar que varias técnicas de encapsulacion se han podido
adaptar para ser empleadas con compuestos como los FE, de las cuales las que méas se han

empleado, son la encapsulacion por liposomas, emulsion y secado por aspersion; destacando los
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liposomas para un uso cosmético y farmacéutico; mientras que las emulsiones y el secado por

aspersion con aplicaciones directamente en alimentos.

2.1.2.1. Secado por aspersion
El secado por aspersion es una operacién unitaria por la que una solucion liquida se convierte
en un polvo ligero y poroso en poco tiempo; este proceso involucra etapas de concentracion,
atomizacion (condiciones de evaporacion), contacto de las gotas de la emulsidn con el aire, secado
de las gotas (evaporacion del agua) y la separacion del producto final (Berk, 2013; Dordevic et al.,
2014; Li & Jasti, 2006; Patel et al., 2009). El resultado es un producto en polvo, de buena calidad,
baja actividad acuosa (microbiolégicamente estable), facil de transportar, almacenar y soluble en

agua (Ezhilarasi et al., 2013; Murugesan & Orsat, 2012; Patel et al., 2009; Tonon et al., 2008).

Es una de las técnicas de encapsulacion mas empleada en la industria de los alimentos, para
proteger compuestos lipofilicos (Celli et al., 2015; Murugesan & Orsat, 2012; Parra Huertas,
2010), tales como FE (Comunian & Favaro-Trindade, 2016; Di Battista et al., 2018), dado que
puede emplear agentes encapsulantes naturales, econdmicos y su velocidad de produccion es
rapida (Dordevic et al., 2014). Entre los aspectos relevantes a controlar en el secado por aspersion
de FE, se han destacado el uso de surfactantes, proporciones de agentes encapsulantes y
condiciones de operacion, como temperatura de secado, las cuales afectan el rendimiento del
proceso, la eficiencia de encapsulacién y el tamafio de particula (Di-Battista et al., 2015; Shy-Kai

etal., 2013; Tolve et al., 2019).

2.1.3. Agentes encapsulantes empleados en secado por aspersion
Los méas empleados en la industria de los alimentos corresponden a gomas, lipidos, almidones

modificados, proteinas, dextrinas, entre otros. La variedad de agentes encapsulantes varia como se
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pudo apreciar en la Tabla 8, en la segunda columna, proporcionando diferentes eficiencias de

encapsulacién y para diferentes componentes de mezcla.

Para la presente tesis se utilizaron: Goma arabiga, maltodextrina y proteina aislada de soya.

» Goma arabiga, es un complejo heteropolisacarido, con una estructura altamente ramificada
(cadena principal de unidades de D-galactopiranosa unido por enlaces B -D-glicosidico y
cadena lateral formada con estructuras quimicas variables desde D-galactopiranosa, L-
ramnosa, L-arabinofuranosa y acido D-galacturénico unidos a enlaces B de la cadena
principal) (Gabas et al., 2007). La goma arabiga es muy empleada para la encapsulacion
de compuestos hidrofobicos por sus propiedades de capacidad emulsificante,
estabilizadora, formadora de pelicula, retencion de sustancias volatiles, efectiva proteccién
contra la oxidacion, baja viscosidad en alta concentracion (importante para facilitar el
bombeo y mejorar la productividad del proceso) (Comunian and Favaro-Trindade 2016;
Gabas et al. 2007). La goma arabiga es caracterizada por que posee un comportamiento de
fluido Newtoniano (Tonon et al., 2011).

» Maltodextrinas: Son obtenidas por hidrolisis &cida y/o enzimatica del almidén, compuestas
por unidades de D-glucosa unidos por enlaces a-1-4 glucosidicos (Gabas et al., 2007). El
nivel de hidrolisis es el indicativo del valor de equivalentes de dextrosa-DE-, entre mayor
sea el valor DE mas alto es el nivel de hidrolisis, menor peso molecular y mayor caracter
higroscopico (Nurhadi et al., 2016; Castro et al., 2016). Con respecto a sus propiedades
tecnoldgicas, las maltodextrinas son formadoras de peliculas y agentes texturizantes, las
cuales retardan la cristalizacion, mejora la estabilidad de la vida util, son altamente solubles

en agua (Castro et al., 2016), reducen la higroscopicidad de los polvos y son adicionados
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como ayudantes para el proceso de secado (Gadelha-Moreira et al., 2009) con las ventajas
econOmicas, alta solubilidad y baja higroscopicidad (Caliskan & Dirim, 2016); sin
embargo, algunas veces suele ser limitada por sus caracteristicas hidrofilicas y débiles
propiedades mecénicas y de barrera (Zhang et al., 2019).

Proteinas: Entre sus propiedades tecnolégicas se destacan la capacidad de emulsificacion
y gelificacion, haciéndolas adecuadas para la encapsulacion de compuestos bioactivos
(Chen et al., 2006; Xue et al., 2020; Reineccius, 2019); ya que las proteinas globulares
(huevo, soya y suero), son rapidamente absorbidas en la interfase de la emulsién, donde
son semi-agregadas y forman membranas continuas y homogéneas alrededor de las gotas
de aceite a través de interacciones intramoleculares de lamina P, haciendo que se
proporcione una barrera electrostatica contra la floculacién y coalescencia (Chen et al.,
2006). Particularmente con la proteina de soya, se cuenta con grandes ventajas como su
bajo aporte de sabor, bajo costo, alto valor nutricional y propiedades hipocolesterolémicas
(Acosta-Dominguez et al., 2016), ademas de ser considerado como seguro (GRAS) (Chen
et al., 2006); es un componente alimenticio natural que es degradable por las enzimas
digestivas (Molina Ortiz et al., 2009). Para la proteina de soya aislada (PAS) (contiene un
90% de proteina), sus mayores componentes son la globulina 7s o b-conglicinina y la
globulina 11s o glicinina (Acosta-Dominguez et al., 2016; Mansour Hefnawy & Ramadan,
2011), lo que hace que en el proceso de secado el calentamiento despliegue la proteina para
posterior gelificacion con el enfriamiento (Xue et al., 2020), facilitando la incorporacion
de FE. Sin embargo, a pesar que las peliculas de PAS son buena barrera contra el oxigeno
y el dioxido de carbono, con alta permeabilidad al vapor de agua, son hidrofilicas y con

tendencia a absorber agua (Lee et al., 2005).
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El mejoramiento de las caracteristicas poco favorables de la PAS, han sido estudiada por
diferentes autores, quienes han demostrado que mediante la mezcla de polisacéridos como la goma
fenogreco (Mansour Hefnawy & Ramadan, 2011), goma arabiga (Lia et al., 2015), dextrinas
(Diftis & Kiosseoglou, 2006), o hemicelulosa (Wang et al., 2017) las interacciones formadas entre
proteinas-polisacaridos mejoran las propiedades de ambos, por lo que la mezclas de estos agentes

encapsulantes ha sido sugerida durante la microencapsulacién (Lia et al., 2015).
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2.2. Metodologia

2.2.1. Preparacion de la emulsion de alimentacion

El tipo de emulsion a secar corresponde a aceite en agua (O/W), en la cual, la fase dispersa esta
constituida por el extracto obtenido por FSC a partir del bagazo de cafia de azucar y por aceite de
soya comercial (vehiculo con FE: B-sitosterol 62%, campesterol 18% y estigmasterol 19%); la
proporcion empleada corresponde a una relacion 1:1 (extracto:aceite). La mezcla de la fase
dispersa fue homogenizada en un ultraturrax T 50 basic (IKA, Campinas, Brasil), en tres ciclos de

1 min a 3500 rpm cada uno.

Los agentes encapsulantes empleados fueron maltodextrina Maltrin® M200 (Grain Processing
Corporation (GPC)), goma arabiga (Willy Benecke) y proteina aislada de soya (Cargill®), con los
cuales se realiz6 un disefio de mezclas simplex-centroide (Tabla 9), para conocer asi las

proporciones adecuadas para el estudio.

A partir del procedimiento de Di Battista, Constenla, Ramirez-Rigo, & Pifia, (2015) con algunas
modificaciones, se mantuvo la proporcién de agentes encapsulantes: mezcla aceite-extracto 3:1,
los agentes encapsulantes fueron dispersados en 200 mL de agua destilada a 50°C, bajo agitacion
magnética por 30 min. Posteriormente, en agitacion constante se adicion6 como surfactante 1% de
Tween 20®y la fase oleosa, manteniendo este movimiento durante 5 min mas. Pasado este tiempo,
la emulsion formada fue homogenizada mediante un ultraturrax a 5000 rpm, por 10 min y llevada

al secador por aspersion.
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Tabla 9. Disefo de mezcla simplex-centroide de la composicion de agentes encapsulantes para las
emulsiones de alimentacion en secado por atomizacion de FE

Formulaciones PAS (%) | GA (%) | M (%)
Formulacion 1 (F1) 100 0 0
Formulacion 2 (F2) 50 50 0
Formulacion 3 (F3) 16,67 66,67 16,67
Formulacion 4 (F4) 50 0 50
Formulacion 5 (F5) 0 50 50
Formulacion 6 (F6) 0 100 0
Formulacion 7 (F7) 33,33 33,33 33,33
Formulacion 8 (F8) 0 0 100
Formulacion 9 (F9) 16,67 16,67 66,67
Formulacion 10 (F10) 66,67 16,67 16,67
Formulacion 11 (F11) 100 0 0
Formulacion 12 (F12) 0 100 0
Formulacion 13 (F13) 0 0 100
Formulacion 14 (F14) 50 50 0
Formulacion 15 (F15) 50 0 50

PAS: Proteina aislada de soya, GA: Goma arabiga; M: Maltodextrina

2.2.2. Disefio de experimentos-produccion de microparticulas

El proceso de secado fue realizado en un secador por aspersion Mini Spray Dryer B-290 (Bichi
Labortechnik) en co-corriente y las condiciones de operacion fueron tomadas de Di-Batista,
Constenla, Ramirez Rigo, & Pifia, (2017), con algunas modificaciones: temperatura de entrada
165°C, flujo de aire de atomizacion 42mm, flujo de alimentacion 10% y aspirador 80%. Durante
la aspersidn, la emulsion estuvo en agitacién magnética constante a 500 rpm. Una vez terminado
el proceso las microparticulas fueron guardadas en bolsas con selle hermético, en oscuridad y en

un cuarto de humedad y temperatura controlada hasta sus analisis.
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2.2.3. Caracterizacién de microparticulas obtenidas por secado por aspersion

Una vez realizado el secado de todas las formulaciones propuestas en el disefio de mezclas, se
hizo una caracterizacion que incluyd rendimiento de secado, eficiencia de encapsulacion,
humedad, actividad de agua, solubilidad en agua y tamafio de particula; para de esta forma,

encontrar las proporciones mas adecuadas de los agentes encapsulantes.

2.2.3.1. Rendimiento de secado (%6RS)
Se realizo por gravimetria y fue calculado como la relacién entre el producto recuperado y la

cantidad de sélidos que contenia la emulsion antes del proceso de secado (Ecuacion 3).

Ecuacién 3. Rendimiento de secado

O%RS = Cantidad de producto en polvo recuperado despues del secado (g) 100
T Cantidad de s6lidos en la emulsién (g) X

2.2.3.2. Eficiencia de encapsulacion (%EE)

Para conocer este valor se tuvo en cuenta la méas adelanteexpresion

Ecuacion 4. Eficiencia de encapsulacion

% EE — Contenido de FE incorporado en las microparticulas (mg) 200
¢ ™™~ Contenido de FE presentes en el extracto oleoso antes del secado (mg) x

El contenido de FE incorporado en las microparticulas, se determind de la siguiente forma: se
tomaron aproximadamente 250 mg del polvo y se suspendieron en 1mL de la mezcla hexano:éter
de petroleo (1:1), la cual fue agitada por 1 min en vortex a 3000 rpm. La fase organica fue separada
por centrifugacion a 4000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante almacenado en un recipiente
aparte (el proceso de lavado se realizé por duplicado, para asegurar que no hubiese presencia FE

en la superficie de las particulas). El precipitado de las microparticulas lavadas fue secado bajo
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corriente de nitrogeno, se adicion6 1 mL de agua destilada caliente (70°C), se agit6 por 1 miny
fue llevado a bafio ultrasonico (60 °C durante 20 minutos) para asegurar la ruptura de las capsulas.
El proceso de extraccion de los lipidos se realizé con la mezcla hexano:éter de petroleo (1:1), de
forma similar que el proceso de lavado, se tomo la fase orgéanica y fue secada con nitrogeno. Los
lipidos extraidos, fueron almacenados a 4°C, en oscuridad hasta su posterior andlisis por

cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).

2.2.3.3. Humedad
Un gramo del producto en polvo fue colocado en un analizador de humedad (HB43-S, Mettler

Toledo International Inc.), como fue propuesto por Bustos-Garza et al., (2013).

2.2.3.4. Determinacion de la actividad de agua (Aw)
Esta medida fue realizada mediante la técnica de sensor de punto de rocio, usando un Aqualab-

3 3 (Decagon Devices Inc., Pullman) a 24 °C y por duplicado.

2.2.3.5 Solubilidad
La solubilidad, segiin European Pharmacopeia, (2014) se refiere a un volumen aproximado de
solvente (mL) por masa de soluto (g). Para este pardmetro, un gramo de cada formulacion
evaluada, se dispersd en agua destilada (pH 7,0 a temperatura ambiente) bajo agitacién constante
de 100 rpm y cada 5 min se adicionaron 100 uL de agua hasta completar su disolucion (si después
de 5 min habia precipitacion, se adicionaban otros 100 pL, hasta solubilizar completamente la

formulacion en polvo). El resultado se expresé como g de polvo/mL de agua.



87

2.2.3.6. Tamafio de particula
Mediante la técnica de difraccion de luz dindmica, empleando un equipo mastersizer 2000
(Malvern Instruments Ltd.), se determind la distribucion del tamafio de particula de las

formulaciones.

2.2.4. Optimizacion

La funcion deseabilidad fue usada para la optimizacion de maltiples respuestas, encontrando
asi, el valor deseado para cada una de las variables dependientes analizadas (rendimiento de
secado, eficiencia de encapsulacion, actividad de agua, humedad, solubilidad y tamafio de
particula), maximizando o minimizando sus valores, de acuerdo a la mejor mezcla de agentes
encapsulantes. Una vez, la prediccion de la mezcla se realizo, se hizo un nuevo secado el cual fue
caracterizado, con todos los pardmetros anteriormente mencionados, ademas de analizarle su

morfologia y cristalinidad.

2.2.4.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de los agentes encapsulantes y formulacion 6ptima se evalu6 mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM-por sus siglas en inglés—Scanning Electron Microscopy)
usando un JSM 6490 LV (Jeol, Japdn) a 20kV. Las muestras se fijaron en una cinta de grafito, las
cuales fueron recubiertas con una delgada capa de oro (Au) (Denton vacuum Desk IV) y se emplea

el detector de electrones secundarios para evaluar la topografia de las muestras.

2.2.4.2. Difraccion de rayos X
Los ensayos se realizaron en el difractometro de Rayos X (DRX) Malvern-PANalytical Modelo

Empyean 2012, con detector Pixel 3D y fuente de Cu (A=1.541874) a 45kV y 40mA; Goniémetro:
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Omega/2 theta y configuracién de la plataforma: Reflexién Transmision Spinner con giros de 4s.

El paso fue de 0,05° y un tiempo por paso de 52s. El rango de anélisis fue de 5-80°.

2.3.5. Analisis estadisticos
Estos fueron llevados a cabo en el software Statgraphics Centurion, utilizando la comparacion
multiple de la prueba de Tukey, se establecié como significancia estadistica un valor p< 0,05 con

un porcentaje de confianza del 95%.



2.3. Resultados y discusion

2.3.1 Caracterizacion de las microparticulas

89

La Tabla 10, recopila la caracterizacion realizada a las formulaciones en polvo obtenidas segln

el disefio de experimentos planteado, para este objetivo.

Tabla 10. Caracterizacion de las microparticulas de FE del diseno de mezcla simplex-centroide

Fogirg:'a' (f,f) EE (%) Auw Humedad (%) SO('S})H':Sad TS;EE;I?
F1 40,67 | 48,85+3,15ab |0,439+0,021abcde| 10,240+1,736a | 0,19+0,002ab | 28,10+5,66a
F2 54,09 | 8356+6,96ac | 0,370+0,016a |8,990+0,389abhc| 0,96+0,046¢ [23,10+1,55ahc
F3 60,02 | 66,62+2,99ad | 0,378+0,015a |8,580+0,113abc| 0,94+0,086¢ | 28,50+2,97a
F4 41,66 | 92,341 7cdef | 0,474+0,005bc | 7,850+0,389bc | 0,47+0,020d | 26,900 71a
F5 28,03 |23,180 +9,10bf | 0,408+ 0,006ac |7,7400,177abc| 0,98+0,039c | 11,90+1,13bc
F6 76,92 | 64,03£9,10aeg | 0,402+0,002a | 9,560+0,148ad | 0,99+0,048¢ [21,90+2,83ahc
F7 55,74 | 49,66+9,28afh | 0,438+0,002a | 8,320+0,120a | 0,97+0,034c | 15,50+0,79c
F8 41,08 |32,46+8,83bdgh | 0,581+0,062d | 6,020+0,336bc | 1,05+0,035¢ | 24,00+1,27ac
F9 38,17 | 50,33+10,12af | 0,364+0,009a | 6,420+0,081c | 0,98+0,020c | 24,80+1,13ac
F10 20,19 | 27,56+8,08bh | 0,457+0,001c | 9,20040,237a | 0,50+0,005d |18,00+4,18abhc
F11 38,78 [33,23+14,76bdgh| 0,485+0,035¢ | 8,480+0,230a | 0,19+0,010a | 26,50+4,38ac
F12 68,01 | 50,42+12,81bg | 0,369+ 0,013ac | 9,630+0,615a | 0,97+0,020c | 25,40+4 24ac
F13 41,14 |37,33+6,69bdgh | 0,390+0,002a | 6,210+0,039bc | 1,12+0,102¢ |21,50+1,13abc
F14 4130 | 74,01+321lae | 0,420+0,006a | 1,780+0,202 | 0,81+0,098¢ |21,30+1,84abc
F15 32,74 |60,61+3,80bdgh | 0,511+0,013b | 8,310+0,940hd | 0,41+0,008bd| 27,80+1,63"

RS: Rendimiento
corresponden al promedio + desviacion estandar. Letras iguales, indican no hay diferencias significativas,
segun la prueba de Tukey por comparaciones mdultiples (P<0,05)

2.3.1.1. Rendimiento del proceso de secado (%RYS)

de secado, EE: Eficiencia de encapsulacion, Ay: actividad de agua. Los valores

Las formulaciones secas presentaron rendimiento entre el 28 al 76%, donde el mas bajo

correspondio a F5 (GA:M —50:50) y la mas alta a F6 (100% GA). Con respecto al uso de la PAS,

esta no tiene un efecto significativo sobre el parametro evaluado, como se aprecia en las

formulaciones 2 y14 (F2 y F14) las cuales ademas son réplicas del disefio. El efecto de cada uno
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de los agentes encapsulantes empleados sobre la variable rendimiento de secado es posible

visualizarlo en la superficie de respuesta estimada de la Figura 14a.
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Figura 14. Superficie de respuesta estimada para a) rendimiento de secado y b) eficiencia de
encapsulacién de las formulaciones en polvo segun el disefio de experimentos propuesto con los
agentes encapsulantes PAS (Proteina aislada de soya), GA (Goma arabiga) y M (maltodextrina)
En el trabajo realizado por Di Battista, Constenla, Ramirez-Rigo, & Pifia, (2015), la
encapsulaciéon de FE empleando GA y M en relacién 3:1, obtuvo un rendimiento del proceso de
aproximadamente 65%, un valor superior al compararlo con los resultados de este estudio, ya que
la formulacion donde se emplearon estos Unicos agentes encapsulantes (F5, GA:M, proporcién
1:1) presento6 el mas bajo rendimiento (28,03%), resultado que no se esperaba dado que la adicion

de la M durante el proceso de secado puede mejorar el rendimiento del proceso (Zhang et al.,

2018), pero esto no se vio reflejado.

Con respecto a las formulaciones que contienen goma ardbiga (GA), se observd que su
incorporacion mejora el rendimiento cuando se adiciona en cualquier porcentaje (incluso mas del
16%), como es el caso de las formulaciones F2, F3, F6, F7, F12 y F14 (estas dos ultimas como

réplicas del disefio de experimentos) con rendimientos de 54,09; 60,02; 76,92; 55,74; 68,08 y
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41,4%, respectivamente. Estos rendimientos, se pueden explicar por el hecho de que la GA forma
soluciones con baja viscosidad en altas concentraciones, facilitando el bombeo en el equipo y
mejorando la eficiencia del proceso (Comunian & Favaro-Trindade, 2016), caso contrario de lo
que sucede con la PAS (proteina aislada de soya), la cual provee alta viscosidad haciendo el

proceso de secado menos eficiente (tanto en rendimiento como en tiempo).

2.3.1.2. Eficiencia de encapsulacion (%EE)

La EE de las formulaciones (Tabla 10) se encontraron entre 23,18 £ 9,10% (F5) y 92,34 + 1,7%
(F4). Comparando estos valores con el estudio de Di-Batista et al., (2017), al emplear M y GA
como materiales encapsulantes, a condiciones similares de secado, ellos tuvieron EE entre 53,65
91,03%, valores superiores a los obtenidos en este estudio. A pesar que se considera que la M es
buena como ayudante para el secado, grandes cantidades de este material no mejora la EE, ya que
no tiene buena capacidad para formacion de peliculas ni buena capacidad emulsificante, tal como
la GA y la PAS. Esta puede ser una de las razones del porqué la EE de las formulaciones que

contienen M son menores, en este estudio.

Las formulaciones con mayor EE corresponden a F2, F3, F4, F6, F14 y F15 con 83,56+6,96;
66,62+2,99; 92,34+1,7; 64,03+9,10; 74,01+3,21 y 60,61+3,80%, respectivamente. Si bien, estas
formulaciones presentan diferencias numéricas, no son estadisticamente diferentes entre ellas;
ademas se puede determinar que las formulaciones con mayor EE, tienen en comin el agente
encapsulante PAS (excepto F6 con 100% GA); lo cual sugiere que la PAS posee buena capacidad
de emulsificacién, solubilidad en agua y formacién de pelicula (Molina Ortiz et al., 2009),
caracteristicas importantes para que un material pueda retener en su interior compuestos como los

FE.
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Segun la Figura 14b, no se aprecia ningun comportamiento claro entre la EE y los agentes
encapsulantes evaluados; sin embargo, se puede observar que la interaccion entre la PAS y la GA
parecen tener un mejor efecto sinérgico con respecto a las otras mezclas. Esto se debe a que cuando
se mezclan las propiedades tanto de la PAS como de la GA en una solucion, el producto resultante
puede tener caracteristicas de ambos encapsulantes, tal como se evalla en el estudio de Mansour
Hefnawy & Ramadan, (2011), en el que las propiedades fisicoquimicas de la PAS y de la goma de
alholva, interaccionan entre si, mejorando la actividad estabilizante y emulsificante, permitiendo
asi incrementar la calidad de la emulsion de alimentacién antes del proceso de secado. Ademas en
el proceso de solidificacion, las mezclas de proteina-goma, forman enlaces covalentes e
interacciones electrostaticas polianion — polication entre estos 2 polimeros (Mansour Hefnawy &
Ramadan, 2011), lo que podria explicar que en la red formada con estos materiales, se pueda

almacenar una mayor cantidad de FE (mejorando la EE).

Un factor a tener en cuenta tanto en los parametros de RS y EE, es la adicion de surfactantes,
debido a que, al reducir la tension superficial, mejora la dispersion de la fase oleosa y con ello, la
estabilidad de la emulsién. Este comportamiento es posible verlo en el trabajo de Di-Battista et al.,
(2015), en el que la EE obtenida con M y GA estuvo en el rango de 10-50%, siendo la mejor
cuando se adiciona un 2% de SDS (siglas en inglés, Sodium Dodecyl Sulfate — dodecilsulfato de
sodio) como surfactante; y el RS disminuye cuando las proporciones de surfactante es bajo. Eso
podria sugerir que la adicion de 1% de Tween fue poco para este trabajo y la incorporacion de
agentes encapsulantes con baja capacidad emulsificante tal como la M pudo haber afectado el RS
y EE (la insuficiente cantidad de surfactantes adicionados en la emulsion, no redujo lo suficiente
la tension interfacial en las fases preparadas); ademas al poseer mayor cantidad de surfactantes

dentro de la emulsion de alimentacion, se reduce el tamafio de particula en esta, favoreciendo



93

procesos de encapsulacion, debido a la relacion inversa que se presenta entre EE y tamafio de gota

en suspension (Di-Battista et al., 2015).

2.3.1.3. Actividad de agua y humedad

Estos dos parametros son importantes porque contribuyen a determinar condiciones de
almacenamiento y estabilidad en los productos secos. EI Aw (actividad de agua, sigla en inglés
“activity of water”), se define como la cantidad de agua disponible para que un microorganismo
(m.o.) pueda crecer y hace referencia a la estabilidad microbioldgica de un producto, asi que
valores por debajo de 0,6 (Comunian & Favaro-Trindade, 2016) permiten asegurar una mayor vida
atil, con respecto a la calidad microbioldgica. Todas las formulaciones evaluadas estuvieron entre
el rango de 0,364 £ 0,009 a 0,581 * 0,062, encontrandose en el rango de poca cantidad de agua
disponible para que los microorganismos se reproduzcan facilmente. El valor mas alto de Aw,
corresponde a la F8 (100% M), lo que representa que es posible que esta formulacion con el
tiempo, pueda presentar un mayor crecimiento microbiano con respecto a las otras. Por otra parte,
la F9 (PAS:M:GA) corresponde al menor valor de Aw determinado en este estudio (0,364+0,009),
con valores similares estadisticamente a F1, F2, F3, F5, F7 y sus respectivas replicas.

El porcentaje de humedad de las muestras evaluadas se encuentran entre 1,780+0,202 y
10,240+1,736%, valores que corresponden a F14 y F1, respectivamente. En este parametro, la
maltodextrina posee un papel muy importante, debido a su poca capacidad de absorcion del agua
comparada con las proteinas y las gomas. Se hace importante resaltar que la cantidad de
equivalentes de dextrosa (DE), presentes en la M es fundamental tanto para los parametros de Aw
como de humedad (el caracter higroscopico de la M aumenta cuando lo hacen los DE), por la
presencia de un gran numero de polisacaridos de alto peso molecular (Castro et al., 2016).

Tambien, las maltodextrinas segun su DE, tiene un gran numero de ramificaciones con grupos
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hidrofilicos, y puede absorber facilmente la humedad del ambiente (Negrao-Murakami et al.,

2017).

En el caso de las formulaciones con PAS, estas presentan un alto contenido de humedad, ya que
las peliculas formadas con este material proporcionan limitada resistencia a la transferencia del
vapor de agua debido su conformacion hidrofilica (Lee et al., 2005). Se conoce ademaés que, el
mecanismo predominante de la penetracion de liquidos dentro de alimentos en polvo es mediado
por las fuerzas capilares, sin embargo la absorcién del agua puede ocurrir por mecanismos de

fuerzas electrostaticas, fuerzas osmaticas y fuerzas capilares (Acosta-Dominguez et al., 2016).

Al comparar el resultado del proceso de secado de los FE con otros compuestos bioactivos como
la luteina, encapsulada con M, GA y almidon modificado (AM), a una temperatura de aire de
secado de 185°C, se encuentra que los valores de Aw estuvieron entre 0,12 a 0,33 y la humedad
entre 4,21 a 9,01%, (Alvarez-Henao et al., 2018). La diferencia de valores con los obtenidos en
este trabajo se deben a varios factores, como los agentes encapsulantes empleados y la alta
temperatura de secado, ya que al presentarse un gradiente alto de temperatura (T° de secado y de
alimentacion), se genera una gran fuerza de evaporacion (Tonon et al., 2008), haciendo mas
efectiva la eliminacién de agua, en el producto final. También, Negrao-Murakami et al., (2017)
evaluaron el efecto de los DE de la M sobre las propiedades fisicoquimicas del extracto de yerba
mate concentrado secado por aspersion a temperaturas de 150°C y obtuvieron que la M con 20
DE, present6 un Aw de 0,126 + 0,004 y humedad de 3,33 + 0,10%, valores por bajo de todas las
formulaciones presentadas en este estudio, sin embargo esta diferencia es posible debido al tipo de

extracto empleado, el cual es mas acuoso y a la humedad del ambiente trabajado (~ 79%).
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2.3.1.4. Solubilidad.

Los valores de solubilidad encontrados en este estudio estan en el rango de 0,19+0,002 g/ mL
(F11, 100% PAS) a 1,12+0,102 g/mL (F8,100% M), lo cual muestra que la PAS, requiere mas
cantidad de agua que las otras formulaciones para poder solubilizarse totalmente. Dado que el PI
(punto isoeléctrico) de la proteina se encuentra entre un pH de 4,3 a 4,8 (Vingerhoeds & Harmsen,
2004), y el solvente empleado para esta prueba tiene un pH de 7,0, su solubilidad deberia ser alta;
sin embargo, hay que tener en cuenta que las proteinas forman geles, en los cuales retienen agua,
y la capacidad de retencion del agua para la PAS varia entre 30-50g agua/ 100g proteina (De Luna
Jiménez, 2006), lo que implica que inicialmente el agua adicionada formara una red tridimensional
que permite retener diferentes compuestos, que posteriormente debera hinchar hasta el punto de

romper el gel para solubilizar adecuadamente la PAS.

Segun la Farmacopea (European Pharmacopeia, 2014) en términos de solubilidad, las
formulaciones realizadas se pueden clasificar en solubles (F1y F11), facilmente solubles (F5 =
F9=F7=F12 = F2 = F6 = F3 = F14> F10> F4> F15) y muy solubles (F8 y F13). Estas tltimas,
corresponden a aquellas en las que se requiere menos de 1 mL de agua para solubilizarse
completamente y ademas en su composicion presentan 100%M; esto era de esperarse debido a que
este agente encapsulante tiene la mas alta capacidad de dispersion en agua (con respecto a los otros
dos agentes encapsulantes empleados), por estar constituida de polimeros de glucosa, los cuales
son muy solubles en agua. En general, la alta solubilidad de la M contribuye a una significante
disminucion de la viscosidad de las gotas favoreciendo el proceso del secado desde la emulsion

(Zhang et al., 2018).
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En el resultado obtenido por Molina Ortiz et al., (2009), en la encapsulacion de caseina
hidrolizada con PAS, la solubilidad estuvo entre 0,867+0,059 y 0,949+0,011 g/g de agua,
resultados similares a las formulaciones que estaban constituidas con PAS y GA, en alguna
proporcion, como lo son F2, F3, F7, F9, F10 y F14 que mostraron una solubilidad entre 0,81 +

0,098 a 0,98 + 0,020 g/ mL de agua.

En la Figura 15a, es posible determinar que la PAS juega un papel importante en la solubilidad
de las microparticulas, ya que cuando la cantidad de PAS aumenta, la variable solubilidad es
afectada; sin embargo, se presenta un aumento en la solubilidad de las particulas de PAS al estar
mezclada con la M y GA, esto se debe a que al reducir la cantidad de PAS, también lo hace su
capacidad de retencién de agua, ademas es de esperar que ocurran cambios en la conformacion de
la proteina, haciendo que sea mucho mas hidrofilica. Si bien, en las formulaciones donde sélo la
PAS y M fueron usados la solubilidad tuvo un valor medio, las mezclas de PAS con GA
proporcionaron una mayor solubilidad; lo que sugiere que hay mayores interacciones entre la PAS
con GA y el extracto encapsulado que con la M. Entre los estudios que ayudan a entender este
fendmeno, se encuentra el realizado por Mansour Hefnawy & Ramadan, (2011), en el cual, la
mezcla de la goma de fenogreco y la PAS, mejord la solubilidad de la proteina inhibiendo su
precipitacion y también permitié aumentar la estabilidad en pH de 3 a 9 mediante la formacion de
enlaces covalentes. Otro estudio, fue el realizado por Diftis & Kiosseoglou, (2006), en el cual uno
de los objetivos de su trabajo consistié en evaluar de la capacidad de emulsificacion de la proteina
de soya y su mezcla con dextrinas en diferentes proporciones, como resultado se obtuvo que la
formacion de enlaces covalentes tales como los enlaces disulfuro entre los agentes usados
permitieron mejorar la solubilidad de las proteinas asi como la estabilidad de la emulsion O/W

posteriormente preparada; sin embargo la inadecuada incorporacion de la proteina y polisacaridos
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dentro de la mezcla hacia que la solubilidad de la proteina no fuera buena, apareciendo problemas

de floculacion con la proteina o de cremacion en presencia solamente de polisacaridos.

PAS=100

Solubilidad

M=100

Figura 15. Superficie de respuesta estimada para la solubilidad (a) y tamafio de particula (b), de
las formulaciones secas

2.3.1.5. Tamafio de particula

Este es uno de los parametros mas importantes cuando se realiza un proceso de secado, ya que
contribuye a la caracterizacion de procesos de encapsulacion, comportamiento en almacenamiento,
facil manipulacion, incorporacién dentro de matrices alimentarias y subsecuentemente a las
evaluaciones de biodisponibilidad. De acuerdo a la Tabla 10, las microparticulas obtenidas
estuvieron en un rango de 11,90 + 1,13 a 28,50 £ 2,97 um, correspondientes a la F5 (GA:M) y F3
(PAS:GA:M), respectivamente. Los tamafios obtenidos, fueron mayores que los encontrados en
los trabajos de Di Battista et al., (2015), que estuvieron entre 6,8 - 8,9 um, cuando usaban GA:M
(relacion 3:1), con 1% de Tween 20 y en el de Di-Batista et al., (2017), con variacion de 6,1 — 16,7
pum, empleando los mismos agentes encapsulantes de su estudio anterior (M:GA proporcién 1:3)
pero con adicion de 2% de SDS; lo que podria sugerir que el tamafio de particula de los productos

en polvo, se afectan por la cantidad y el tipo de surfactante empleado.
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En el caso de la F13 (M al 100% con 20 DE), el tamafio de particula fue de 21,50 £+ 1,13 um,
mientras en el estudio realizado por Negrao-Murakami et al., (2017), con el mismo agente
encapsulante fue de 12,37 + 1,57 um, para el extracto de yerba mate; estas diferencias son posibles
debido al tipo de extracto encapsulado, ya que el de yerba mate tiene una naturaleza mas hidrofilica
(polifenoles encapsulados) que con el extracto de bagazo de cafia de azucar, por lo que la emulsion
de alimentacion y por ende el secado, pudo haber sido mucho mejor optimizados en el estudio de

Negrao-Murakami y colaboradores.

Por otra parte, la importancia de determinar el tamafio de particula de los productos en polvo
se asocia a que se pueden hacer mejores suposiciones de cdmo podria comportarse un ingrediente
en una matriz y en el cuerpo con el tiempo; puesto que las particulas de mayor tamafio liberan sus
componentes encapsulados mucho mas lento y por un periodo de tiempo prolongado, mientras que
las particulas mas pequefias introducen mejoras en varios factores bioadhesivos, como una mayor
fuerza adhesiva y tiempo de transito gastrointestinal (Chen et al., 2006). En el caso de la
encapsulacién con FE, los tamafios de particula pequefios mejoran la dispersion en el medio
acuoso, contribuyendo a mejorar la solubilidad, lo que es posible establecer una relacion directa
entre estos dos parametros (solubilidad y tamafio de particula); si el tamafio de particula del
extracto de FE encapsulados se reduce, su solubilidad mejora, debido a la gran capacidad de

solvatacion de las formulaciones con el medio acuoso.

De acuerdo a la Figura 15b, la presencia de PAS en la formulacién permite obtener los mayores
tamafos de particula, por lo que su incorporacion afecta visiblemente este parametro. Esto se puede
explicar, ya que las proteinas globulares (como la PAS) tienen la capacidad de formar particulas

con tamafos entre 40 nm a 2 mm, dependiendo de las condiciones a las cuales son preparadas
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(Chen et al., 2006). Los mayores tamarfios de particula, se presentan cuando la PAS interactla con
M (que cuando lo hace con la GA), el aumento en el tamafio de las formulaciones que contienen
PAS, esta relacionada con su propiedad de alta higroscopicidad, dado que, al aumentar la

proporcion de proteina, el tamafio también lo hace significativamente.

2.3.2. Optimizacion de los agentes encapsulantes

El objetivo de utilizar la metodologia de superficie de respuesta para un proceso de
encapsulacién es encontrar entre las variables independientes definidas (agentes encapsulantes) la
mezcla éptima de estas, que proporcionen los mejores valores para las variables respuesta, de
acuerdo a lo que se desea. Especificamente, en el proceso de secado de FE hay pocos estudios que
proveen lo que podria ser una mezcla 6ptima de agentes encapsulantes tales como PAS, GAy M,
que brinden una caracterizacion adecuada de los productos en polvo en términos de RS, EE, Aw,

humedad, solubilidad y tamafio de particula.

Para encontrar la optimizacién de la funcion deseabilidad fue necesario maximizar el
rendimiento de secado, eficiencia de encapsulacion y solubilidad; y minimizar el resto (Aw,
tamano de particula y humedad), debido a que el proceso de almacenamiento es importante en los
productos en polvo y se requieren que sean las de menor valor para garantizar un adecuado tiempo

de vida util, evitando principalmente contaminacion microbioldgica.

En la Figura 16, es posible distinguir la interaccion de cada uno de los agentes encapsulantes
analizados con el fin de optimizar la funcion deseabilidad. La M dentro de la formulacion no
proporciona una ventaja para optimizacion de los parametros, por lo que se puede inferir que éste
podria ser el menor componente con las condiciones de optimizacion de los agentes encapsulantes.

En cuanto a la proporcion de solo proteina con M, parecen ser la menos favorable. Sin embargo,



100

una relacion cercana entre el valor de deseabilidad es encontrado cuando se trabaja con goma

ardbiga y bajas proporciones de proteina.

PAS=100
0,8

0,6

0,4

Deseabilidad

0,2

0
GA=100 T

M=100

Figura 16. Superficie de respuesta para la optimizacion de las variables independientes

La Tabla 11, muestra la proporcion de los agentes encapsulantes a emplear que maximizan la
funcidon deseabilidad para el proceso de secado por aspersion de FE extraidos a partir del bagazo
de cafia de azucar, en el que el modelo propuesto para la optimizacion con respecto a la funcion
deseabilidad, se adapta en un 76,33%. Por otra parte se puede apreciar en la misma tabla, los
valores predichos para la funcion segun la optimizacion y los valores reales obtenidos, después del
proceso de secado con la mezcla de agentes encapsulantes propuesta, encontrando que el valor real
obtenido del parametro evaluado después del proceso de optimizacién, es similar al de prediccion,
lo cual permite determinar que el ajuste por el software estadistico fue adecuado y los resultados

obtenidos después del analisis de cada una de las variables es relevante.
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Tabla 11. Condiciones Optimas para la encapsulacion de FE a partir del bagazo de cafia de azUcar.

Valores tedricos y reales.

Variables Valores Tedricos Valores Reales

Proteina aislada de soya (%) 21 -

Goma arabiga (%) 78 -

Maltodextrina (%) 1 -

Rendimiento de secado (%) 62,40 65,51
Eficiencia de Encapsulacion (%) 71,30 73,64
Actividad de agua 0,389 0,390
Humedad (%) 7,219 9,275
Solubilidad (g/mL) 1,017 0,98
Tamafio de Particula (um) 22,9 23,7

Enlas Figurallay 17 b se pueden observar la apariencia del extracto de FE tanto en emulsion

como el producto ya seco, con las proporciones optimas de agentes encapsulantes determinadas

en la tabla 11.

a.

Figura 17. Emulsion de alimentacion antes de ingresar al secador por atomizacion extracto:
agentes encapsulantes (a) y producto seco (b)

b

La optimizacién permite verificar que el uso de PAS en la formulacién puede mejorar algunas

caracteristicas evaluadas y su uso fue necesario para la el proceso de encapsulacién de compuestos

lipofilicos como FE; sin embargo, debido a que las proteinas de soya son compuestas de una
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mezcla de albuminas y globulinas, el 90% de las cuales son proteinas con estructura globular y
contienen 18 aminodcidos, incluyendo aquellos de grupos funcionales polares tales como,
carboxilos, aminos e hidroxilos (Tian et al., 2018), ellos pueden ser capaz de reaccionar
quimicamente con la estructura de la GA, mejorando la solubilidad de los FE en agua y

permitiendo una mejor incorporacion de estos dentro de la red creada.

Una ventaja de la optimizacion, es la participacion de la PAS debido a que las proteinas
globulares son resistentes a la pepsina, la cual ataca principalmente enlaces peptidicos, pero es
completamente degradada por la pancreatina, manteniendo el total liberado del compuesto
bioactivo (Chen et al., 2006). Sin embargo, para un proceso de biodisponibilidad a futuro es muy
adecuado contar con este material encapsulante, dado que este permite la completa liberacion del
extracto de FE (microencapsulado) en el intestino delgado, lugar donde ejercen su principal

funcién.

Es de resaltar que con los parametros de optimizacion encontrados, el tamafio de particula fue
de 23 um, menor al indicado para favorecer la biodisponibilidad de FE (25 um) dentro de las
micelas intestinales (Di-Battista et al., 2013, 2015) ya que estas particulas, pueden ser facilmente

atacadas por las sales biliares, favoreciendo procesos de bioactividad posteriores.

2.3.3.1. Microscopia electronica de barrido (SEM) y difraccién de rayos-X
La formulacion optima fue caracterizada con otros dos parametros adicionales, los cuales
corresponden a SEM para conocer su morfologia y rayos X para conocer si hubo alguna
modificacion de la estructura cristalina lo cual permitira justificar si hay una mejora en su

solubilidad.
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En las figuras 18a, 18 b y 18c, se aprecian la morfologia de los agentes encapsulantes
empleados en este trabajo, GA, My PAS, respectivamente. La GA, presenta una superficie rugosa
con hendiduras, pero sin rupturas y ligeramente redondeada; la M, posee una estructura
completamente amorfa pero lisa; diferente a la superficie de la PAS, la cual presenta una forma
esférica, no porosa y lisa (tipica de las proteinas globulares). Sin embargo, al observar la figura
18d, correspondiente a la formulacion optima de extracto de FE secado por aspersion, se aprecia
una forma amorfa, que no presenta caracteristicas particulares de los agentes encapsulantes
empleados, por lo que se puede indicar que hay una adecuada integracion fisica entre los materiales
encapsulantes y los FE que pudo haber ocurrido tanto en el proceso de emulsificacion como en el

de secado.

206V X2,500 10um 20kV  X2,000 10pm

20KV X4,000 Spm 20kV  X8,000 2pm

Figura 18. Micrografias SEM de agentes encapsulantes empleados en el secado de extracto de FE
y formulacién optima secada por aspersion. a) GA; b) M; ¢) PAS y d) Formulacién 6ptima.
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También, se puede determinar que la presencia de hendiduras en la formulacion optima (figura
18d), se debe a la presencia de GA, y no a una temperatura elevada de secado o alta humedad en
la muestra que permitiera que el alto vacio empleado en el equipo hiciera aparecer las formas con
cavidades. Por otra parte, se puede resaltar que el proceso de secado por aspersion redujo el tamafio

de las particulas, si se compara con el didmetro de los agentes encapsulantes solos.

Una parte importante es que los FE libres, poseen una estructura altamente cristalina, y de alli
surge la dificultad de dispersarlos en matrices alimentarias, por lo que se sugieren diferentes
técnicas para reducir su cristalinidad y aumentar la interaccion con diferentes medios. En la figura
19, se aprecian los patrones de la difraccion de rayos X de la formulacion éptima y de los agentes
encapsulantes, los cuales indican que no hay naturaleza cristalina en la formulacion obtenida, ya
que los patrones caracteristicos de los FE corresponden a puntos fijos 4,96 °, 15,16 °, 18,6 °, 18,9°,
21,5° y 22° (Di Battista et al., 2018; Vaikousi et al., 2007); la no presencia de estos en el
difractograma, ni de alguno otro fijo permite determinar que la formulacion 6ptima tiene una
estructura amorfa; lo cual se puede comparar con el resultado de la micrografia anteriormente
obtenidas, desde su morfologia. La cristalinidad de los FE y su baja solubilidad en aceite y en agua
son factores limitantes para su incorporacion en diferentes matrices alimentarias (Chaudhari et al.,
2014); con lo cual al interrumpir la cristalinidad se mejora la dispersion de estos y permite tener

mas aplicacion en alimentos (Moschakis et al., 2017).
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Figura 19. Difractogramas de los agentes encapsulantes y la formulacion optima

Por otra parte, la formulacion éptima al presentar las caracteristicas de cada uno de los agentes
encapsulantes, es posible inferir que el método encapsulacion usado permite no solamente una
integracion fisica sino también una integracion estructural entre los agentes encapsulantes

empleados.
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2.4. Conclusiones parciales

Las emulsiones de alimentacion para el secado por aspersion elaboradas con los agentes
encapsulantes (GA, PAS y M) y extracto de FE obtenido a partir del bagazo de cafia de azucar,
presentaron una viscosidad inferior a 300 cps, lo que permitié que todas las emulsiones fueran

secadas, contando con rendimientos en el proceso entre 28 -76%.

La interaccion GA con M, proporcionaron las mas bajas EE, mientras la mezcla de PAS con
GA o M, ofrecian mejores EE, sugiriendo que la M en este estudio no es adecuado para la
encapsulacion del extracto a pesar de su capacidad de formacidn de pelicula; sin embargo, la PAS,
un agente emulsificante poco empleado en los secados, debido a su buena capacidad emulsificante,

proporciond mejor encapsulacién del extracto.

Los pardametros de Aw y humedad, obtenidos en este estudio correspondieron a rangos de 0,36
a0,58y 1,7 a10,2%, respectivamente; valores que, a pesar de ser ligeramente altos en comparacion

con otros estudios, permiten ser considerados microbiol6gicamente estables.

La solubilidad se vio altamente afectada no solo por el tamafio de particula de los productos en
polvo, sino también por el material encapsulante empleado, demostrando que las menores
solubilidades correspondieron a la PAS, mientras que las que contenian GA y M, fueron las

mejores debido a su capacidad de disolucién y poca capacidad de formar gel.

Mediante el disefio de mezclas planteado, se logré maximizar la funcion deseabilidad en un
76%, indicando que la combinacion de agentes encapsulantes que el programa propone ajusta la
optimizacion de todas las variables respuesta analizadas en dicho porcentaje; el cual es

corroborado al realizar un secado a las condiciones propuestas.
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3. INCORPORACION DE FITOESTEROLES EN MATRICES LIQUIDAS -

BEBIDAS DE FRUTAS
3.1.Marco Teorico

3.1.1. Alimentos funcionales

En los Gltimos afios, se ha visto la necesidad de ofrecer a las personas, alimentos que vayan mas
alla de solo satisfacer un requerimiento bioldgico de nutrir (Valenzuela et al., 2014); que puedan
ayudar a la prevencion de enfermedades relacionadas con la nutricion y el mejoramiento del
bienestar fisico y mental (Agriculture and Agri-Food Canada, 2009; Sir¢ et al., 2008), generandose
asi un concepto gue se encuentra ampliamente difundido, el de alimentos funcionales. Aunque no
se encuentra una definicion Unica aceptada para estos, se podria simplificar en que su consumo
ademas de una nutricion basica, genera beneficios para la salud y/o reduccion de riesgo de
enfermedades (Gilbert, 1997; Sarmiento Rubiano, 2006; Sir¢ et al., 2008). Lo anterior puede ser
logrado mediante la adicién de ingredientes funcionales que se emplean para dar valor agregado a
los alimentos, entre los cuales se destacan los compuestos bioactivos, como acidos grasos,
carotenoides, tocoferoles, polifenoles, FE y vitaminas liposolubles (Marsanasco et al., 2015),
minerales, prebidticos, probidticos y fibras, entre otros, los cuales se pueden encontrar e incorporar
en alimentos como bebidas, cereales, productos de panaderia, carnes, huevos (Siré et al., 2008),

entre otros.

Una forma de prevenir el aumento de las enfermedades en la poblacién es influyendo en su
alimentacion, proporcionandoles alternativas de productos que se encuentren en el mercado, y que
puedan ayudar a prevenir, disminuir o controlar el riesgo de padecer alguna enfermedad.
Revisando evidencias que muestren alternativas disponibles en el mercado de alimentos que

promueven la salud, se encuentra un estudio realizado por Duran y Valenzuela, en el afio 2010, de
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cémo ha sido la distribucién de los alimentos funcionales en el mercado (Durdn C & Valenzuela
B, 2010). Cabe destacar que la mayor proporcion de estos que se encuentran en el mercado estan
dirigidos a una mejora en la salud gastrointestinal, mientras los alimentos relacionados a la
prevencion de enfermedades cardiovasculares pasan a segundo plano, destacando asi, como solo
un pequefio segmento del mercado se encuentra dirigido al control del colesterol; razén por la cual
la presente investigacion cobra relevancia en atencion a la prevalencia del riesgo cardiovascular

en el incidencia de muertes en el &mbito mundial.

3.1.2. Bebidas de frutas y su crecimiento

El consumo de bebidas refrescantes en el mundo ha venido en crecimiento en los Gltimos afos,
en esta categoria se resaltan el agua en botella, bebidas carbonatadas, energéticas y para
deportistas, jugos, te y cafe. Productos que hasta el 2018, han proporcionado ventas de mas de
USD 805.7 billones y de las cuales los jugos se encuentran en el tercer lugar con ventas superiores
alos USD 129 billones, precedidos del agua (USD 210 billones) y las bebidas carbonatadas (USD
296 billones) (Euromonitor, 2018). No obstante, la tendencia a la reduccion de azucares y calorias
se hace cada vez més fuerte no solo a nivel mundial, sino también en Colombia, donde las
tendencias, para el afio 2016 analizando las preferencias de los consumidores se basaron en los
productos 100% natural, aquellos con adicion de vitaminas o fibra, bajas calorias y adicién de
azucar (Euromonitor Internacional, 2017a, Euromonitor, 2018). Estas tendencias se puede estar
marcando debido a las estrategias que ha implementado el gobierno para la reduccion de algunos
problemas de salud publica como la obesidad (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2005), que

es considerada un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
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Ademas, en Colombia se estimd un aumento en el consumo de bebidas refrescantes del 28%
(Euromonitor Internacional, 2017b), en especial en el segmento de jugos naturales, debido a las
preferencias del consumidor por cuidar su salud (Euromonitor Internacional, 2017b; Salazar,
2017). En vista a esto, Colombia se ha destacado por la gran produccién de frutas que se cultivan
y exportan tales como las exdticas (gulupa, maracuyd, uchuva) y las tropicales (mango y pifia)
(Ruiz Rico, 2020), pero de estas frutas su consumo interno es bajo y puede ser costoso para que
sea accesible a toda la poblacion. No obstante, al mirar toda la cadena fruticola, es posible
distinguir que el sector de los citricos, ha venido en aumento y es uno de los mas consumido en el
pais (Orduz- Rodriguez, 2020), a su vez, de estos, el cultivo naranja se ha destacado, ocupando
més del 47% en plazas de mercado (Ministerio De Agricultura y Desarrollo Rural, 2019) y
prefiriendo su consumo en fresco o en bebidas (Orduz- Rodriguez, 2020), a pesar de esta Gltima
se encuentre internamente poco tecnificado y no aporte valor agregado a la cadena fruticola. Por
lo que adicionar ingredientes funcionales a estas bebidas puede ser beneficio para el desarrollo de

la region.

3.1.3. Estabilidad de los fitoesteroles en matrices alimentarias
Los FE son estables y microbioldgicamente inertes; muestran estabilidad a diferentes valores
de pH durante el almacenamientos en periodos mayores a 1 afio (Chaudhari et al., 2014; Raju et
al., 2013), sin embargo, son inestables a altas temperaturas (>100°C) y en presencia de oxigeno
(Chaudhari et al., 2014; Soupas, 2006; Tolve et al., 2020). Esto se debe a la presencia de

insaturaciones en el C-5y en el acido graso con el que fue esterificado el FE (Scholz et al., 2015).

La estabilidad de los FE en bebidas se muestran en algunos estudios como el presentado por

Gonzalez-Larenaetal., (2012), quien evalu6 el contenido de FE adicionados en 3 matrices liquidas
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(bebida con leche y jugo de frutas, bebida de frutas y leche) durante 6 meses a diferentes
temperaturas (4, 24 y 37 °C), concluyendo que no hubo ningin cambio en el contenido de FE
durante el almacenamiento para las diferentes matrices. Resultado que difiere al encontrado por
Menéndez-Carrefio et al., (2008), donde una leche comercial con FE adicionados presentd una
reduccion del 4% en el contenido de éstos cuando se almacené durante 1 mes a 25°C. Al igual,
Alemany-Costa et al., (2012) también evaluaron el contenido de FE en dos bebidas (frutas y de
fruta con leche), evaluando dos fuentes diferentes de FE encapsulados, libres y esterificados y el
procesamiento de la muestra incluyé agitacion a alta velocidad para su incorporacion,
homogenizacién a 150 bar y pasteurizacion a 90°C durante 30 s, con un llenado en caliente (80°C),
a estas condiciones de procesamiento, se encontraron perdidas de FE entre el 21-27% con respecto
al valor tedrico; esto es posible debido a que se haya presentado ruptura en las microcépsulas,
exponiéndolos al oxigeno y a la temperatura de llenado.

Al presentar una estructura similar con el colesterol, es posible que los FE presenten las mismas
reacciones de termo-oxidacion, originando asi productos de oxidacion (Scholz et al., 2015). Los
POPs- productos de oxidacion de FE, han sido correlacionados a efectos aterogénicos,
involucrando procesos inflamatorios y degenerativos (Julien-David et al., 2014; Scholz et al.,
2015; Tolve et al., 2020), por lo que se hace necesario conocerlos, para evitar resultados adversos
en su incorporacion en diferentes matrices. Los POPs mas comunes son los compuestos ceto, epoxi
e hidroxi (Figura 20), formados a altas temperaturas de procesamiento, siendo los FE mas estables

que los acidos grasos monoinsaturados, por su estructura (Tolve et al., 2020).
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Figura 20. Estructuras de productos de oxidacion de FE a partir del sitosterol

Los factores criticos para la formacion de POPs, estan asociados a la estructura de los FE (libre
o esterificada), temperatura, tiempo de calentamiento y composicion lipidica de la matriz (Soupas,
2006; Tolve et al., 2020). En el caso estructural, la esterificacion afecta la estabilidad oxidativa,
haciendo esta forma mas reactiva que la libre en matrices saturadas a 100°C (Gonzalez-Larena et
al., 2012); pero los FE libres son mas susceptibles a temperaturas de 180°C y a la auto-oxidacion
debido a que el grupo hidroxilo libre en C3, estd mas expuesto a las interfases aire o0 agua,
incrementando su oxidacion (Lin et al., 2017). Por lo anterior, un alimento con FE, con tratamiento
térmico inferior a 100°C, almacenado a temperaturas de refrigeracion y con presencia de
compuestos antioxidantes, podria evitar la formacion de POPs y mantener su contenido de FE en

el tiempo (Gonzalez-Larena et al., 2012).

La cantidad de POPs, generados en bebidas a condiciones de almacenamiento es baja como se
aprecia en los estudio de Gonzélez-Larena et al., (2015), en el que la bebida de frutas evaluada

presentd niveles de oxidacion <0,17%, (497 ug/100 g bebida) a condiciones de 37°C durante 6
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meses; valor mucho mayor al obtenido por Alemany-Costa et al., (2012), al evaluar los POPs en
una bebida también de frutas con FE (libres y esterificados), obteniendo una generacion de POPs
del 0,07% sin diferencias entre las formas del FE. Con respecto a un producto lacteo comercial
enriquecido con FE y sometido a un calentamiento de 65°C durante 24 h, genero6 una oxidacion de
FE de un 0,37% (Menéndez-Carrefio et al., 2008). Este valor ligeramente mayor que los otros
estudios, puede interpretarse, como la presencia de antioxidantes previenen significativamente la

aparicion de POPs.

3.1.4. Normativa
Con el objetivo de informar y proteger al consumidor sobre las propiedades nutricionales y
funcionales de un alimento, se planten diferentes regulaciones que pueden cambiar segun el pais
y aplica también con adicion de FE, en los cuales se debe especificar informacion sobre la matriz,
el tamafio de porcion, declaraciones que se pueden reportar en la etiqueta y maximas dosis
permitidas en cada producto (Tolve et al., 2020). En algunas regiones del mundo como Estados
Unidos, la Union Europea, Canadd, Australia y Nueva Zelanda, se cuentan con declaraciones de

salud, y minimos de adicion de FE, como se vera a continuacion:

Los FE son considerados GRAS (generalmente reconocidos como seguros) en Estados unidos
(Chaudhari et al., 2014), entre las categorias de alimentos que han sido aprobadas para adicionarlos
se encuentran margarinas, productos de panaderia, lacteos, cereales, aceites, aderezos y jugos
(Zawistowski & Jones, 2015) bajo la declaracion de “los esteres de esteroles/estanoles vegetales
puede reducir el riesgo de enfermedad cardiaca”, con un consumo de 1,3g/dia de FE esterificados

para reducir tal riesgo (Food and Drug Administration, 2016).
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En la Unién Europea, un consumo diario minimo de 0,8 g de FE libres, para declarar que “Los
fitoesteroles (y estanoles), han mostrado que reducen el colesterol en sangre- El colesterol alto es
un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades coronarias” ((EU) No 432/2012 “List of
Permitted Health Claims Made on Foods, Other than Those Referring to the Reduction of Disease
Risk and to Children’s Development and Health,” 2012; Plant Stanol Esters and Blood Cholesterol
- Scientific Substantiation of a Health Claim Related to Plant Stanol Esters and Lower/Reduced
Blood Cholesterol and Reduced Risk of (Coronary) Heart Disease Pursuant to Article 14 of
Regulation (EC) No 1924/2006, 2006)), declaracion aprobada para alimentos como margarinas,
bebidas a base de leche, productos lacteos con adicion de frutas y/o cereal, leche descremada y
semi descremada, yogur, bebidas lacteas fermentadas, bebidas de soya, aderezos, salsas y quesos;
pero no fue aprobada para alimentos carnicos, de panaderia, jugos y néctares (Zawistowski &

Jones, 2015).

En Australia y Nueva Zelanda para que alimentos como aceites, margarinas, cereales para el
desayuno, jugos de fruta, néctar leche, yogures y quesos bajos en grasa, (FSANZ -Food Standards
Australia New Zealand, 2005), puedan incluir la declaracion “reduce colesterol en sangre”, estos

deben de contener al menos 0,8 g de FE (en forma libre) (Zawistowski & Jones, 2015).

En Canada “los fitoesteroles pueden reducir el colesterol. El colesterol alto es un factor de
riesgo para enfermedades del corazon” (Bureau of Nutritional Sciences Food Directorate, 2010)
aprobado para alimentos como margarinas, mayonesa, aderezos para ensaladas, yogur, jugos de

frutas y vegetales, enriquecidos con maximo 1g por porcién, para un consumo de 2 g/dia.

Con respecto a la legislacion colombiana, entre las declaraciones de propiedades de salud

relacionadas con reduccion de riesgos de enfermedad, se pueden relacionar los esteres de esterol
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0 estanol de origen vegetal y el riesgo de enfermedad cardiovascular, la cual se puede declarar si

se cumplen estos requisitos:

e Elalimento debe contener al menos 0,65 g de ésteres de esteroles vegetales por porcion,
especificamente para el caso de esparcibles y aderezos para ensalada, o al menos 1,7 ¢
de ésteres de estanoles vegetales por porcion, especificamente para el caso de
esparcibles, aderezos para ensaladas y pasabocas.

e El consumo diario de ésteres de esterol o de estanol vegetal debe efectuarse en dos (2)
porciones a diferentes horas del dia y con otros alimentos.

e EIl alimento debe cumplir con los requisitos sobre contenido de nutrientes, para
alimentos considerados como “bajos” en grasa saturada y “bajos” en colesterol
conforme se define en el Capitulo V de la resolucion 333 de 2011.

e El alimento no debe contener mas de 13 g de grasa total por cantidad de referencia, por
porcion declarada en la etiqueta y por 50 g. Sin embargo, los esparcibles y aderezos de
ensaladas no necesitan cumplir con el limite de grasa total por 50 g, si en la etiqueta del

alimento se declara.

Conocer el impacto legislativo sobre los productos enriquecidos con FE, incluidos la seleccion
de la matriz, tamafio de la porcion, cantidad minima declarable y dosis diaria maxima permitida,

son algunos aspectos a tener en cuenta para la formulacién de cualquier alimento.

3.1.5. Estudios Clinicos de fitoesteroles en matrices alimentarias y
farmacéuticas
Los FE son actualmente empleados como ingredientes de alimentos funcionales debido sus

propiedades en la salud, principalmente por su conocida actividad de reduccion del colesterol total
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y de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Gonzalez-Larena et al., 2012; Kamal-Eldin &
Moazzami, 2009; Tasan et al., 2006). La forma en que se administran los FE (libres o esterificados)
y fitoestanoles en los alimentos es importante, ya que, aungue libres y esterificados tienen el mismo
efecto reductor sobre las lipoproteinas del plasma, su solubilidad o emulsificacion adecuada

influye de forma importante en su mecanismo de accion (Hung Llamos et al., 2008).

Las matrices en las que se encuentran los FE, corresponden a margarinas, chocolate, leche,
yogur, bebidas bajas en grasas y jugo de naranja (Anexo B. Matrices alimentarias adicionadas con
fitoesteroles y sus efectos sobre el perfil lipidico), de las cuales la mayoria se caracterizan por
poseer algin contenido graso en su composicién, y solo pocos estudios muestran FE dispersos en
jugo de naranja. Por otra parte, es posible establecer que la mayor cantidad de estudios clinicos
que se relacionan con alimentos ricos en FE, se centran en Europa, siendo Finlandia, el de mayor
participacion; y en Norte América, con Canada como el pais de mayor cantidad de estudios clinicos
(compafiias comercializadoras y més cantidad de alimentos funcionales orientados a la reduccién

del colesterol).

Por otra parte, la dosis de incorporacion de los FE en equivalentes de forma libres (para
productos con esteroles vegetales esterificados) se encuentran en el rango de 0,7 a 3 g FE/ dia, y
en fitoestanoles de 1,6- 8,8g/dia, con una frecuencia de 1-3 porciones por dia, siendo 1 vez al dia,
durante o inmediatamente después de una comida principal, la frecuencia de consumo mas
empleada (Anexo B). Los estudios clinicos recopilados en el anexo, permite determinar que las
edades de intervencion son de 6 a 80 afios; siendo la edad infantil el rango de edades menos tratada

durante la intervencidn, las cuales tienen duraciones entre 3- 12 semanas.



116

A pesar que se ha establecido un rango de las concentraciones de FE, para ser adicionados en
los alimentos, segln la legislacion y asi lograr el efecto deseado sobre el perfil lipidico, los estudios
variando frecuencias, dosis y duracién de intervencion contintan en proceso. Esto es posible
debido no solo a que la matriz alimentaria juega un papel muy importante en la adecuada
funcionalidad de los ingredientes, sino también a que algunos estudios clinicos han demostrado
que el efecto hipocolesterolémico no siempre se reproduce, dependiendo de las diferencias

genéticas de los pacientes y en el metabolismo de los esteroles (Weingartner et al., 2014).

Algunos estudios buscan que, con el consumo de alimentos con FE, se proporcione una
alternativa profilactica antes de consumir farmacos para la reduccion del colesterol. Tal es el caso
del trabajo de Jones et al., (2003a), en el que intervino a un grupo con hipercolesterolemia
moderada (anexo B), brindando una bebida con bajo contenido graso, para un consumo de 1,8 g
FE/dia y logrando una reduccién del colesterol total -CT- y LDL de aproximadamente 10%; con
este mismo objetivo Thomsen et al., (2004), proporcion6 una bebida lactea baja en grasa, variando
la cantidad de FE libres entre 1,2 y 1,6 g FE/dia, obteniendo en su grupo una reduccion del CT del
4y 7%y disminucion en LDL del 7 y 9% (resaltando que la mayor adicion de FE, presentd mejores
beneficios). Estos resultados son similares, si se comparan con el estudio de Gomes et al., (2017)
al proporcionar una cantidad de 1,8g FE libres/ dia, en una forma farmacéutica de capsula blanda,
logrando una disminucion del CT y LDL-C de 8 y 9%, respectivamente, para pacientes con

hipercolesterolemia moderada-alta.
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Tabla 12. Valores de referencia de Colesterol total y LDL

Condicion Colesterol total Colesterol LDL
Normo-colesterolemia <200 mg/dL (<5,2mmol/L) | <135 mg/dL (<3,5 mmol/L)
Hinercolesterolemia leve 200-250 mg/dL  (5,2- | 135-175 mg/dL (3,5-4,5
P 6,5mmol/L) mmol/L)
: : 250-300 mg/dL (6,5-7,8 | 175-215 mg/dL (4,5-
Hipercolesterolemia moderado mmol/L) 5,6mmol/L)

Hipercolesterolemia Alta >300 mg/dL (>7,8 mmol/L) | >215 mg/dL (>5,6mmol/L)

Tabla adaptada y modificada de Carretero Colomer, (2008)

Hay estudios en los que se hacen terapias combinadas de FE con estatinas y ezetimiba, dado
que se pueden encontrar efectos sinérgicos, principalmente asociados a reducciones del LDLy CT
(Malina et al., 2015). Sin embargo en el trabajo de Gomes et al., (2017) donde el grupo intervenido
contaba con prescripcion de tratamiento con estatinas, el consumo de este medicamento con FE
incorporados en una matriz grasa (margarina), present6 una reduccién de CTy LDL de 13y 16%,
respectivamente; ligeramente mayor que las disminuciones de otros estudios, no obstante, no se

presentaron diferencias significativas entre los tratamientos con o sin FE.

Las matrices alimentarias a pesar de su complejidad contienen diferentes compuestos que
ayudan a mejorar la reduccion del colesterol en comparacion de las formas farmacéuticas, las
cuales pueden tener menor efecto que los alimentos (ver Anexo By Anexo C). Tal es el caso de
la intervencion realizada por Maki et al., (2012), en el que, el consumo de tabletas con FE (1,8 g
FE/dia), logro una reduccion en el CT del 3% y el LDL del 5%; sin embargo a la misma
concentracion de FE y condiciones de hipercolesterolemia leve a moderada de los paciente, con
matrices alimentarias se logro una disminucion del 11% en CT y 10% en LDL (Jones et al., 2003),

proporcionando el alimento muchos mejores resultados.
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Otro aspecto a tener en cuenta es que algunos autores consideran que los FE pueden afectar la
absorcién de vitaminas liposolubles y carotenoides (Chaudhari et al., 2014); esta tendencia se
aprecia en mayor proporcion en las formas esterificadas (Devaraj et al., 2006). En estudios
realizados por Amir Shaghaghi et al., (2014) y Devargj et al., (2006), con productos como yogur
y jugo de naranja (respectivamente), no se encontr6é ninguna reduccion significativa sobre otros
componentes liposolubles tales como vitaminas; pero este comportamiento no se reproduce en
todos los alimentos, ya que al consumir 8,8 g/ dia en una margarina, Gylling et al., (2010), encontro
que se presentaron reducciones del 15% en las concentraciones plasmaticas de a-tocoferol y 45%
en el B-caroteno. Este resultado en parte puede darse por la cantidad de estanoles incorporados, los
cuales pueden afectar la concentracién micelar en el intestino, impidiendo la adecuada formacion

de micelas y en ellas de otros compuestos para ser absorbidos.
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3.2.Metodologia

3.2.1. Preparacion de bebida de naranja con fitoesteroles
A una bebida de naranja comercial, 100% natural y sin conservantes (tabla 13), se le adicionaron
microcapsulas de FE previamente obtenidas, hasta lograr una concentracion de 0,49 de FE libres
por porcion. El jugo fue homogenizado manualmente, envasado en un ambiente aseptico, en
botellas tipo bala de polietilen tereftalato (PET) de tapa rosca, previamente desinfectadas con
hipoclorito de sodio (concentracién de 200ppm durante 10 min y enjuague con agua potable 2

veces).

La bebida comercial (Jugo de naranja control) y la adicionada con FE (Jugo con FE), fueron
almacenadas en oscuridad y refrigeracion, hasta la realizacion de analisis microbioldgico, sensorial

y fisicoquimico (este ultimo para determinacién de vida dtil).

Tabla 13. Caracterizacion nutricional y fisicoquimica de bebida de naranja comercial por cada
100mL

Nutriente/Aspecto Cantidad
Grasa total 0g
Colesterol 0 mg
Sodio 0mg
Carbohidratos totales 9¢g
Proteina 0,5¢
Calorias 35 cal
Fibra 0,29
Vitamina C 22 mg
°Brix 10
pH 3,2
Acidez 1,0%
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3.2.2. Caracterizacion microbiologica y sensorial del jugo de naranja con
fitoesteroles
3.2.2.1. Caracterizacion microbiolégica de las bebidas
Para la determinacion de la calidad microbioldgica de las bebidas con y sin microcapsulas de
FE, se siguieron las metodologias planteadas por el ICONTEC (Instituto Colombiano de Normas
Técnicas) para el recuento coliformes totales, fecales (E. coli), aerobios meséfilos, mohos y

levaduras.

3.2.2.2. Determinacion de Coliformes totales y fecales (E. coli)

Los coliformes son un grupo de bacterias con importancia relevante en los alimentos, ya que es
un indicador de contaminacion. Para la determinacién de estos, se tuvo en cuenta la metodologia
empleada en la NTC 4458 (2018). A cada bebida, previamente homogenizada, se le realizan
diluciones (hasta llegar a 10-) con agua de peptona 0,1%. De estas diluciones se toma 1 mL y se
depositan en cajas de Petri estériles, en las que posteriormente se vierten 10 mL del medio selectivo
(fluorogénico), se agita la mezcla, se deja solidificar, se incuban las cajas a 35 + 1°C durante 24 h

y se hace el conteo de las colonias.

Para el caso de coliformes fecales, se emplea una lampara de fluorescencia de 360nm, si
fluorece es positivo para este analisis. El resultado, se reporta como unidades formadoras de

colonia por mL de muestra (UFC/mL).

3.2.2.3. Recuento de aerobios mesofilos
Este analisis se realiza de acuerdo a la NTC 4519 (2009). Se tom6 1 mL de las diluciones desde

107 hasta 107 y se adiciono en cajas de Petri estériles vacias, a las cuales se les agregé 15 mL de
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agar cuenta gérmenes. Esta mezcla fue agitada cuidadosamente, homogenizando toda la muestra,

se dejé solidificar y posteriormente las cajas de Petri fueron incubadas a 37°C por 24 horas.

3.2.2.4. Determinacion de mohos y levaduras

Las muestras fueron sembradas en superficie; 0,1 mL de las diluciones anteriormente
preparadas de las bebidas (desde 10 hasta 107%), en cajas de Petri con agar selectivo para mohos
y levaduras previamente solidificado, se dispersa cuidadosamente con un esparcidor estéril, se

incuban a 25°C por 5 dias. Pasado este tiempo se procede al conteo (NTC 5698-1, 2009).

3.2.2.5. Evaluacion sensorial-andlisis descriptivo cuantitativo QDA
La prueba sensorial QDA se realiz6 con 6 jueces entrenados segun la GTC 280:2017. Las
muestras (jugo control y con FE) fueron codificadas aleatoriamente, la identificacion y seleccion
de descriptores para establecer un perfil sensorial por aproximacién multidimensional fue
realizado segin NTC 3932:1996, GTC 232:2020-Metodologia. Guia general para el
establecimiento de un perfil sensorial; NTC 5328:2004 —Directrices para el uso de escalas de

respuesta cuantitativas

Los descriptores sensoriales fueron calificados en una escala de intensidad de 10 puntos. Donde
0,0 es ausencia del atributo, 0,6-2,9 muy leve; 3,0-4,9 leve; 5,0-6,9 moderada, 7,0-8,9 marcado y

9,0-10,0 muy marcado el descriptor analizado.

3.2.3. Estimacion de la vida datil de jugo de naranja con fitoesteroles
encapsulados

La vida util de un alimento, esta definida como el tiempo en el que se garantiza que el producto
presenta sus caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas y sensoriales, aceptables segun

legislacion o consumidor. Por lo qué en este estudio, tanto el jugo control (JNC) como el
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adicionado con fitoesteroles (JFE), fueron almacenados en dos condiciones controladas de
temperatura (10 y 20°C), en ausencia de luz directa y evaluando algunas propiedades

fisicoquimicas y sensoriales, cada cierto tiempo.

Los analisis fisicoquimicos llevados a cabo correspondieron a medicion de pH (método
potenciométrico), solidos disueltos totales y conductividad (determinados con conductivimetro
TDS/ EC) y evaluacion sensorial. Este Gltimo correspondio a una prueba de aceptacion realizada
con 10 consumidores frecuentes de bebidas de naranja, entre 20-65 afios; los cuales evaluaron el
sabor y satisfaccion general sobre las bebidas, usando una escala hedénica de 9 puntos (1 = me
disgusta extremadamente, 2 = me disgusta mucho, 3 = me disgusta moderadamente, 4 = me
disgusta un poco, 5 = no me gusta/ ni me disgusta, 6 = me gusta poco, 7 = me gusta
moderadamente, 8 = me gusta mucho, 9 = me gusta extremadamente), como es sugerido por

Janzantti et al., (2014).

3.3.3.1. Modelo matematico para estimacion de vida util
Para la modelacion del efecto de la temperatura sobre las bebidas se emple6 el calculo de valor

Q10 (ecuacion 5) con respecto a la energia de activacion.

Ea 10 -7
InQ10 = — [T(T+10)] Ecuacion 5

Ea= Energia de activacion de la reaccién
R= Constante de los gases ideales (8,314 J/mol*K)
T= Temperatura en °K (°C + 273,15)
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3.3.Resultados y discusién

La matriz seleccionada para adicionar los FE encapsulados (Jugo de naranja), cumple con los
requisitos que se consideran necesarios para poder adicionar estos compuestos funcionales a un
alimento: bajo contenido en grasa saturada y colesterol y no contener més de 13 g de grasa total
por porcion, segun la resolucion 333, (2011); por lo que se podria optar por contener la declaracion
de propiedades de salud relacionadas con reduccion de riesgos de enfermedad (ésteres de esteroles
de origen vegetal y el riesgo de enfermedad cardiovascular). Sin embargo, dado que la declaracion
propuesta en la legislacion colombiana hace referencia al consumo minimo de 0,65¢g ésteres de
esterol vegetal en dos porciones, las cantidades adicionada de FE fue corregida en termino de FE
libres. La equivalencia para la conversion de FE esterificados a libre, corresponde al 60% del valor

del FE esterificado (FSANZ, 2010).

En la Figura 21, se presenta la informacion nutricional de la bebida de naranja con adicion de
FE encapsulados, elaborada de acuerdo a los pardmetros establecidos en la Resolucion 333, (2011).
De la tabla nutricional presentada se destacan varios aspectos asociados a la composicién de los

agentes encapsulantes (GA, PAS y M) empleados para el desarrollo.
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Informacién Nutricional
Tamafio por porcion 250ml

Porciones Eor envase 1

Cantidad por porcién

Calorias 180 Calorias de irasa 0

Valor Diario*

Grasa Total Og 0%
Grasa Saturada Og 0%
Grasa Trans Og

Colesterol Omg 0%

Sodio Omg 0%

Carbohidrato Total 37g 12%
Fibra dietaria 199 76%

Azlcares 15g (propios de la fruta)

Proteina 7ﬁ 14%

Vitamina A 0% Vitamina C 90%
Calcio 0% Hierro 0%

* Los porcentajes de Valores Diarios estan basados en una dieta de
2000 calorias. Sus valores diarios pueden ser mayores 0 menores

deiendiendo de sus necesidades caldricas.

Calorias 2000 2500
Grasa Total Menos de 65g 80g
Grasa Sat. Menos de 20g 25g
Colesterol Menos de 300mg 300mg
Sodio Menos de 2.400mg 2.400mg
Carb. Total 300g 375¢g
Fibra dietaria 25g 30g

Calorias por gramo:
Grasa 9 Carbohidratos 4 Proteina 4

Figura 21. Tabla nutricional de jugo de naranja con fitoesteroles

Como se puede apreciar la cantidad de fibra aumentd con respecto a la bebida control
(comercial), esto se debe a la presencia de goma arabiga, la cual es considerada como fibra dietaria
de alto peso molecular (Vilcanqui-Pérez, Fulgencio Vilchez-Perales, 2017). El porcentaje de fibra
reportado en la bebida, permite a su vez, declarar que es alta en fibra, ya que proporciona mas del

20% del valor de referencia para este nutriente (Resolucion Numero 333, 2011); ademas, este
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producto puede poseer otras declaraciones de propiedades de salud relacionadas con reduccion de
riesgos de enfermedad como: la fibra dietaria y la reduccion del riesgo de céncer, y la fibra dietaria
con la reduccién del riesgo de enfermedad cardiovascular. Esta ultima declaracion también es
posible resaltarla por la adicion de proteina aislada de soya, a la que también se ha asociado con

la reduccion del riesgo de enfermedad cardiovascular (Zahid et al., 2020).

Con respecto a otros trabajos en los que se adicion0 FE a bebidas, se encuentra que en los
estudios de Devaraj et al., (2004, 2006), el jugo de naranja de 240 mL fue adicionado con 1g de
FE libres al dia, y presentaba solo 110 calorias; mientras que en el presente estudio se suman 70
calorias adicionales; las cuales son explicables por la adicion de FE encapsulados con goma

arabiga, proteina aislada de soya y maltodextrina.

3.3.1. Caracterizacién microbioldgica y sensorial de la bebida de naranja con

fitoesteroles

3.3.1.1 Anélisis microbioldgico
Los resultados microbioldgicos obtenidos (Tabla 14) fueron comparados con los limites
permisibles para las frutas y las bebidas con adicion de jugo (zumo) o pulpa de fruta, o
concentrados de fruta, clarificados o no, o la mezcla de estos que se procesen, empaquen,
transporten, importen y comercialicen en el territorio colombiano, segun la resolucion 3929,

(2013), especificamente para Jugos (zumo) pasteurizados edulcorados o no.
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Tabla 14. Andlisis microbioldgicos de la bebida de naranja control y con adicion de FE

Jugo de | Jugo de
Anélisis realizado naranja naranja con | Especificacion
Control FE
Recuento Coliformes totales <10ufc/mL | <10ufc/mL | N/A
Recuento Coliformes fecales (E. coli) | <10 ufc/mL | <10 ufc/mL | <10 ufc/mL
Recuento Aerobios mesofilos 20 ufc/mL 45 ufc/mL 1000-3000 ufc/mL
Recuento Mohos y levaduras <10ufc/mL | <10 ufc/mL | 100-200 ufc/mL

La calidad microbioldgica del jugo de naranja con FE cumple con todas las especificaciones
necesarias para ser considerado apto para el consumo. Sin embargo, al comparar el jugo de naranja
control con el que contiene FE, es posible determinar una diferencia en el anlisis de recuento de
aerobios mesofilos, lo que refleja que es posible que en el proceso de secado por aspersion
(especificamente en la recoleccion del material en polvo), las microcapsulas de FE necesiten
mayor control, bien sea por la calidad de las materias primas, el proceso de limpieza y desinfeccién
del equipo, la carga microbiana propia del ambiente en el que se hace el secado o el lugar de
almacenamiento. Si bien, aun su cantidad esta muy por debajo de las especificaciones maximas,
la presencia de estas bacterias puede llevar a que se genere un deterioro microbiolégico, mayor y
mas rapido, que en la bebida control. El recuento de aerobios meséfilos, es un indicador de la
posible presencia de agentes patdgenos, de manejos higiénicos deficientes, malas condiciones de
almacenaje (en alimentos secos indican si la humedad se ha controlado), fuentes de contaminacion

(productos expuestos a ambientes no estériles) y de eficiencia germicida (Hernandez UrzUa, 2016).

3.3.1.2. Analisis sensorial
El proposito de la prueba sensorial, analisis descriptivo cuantitativo (QDA por sus siglas en
inglés “Quantitive Descriptive Analysis™) es describir y cuantificar la intensidad de los atributos

sensoriales de olor y sabor percibidos en los alimentos, en este caso en particular en los jugos de
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naranja control (JNC) y con fitoesteroles (JFE). En la Figura 22, se aprecian los descriptores

analizados en el anélisis QDA para las dos bebidas.

Analisis descriptivo cuantitativo QDA

Apariencia
10,0

Puntaje Global Homogeneidad

Residual Amargo Color PANTONE

Sensacion Astringente Olor Naranja

Sabor Dulce Olor Dulce

Sabor Acido Sabor Naranja

=@=)NC ==@=JFE

Figura 22. Intensidades de los descriptores sensoriales para las muestras de JNC (Jugo de naranja
control) y JFE (Jugo de naranja con fitoesteroles)

Parael INC, los descriptores de apariencia, homogeneidad, olor naranja, sabor naranjay puntaje
global, se percibieron con una intensidad alta (marcada o muy marcada), pero los atributos de olor
dulce, sabor dulce, sensacion astringente y residual amargo, en menor intensidad (leve o muy leve).

El color de referencia en esta bebida correspondio a PANTONE® 113 C (Figura 23). Esta muestra
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control, permite distinguir las propiedades iniciales del jugo de naranja antes de la adicion de FE

encapsulados y diferenciar cuales son los atributos que mas se afectan.

Con respecto al JFE, la Figura 22 muestra que los descriptores de apariencia y homogeneidad,
contintian presentandose en mayor intensidad; y el olor dulce, sabor acido, sabor dulce, sensacion
astringente y residual amargo, se perciben en intensidad leve o0 muy leve, numéricamente menor
que con el INC. Ademas, se puede comparar que los descriptores de olor y sabor a naranja, fueron
los atributos que mas variaron al adicionar las microparticulas a la bebida. EI color de referencia

para el JPE fue el PANTONE® 127 C (Figura 23).

PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE
100C 101C 104 C 105 C
PANTONE PANTONE PANTONE PANTONE
106 C 107 C 111 C 112C

PANTONE PANTONE PANTOMNE PANTOMNE
M3cC M4 cC 118 C 119 C
PANTONE PANTONE PANTONE TO!
120C 121C 125C 126 C
PANTONE PANTONE

1205 C 1215 C

PANTONE PANTONE

127 C 128 C

PANTOMNE PANTONE

134C 135C

PANTONE PANTONE

1345C 1355 C

PANTONE PANTONE

141C 142C

Figura 23. Paleta de colores Pantone-Amarillo (Color-paints, 2021)
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En la Figura 24. Bebidas analizadas, Jugo de naranja control y con adicion de fitoesteroles
encapsulados, se puede visualizar el producto final obtenido; dando una idea maés real de la

apariencia en general de las bebidas analizadas.

L

a) b)

Figura 24. Bebidas analizadas, Jugo de naranja control y con adicién de fitoesteroles encapsulados

La importancia del andlisis sensorial de la bebida con FE, radica en que la seleccion de consumir
0 no un alimento por su valor nutricional, no es suficiente; es necesario tener en cuenta factores
culturales y psicoldgicos de los consumidores, al igual que su percepcion global del sabor (Fuentes
et al., 2010), incluyendo en menor medida, pero sin ser menos importantes la vision, el olor y los
sonidos que produce un alimento al ingerirlo. Es asi como el sentido del gusto esta relacionado
con la toma de decisiones, sobre si un alimento sera o no aceptado por el consumidor; y un factor
que influye en este es la percepcion de sustancias amargas (las cuales son rechazadas de forma

innata) (Mizraji et al., 2011), por lo que la reduccion de este descriptor en el JFE, se puede
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considerar favorable. Los polifenoles generan sabores amargos (naranja: naringina) (Villegas-Ruiz
et al., 2010), los cuales en presencia de algunas fibras (goma arabiga) pueden establecer
interacciones polares, puentes de hidrogeno e interacciones dipolo-dipolo, reduciendo asi la
interaccion con las células receptoras de las proteinas de la saliva (Ares et al., 2009) y por ende la

sensacion amarga, en el jugo con encapsulados.

En cuanto al gusto acido, el cual es producido por los hidrogeniones (&cido citrico) (Lopez-
Ortiz, 2015; Mizraji et al., 2011), al incorporar los microencapsulados de FE que contienen
proteina de soya, ésta aumenta ligeramente el pH en la bebida, lo que hace que no solo se reduzca
la sensacion acido, si no también se disminuya la intensidad y duracion de la percepcion de
astringencia; observandose que los &cidos organicos afectan la astringencia solo a través de su
capacidad para modificar el pH del medio (Ramirez Torrealba, 2012). Por otra parte, la goma
arabiga disminuye la astringencia en bebidas, debido a que limita la formacion de uniones entre
sustancias astringentes y proteinas bucales, reduciendo la intensidad de este sabor (I0C -Institut

(Enologique de Champagne, 2020).

3.3.2. Determinacion de vida util

En las bebidas de fruta, una de las principales causas de deterioro es el crecimiento de
microorganismos, los cuales se pueden desarrollar adecuadamente si encuentran condiciones
favorables de pH , disponibilidad de agua y sustrato para descomponer (Carrillo Inungaray &
Reyes Munguia, 2013); es por ello que después de hacer un seguimiento por aproximadamente 45
dias a los jugos de naranja (JNC y JFE), se evaluaron los cambios de algunos parametros quimicos
a través del tiempo (figura 25), que influyen directamente en la estabilidad del alimento, puesto

que los sélidos totales y el pH son los parametros quimicos frecuentemente evaluados en las frutas
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y sus jugos y son considerados como los indicadores criticos de la calidad sensorial (Schvab et al.,

2013).
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Figura 25. Evaluacion de diferentes parametros fisicoquimicos de las bebidas en el tiempo. a) pH,
b) sélidos disueltos y c) conductividad, (—) jugo con encapsulado 10°C, (—) jugo control 10°C,
() jugo con encapsulado 20°Cy (—) jugo control 20°C.

En la figura 25a, se observa que JFE tanto a 10 como a 20°C, presentan un comportamiento
similar hasta el dia 14; después de este punto se encuentran diferencias estadisticas entre las
muestras (p<0,001), debido a la temperatura que acelera los cambios de pH en esta muestra.

Contrario a lo que pasa con el jugo control a 10 y 20°C; en el que solo se encuentran diferencias
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en algunos puntos, pero sin una tendencia constante al cambio, mostrando menor dependencia a la
temperatura en el pardmetro evaluado. Esto sugiere, que la adicion de microparticulas al jugo de
naranja aparte de variar el pH de la bebida, acelera los cambios de este aspecto con la temperatura.
Por otra parte, se detectan diferencias estadisticas entre el pH de JNC y JFE, desde el inicio del

estudio.

El pH de las bebidas encapsuladas fue mayor al control, debido a la adicién de PAS presente
en los encapsulados, observandose ademas cambios representativos en el encapsulado a 20°C, lo
cual es posible a varios factores como la temperatura trabajada, la cantidad inicial de bacterias
mesofilas y el desarrollo de hongos y levaduras que pueden crecer a pH inferiores a 4,0 y en
alimentos con carbohidratos (Carrillo Inungaray & Reyes Munguia, 2013). El incremento de la
temperatura permite que los microorganismos se reproduzcan rapidamente, deteriorando y
alterando el producto; las reacciones quimicas y enzimaticas de la célula son mas rapidas y el
crecimiento se acelera volviéndose adecuado para los microorganismos oportunistas presentes

(Clavijo-Romero et al., 2016).

El pH inicial de las bebidas de naranja (3,17 y 3,35 para JNC y JFE, respectivamente), a pesar
que cumple con el pH exigido por la legislacion nacional (Resolucion 3929, 2013), se encuentran
fuera de los valores planteados por diferentes autores para este tipo de productos con un rango de
pH de 3,5 a 4,40 (Elez-Martinez et al., 2005; Polydera et al., 2003, 2005; Rahman, 2007; Walkling-
Ribeiro et al., 2009), e incluso del pH de otras bebidas como el jugo de manzana fresco (pH 3,69)
y reconstituido (pH 3,70)(Evrendilek et al., 2000). Sin embargo, es necesario tener en cuenta que

los posibles cambios de pH de las bebidas estudiadas, con respecto a trabajos de referencia,
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corresponden a factores como la variedad del cultivo, maduracién, condiciones de crecimiento,

areas geograficas, manipulacion y procesamiento (Rahman, 2007) entre otras.

En cuanto a la tendencia similar (figuras 25b y 25c) que presentan tanto los solidos disueltos
totales (SDT) como la conductividad eléctrica (CE) es normal, ya que estos pardmetros estan
estrechamente relacionados, mostrando que la CE estuvo directamente proporcional a SDT en
relacion 2uS/cm : 1 ppm. Aungue, se encuentran ligeras diferencias en los valores de SDT y
conductividad, entre el INC y el JFE, estas no son significativas (p<0,05) a una misma temperatura,
pero si en algunos puntos con cambios de temperatura. Esto es entendible, dado que la temperatura
afecta la viscosidad, y con ello, el movimiento iénico de la solucién (jugo de naranja); el aumento
de temperatura reduce la viscosidad, facilitando el transporte ionico, por lo que la medida de
conductividad se aumenta (Hanna-instruments, 2020). La conductividad en algunos alimentos
como jugo de manzana (2300 a 2600 puS/cm) (Evrendilek et al., 2000), jugo de naranja tratado con
termosonicacion y pulsos eléctricos (4170 uS/cm)(Walkling-Ribeiro et al., 2009), o jugo de
naranja pasteurizado térmicamente (4390 uS/cm)(Elez-Martinez et al., 2005), es mucho menor a
las obtenidas en este estudio al momento inicial (mayor a 5000uS/cm), lo que sugiere
indirectamente que nuestras bebidas contienen mas solidos disueltos (bien sea por el contenido de
pulpa, de microcapsulas o por la ausencia de un proceso de filtracion), que permite que la
conductividad sea mayor. Debida a la alta conductividad presentada, seria necesario evaluar el tipo
de proceso de pasteurizacion a emplear, ya que una alta conductividad sugiere una mayor cantidad
de particulas en suspension, lo que indica que la aplicacion de tecnologia no térmicas para
aumentar la vida uatil de la bebida, como los pulsos eléctricos de alta intensidad, no sean
aconsejables; por lo que alimentos con elevada conductividad producen pequefios campos

eléctricos, no siendo adecuados para este tipo de tratamiento (Odriozola Serrano, 2009).
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Por otra parte, al buscar relacionar cada uno de los pardmetros evaluados entre si, se ha
encontrado un resultado interesante, en cuanto a las variables pH y conductividad, mostrando que
amedida que se reduce la conductividad aumenta el pH, en todas las muestras; esta relacion inversa

es mas fuerte en las muestras que fueron almacenadas a 20°C (Figura 26).

Correlaciones entre pH y conductividad
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Figura 26. Correlacién entre los pardmetros pH y conductividad de las bebidas analizadas

Una posible teoria de esta correlacion es que, a pesar del valor bajo pH de las bebidas, es posible
encontrar hongos, levaduras y bacterias acido lacticas (Alzamora et al., 2004; Rahman, 2007),
estos m.o. consumen los carbohidratos presentes en la bebida, reduciendo la cantidad de SDT y
con ellos la conductividad. Ademas, dado que estos m.o. son mesofilos, la temperatura de 20°C,
permite un mayor desarrollo de estos y por ende un mayor consumo de fuentes energéticas para su
reproduccion (disminucion de solidos disueltos), dando lugar a fermentacion, con formacion de

alcohol y dioxido de carbono, productos que reducen la conductividad (Rahman, 2007).

Con respecto a la evaluacion sensorial llevada por consumidores, en la Figura 27 (a 'y b), se

puede determinar que la aceptacion general de la bebida estuvo mayormente afectada por el
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atributo de sabor; dado que se presentd un comportamiento similar en ambas graficas. Este aspecto,
fue similar al obtenido con la evaluacion sensorial de la pulpa de maracuyé pasteurizada y sin
pasteurizar, donde se determind que el sabor es el parametro que mas influye en la aceptacion

general del producto a los consumidores (Janzantti et al., 2014).
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Figura 27. Evaluacion de parametros sensoriales de las bebidas en el tiempo. a) sabor y b) aceptacién
general de bebidas (=) jugo con encapsulado a 20°C; () jugo control a 10°C; (=) jugo con encapsulado a
10°C; (=) jugo control a 20°C; (---) limite minimo de aceptacion

Aplicando analisis de varianza para cada uno de los datos obtenidos en el atributo de sabor, no
se encuentran diferencias significativas (p>0,05) entre el jugo control y el jugo con FE a la
temperatura de 10°C hasta el dia 16; después de este dia el jugo con FE reduce notablemente su
aceptacion, por lo que empieza a tener una respuesta de ligero desagrado; a partir de este punto,
solo se continua haciendo sensorial a la bebida control. Con respecto a las muestras que estuvieron
a 20°C, a partir del dia 1, se presentan diferencias significativas (p<0,05) para el sabor, las cuales
se hacen mas marcadas desde el dia 6 (p<0,01). Al comparar el JFE respecto a las diferentes
temperaturas, desde el dia 6, se empiezan a marcar diferencias (resultados iguales para aceptacion

general de la bebida).
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El rechazo de los consumidores a las bebidas a través del tiempo puede estar relacionado con
el deterioro del jugo por aerobios mesdfilos tales como hongos, levaduras, y bacterias acido
lacticas que son responsables del deterioro del jugo de naranja (Janzantti et al., 2014; Polydera et
al., 2003, 2005) y que contribuyen a un aumento de la acidez en bebidas (Elez-Martinez et al.,
2005), producto que se genera del proceso fermentativo. Ademas, aunque los analisis quimicos
son necesarios para establecer interacciones entre los componentes de los alimentos, con ellos no
es posible evaluar todos los estimulos sobre los sentidos del consumidor (Schvab et al., 2013); lo
que hace necesario que aparte de variables fisicoquimicas, se tengan en cuenta factores que
intervienen en el rechazo de los alimentos, como lo son la temperatura, tipo de alimento, edad del
consumidor y aspectos genéticos que afectan la respuesta hedonica de los consumidores (Lopez-

Ortiz, 2015).

3.3.2.1. Modelos matematicos
En el Anexo D, se muestra el procedimiento matematico para la hallar las variables
correspondientes a la ecuacién 5 (factor Q10), que permite la determinacion de vida atil en funcion
de la temperatura en °C, en la que la Ea (energia de activacion) juega un papel importante. La
energia de activacion (Ea) representa la sensibilidad de la velocidad de reaccion a los cambios de
temperatura (Berk, 2013), es asi como a medida que aumenta la Ea incrementa la sensibilidad a la
pérdida de un parametro analizado; dicho de otra forma la Ea es la energia minima que se necesita

para iniciar una reaccion quimica.

En la Tabla 15, se aprecia la Ea de los pardmetros analizados para las bebidas, destacando que
las variables de pH y aceptacion sensorial son los que mayor energia requieren para iniciar su

proceso de deterioro y a su vez presentan las mayores velocidades de deterioro, con respecto a las
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otras variables. Esto puede sugerir que una vez inicia el proceso de cambio de pH y rechazo
sensorial, es dificil revertirlo; siendo los parametros evaluados mas criticos. Por otra parte, es
posible ver la dependencia que posee la velocidad de deterioro con la temperatura, ya que, de

forma general, al aumentar la temperatura de estudio, su velocidad también lo hace.

Tabla 15. Energias de activacion y constantes de velocidad de deterioro de jugo control y con
encapsulados de FE

, Energias de activacion Velocidad de deterioro
Parametros (J/mol) Control Encapsulados
analizados o O ~ ~
Control Encapsulados 10°C 20°C 10°C 20°C

pH -7,58E+04 -3,53E+04 -2,00E-04 -6,00E-04 | -6,00E-04 | -1,00E-03
Solidos
disueltos 2,32E+04 -3,96E+04 2,80E-05 2,00E-05 | 1,13E-05 | 2,00E-05
Conductividad |  4,78E+04 3,53E+04 | 2,00E-05 1,00E-05 | 1,00E-05 | 6,00E-06
Aceptacion
sensorial -9,16E+04 -1,10E+05 2,60E-03 9,79E-03 | 3,60E-03 | 1,76E-02

En el caso del pH, se requiere mas Ea, para iniciar el proceso de aumento de pH en el control
(JNC) que en los encapsulados (JFE); esto se puede deber a que la adicion de microparticulas al
jugo, reduce algunas fuerzas como las de repulsién dentro de la matriz, proporcionando menos
gasto energético para iniciar el proceso de degradacién; caso contrario sucede en el parametro de
aceptacion sensorial, en el que la bebida con encapsulados necesita mayor Ea, que el control, para

iniciar su proceso de deterioro.

A pesar que cada parametro evaluado presenta una Ea diferente, al comparar los resultados
obtenidos con algunos estudios plasmados en la Tabla 16, se puede ver que los diferentes jugos de

fruta se encuentran dentro de un rango similar al presentado en este estudio.



Tabla 16. Energia de activacion de algunas matrices alimentarias

Producto Ea (J/mol) Tempoeratura Indlcad_or de Referencia
(°C) deterioro
40 (Garcia
Pasta de tomate 9,5E+4 45 Color Baldizon et
50 al., 2011)
50 .
Sélidos :
Coliflor 3, 5E+3 55 solubles totales (Khathir etal,
60 (°Brix) 2019)
65
0
Jugo de naranja 5 .
pasteurizado 5,3E+4 10 Agdp (Polydera et
ascorbico al., 2005)
(calor) 15
30
0
Jugo de naranja 5 < .
pasteurizado 6,8E+4 10 aség:gioco (Z(I)Iyzdoe(;%)et
(Alta presiones) 15 N
30
Jugo de ] o (Ruiz et al.,
melocotén 34 E+4 6a4 Viscosidad 2010)
Jugo de L (Ruiz et al.,
manzana 3,0E+4 -6a4 Viscosidad 2010)
Jugo de pera 3,7E+4 -6a4 Viscosidad (Ruzl(z)leg)al.,
20 ‘- (Villacis
ﬁ:rr:r%:e 2,3E+4 62 as?g:gioco Chiriboga,
92 2015)

estabilidad.

Aunque las Ea, sean similares a otros estudios, para el parametro de pH, se hace necesario

al poco ajuste que presenta y/o determinar otro parametro diferente para hacer el estudio de
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contar con mas temperaturas de evaluacion para tener una mayor confianza del modelo, debido
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Para la estimacion la dependencia de la temperatura sobre algun atributo de calidad especifico

(sensorial, microbioldgico o fisicoquimico), se determina el factor Q10 (Rahman, 2007). Este

factor, representa la razon obtenida por el aumento de la velocidad de las reacciones cuando la

temperatura del sistema aumenta en 10°C (Espinoza Atencia, 2019). Asi, la tabla 17 muestra el

factor Q10 para los pardmetros de pH, solidos disueltos, conductividad y aceptacion sensorial.

Tabla 17. Factor Q1o de las bebidas sin y con FE encapsulados

Parametro Muestra Temperatura (°C) Temperatura (k) Qo
Control 10 283,15 0,333

Encapsulado 10 283,15 0,600

PH control 20 293,15 0,358
Encapsulado 20 293,15 0,620

control 10 283,15 1,400

) . Encapsulado 10 283,15 0,563
Solidos disueltos - o] 20 203,15 1,369
Encapsulado 20 293,15 0,585

control 10 283,15 1,999

o Encapsulado 10 283,15 1,668
Conductividad control 20 293,15 1,910
Encapsulado 20 293,15 1,612

control 10 283,15 0,265

» .| Encapsulado 10 283,15 0,203
Aceptacion sensorial Control 20 203,15 0.289
Encapsulado 20 293,15 0,226

Para el pH, se observa que la velocidad de cambio es mayor en la bebida con encapsulados que

en la de control, y en efecto, a medida que aumenta la temperatura, la aceleracion (Q1o) de deterioro

también lo hace. Con respecto a los solidos disueltos y la conductividad, el factor Q10 €s mayor

para las muestras control; esto se debe principalmente a la adicion de encapsulados, lo que hace

que haya mas presencia de sélidos y con ellos de conductividad, por lo que su reduccion es menor.

Por ltimo, en la aceptacién sensorial, el cambio de esta percepcién, también es mayor con el
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tiempo, pero en las bebidas control, esto puede ser porque la presencia de los agentes encapsulantes

reduce ligeramente algunos sabores amargos propios de la bebida.

A pesar que el pH y aceptacion sensorial de la bebida, presentan aceleraciones de deterioro
bajas en el rango de 0,2 a 0,62 por aumento de 10°C, parece ser suficiente para que generen
cambios altamente significativos en la calidad de la bebida con FE; pequefios cambios en el pH
pueden provocar grandes cambios en el comportamiento de algunos componentes de los alimentos
(De Icaza Tena, 2018), como lo es el favorecimiento de condiciones para que los microorganismos
puedan alterar el sabor del producto. Si se comparan los valores de Q1o en este trabajo con los
obtenidos en otros estudios para la perdida de compuestos altamente sensibles al calor como
fenoles (7,09-9,39), flavonoides (1 constante), betaxantinas (2,12-2,37) y betacianinas (10,95-
15,42) a temperaturas de 11,3 a 31,3°C (Jimenez Herrera, 2018); 0 Q10~2 para los cambios de
color en el caqui en fruta (Choi et al., 2017), se puede determinar que los parametros analizados

no presentan tanta sensibilidad como algunos compuestos bioactivos.
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3.4. Conclusiones parciales

La incorporacion de FE encapsulados dentro de una bebida de naranja comercial, es una
alternativa para proporcionar alimentos funcionales, que contribuyan especificamente a la
reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares asociado no solo al extracto encapsulado,

sino también a los agentes encapsulantes empleados, que proporcionan otros beneficios.

El jugo de naranja con FE adicionados, cumple con la legislacion en cuanto a los pardmetros
microbiologicos y fisicoquimicos establecidos para el territorio colombiano para las bebidas de

frutas. De igual forma, se presenta una aceptacién sensorial buena, brindada por jueces entrenados.

De acuerdo a los cambios presentados en los parametros sensoriales se puede establecer que a
una temperatura de 10°C, el JFE puede alcanzar una aceptacion general por parte del consumidor
antes de los 16 dias y si se almacena a una temperatura de 20°C, la aceptacion se reduce a 6 dias,

en los que no habria rechazo por parte de los consumidores.

Dentro de los parametros evaluados el pH suele ser uno de los mas criticos dado que un cambio
en éste proporciona un ambiente adecuado para el crecimiento de microorganismos, sin embargo,
a la hora de conocer su orden de reaccion se presenta un ajuste bajo, imposibilitando concluir de

forma adecuada sobre esta variable.

Para una aplicacion comercial, con el fin de aumentar la vida Gtil del producto y la aceptacién
de los consumidores ante JFE, algunas estrategias como asegurar calidad microbioldgica en el
proceso de secado por aspersion, pasteurizar antes del envasado y usar un empaque con adecuadas
barreras de proteccion al O, podrian ser implementadas para mejorar algunos atributos

presentados en este alimento.
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4. BIOACCESIBILIDAD DE FITOESTEROLES EN MATRIZ LIQUIDA
4.1. Marco Teorico
4.1.1. Colesterol y su importancia en el organismo

El colesterol es un lipido de estructura planar, que contiene un nucleo ciclopentano
perhidrofenantreno, una cadena lateral y un grupo hidroxilo (Rozner & Garti, 2006; Sanchez Pozo
& Gil Hernandez, 2017). Es un componente estructural de las membranas celulares (en
mamiferos), que mantiene tanto la fluidez como la rigidez de la membrana y media la sefializacion
celular a través de la formacion de subdominios rigidos (Howe et al., 2016), es indispensable para
mantener la permeabilidad de la membrana y es un sustrato principal para las moléculas derivadas
del colesterol que son esenciales para los cuerpos de los mamiferos (Rozner & Garti, 2006), siendo
el precursor de importantes moléculas como acidos biliares, vitamina D y hormonas esteroidales
(Figura 28. Compuestos derivados del colesterol) dentro del organismo humano (Félix et al.,

2016), entre otras.

CH, OH

CHj3

Testosterona Progesterona Vitamina D
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Acido Célico Acido Quenodesoxicélico

Figura 28. Compuestos derivados del colesterol

La mayoria de los tejidos animales tienen la capacidad para la sintesis hepatica del colesterol.
Este es sintetizado a partir del mevalonato, el cual se forma desde la union de 2 moléculas de

Acetil-CoA (Sanchez Pozo & Gil Hernandez, 2017); ver Figura 29.

El colesterol también se puede obtener a través de la dieta, después de su proceso de digestion
y absorcién (solubilizacion en micelas intestinales, paso a través de la mucosa al enterocito, e
incorporacion en quilomicrones y transporte a través de la linfa al higado). Una vez los
quilomicrones llegan al higado, se transforman en lipoproteinas y son transportas en sangre. Las
lipoproteinas se caracterizan en funcion de su densidad en VLDL-lipoproteinas de muy baja
densidad, LDL-lipoproteinas de baja densidad, ILD- lipoproteinas de densidad intermediay HDL-
lipoproteinas de alta densidad (Deng, 2012), que vienen ademas condicionadas por su tamafio y

relacion lipido-proteina (Errico et al., 2013).
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Figura 29. Ruta biosintética del colesterol. Modificado de Koolman y Réhm (2004)
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Las LDL contienen principalmente colesterol esterificado, el cual es transportado a los tejidos
periféricos. Por su parte las HDL debido a su tamafio almacenan poca cantidad de lipidos, pero
extraen el exceso de colesterol presente en los tejidos, para transportarlo al higado y alli, ser
excretado en la bilis (Cofan Pujol, 2014; Palau Oliver et al., 2005; Sanchez-Pozo & Ortega de la

Torre, 2010).

El alto consumo de colesterol esta estrechamente relacionado con el aumento de colesterol en
las LDL y con el riesgo de enfermedades cardiovasculares, las cuales son la principal causa de
morbimortalidad en el mundo (Deng 2012; Han et al. 2016; Smet, Mensink, and Plat 2012; Cofan
Pujol 2014). Por este motivo existen estrategias farmacologias para reducir el colesterol en sangre,
como el consumo de estatinas y ezetimiba (Jones et al., 2018; Rocha et al., 2016). Las estatinas
mas empleadas son atorvastatina, rosuvastatina, simvastatina, pravastatina, estas bloquean la
enzima HMG-CoA reductasa (3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A-reductasa), evitando la
formacion del colesterol (Han et al., 2016; Wong, 2014). Por su parte, la ezetimiba, inhibe
especificamente la absorcion del colesterol intestinal, al bloquear la proteina NPC1L1 (Nieman
Pick C1 Like 1), evitando su ingreso al enterocito (Escola-Gil et al., 2014; lkeda, 2015; Yoo,
2016). Dado que este ultimo farmaco actua a nivel intestinal reduce tanto el colesterol endégeno

como el exdgeno.

Willett, (2002) expone que mas del 80% de las enfermedades cardiovasculares son
potencialmente prevenibles con modificaciones en el estilo de vida e intervencién en la
alimentacion (Devaraj et al., 2004), siendo ademas mas rentables que las estrategias
farmacoldgicas (Willett, 2002). Por lo que se promueve el consumo de alimentos funcionales

dedicados a dicho fin; entre los que se destacan los que presentan contenidos de FE.
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4.1.2. Mecanismos de accion de fitoesteroles
En el capitulo anterior, se mostré que tanto los FE como los fitoestanoles, de forma libre o
esterificada, reducen el colesterol total en suero y afectan el perfil lipidico de las personas.
Normalmente, el colesterol presenta una absorcion del 60%, los FE del 2 al 5% y los fitoestanoles
son menos absorbidos que los FE (Lagarda et al., 2006). Aunque los mecanismos de accién por
los cuales los FE reducen el colesterol en sangre no estan completamente claro, se han establecido
diferentes teorias que son aceptadas para comprender como interacttan con el organismo (Gylling

& Simonen, 2015).

Una vez los esteroles se encuentran en su forma libre en el intestino delgado (duodeno), estos
son solubilizados mediante las micelas de absorcion formadas por sales biliares, para ingresar al
enterocito y posteriormente a circulacion. Por lo que el primer mecanismo de inhibicion del
colesterol en presencia de los FE, se produce al alterar la solubilidad del colesterol en las micelas
(Ikeda, 2015), esto genera que haya una competicion entre estos compuestos (colesterol y FE), por
un espacio dentro de las micelas mixtas del intestino, dada su similitud estructural (Alemany-Costa
et al., 2013; Gylling & Simonen, 2015; Jain & Bathla, 2015), al ocurrir tal desplazamiento, el

colesterol precipita.

Anteriormente se pensaba que la incorporacion de los esteroles dentro de las células intestinales
era por difusion pasiva, sin embargo se ha evidenciado que este proceso se da es por medio de la
proteina Nieman Pick C1 Like 1 (NPC1L1) (lkeda, 2015). Por lo que otro de los mecanismos de
inhibicidn de colesterol por FE por el transportador NPC1L1 (Proteina transmembranal ubicada

en la membrana apical del enterocito responsable del ingreso de los esteroles a la célula) (Jain &
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Bathla, 2015). La NPC1L1 tiene poca afinidad por los FE, pero més por el colesterol (Escola-Gil

et al., 2014; Yoo, 2016), reduciendo la velocidad en la que este es captado.

Una vez los esteroles ingresan al enterocito, estos deben ser esterificados mediante acil-
coenzima A-Colesterol aciltransferasa (ACAT) (Gylling & Simonen, 2015), para que puedan
ingresar en lo quilomicrones y ser transportados al higado (Yoo, 2016). Aunque aproximadamente
entre el 50-60% del colesterol es esterificado, en presencia de FE este proceso ocurre a un ritmo
mas lento que el del colesterol (Jain & Bathla, 2015), dada la poca afinidad que presenta la ACAT
por los FE (Escola-Gil et al. 2014; Mufoz Jauregui, Alvarado-Ortiz, and Encina Zelada 2011).
Teniendo como resultado una reduccién en la actividad de ACAT, ademas la activacion del eflujo

de esteroles del enterocito y la incorporacién a menor velocidad en los quilomicrones.

Las proteinas ABCG5/G8-Transportadores dependientes de ATP-son los responsables del
eflujo de los esteroles del enterocito al lumen intestinal; los FE y colesterol (Escola-Gil et al., 2014;
Jain & Bathla, 2015; Gylling & Simonen, 2015) particularmente de aquellos que no fueron

esterificados (lkeda, 2015; Yoo, 2016).

Los mecanismos anteriormente mencionados, se pueden apreciar en la Figura 30; en la que se
muestran los diferentes mecanismos de accion de los FE sobre las micelas, esterificacion por
ACAT y eflujo por las ABCG 5/8, para reducir el colesterol a nivel intestinal (Calpe-Berdiel et al.,
2006, 2009; Ikeda, 2015); como resultado se genera una disminucion del colesterol endogeno y el
exogeno (Jain & Bathla, 2015), lo que ocasiona la estimulacion de la produccion hepatica de éste.
Sin embargo, el incremento que se produce no es suficiente para compensar el efecto reductor que

proporcionan los FE en los alimentos funcionales, haciendo que el higado incremente el numero
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de receptores de LDL, a fin de captar colesterol para la sintesis de acidos biliares, aumentando asi

la depuracién de las LDL de la corriente sanguinea (Palau Oliver et al., 2005).

LUMEN INTESTINAL ENTEROCITO

Fitoesteroles

4

Esteroles [ acAT Esterp_les
libres esterificados

Esteroles
libres

Excrecion

Figura 30. Mecanismos de accion de los FE en la inhibicion del colesterol a nivel intestinal

Por otra parte, la mayoria de FE que ingresan al enterocito, son nuevamente regresados al lumen
intestinal, por lo que la cantidad que puede llegar a sangre es baja, excepto en personas que sufren
de sitoesterolemia. La sitosterolemia o fitosterolemia es una enfermedad hereditaria autosémica
recesiva, caracterizada por el aumento de los niveles de FE en el plasma (Falet, 2013; Ikeda, 2015;
Yoo, 2016), la cual es causada por mutaciones en los transportadores ABCG5 y ABCG8 que se
encuentran en hepatocitos y enterocitos (Escola-Gil et al., 2014; Falet, 2013). La acumulacion de
FE en sangre influye en la estabilidad de las lipoproteinas, lo que favorece el aumento de FE en
los tejidos, iniciando reacciones inflamatorias y causando aterosclerosis prematura (Escola-Gil et

al., 2014; Yoo, 2016).
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4.1.3. Metodos para la evaluacion de compuestos funcionales

Adicionar un ingrediente con caracteristicas saludables a un alimento no lo convierte
automaticamente en alimento funcional, por lo que es necesario demostrar un efecto beneficioso
debido a la transformacion tecnoldgica que el producto haya sufrido. Estos efectos pueden
analizados mediante experimentacion in vitro, modelos animales y estudios de observacion o de
intervencion en personas (Guarner & Azpiroz, 2005). En la tabla 18, se resumen las principales
ventajas y desventajas brindadas por autores como Cilla et al., (2019), Carbonell-Capella et al.,
(2014), Etcheverry et al., (2012), Morén-Valero, (2014), sobre los métodos de experimentacion
para encontrar interacciones entre alimentos y érganos (sistemas o fluidos) que permitan orientar

la funcionalidad de un producto.
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Tabla 18. Comparacion ventajas y desventajas de métodos in vitro, in vivo e intervenciones en

humanos
Método Ventaja Desventaja
- Reproducibles - No es posible reproducir el
- Répidos ambiente dindmico del intestino ni
- Sencillos para aplicar con material regular  procesos  (hormonales,
de laboratorio. actividad de celulas mucosas,
- Son relativamente economicos sistema inmune, etc).
- No tiene restricciones éticas. - Es necesario extrapolar para
- Permite simular la secuencia de las modelos in vivo.
In vitro fases gastrointes_tinales. R Mecanismos homeostaticos no se
- Control de condiciones de digestion presentan.
humana. - Las fases orales y de intestino
- Es posible analizar varias muestras. grueso  normalmente  no  son
- Se puede validar con material de incluidas.
referencia. - Bacterias intestinales y
- Los mecanismos de accion pueden metabolismo hepéatico no siempre
ser evaluados. son consideradas.
- Es posible escalar.
- Influencia de diferentes factores.
- Extrapolacién de estudios en
- Seleccidn especifica de los sujetos. humanos. . :
L e . - Falta de estandares de referencia
- Estudios farmaco-cinéticos se e
pueden llevar a cabo. certificados. .
. . - Alto costo de equipo y mano de
In vivo - Valora las transformaciones

metabolicas que sufren los
nutrientes.

obra.

- Requiere de mucho tiempo.

- Restricciones éticas.

- Sistemas funcionales complejos.

- Alta variabilidad de los resultados
obtenidos su alto costo.

Intervenciones
con humanos

- Es el método ideal.
- Resultados reales (sin necesidad de
suponer condiciones fisioldgicas).

- Restricciones éticas.

- Control en poblacion intervenida.

- Puede requerir gran numero de
voluntarios.

- Costo del estudio alto.

- Desercion de pacientes.

- Equipos  sofisticados /
resolucion.

alta

La intervencion con humanos es el método mas adecuado para lograr evaluar los efectos e

interacciones entre el producto (alimento, ingrediente o farmaco) con el organismo, ya que se tiene

en cuenta factores como edad, genotipo, estado fisioldgico de la persona (obesidad, lactancia,
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embarazo), estado de enfermedad, entre otros factores intrinsecos que son imposibles de medir con
otras metodologias (Cillaet al., 2019; Etcheverry et al., 2012), sin embargo, debido a las limitantes
que este tipo de estudio presenta, las alternativas que se plantean son los estudios en modelos

animales (in vivo) y los modelos in vitro.

Los métodos in vitro son Utiles para proporcionar conocimiento sobre posibles interacciones
entre nutrientes y/o componentes alimentarios, efecto de factores luminales (pH y enzimas),
preparacion de alimentos, naturaleza de la matriz o el potencial para un nutriente ser absorbido.
Adicionalmente, ofrecen mejor control de variables experimentales que con humanos o animales
(Etcheverry et al., 2012), haciendo de estos una herramienta, que permite segun los resultados
obtenidos, escalar a los posteriores métodos (in vivo o invencién), o replantear el disefio del
ingrediente. Los métodos in vitro, son empleados para medir la bioaccesibilidad y/o

biodisponibilidad (Etcheverry et al., 2012).

Los modelos de digestion simulada, hacen parte de los métodos in vitro, estos buscan simular
las condiciones fisioldgicas que ocurren en todo el proceso de digestion a nivel oral, gastrico e
intestinal, que permitan evaluar el grado de hidrolisis y potencial bioaccesibilidad de un producto
(Moréan-Valero, 2014). Entre los factores que se deben tener en cuenta para el desarrollo de un
modelo in vitro se consideran las relaciones enzima/sustrato, tiempo de digestion (en cada fase),
pH del medio de digestion, composicién mineral de los fluidos digestivos y simulaciéon de
movimientos peristalticos, entre otros (Moran-Valero, 2014); entre mas factores se puedan tener

en cuenta, mayor informacidn proporciona el modelo.
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4.1.4. Bioaccesibilidad
Desde los métodos in vitro, se ha estado incluyendo el concepto de bioaccesibilidad, generando

confusiones con términos como biodisponibilidad y bioactividad.

> La bioactividad es el efecto especifico de la exposicion a una sustancia, incluye la
captacion tisular y la respuesta fisioldgica (antioxidante, antiinflamatoria) y puede
evaluarse in vivo, ex vivo e in vitro (Carbonell-Capella et al., 2014).

» Labiodisponibilidad, se define como la cantidad de nutrientes ingeridos que se absorben
(paso a través de una membrana) y estan disponibles para funciones fisioldgicas.
Depende factores como la digestion, liberacion de los componentes de interés de la
matriz, absorcion por células intestinales y transporte a células corporales (Etcheverry
etal., 2012).

> Bioaccesibilidad, que es la cantidad de un compuesto que es liberado desde su matriz
alimentaria en el tracto gastrointestinal, para luego convertirse en disponible para la
absorcién intestinal (no incluye la absorcion); depende Unicamente de digestion y
liberacion de la matriz de alimentos (Cilla et al., 2019; Etcheverry et al., 2012). Un
aspecto a destacar de la bioaccesibilidad, es que se puede utilizar como herramienta para
evaluar la efectos positivos o negativos de la estructura de los alimentos (tamafio de
particula, adicion de emulsionantes) y la composicion de los alimentos (fortificacion de
alimentos, ingredientes de alimentos), con el objetivo de mejorar la formulacion de un
producto (Cillaetal., 2019). Es evaluada, mediante procedimientos de digestion in vitro,
generalmente simulando la digestion gastrica y del intestino delgado (Carbonell-Capella

etal., 2014).



153

4.1.4.1. Bioaccesibilidad de fitoesteroles en bebidas
La accién de los FE como ingrediente funcional es reconocida; sin embargo, al adicionarlos a
diferentes matrices, es posible determinar que su efecto se ve afectado. En los siguientes estudios
la bioaccesibilidad (BA) de los FE fue evaluada mediante métodos de digestion simulada in vitro,

para matrices liquidas enriquecidas con éstos.

Vaghini et al., (2016) evaluaron la BA en 4 bebidas lacteas comerciales: descremada y
endulzada (BA 16%), solo endulzada (BA 16,6%), descremada con azUcar y jugo de naranja (BA
8,9%) y descremada sin azlucar (BA 11,2%), en las que las primeras dos bebidas contenian FE y
su BA no presentd diferencias significativas y las dos Gltimas contenian fitoestanoles (BA sin
diferencias), sugiriendo que tanto la matriz como el tipo de esterol adicionado (esterol o estanol)
tiene una alta influencia sobre la eficacia y funcionalidad de las bebidas. Es posible corroborar que
los fitoestanoles en estos métodos in vitro, también proporciona menos afinidad que los FE para

ser incorporados en micelas.

Garcia-Llatas et al., (2015) evaluaron la BA en bebidas de frutas a base de leche enriquecidas
con FE con criptoxantina (BA 4,3%) y sin este carotenoide (BA 6,4%), determinando que la
adicion de otros componentes lipidicos (carotenoides) dentro de la matriz, reduce la BA de los FE.
La interaccion entre los FE y carotenoides resultan en la reduccion de la bioaccesibilidad de los

FE en las bebidas con naranja (Cilla et al., 2019).

Por otra parte, Alemany et al., (2013a) evaluaron la bioaccesibilidad en 4 tipos de bebidas,
bebida lactea con fruta con jugo de mandarina (BA 4,3 %), bebida lactea con fruta sin jugo de

mandarina (BA 6,4 %), leche (2,6 BA %) y bebida de fruta (BA 3%), concluyendo que la matriz
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juega un papel importante para los valores obtenidos por lo que bebidas lacteas con fruta son la

mejor opcidn para incorporar FE, ademas de que la presencia de jugo de mandarina reduce la BA.

En su estudio Alvarez-Sala et al., (2016) evaluaron el desarrollo de tres bebidas de frutas a base
de leche enriquecidas con FE, estas bebidas sin adicion de grasa (BA 8,7%), con adicion de grasa
lactea y proteina de soya (BA 31,4%), y con aceite de oliva y lecitina de soya (BA 28,2%),
permitieron concluir que la adicion de una fuente grasa y emulsionantes dentro de las bebidas
mejora la BA de los FE notablemente. Incluso este estudio proporciona mejores valores de BA

que los anteriores.

La importancia de hacer ensayos in vivo o in vitro antes de colocar los alimentos en el mercado
puede proyectar una funcionalidad al alimento (VVaghini et al., 2016), a pesar que al ser comparados
los resultados de los estudios in vitro e in vivo, se determinan valores que difieren a lo esperado
segun el método in vitro, por lo que ha de considerarse que la matriz, composicién de ingrediente
de FE, dosis de FE y periodo de consumo, pueden influir en los niveles séricos de FE y, por lo
tanto, pueden ser importantes para la funcionalidad estos (Garcia-Llatas et al., 2015). De igual
forma, la aproximacién por medio de la bioaccesibilidad, en la funcionalidad proporciona un

criterio valido para continuar mejorando una formulacién de alimento funcional.
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4.2. Metodologia

4.2.1. Reactivos a emplear y preparacién de soluciones
Los reactivos empleados en el montaje del modelo de digestion in vitro, fueron Tris base
(tris(hidroximetil)aminometano), cloruro de calcio anhidro (CaCly), cloruro de sodio anhidro
(NaCl), acido maleico (acido cis-butenodioico), amino Lipasa A (de Aspergillus niger), pepsina,
pancreatina (pancreas porcino), sales biliares, fosfatidilcolina de huevo (lecitina), b-sitosterol

(pureza >80%), colesterol (> 99%) y N,O- bis(Trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA).

Las soluciones a emplear fueron:

e Solucion gastrica acuosa, 150 mM NaCl, 6mM CaCl y HCI hasta ajustar a pH 2,5.

e Extracto de enzimas gastricas: 50 mg de lipasa géastrica 'y 15 mg de pepsina en 3 mL de
la solucidn gastrica previamente preparada. Esta solucion se agita por 10 min antes de
su uso.

e Solucion buffer tris-maleato: Con el tris base y acido maleico, solucién de 100mM, pH
7,5.

e Secrecion biliar: 50 mg de lecitina, 125 mg de sales biliares, 0,25 mL de solucion de
325 mM CaCly, 0,75 mL de solucién NaCl a 3,25 M y 5 mL de buffer tris-maleato.
Agitacion por 10 min antes de usar.

e Extracto de pancreatina: 0,5 g de pancreatina porcina en 3 mL de buffer tris-maleato,

agitacion por 10 min y centrifugacion a 4000 rpm durante 15 min.



156

4.2.2. Muestras para digestion in vitro
Las muestras analizadas correspondieron a: extracto obtenido por FSC a partir del bagazo de
cafa de azucar; mezcla aceite: extracto FSC y microparticulas de extracto de FSC con GA, My
PAS (obtenidas en capitulos anteriores); ademas de la muestra de JFE para determinar si esta
bebida contribuye a la inhibicion del colesterol a nivel micelar. En la Tabla 19, se detallan las
muestras a trabajar con la cantidad de FE totales (sumatoria de campesterol, estigmasterol y

sitosterol) de cada una.

Tabla 19. Muestras de FE para modelo de digestion in vitro

% %, % Cantidad FE en
Muestra . . FE totales tomada para muestra (mg)
camp. estigm Sitost. e .
analisis aproximados
Extracto FSC 21 26 51 34,0 mg/g 70 mg 2,4
Fase oleosa
(extractoaceite) 15 19 66 24,1 mg/g 100 mg 2,4
Microparticulas 14 16 70 17,3 mg/ g 140 mg 2,4
1,0 mg/
JFE 17 11 72 0.61 mL 1,5mL 2,4

% = % participacion del FE en la muestra; camp =Campesterol, estigm= Estigmasterol, sitost. =Sitosterol
4.2.3. Modelo de digestion in vitro

El modelo de digestion in vitro, fue basado en la metodologia planteada y desarrollada por

Navarro del Hierro et al., (2018) y Moran-Valero et al., (2012), en su grupo de investigacion; la

cual se elabord en las fases gastrica e intestinal, debido a la naturaleza de las muestras y al interés

del compuesto a analizar (lipidico).

En la fase gastrica, las muestras (Tabla 19), fueron mezcladas con 3 mg de lecitina de soya, 8
mg de colesterol y aceite de soya (como vehiculo y para simular la ingesta de colesterol en la
dieta). Se adicionaron 2,2 mL de solucidn géastrica atemperada y la mezcla se agité a 220 rpm

durante 2 min, en una incubadora a 37°C con agitacién orbital; pasado este tiempo se incorporaron
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0,45 mL del extracto fresco de enzimas géstricas a la mezcla, dejando en agitacion por 45 min en
la incubadora a las condiciones previas. Pasado el tiempo se agregaron 1,9 mL de la secrecion
biliar simulada precalentada (37°C), se continu6 en agitacion por 2 min a 190 rpm y 37°C. La fase
intestinal dio inicio con la adicion de 0,45 mL de extracto de pancreatina fresco a la mezcla, la
cual se dejé en agitacion durante 60 min. Una idea gréafica del lugar de accion de este modelo en

el sistema gastrointestinal, se puede visualizar en la Figura 31.

Glandulas saliml{_{s

1. Solucién Géstrica

2. Enzimas Gastricas

I Vesicula biliar — %~
Duodeno
- .

3. Secrecion

biliar 4. Extracto de

pancreatina

Figura 31. Modelo explicativo de digestion in vitro. Organos del sistema digestivo, tomada y
modificada de CK-12 Foundation, (2021)

En el caso de la bebida, esta fue previamente homogenizada antes de iniciar la digestion (1,5

mL de JFE), el procedimiento fue el mismo previamente explicado, para la fase gastrica e
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intestinal. La digestién in vitro para cada muestra fue realizada por triplicado. EI control positivo,
para las digestiones se hizo empleando un estandar de b-sitosterol como referencia, mientras el

control negativo, se realizd en ausencia de la muestra (1,5 mL de agua destilada).

4.2.4. Determinacion de bioaccesibilidad
Una vez finalizada la fase intestinal, el medio fue sometido a centrifugacion a 4000 rpm durante
40 min. La fase micelar (fase acuosa superior la cual contiene las micelas y los compuestos
bioaccesibles) fue separada del precipitado, componentes sin solubilizar (Figura 32), y la
bioaccesibilidad del colesterol, determinada como la fraccién del colesterol total digerido que es
considerado disponible para la absorcion intestinal. La bioaccesibilidad fue calculada, segun la

siguiente ecuacion:

Ecuacién 6

Cantidad del compuesto en la fase micelar (mg)
Cantidad del compuesto en el medio de digestion total (mg) X

Bioaccesibilidad (%) = 100

Centrifugacion

Precipitado

Fase total

Fase Micelar

Figura 32. Separacion del medio de digestion total y fase micelar
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Los componentes del medio de digestion total (muestras + secreciones simuladas) y de la fase

micelar fueron extraidos y analizados por GC-MS como se describe en el siguiente item.

4.2.5. Extraccion lipidica

El total de lipidos de las muestras fueron extraidos con la mezcla hexano: trimetilbutil éter
(50:50 v:v), a una proporcion 3:1 solvente: muestra. La mezcla fue agitada con vortex por 1 miny
centrifugada a 3000 rpm durante 10 min. La fase orgéanica fue separada y secada en un rota
evaporador a 40°C. Una segunda extraccion fue realizada con cloroformo:metanol (2:1 v:v), con
las mismas condiciones que la primera extraccién. La fase organica fue separada y colocada en el
mismo recipiente de la primera extraccion (ya evaporada). El solvente fue evaporado y el extracto
obtenido guardado hasta ser analizado, segun el protocolo de Maria Inés Moran-Valero, (2014),

con algunas modificaciones.

4.2.6. Anélisis GC-MS
El extracto seco fue reconstituido con 2 mL de cloroformo:metanol (1:1). Una alicuota de
200puL fue tomada en un vial y evaporada bajo corriente de nitrégeno, después fueron adicionados
500uL de agente derivatizante (BSTFA), el cual fue calentado a 75°C, durante 1 h, agitando cada

15 min. Una vez finalizada esta etapa las muestras fueron inyectadas en el GC.

Los analisis GC fueron realizados de acuerdo a la metodologia usada por Herrera et al., (2019),
con algunas modificaciones. El equipo usado fue un cromatografo de gases Agilent 7890A,
equipado con un inyector split/splitless, un auto muestreador G4513A y un espectrémetro de masas
5975C. La columna capilar Agilent HP-5MS (5%-fenil, 30 m, 0,25 mm id, 0,25 um). La

temperatura del inyector fue de 260°C. Como gas de arrastre se usé helio a un flujo de 2mL/min.
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Se inyectd 1 pL de la muestra en modo splitless. El horno tuvo el siguiente programa de
temperatura: inicié a 50°C por 3 min, aument6 a 310°C a una velocidad de 15 °C/min y alli, se
mantuvo por 25 min. La fuente de ionizacidn del espectrometro de masay la interfase, presentaron
una temperatura de 230°C y 280°C, respectivamente. El rango de masas fue de 30—1000 m/z. La
identificacion de los compuestos fue realizada por comparacion en los tiempos de retencion de los
estandares y el espectro de masas de la libreria NIST. La cuantificacion se realizé mediante curvas

de calibracion de los estandares de colesterol y B-sitosterol.

4.2.7. Anélisis estadistico
Los analisis fueron realizados con el software GraphPad Prism 5, mediante ANOVA con el test
de comparacion mdltiple de Tukey. Los valores presentados son el promedio + desviacion

estandar. La significancia estadistica usada fue de p < 0,05.
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4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Bioaccesibilidad del colesterol en presencia de muestras de FE
Las muestras seleccionadas para evaluacion fueron escogidas, con el fin de determinar como su
forma fisica puede afectar la incorporacion del colesterol presente en las micelas mixtas, de
acuerdo al modelo de digestion in vitro, haciendo énfasis en que a mayor % de bioaccesibilidad de

un componente es porque mayor es su participacion en las micelas (Figura 33).

De acuerdo a la Figura 33a, se muestra que la bioaccesibilidad del colesterol estuvo cerca al
60%, el cual es similar al valor de absorcion fisioldgica del colesterol en la dieta que varia entre
40-60% (Moran-Valero, 2014; Vaikousi et al., 2007), sin embargo, la presencia del estandar de b-
sitosterol (control positivo), no mostré ninguna reduccion en el colesterol, esto se debe a que la
cantidad adicionada pudo haber sido insuficiente para evidenciar el efecto de los FE, a pesar de
que sea una cantidad equivalente a la usada en las muestras y puede deberse a problemas de
solubilidad, ya que en la produccién de FE, normalmente para aumentar la pureza se involucran
procesos de cristalizacion, y la forma cristalina, aumenta el punto de fusién, reduce la solubilidad
en medio acuosos, dificultando la adecuada incorporacién en las micelas, para desplazar el

colesterol (McClements, 2012).

Por otra parte, es posible evidenciar que todas las muestras analizadas a partir del bagazo de
cafia de azUcar, muestran una reduccion significativa sobre la bioaccesibilidad del colesterol. El
extracto FSC y el extracto:aceite, mostraron efectos similares, logrando que el colesterol estuviera
entre el 40%, lo que podria sugerir que la mezcla del extracto obtenido del bagazo con el aceite de
soya no mejoro la dispersion y solubilidad del extracto en el medio de digestion, para favorecer el

desplazamiento del colesterol. Con respecto a las microparticulas, estas presentaron un mayor
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porcentaje de reduccion de colesterol disponible (cerca al 30%), esto se explica debido a que la
forma del extracto obtenido por FSC (en microparticulas), mejora la dispersion en la fase acuosa
y por ende hay una inclusion eficiente de los compuestos en las micelas formadas en el proceso de

digestion simulada, logrando un mejor desplazamiento del colesterol.
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Figura 33. Evaluacion de bioaccesibilidad de muestras de FE y controles durante la digestion in
vitro. a) Bioaccesibilidad del colesterol, b) bioaccesibilidad del B-sitosterol y c) correlacion entre
la bioaccesibilidad del colesterol y los FE

En una extraccion por FSC de una matriz vegetal, es posible tener un extracto con varios

compuestos lipidicos diferentes a los de interés, contando con la presencia de acidos grasos de
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cadena larga y corta, los cuales mejoran la solubilidad de los FE en la matriz. Ademas, con respecto
a los extractos que contienen FE son mejor disueltos en aceite y mas estables a la cristalizacion,
conclusion que obtiene Vaikousi et al., (2007) en su trabajo, en el que la presencia de aceite en
dispersiones con FE presentaron modificaciones en los termogramas DSC, haciendo que en las
muestras con contenido oleoso, los picos de fusion fueran més anchos (temperatura de fusion mas
baja) y menos simétricos, resultados que pueden relacionarse con los efectos sobre la solubilidad.
En nuestro caso, cuando hay una dispersion, las pequefias particulas formadas facilitan el proceso
de solvatacidn a nivel intestinal, mejorando la solubilidad y la bioaccesibilidad de los compuestos

bioactivos.

Otro aspecto a tener en cuenta es que, debido a la presencia de aceite en la preparacion de las
muestras, la temperatura y la agitacion con la que se trabaja toda la digestion, pudo haber mejorado
la solubilidad del extracto de FSC, solubilizandolo completamente con ayuda de las sales biliares,
lo que hizo que se presentara un comportamiento similar al extracto con aceite y por esta razén,

ninguna de las muestras presento diferencias.

Las microparticulas presentaron un mejor efecto hipocolesterolemico, ya que su proceso de
elaboracidn (microencapsulacion), como se dijo anteriormente, es una técnica que no solo permite
proteger ingredientes bioactivos de factores externos, si no también aumentar la solubilidad y
dispersibilidad de compuestos lipofilicos (Comunian & Favaro-Trindade, 2016), mejorando asi la
bioaccesibilidad y biodisponibilidad de metabolitos liposolubles, liberandolos facilmente en el
proceso de digestion, y haciendo que al ser particulas pequefias las secreciones gastricas e
intestinales que se llevan a cabo en el modelo, permita a los FE ser incluidos en las micelas mixtas

(Gonnet et al., 2010) de una forma féacil, lo que sugiere concluir que la eficacia de los FE en la
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reduccion del colesterol dependera del estado fisico (Vaikousi et al., 2007) de los ingredientes que

los contienen.

Por otra parte, la bioaccesibilidad de los FE es ligeramente mayor en las muestras con
microparticulas (44,50 + 2,26%), comparado con las otras muestras analizadas (32,80 — 34,10%),
como se muestra en la Figura 33b. Este comportamiento es posible dado a que las microparticulas,
permiten una liberacion mas controlada y prolongada de los FE, logrando que por un mayor tiempo
estos estén presentes en el medio de simulacion gastrica y tengan una mayor interaccion con las
sales biliares, logrando asi una incorporacion mas eficaz dentro de las micelas mixtas. También,
se ha sido estudiado que tanto la proteina de soya como la goma arabiga contribuyen a retener
aceites por mas tiempo (Kong et al., 2017; Vingerhoeds & Harmsen, 2004), teniendo como
consecuencia mayor contenido de FE en la digestion in vitro, inhibiendo que el colesterol ingrese
a las micelas por mas tiempo, sugiriendo que las microparticulas presentan mejores caracteristicas

que el resto de las muestras (extractos).

Por otra parte, al relacionar a nivel general los resultados anteriores (Bioaccesibilidad del
colesterol y de los FE), es posible encontrar (como se ilustra en la Figura 33c), una correlacion
negativa entre ambas bioaccesibilidades (r=-0,9574). La estrecha relacion entre estas dos
variables muestra que un aumento en la presencia del colesterol en la fase micelar se traduce en
una reduccion en la bioaccesibilidad de los FE. Esto se da debido a que tanto los FE como el
colesterol tienen estructuras muy similares, por lo que hay una competicion entre estos para la
solubilizacion de las micelas mixtas, logrando que el colesterol sea desplazado por los FE (Jain
& Bathla, 2015), ademas, la limitada solubilidad del colesterol a nivel micelar en presencia de

FE podria ser una de las mayores causas de la inhibicion en la absorcion del colesterol (Ikeda,
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2015). También, se puede resaltar que las microparticulas ofrecen mayor actividad antioxidante

durante el tiempo de digestion (
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Anexo E), lo que rectifica que las microparticulas, son la opcién de ingrediente adecuado

para la posterior adicién a una matriz acuosa.

La efectividad de los esteroles vegetales depende en gran medida de su estado fisico, para lograr
competir con el colesterol por la solubilizacién en las micelas mixtas del intestino, debido a que
estos deben distribuirse uniformemente en el contenido intestinal y tener una alta superficie
efectiva (Vaikousi et al., 2007). En la revision realizada por Smet et al., (2012), también se puede
ver la importancia de la forma fisica de los FE, ya que si estos forman cristales estables, las
soluciones solidas que son formadas, se caracterizan por una bioaccesibilidad extremadamente

baja (Smet et al., 2012).

4.3.2. Bioaccesibilidad del colesterol y las sales biliares
Debido a que las matrices vegetales son complejas, y sus extractos contienen varios
compuestos, es necesario tratar de comprender si las muestras analizadas, que contienen otros
metabolitos secundarios diferentes a los FE (caracterizacion realizada en el capitulo 1), poseen
otro mecanismo que ayude a reducir la bioaccesibilidad del colesterol; como lo puede ser la

precipitacion de acidos biliares.

La bioaccesibilidad de los &cidos biliares en controles negativos (53,50 + 8,25%) y positivos
(46,97 + 2,34%) no presenta diferencias significativas (Figura 34a). Esto sugiere que con o sin un
estandar de fitoesterol, los &cidos biliares en el medio no se ven afectados, retomando que el
mecanismo mas citado es la competencia entre el colesterol y los FE para su incorporacion en
micelas mixtas en el tracto intestinal, que es el primer paso para la absorcion en los enterocitos

(\Vaghini et al., 2016) y no otro como relacionado con la reduccion de sales biliares en el medio.
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Figura 34. Efecto de las muestras y controles evaluados sobre a) la bioaccesibilidad de los &cidos biliares
y b) la correlacién entre la bioaccesibilidad del colesterol y los acidos biliares. Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0,05)

Las muestras de extracto FSC (43,20 + 3,25%), extracto con aceite (34,15 = 2,42%) y
microparticulas (38,18 + 6,50%), no presentan diferencias significativas en la bioaccesibilidad
entre ellas, con respecto a la precipitacion de las sales biliares como mecanismo para la reduccion
del colesterol; pero si se observa una ligera diferencia con respecto a los controles. Esto sugiere
que las muestras usadas contienen algunos componentes que pueden reducir la cantidad de acidos
biliares que son cuantificados desde la fase micelar, causando que la concentracion micelar critica
pueda ser afectada y formar menos micelas que aquellas en los controles. También se puede
determinar que al no presentarse diferencias entre las muestras analizadas, es posible determinar

que la ligera reduccion se debe al extracto y no al aceite o a los agentes encapsulantes empleados.

Como se observa en la Figura 34b, a pesar que se encuentra una correlacién positiva entre la
bioaccesibilidad del colesterol y de los &cidos biliares (r= 0,7317), indicando una posible relacion
entre las variables analizadas, segun el coeficiente de correlacion no hay una relacion cercana entre
la bioaccesibilidad de sales biliares y la del colesterol. Lo que sugiere que no es posible asegurar

que el mecanismo usado por las muestras analizadas de los extractos de FE a partir del bagazo para
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la reduccién de la bioaccesibilidad del colesterol sea debido a algunas interferencias en la
formacion de las micelas de acidos biliares, por esta razon es dificil elucidar el mecanismo exacto

de la reduccion del colesterol.

4.3.3. Bioaccesibilidad del colesterol en muestras de jugo de naranja
Manteniendo la relacion de jugo de naranja 'y FE encapsulados, con la que se trabajo el capitulo
3, y viendo en efecto que la mejor seleccion para poder elaborar un producto funcional era la
adicion de FE en forma de microparticulas por sus multiples cualidades, se prosigue a identificar

si la matriz alimenticia interfiere con el efecto inhibidor del colesterol que se busca.

Como se muestra en la Figura 35a, la bioaccesibilidad del colesterol en presencia de los FE
encapsulados (23,10 + 3,05%) y el control de la encapsulacion — E_A (Encapsulado diluido en
agua, 30,60 = 1,59%), presenta una leve diferencia que podria indicar que la fase micelar se vio
afectada por el volumen de agua afiadido, lo que provocé una dilucién de la cantidad de micelas

mixtas (debido a la cantidad de sales biliares).

Por otro lado, la bioaccesibilidad del colesterol en presencia de los encapsulados (23,10 +
3,05%) y jugo de naranja (19,33 + 1,43%) no presenta diferencias estadisticas (Figura 35a), lo que
indica que la reduccion del colesterol seria equivalente a consumir solo jugo de naranja o el
encapsulado de FE ofrecido en este trabajo, para lograr una disminucién de aproximadamente 30%
en la bioaccesibilidad del colesterol (de acuerdo con el modelo de digestion in vitro evaluado). Sin
embargo, esta similitud en los valores puede deberse a que la capacidad de las micelas para

solubilizar moleculas lipofilicas insolubles en agua es limitada (Smet et al., 2012).
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bioaccesibilidad de los acidos biliares. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas
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Al adicionar las microparticulas de FE al jugo de naranja, se observa un efecto sinérgico, con
una reduccion en la bioaccesibilidad del colesterol de 3,27 + 0,25%); este resultado es posible dada
la presencia de otros compuestos minoritarios en el jugo, como lo son los carotenoides, los cuales
también se absorben ingresando a la micela mixta (Fernandez-Garcia et al., 2012) y pueden reducir
la cantidad de colesterol que ingrese en las micelas. De igual forma, debido a las propiedades del
jugo de naranja, el cual es una fuente de vitaminas y otros nutrientes como carotenoides,
flavonoides (hesperidina y narirutina), folato y vitamina C, los cuales hacen de esta bebida una
excelente fuente de antioxidantes, que ha demostrado que reduce el colesterol total en personas
normo-colesterolémicas (Aschoff et al., 2015, Devaraj et al., 2004), es posible que la reduccion de
colesterol mediante este modelo se deba a otros mecanismos diferentes a la solubilizacion en fase
micelar. Ademas, como se vio anteriormente (capitulo 3), la bebida obtenida también contenia
buena cantidad de fibra soluble, la cual impide el adecuado proceso de micelizacion ya que el

contenido biliar se solubiliza facilmente en los geles que se forman durante la digestion
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(Fernandez-Garcia et al., 2012; Rodriguez-Roque, 2014), impidiendo formacién de micelas, como

se vera mas adelante, con la afectacion de la bioaccesibilidad de los acidos biliares.

En la Figura 35b, entre las muestras de encapsulados (38,18 + 6,50%) y su control E_A (38,65
+ 6,33%), no hay diferencias estadisticas; indicando que la adicion de agua no influye en la
cantidad de acidos biliares disponibles para la formacion de las micelas. Sin embargo, las muestras
correspondientes a JNC (8,60 + 2,44%) y JFE (8,49 £ 3,11%), afectan la presencia de acidos
biliares, esto sugiere que la reduccion de colesterol es debido a mecanismos que inhiben la accion
de los acidos biliares, bien sea por la reduccién de la concentracion micelar critica o un
impedimento fisico, como aumento de viscosidad para formar las micelas. La solubilizacién en las
micelas es crucial para la absorcion de diferentes compuestos lipidicos en el intestino y la actuacion
de los acidos biliares, por lo que una alteracion en la concentracién micelar y/o composicion de
los &cidos biliares pueden afectar la absorcion de colesterol en el intestino (Tazuma & Takikawa,
2017). Por otra parte, se puede determinar que la reducciéon de los acidos biliares, se debe
principalmente a la matriz empleada (Jugo de naranja), ya que anteriormente se demostr6 que las
microparticulas solas, no cuentan con ningun efecto en la disminucion del carécter anfifilico de las

sales biliares.

La baja bioaccesibilidad del colesterol en el JFE, podria sugerir que esta bebida tiene una buena
capacidad de inhibicion en la absorcion del colesterol en las micelas mixtas, segun el modelo de
digestion simulado. Sin embargo, es importante aclarar que la determinacién de la bioaccesibilidad
por este método, es una herramienta la cual provee una aproximacion en la eficacia de cualquier
ingrediente bioactivo pero no es posible extrapolar estos resultados in vivo o resultados clinicos,

como se aprecia en el estudio de Garcia-Llatas et al., (2015), donde el valor de bioaccesibilidad de
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bebidas lacteas con fruta enriquecida con FE libres in vitro comparado con resultados in vivo, no
reflejaron los resultados obtenidos en el andlisis in vivo, diferencias que son explicadas porque los
estudios in vitro solo evaltan el contenido de la fraccion soluble del ingrediente de interés y no el

paso a través del enterocito para su absorcion (Garcia-Llatas et al., 2015).

Los modelos de digestion in vitro que miden la bioaccesibilidad de micro y macronutrientes en
los alimentos imitando las condiciones fisiologicas en el tracto intestinal, se han convertido en una
popular herramienta de investigacion de bajo costo y alto rendimiento. Aunque presentan grandes
inconvenientes en comparacion con los estudios in vivo, los modelos in vitro permiten el cribado
rapido y econémico de un conjunto de muestras mas grande, lo que sirve como base cientifica para

continuar con mas estudios in vivo (Aschoff et al., 2015).
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4.4. Conclusiones parciales

Se encuentra una estrecha relacion entre el estado fisico en el que se proporcionan las muestras
analizadas, la reduccién de la bioaccesibilidad del colesterol y el aumento de la bioaccesibilidad
de FE, demostrando que las formas solidas, en polvo con pequefios tamafios de particula son
facilmente solubilizados e incorporados en las micelas, a diferencia de la muestra extraida

directamente por FSC, sin ningun tratamiento previo.

Las muestras de ingredientes analizados no ofrecen una reduccion significativa de las sales
biliares en el proceso de digestion intestinal, sugiriendo que la inhibicién en la fase micelar del

colesterol no se debe a la precipitacion de las sales biliares.

De acuerdo al efecto sinérgico que proporciona la bebida de naranja y los FE encapsulados al
reducir el colesterol disponible en las micelas, por mecanismos de competicion FE-colesterol, es
posible considerar que el JFE, es una opcion adecuada para la disminucion de mas del 80% del
colesterol presente en las micelas, pudiendo considerarse como un alimento con alta probabilidad

de ser hipocolesterolemico, segun el modelo in vitro empleado.
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CONCLUSIONES
Con la extraccion de FE a partir del bagazo de cafia de azlicar mediante la tecnologia de FSC a
condiciones de 40°C, 400bar, 6 mL/min, 0% cosolvente, 210 min, se obtuvo un extracto de un
rendimiento de 0,92% y una concentracion de FE totales de 30,87 mg / g extracto, 3 veces mayor
que la lograda con el método convencional de Soxhlet. Ademaés, al comparar estos resultados con
los encontrados en otras matrices es posible establecer que el bagazo de cafia de azlcar puede ser
considerado como una buena fuente de FE, que abre una alternativa para el aprovechamiento de

este residuo a la vez de la obtencidn de ingredientes funcionales a nivel nacional.

Las microparticulas de FE extraidos por FSC y obtenidas mediante secado por aspersion,
empleando como agentes encapsulantes M, PAS y GA (1:21:78) presentd un RS 65%, EE 73%,
tamafo de particula < 25um y una estructura amorfa de acuerdo a los resultados obtenidos por
SEM vy difraccién de rayos X, permiti6 mejorar la solubilidad del extracto encapsulado,

aumentando las matrices alimentarias a las cuales podria ser incorporado.

La bebida de naranja comercial con adicién de FE encapsulados, present6 una buena aceptacion
general a nivel sensorial, tanto para jueces entrenados como para los consumidores frecuentes
quienes brindaron una calificacion de “me gusta mucho” en la escala hedonica. Sin embargo,
debido a los cambios en los parametros de pH, SDT, CE y aceptacion sensorial evaluados en el
tiempo se puede considerar como un producto perecedero, que requiere de diferentes técnicas de

conservacion y envase para que pueda contar con una mayor vida util.

El modelo de digestion gastrointestinal simulado permitio determinar que tanto las
microparticulas de FE extraidos por FSC como su adicion en un jugo de naranja comercial,

proporcionan una buena reduccion en la incorporacion del colesterol dentro de las micelas de
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absorcién, demostrando que las microparticulas mejoran el efecto con respecto a las otras muestras
analizadas y que al adicionarlo a la matriz seleccionada no pierde la efectividad si no que se

potencializa debido a la composicién quimica del jugo.

El producto final desarrollado en esta tesis, basado en un jugo de naranja con incorporacion de
microencapsulados de FE obtenidos del bagazo de cafia de azlcar extraidos por la tecnologia de
FSC, se puede considerar una alternativa a tener en cuenta en el mercado para la poblacién
colombiana en general, que contribuya a la reduccién del colesterol y por ende a la disminucion
en el riesgo de enfermedades cardiovasculares, proporcionando de esta forma una opcion

disponible en el area de los alimentos funcionales.
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RECOMENDACIONES
Hacer un estudio de vida atil, con al menos otra temperatura para lograr la aplicacion de la
ecuacion de Arrhenius, con mucha mayor precision; a su vez, adicionar dentro de los pardmetros
a evaluar, andlisis microbioldgicos que permita garantizar la inocuidad del producto, andlisis
sensorial con mayor nimero de consumidores para contar con muestras representativas de la

poblacion.

Seleccionar otras matrices acuosas, tales como bebidas de otras frutas, para determinar el
cambio en la calidad sensorial, estabilidad y bioaccesibilidad, al incorporar los encapsulados de

FE obtenidos en este trabajo.

Para los estudios de bioaccesibilidad, ampliar el estudio del efecto que poseen compuestos
minoritarios de la matriz, tales como vitamina C, flavanonas, carotenoides sobre el método in vitro
de digestion simulada, en la reduccion del colesterol desde las micelas, para mostrar sinergias entre

el jugo de naranja y los encapsulados de FE, especificamente.

Determinar los cambios que sufren los encapsulados de FE (secos y en la bebida) a través del
tiempo en pardmetros como el tamafio, color, estabilidad de FE dentro de las particulas, ganancia

de humedad, liberacion de FE en bebida y cambios en la bioaccesibilidad.

Realizar un andlisis de viabilidad econdémica, que incluya desde el proceso de transporte del
bagazo de cafia de azUcar del trapiche, hasta el proceso de empaque de la bebida, identificando asi

su rentabilidad.

Escalar las condiciones 6ptimas encontradas en los procesos de extraccidn y encapsulacion, que
permita determinar rendimientos a nivel industrial, para futuras aplicaciones de FE en matrices

alimentarias.
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Anexo A. Principales materias primas cultivadas en Colombia, como posibles fuentes de
fitoesteroles

_ Grasa Esteroles ProdL_Jccién Precio _
Alimento | Parte (%) (mg/100g) | Nacional (COP/ Usos Referencia
* (Ton/afno) kg)
Consumo
|_||nterno, (Feng, Luo, Zhong,
umano, .
Cafia de > 24 Azcar, A(sa(t)?::maz O21042’0-
Aig?:ar Corteza| 0,1 87 millones 2.600 pangla y Agroﬁet- '
bebidas. Minagricultura
Animal, 2017) !
Melazay
forrajes.
(Agronet-
Minagricultura,
., 2017; Cizkové et al.
Exportacion, i N
Café Grano 13 240 > 7 millones | 6.800 consumo 2007; Nagasam.pagl
interno et a! 1971'.
Federacion Nacional
de Cafeteros de
Colombia, 2017)
(Agronet-
Minagricultura,
Palma Fruto 53 81 > 1 millén 1.750 Aceite 2017; Belitz et al.,
2009; Normén et al.,
2007).
Exportacién (Plazaetal.
aceite ’ 2Q09;Agronet-
Aguacate Pulpa 17 83 320.629 3.000 ] Minagricultura,
obtencion de ) .
compuestos 2017; Nutrients-db,
2014).
(Vlahakis &
Alimentacion Hazebroek, 2000;
Soya Grano 18 405 126.300 3.000 . Agronet-
animal . :
Minagricultura,
2017)
(Agronet-
Bebidas, Minagricultura,
Coco Fruta 65 97 118.600 3.400 aceites 2017: Normén et al.,
2007)
(Agronet-
Cacao Grano 57 150 84.288 7.000 Chocolates Minagricultura,

2017; Oracz et al.,
2014)
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Grasa Esteroles | Producciéon | Precio
Alimento | Parte (%) (mg/100g) | Nacional (CoP/ Usos Referencia
* (Ton/ano) kg)
(Agronet-
] . Textiles, uso Minagricultura,
Algodén | Semilla| 33 95 18.667 900 general 2017; Verleyen et
al., 2002)
(Agronet-
. . Minagricultura,
Cebada Semilla| 1,4 60 4,800 2.560 Bebidas 2017: Normén et al.,
2007)
(Agronet-
. Aceite, Minagricultura,
Trigo Germen| 2 344 4,579 3.000 harinas 2017: Normén et al.,
2007)
(Agronet-
. . . Minagricultura,
Girasol Semilla| 26 322 3.697 27.000 Aceite 2017: Normén et al.,
2007)
Aceite, Miﬁ]':grriocrsj?;ra
Ajonjoli Semilla | 49 404 2.300 6.000 consumo 2017" Ng . 1I
directo ; Normén et al.,
2007)
Aceite, Miﬁ]':grriocrsj?;ra
Mani Semilla | 46 220 2.116 7.500 cg:wrsélér:;o 2017: Normén et al.,
2007)
Alimentacion Migégrriiﬁﬁﬁra
Avena salvado | 7 40 457 3.200 h:mf#]‘lgly 2017: Normén et al.,
2007)
Biodiesel, (Agronet-
Industria Minagricultura,
Higuerilla | Semilla| 47 165 297 61700 | Juimica 2017; Pacheco-
(pintura, Palencia & Susanne
esmaltes, Mertens-Talcott,

cosmeéticos)

2015)
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Dosis | Eorma Frecuencia Duracion Muestra de intervencion resultados
Matriz Pais (g/dia) | Est6 L consumo (semanas) | n Egad C‘?nd'c"?,n de obtenidos Referencias
(veces) (afios) inclusién
_ | ICT 10%
_ _ Hipercolesterolemia ILDL 12% (Ras et al.
Margarina Alemania 4561 Est 2 12 126 | 40-65 | leve, aparentemente LHDL 4% 2015) '
saludables |TG 4%
Crema ICT 4%
untable : 1 Hipercolesterolemia | JLDL 5% | (Blometal.,
(34.4% Alemania 3,3 Est 2 4 130 | 18-75 leve HDL 2019)
grasa) TG 10%
Hi | lemi ICT 5%
ipercolesterolemia | | 14 .
Leche Brasil 1,21 Est 2 8 30 6-19 media-moderada ! HDL ° (Rll;%sl% al.
1TG 19%
Tratamiento con 0
estatinas, con iEITDI?I{; (Gomes et al
Margarina Brasil 2,01 Est 1 6 11 | 58-74 | antecedentes agudos 0 N
JLDL 16 % 2017)
de enfermedades \TG 18%
coronarias ’
Bebida no . . ICT 11%
grasa Canadd | 18' | L 3 3 15 | 22-68 H'perrf]%'gzﬁzgem'a ILDL 10% (JO’;%SO‘; al.,
(0,1%) L TG 20%
Bebida con
i . . ICT 10%
bajo - Canadi 181 L 3 3 15 | 29-68 Hipercolesterolemia |LDL 8% (Jones et al.,
contenido moderada 2003)
TG 6%
graso (1%)
ICT 10%
. . Hipercolesterolemia | |LDL 15% (Lau etal.,
1 -
Margarina Canada 18 L 1 3 15 | 40-80 leve |HDL 9% 2005)

1TG 9%
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Dosis | Eorma Frecuencia Duracion Muestra de intervencion Resultados
Matriz Pais (g/dia) | Esto L consumo (semanas) | n Egad andlcpp de obtenidos Referencias
(veces) (afos) inclusion
ICT 14,6%
. ) Hipercolesterolemia | |LDL 26% (Lau et al.,
1 -
Margarina Canada 18 L 1 3 14 | 40-80 leve, diabetes tipo 2 | THDL 7% 2005)
1TG 8%
ormeeen | Lersw
. . 35-70 . . ILDL 7% | (Houweling et
1
Margarina Canada 2,0 Est 3 4 41 hipercolesterolemia LHDL 4% al., 2009)
leve, con sobrepeso TG 7%
moderado ! ’
LCT 7% (Amir
i i 0,
Yogurt Canada | 20° | L 1 4 47 | 19-75 | Hipercolesterolemia | - |LDL 11% | gp.poohi of
leve THDL 2% al., 2014)
TG 13% N
LCT 6% (Amir
. H 1 0,
Yogurt Canada 3371 Est 1 4 47 | 19-75 Hipercolesterolemia | |LDL 11% Shaghaghi et
leve —HDL al., 2014)
TG B
ICT 7% (Vasquez-
Yogur . ) i Hipercolesterolemia | |LDL 10% | Trespalacios
liquido Colombia 4.0 Est 2 4 40 1 20-50 leve-moderada —HDL & Romero-
-TG Palacio, 2014)
. CT 4%
Leche baja , . L 0
en grasa Dinamarca 121 L 2 4 71 | a5-65 Hipercolesterolemia | |LDL 7% (Thomsen et
moderada —HDL al., 2004)
(1,2%) TG
. CT 7%
Leche baja : . L o
en grasa Dinamarca | 1,61 L 2 4 71 | 45-65 Hipercolesterolemia | |LDL 9% (Thomsen et
moderada —HDL al., 2004)
(1,2%) TG
leche baja Hipercolesterolemia LCT 6% (Hernandez-
en grasa Espafa 2,02 Est 2 12 31 | 18-76 moderada sin ILDL 9% | Mijares etal.,
(1,8%) tratamiento —HDL &<TG 2010)
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Dosis | Eorma Frecuencia Duracion Muestra de intervencién Resultados
Matriz Pais (g/dia) | Esto L consumo (semanas) | n Egad andlcpp de obtenidos Referencias
(veces) (afos) inclusion
Con hipertension
presion sanguinea
Crema de (sistolica de 120- CTnr
159 mmHgy o 5
cacoy Espafia | 2,0 | Est 1 4 30 | 43-65 | diastolica de 80-99 iLfDLLlérA’ (Soz'gfzt)a"’
. mm Ho), 0
(44% grasa) hipercolesterolemia LApoB 8%
leve-moderada.
Fumadores
Crema de Hlpercolesterollemla
leve-moderada; con
;{a/gelilzynas hipertension presion LC]:;-L r;r(y (Solaetal
fibra y Espafia 2,01 Est 1 4 27 | 43-65 | sanguinea (sistolica lHDL nro 2012) K
120-159 mm Hg y
soluble diastoli lApoB 8%
(47% grasa) iastolica 80-99 mm
Hg), fumadores
ICT 7%
Jugo de Estados 1 i Hipercolesterolemia | |LDL 13% (Devaraj et
naranja Unidos 2.0 L 2 8 72| 20-73 moderada —HDL al., 2004)
-TG
1CT 5%
LLDL 9%
—HDL
Jugo de Estados 1 ) Hipercolesterolemia -TG (Devaraj et
naranja Unidos 2.0 L 2 8 72| 20-73 moderada |ApoB 12% al., 2006)
—a-T, a-C;
B-C, licopeno
y luteina
Hipercolesterolemia LCT 2%
. . 1 i i ILDL 4 % (Niittynen et
Yogur Finlandia 1,0 L 1 4 15 | 25-59 leve-moderada HDL al., 2008)

-TG
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. Frecuencia ., Muestra de intervencién
Matriz Pais DOS,'S Forma consumo Duracion Edad Condicion de Resultgdos Referencias
(g/dia) | Esto L (semanas) | n ~ X S obtenidos
(veces) (afos) inclusion
Hipercolesterolemia LCT 6% .
Yogur Finlandia | 20! | L 2 8 12 | 2559 | leve-moderada | JLDL 6% | (Niittynenet
oHDL TG | 2 2008)
ICT 13%
Untable a ILDL 17%
base de HDL
aceite Hipercolesterolemia TG (Gylling et al
vegetal y Finlandia 8,82 Est 1 10 25 | 18-75 leve a moderada yiing N
) layp-C 2010)
bebida a A5%
base de layy—T
avena 15%
Sin criterios de
inclusion para perfil 0
lipidico, no lchgL%@o
. . . consumidores de (Gylling et al.
Margarina Finlandia 3,02 Est 3 24 46 | 25-66 . —HDL '
medicamentos o TG 2013)
suplementos que
afecten el nivel de
colesterol sérico
1CT 5% (
. . Salo &
0
Yogur Finlandia 1,62 Est 1 4 28 | 25-65 Hipercolesterolemia | |LDL 9% Kuusisto,
leve —HDL
TG 2016)
1CT 4% (
. . Salo &
0
Yogur Finlandia 2,02 Est 1 4 29 | 25-65 Hipercolesterolemia | |LDL 8% Kuusisto,
leve —HDL
TG 2016)
|CT 14%
Untable . . |LDL 16%
(10,5% Grecia | 2,02 | Est No 16 50 | 50-58 | Hipercolesterolemia | " py | (Athyros et
especifica leve. al., 2011)
grasa) oTG

ISPCR 17%
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Dosis | Eorma Frecuencia Duracion Muestra de intervencion Resultados
Matriz Pais (g/dia) | Esto L consumo (semanas) | n Egad andlcpp de obtenidos Referencias
(veces) (afos) inclusion
ICT 8%
Con historia de ILDL 10% (Guardamagn
Yogur Italia 20! Est 1 12 29 | 8-16 | hipercolesterolemia —HDL g
o aetal., 2010)
familiar TG
ICT 6%
. . |LDL 10%
Chocolate Paises bajos | 1,81 L 3 4 31 | 21-75 Hipercolesterolemia HDL (De Graaf et
(15% grasa) leve al., 2002)
-TG
Yogur LCT7 %
. . Hipercolesterolemia | |[LDL 9% | (Doornbos et
0 1 -
(2,7% Paises bajos | 3,2 Est 1 4 184 | 55-59 leve DL al., 2006)
grasa) TG
Yogur LCT 6 %
. . Hipercolesterolemia | |LDL 9% (Doornbos et
0 1 -
(3,5% Paises bajos | 2,8 Est 1 4 184 | 55-59 leve SHDL al., 2006)
grasa) TG
Normo e 1CT 5,3% (Baumgartner
Margarina | Paises bajos | 3,0 Est 2 12 43 | 18-70 | hipercolesterolemia | |LDL 8,1% | etal., 2013)
leve —HDL
Normo e 1CT 5,3% (Baumgartner
Margarina | Paises bajos | 3,02 Est 2 12 43 | 18-70 | hipercolesterolemia | |LDL 7,8% | etal., 2013)
leve —HDL
. . CT 20%
Bebida . . Sin desordenes | 'r 1304 | (Richelle et
lactea baja Suiza 3,6 Est 1 1 26 | 28-30 metabolicos, C 60% | 2004
en grasa normolipidemicos LB- ) al )
Lo-T 32%
. . CT 23%
Bebida Sin desordenes l .
. . . 1 i - TG 13% (Richelle et
lactea baja Suiza 2,2 L 1 1 26 | 28-30 meta_bqllcos_, |B-C 48% al., 2004)
en grasa normolipidemicos

lo-T 11%




235

perfil lipidico

. Frecuencia ., Muestra de intervencién ltad
Matriz Pais DOS,'S Forma consumo Duracion Edad Condicion de Resu tados Referencias
(g/dia) | Esto L (semanas) | n ~ X S obtenidos
(veces) (afos) inclusion
Hipercolesterolemia
Yogur bajo leve- moderada, no ICT 4%
2 0
en grasa Turquia 33 Est 2 4 35 | 23-65 g_onsumo de ILDL 6% (Buylukztlénger
cuchareable medicamentos que —HDL etal., 2013)
pudiera influir en el <TG

Dosis: 1: fitoesteroles, 2: fitoestanoles, 3 mezcla de fitoesteroles y fitoestanoles

Forma del esterol Est: Esterificado; L: Libre

Resultados obtenidos CT: Colesterol total; LDL: lipoproteina de baja densidad; HDL: lipoproteina de alta densidad; TG : Triglicéridos; B-caroteno: p — C; o-
tocoferol a-T; SPCR Alta sensibilidad a proteina C- reactiva
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Forma Pais Dosis | Forma | Frecuencia | Duracion M;g:jra De Irgg;\gzgg%e Resu;tado Referencias
farmaceéutica (o/d) | EstoL | consumo | (semanas) | n (Afi0s) Inclusion Obtenidos
Prevencién primaria
0 secundaria de \TC5-7%
4 capsulas, enfermedad JLDL 4- Maling ef al
Cépsula Brasil 2,01 L 2 en cada 4 86 | 55-68 coronaria, con 6% ( az'gil; al,
comida indicacion de terapia | —HDL )
para reduccion de TG
lipidos en suero
6 | ICT 8%
Cépsulas . 5 capsutas, Hipercolesterolemia | |LDL 9% | (Woodgate et
blandas Canada 27 Est 3c%r;nci3ia 4 12| 33-70 moderada- alta —HDL al., 2006)
-TG
_ _ ITC 2%
Di fo 1 sachet plggnostlcac:os ’CI(')n 116 15% (Palmeiro-Sil
ispersion . 1 sache sindrome metabdlico almeiro-Silva
acuosa Chile 2.0 L 8mL 24 102 | 18-65 y glucemia en ayunas l\lllo'(;)l' et al., 2020)
>100mg/dL 0
—HDL
o 4 tabletas. 2 H:percoleztero(;emia jfgf;gj (Maki et al
stados : eve-moderada y 0 aki et al.,
Tableta Unidos 18* L en cha 6 32 | 21-79 buena salud en —HDL 2012)
comida
general TG
ICT 7%
Cépsulas Estados | , g3 E 4 capsulas, Hipercolesterolemia | {LDL 9% | (Maki etal.,
. , st 2 en cada 6 28 | 21-79
blandas Unidos comida leve-moderada —HDL 2013)
TG 9%
4 capsulas Hipercolesterolemia | |CT 3%
Capsulas Estados 183 Est 2 en ca da’ 5 30 | 21-79 leve-moderada y JLDL 4% | (McKenney et
blandas Unidos ' comida buen estado de salud —HDL al., 2014)
en general. <TG
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i . L Muestra De Intervencion Resultado
Forma Pais Dosis | Forma | Frecuencia | Duracion Edad Condicion de s Referencias
farmacéutica /d) | Est6L | consumo | (semanas -, .
(g/d) ( )| n (Afios) Inclusion Obtenidos
. Estados 1 3 capsulas i Adultos saludables, |LDL (Reaver et al.,
Capsula Unidos 15 L de05¢g 4 32 | 30-65 normocolesterolemia 10% 2019)
«CT
Cépsulas 1 2 capsulas i Hipercolesterolemia <LDL | (Ottestad et al.,
blandas Noruega | 2,0 Est por dia 4 41 | 18-80 media-moderada —HDL 2013)
-TG

Dosis: 1: fitoesteroles, 2: fitoestanoles, 3 mezcla de fitoesteroles y fitoestanoles

Forma del esterol Est: Esterificado; L:Libre

Resultados obtenidos CT: Colesterol total; LDL: lipoproteina de baja densidad; HDL: lipoproteina de alta densidad; TG : Triglicéridos; B-caroteno: f — C; o-
tocoferol o-T; SPCR Alta sensibilidad a proteina C- reactiva
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Los parametros evaluados para la estimacion de vida util, por modelo matematico Q1o, fueron pH, sélidos disueltos (ppm), conductividad (uS/cm)

y aceptacion general de las bebidas (jugo de naranja control y jugo de naranja con encapsulados de fitoesteroles); a dos temperaturas (10 y 20°C).

En Tabla 20, se muestra el promedio de los valores obtenidos en las mediciones realizadas.

Tabla 20. Promedio de valores experimentales de las variables pH, solidos disueltos, conductividad y aceptacion sensorial

;:g;?gé; pH Solidos disueltos (ppm) Conductividad (uS/cm) Acep(tszzlsoonr%ei;w eral
Tiempo Control Encapsulados Control Encapsulados Control Encapsulados Control Encapsulados
(dias) 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C

0 3,17 | 3,17 | 3,35 | 3,35 | 1964 | 2671 | 2160 | 2966 | 3928 | 5342 | 4320 | 5932 8,3 8,3 8,2 8,2
1 3,17 | 3,29 | 3,44 | 3,49 | 1711 | 2104 | 2025 | 2671 | 3421 | 4207 | 4050 | 5342 8,4 8,4 7,8 8
2 331 | 340 | 358 | 3,67 | 1593 | 2104 | 1789 | 2164 | 3185 | 4207 | 3578 | 4328 8 8,3 7,7 75
6 322 | 331 | 3,69 | 3,77 | 1357 | 1732 | 1475 | 2004 | 2713 | 3464 | 2949 | 4007 7,7 78 7,7 6,9
8 340 | 366 | 3,71 | 3,85 | 1357 | 1632 | 1750 | 1867 | 2714 | 3264 | 3499 | 3734 78 7,4 7,8 34
14 3,32 | 355 | 3,85 | 4,07 | 1259 | 1650 | 1593 | 1959 | 2517 | 3299 | 3185 | 3919 75 51 75 -
16 332 | 340 | 3,67 | 410 | 1121 | 1461 | 1391 | 1514 | 2242 | 2923 | 2781 | 3028 7,4 3,2 6,9 -
21 323 | 362 | 3,80 | 4,13 | 1095 | 1134 | 1382 | 1217 | 2189 | 2269 | 2764 | 2433 6,3 - 4,3 -
29 338 | 355 | 366 | 408 | 805 | 733 | 1010 | 797 | 1611 | 1467 | 2021 | 1595 5,8 - - -
43 329 | 351 | 366 | 401 | 494 | 780 | 1022 | 981 987 | 1560 | 2043 | 1963 4,1 - - -

1. Determinacion del orden de la reaccion: Con los datos de la tabla anterior, se grafica cada variable contra tiempo; hallando el coeficiente de

determinacion (r?> més cercano a 1), se elige el orden de la reaccion (Tabla 21).
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Tabla 21. Coeficientes de determinacion (r?) de las variables analizadas y orden de la reaccién
;ﬁg:?ggg pH Sélidos disueltos (ppm) Conductividad (uS/cm) Acepgzcr:::onr%ei;l eral
Orden de Control Encapsulados Control Encapsulados Control Encapsulados Control Encapsulados
reaccion | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C
0 0,162 | 0,309 | 0,214 | 0,530 | 0,923 | 0,830 | 0,811 | 0,786 | 0,922 | 0,829 | 0,811 | 0,786 | 0,963 | 0,892 | 0,658 | 0,789
1 0,165 | 0,315 | 0,219 | 0,525 | 0,969 | 0,891 | 0,855 | 0,830 | 0,970 | 0,891 | 0,855 | 0,829 | 0,937 | 0,824 | 0,613 | 0,729
2 0,330 | 0,557 | 0,673 | 0,937 | 0,945 | 0,917 | 0,876 | 0,907 | 0,945 | 0,917 | 0,875 | 0,907 | 0,978 | 0,99 | 0,908 | 0,915

2. Encontrar las constantes de velocidad (k) para cada parametro

Segun el orden de la reaccion encontrado, se trabajan con las siguientes ecuaciones (Ecuacion 7 y Ecuacion 8)

In— =kt
At

1r_1_

At Ay

Donde, Ao es la concentracion (valor) inicial del parametro evaluado

kt

At es la concentracion del parametro en el tiempo

t tiempo estimado

k es la constante de velocidad

Ecuacion 7 Cinética de primer orden

Ecuacion 8. Cinética de segundo orden

Viendo las ecuaciones 7 y 8 de la forma y= mx +b, se obtienen las siguientes expresiones respectivamente



1 —
At

InAt = InA, —kt Ecuacion 10

L —kt+-= Ecuacién9
Ao
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Con las expresiones de las ecuaciones 9y 10, se obtiene la Tabla 22 y se procede a graficar nuevamente cada uno de los valores contra el tiempo

Tabla 22. Linealizacion de datos obtenidos en cada uno de los parametros, segun el orden de la reaccién (primer orden In A, segundo orden 1/A)

;:]:i'?;ljz pH Solidos disueltos (ppm) Conductividad (uS/cm) Aceptacion general (sensorial)

Tiempo Control Encapsulados Control Encapsulados Control Encapsulados Control Encapsulados

(dias) 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C | 10°C | 20°C 10°C 20°C 10°C 20°C | 10°C | 20°C
0 0,315 {0,315 | 0,299 | 0,299 | 7,583 |3,7E-04 |4,6E-04 | 3,4E-04 | 8,276 |19E-04| 2,3E-04 | 1,7E-04 | 0,120 0,120| 0,122 | 0,122

1 0,315 |0,304 | 0,291 | 0,287 | 7,445 |4,8E-04 |4,9E-04| 3,7E-04 | 8,138 |2,4E-04| 2,5E-04 | 19E-04 | 0,119 0,119 0,128 | 0,125

2 0,303 |0,295 | 0,280 | 0,273 | 7,373 |4,8E-04 | 5,6E-04| 4,6E-04 | 8,066 |2,4E-04| 2,8E-04 | 2,3E-04 | 0,125 | 0,120 | 0,130 | 0,133

6 0,311 {0,303 | 0,271 | 0,266 | 7,213 |5,8E-04 | 6,8E-04| 5,0E-04 | 7,906 |2,9E-04| 3,4E-04 | 2,5E-04 | 0,130 0,128 | 0,130 | 0,145

8 0,295 |0,274 | 0,270 | 0,260 | 7,213 |6,1E-04 |5,7E-04| 5,4E-04 | 7,906 |3,1E-04| 2,9E-04 | 2,7E-04 | 0,128 0,135 0,128 | 0,294
14 0,302 |0,282 | 0,260 | 0,245 | 7,138 |6,1E-04 | 6,3E-04| 5,1E-04 | 7,831 |3,0E-04| 3,1E-04 | 2,6E-04 | 0,133 0,196 | 0,133 -
16 0,301 |0,295 | 0,273 | 0,244 | 7,022 |6,8E-04 | 7,2E-04| 6,6E-04 | 7,715 |3,4E-04| 3,6E-04 | 3,3E-04 | 0,135 0,313 0,145 -
21 0,310 |0,276 | 0,263 | 0,242 | 6,998 |8,8E-04 | 7,2E-04| 8,2E-04 | 7,691 |4,4E-04| 3,6E-04 | 4,1E-04 | 0,159 - 0,233 -
29 0,296 |0,282 | 0,273 | 0,245 | 6,691 |1,4E-03 |9,9E-04| 1,3E-03 | 7,384 |6,8E-04| 4,9E-04 | 6,3E-04 | 0,172 - - -
43 0,304 |0,285 | 0,273 | 0,249 | 6,202 |1,3E-03 |9,8E-04| 1,0E-03 | 6,895 |6,4E-04| 4,9E-04 | 5,1E-04 | 0,244 - - -

Una vez linealizado cada uno de los valores experimentales de los pardmetros analizados, se grafica la funcién linealizada correspondiente (In

A: 0 1/Ay) con respecto al tiempo (Figura 36). Con la ecuacion de la recta obtenida, se obtiene la constante de velocidad (k), la cual corresponde a la

pendiente (tabla 24).
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Figura 36. Linealizacion de parametros, segun su orden de reaccion, contra el tiempo, para bebida control y bebida con encapsulados de fitoesterol
a 10 y 20°C. a) pH, b) solidos disueltos, c) control a 10°C de solidos disueltos y conductividad. d) conductividad, e) aceptacion sensorial de las
bebidas.
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De acuerdo a las ecuaciones 10y 11, se procede a la elaboracién de la Tabla 23, para hallar cada una de las

constantes de velocidad

Tabla 23. Constantes de Velocidad (de deterioro) para cada uno de los pardmetros analizados (k = m)

Parametros Control Encapsulados
analizados 10°C 20°C 10°C 20°C
pH -2,0E-04 | -6,0E-04 | -6,0E-04 | -1,0E-03
Solidos disueltos 2,84E-02 | 2,00E-05 | 1,00E-05 | 2,00E-05
Conductividad 2,84E-02 | 1,00E-05 | 6,00E-06 | 1,00E-05
Aceptacion sensorial | 2,60E-03 | 9,80E-03 | 3,60E-03 | 1,76E-02

3. Determinacion de la Energia de activacion: Para esto, se grafica la funcion In (k) contra el inverso

de la temperatura en °K (1/T). Se halla la Ea segln la siguiente relacion Ea = m * R

Tabla 24. In k de cada uno de los parametros

Parametros Control Encapsulados

analizados 10°C 20°C 10°C 20°C
Temperatura (K) 283,15 293,15 283,15 293,15
pH -8,517 -7,419 -7,419 -6,908
Solidos disueltos -3,561 -10,820 -10,820 -11,513
Conductividad -3,561 -11,513 -11,513 -12,024
Aceptacion sensorial -5,952 -4.625 -5,627 -4.040
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Efecto de la temperatura sobre el pH Efecto de la temperatura sobre sélidos
disueltos
4 UT (UK) 0 UT (1K)
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Figura 37. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de reacciéon en cada uno de los pardmetros evaluados, a) pH, b) solidos disueltos, c)
conductividad y d) aceptacion sensorial de las bebidas.
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De acuerdo a la Figura 37, se pueden encontrar la Ea. Datos mostrados en la Tabla 25.

Tabla 25. Energias de activacion (Ez) de cada uno de los pardmetros evaluados para jugo control y
encapsulado

, . Energias de activacion (J/mol)
Parametros analizados
Control Encapsulados
pH -7,58E+04 -3,63E+04
Solidos disueltos 2,32E+04 -3,96E+04
Conductividad 4,78E+04 3,563E+04
Aceptacion sensorial -9,16E+04 -1,10E+05

4. Determinacion de valor de Q 10

Reemplazando la ecuacion con los datos obtenidos anteriormente se encuentra la relacién

l _Ea [ 10 ]
nQo = 2|t + 10y
Ea= Energia de activacion de la reaccién

R= Constante de los gases ideales (8,314 J/mol*K)
T= Temperatura en K (°C + 273,15)

Q0 = gValorde In Q4o

Tabla 26. Factor Qi de las bebidas sin y con fitoesteroles encapsulados

Parametro Muestra | Temperatura (K) In Q1o Qo
Control 283,15 -1,098 0,333
oH Encapsulado 283,15 -0,512 0,600
control 293,15 -1,026 0,358
Encapsulado 293,15 -0,478 0,620
control 283,15 0,336 1,400
S6lidos Encapsulado 283,15 -0,574 0,563
disueltos control 293,15 0,314 1,369
Encapsulado 293,15 -0,536 0,585
control 283,15 0,693 1,999
conductividad | Encapsulado 283,15 0,512 1,668
control 293,15 0,647 1,910




Encapsulado 293,15 0,478 1,612

control 283,15 -1,327 0,265

Aceptacion Encapsulado 283,15 -1,594 0,203
sensorial control 293,15 -1,240 0,289
Encapsulado 293,15 -1,489 0,226
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Anexo E. Determinacién de la capacidad antioxidante por DPPH durante la digestion in

vitro

Metodologia

La actividad antioxidante del medio de digestion también fue determinada para las muestras de
extracto obtenido por FSC; extracto con aceite de soya y microparticulas de FE, con el fin de lograr
caracterizar las muestras en todas las etapas de la digestion. Para esto, se usé el ensayo con el
reactivo DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) antes y después de las fases de digestion géastrica e
intestinal, de acuerdo al procedimiento descrito por Martin et al., (2016). Brevemente, el medio de
digestion fue diluido en etanol:cloformo (4:1), de alli una alicuota (500uL) fue adicionada a 1500
uL de DPPH en metanol (0,06 mM), se agit6 por 1 min en vortex y posteriormente se centrifugo
a 12000 rpm por 5 min. Las muestras fueron guardadas en oscuridad durante 1 hora y finalmente
se realiz6 la medida a 517nm en un espectrofotometro. Este procedimiento también se aplicé para

los controles y fue realizado por triplicado.

La concentracion del DPPH en el medio, fue estimado por curvas de calibracion (DPPH), y la

actividad antioxidante fue expresada como se muestra en la %Inhibicion DPPH =

100 — pg de DPPH /mL muestra Qug de DPPH/m/l Contro/ x100 Ecuacion 11

ug de DPPH/mL muestra

%Inhibicion DPPH = 100 — ug de DPPH/mL Control

x 100  Ecuacion 11
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Resultados y discusion

En algunos estudios, los FE han sido identificados como antioxidantes debido a que pueden
ofrecer proteccion contra ciertos tipos de canceres (Abuajah et al., 2015), particularmente el -
sitosterol el cual es capaz de neutralizar los radicales libres de DPPH (un donante de aniones
superédxido)(Jain & Bathla, 2015). Sin embargo, la capacidad antioxidante de las muestras
analizadas no se puede atribuir Unicamente a los FE, ya que, al ser un extracto, otra gran cantidad
de compuestos podrian ayudar en esta propiedad (En la Tabla 6. Caracterizacion del extracto de
bagazo de cafia de azlcar obtenido por FSC, se detallan algunos compuestos identificados del
extracto trabajado). Las caracteristicas antioxidantes de un extracto se ven afectada por factores
como el tiempo y el pH, por lo que se hizo necesario determinar si las muestras analizadas

presentan cambios en dicho aspecto, cuando son sometidos a una digestién simulada in vitro.

En la Figura 38, se observa la inhibicion del radical DPPH de las muestras evaluadas en 3 etapas
del proceso de digestion (antes y después de la fase gastrica y al finalizar la fase intestinal);
identificando que antes y después de la fase gastrica, la inhibicion de DPPH no cambia
estadisticamente para cada muestra; pero si lo hace en mas de un 30% aproximadamente al
finalizar todo el proceso digestivo (al comparar con la fase gastrica). Los valores de inhibicién de
DPPH en la etapa intestinal del extracto por FSC, extracto: aceite y microparticulas correspondid

a64,17 £1,57;48,14 + 1,11y 81,69 + 0,98, respectivamente.
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Figura 38. Actividad antioxidante por el método DPPH, para cada muestra con FE en les
diferentes etapas de la digestion in vitro. Letras diferentes indican diferencia estadistica

La capacidad antioxidante que se detecta en las muestras podria atribuirse a la presencia de
pequefas cantidades de compuestos fendlicos como los acidos cinamico, cafeico, ferulico y p-
cumarico, que son productos intermedios en la formacion de la lignina (polimero de complejo
fendlico) (Liu et al., 2018), y el bagazo de cafia de azUcar es rico en este compuesto (lignina) como
uno de los principales componentes de la pared celular vegetal, encontrandose entre un 18 a 20%
en esta matriz (Wern Chonga et al., 2019; Zheng et al., 2017). Asimismo, un extracto obtenido por
FSC, puede tener compuestos fendlicos en pequefias proporciones ya que estos metabolitos

también pueden ser extraidos por FSC (Silvia et al., 2016).

En el extracto obtenido por FSC, las primeras fases de digestion tiene un valor similar al estudio

de Feng et al., (2014), en el cultivo de cafia de azicar Badila (Red-ring) de Zhejiang-China en la
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corteza (28,13 + 1,03%) , el nudo (35,84 £ 1,15) y la punta (28,35 = 0,40%); lo que demuestra que
los compuestos responsables de la capacidad antioxidante presente en el extracto, no se alteran a
pH &cidos (condiciones de digestion gastrica in vitro). Otros estudios muestran que no solo la cafia
de azucar o sus productos (principalmente el jugo) presentan alta actividad antioxidante, los anillos
de cafia de azlicar también tienen buena actividad antioxidante (500-1750 mg GAE / 100g o entre
65-220 mg GAE / 100 mg fendlicos), demostrando una correlacién entre los compuestos fendlicos

y DPPH, en el estudio realizado por Zhao et al., (2018).

En el caso de las enzimas adicionadas en el modelo de digestion, se observa que las enzimas
gastricas (lipasa gastrica y pepsina) no mostraron un efecto significativo en las muestras (antes o
después de la digestion gastrica), debido a que las muestras son principalmente de naturaleza
lipidica (Extracto FSC y Extracto: de aceite). Sin embargo, el valor de inhibicién de DPPH para
las microcapsulas (51,57 £ 3,82%) fue mayor que las muestras de lipidos, esto se debe a la
dispersion de las particulas en un medio acuoso con pH &cido, favorecido por un proceso de
emulsificacion. Por otro lado, el aumento de la actividad antioxidante en la digestién intestinal,
luego de la agitacion en presencia de pancreatina y acidos biliares, favorecio la hidrolisis de los
compuestos dentro de las muestras, conclusion similar a la obtenida por He et al., (2015), con
compuestos fendlicos, que durante 2 h de digestion intestinal a pH 7,5, presentaron una hidrolisis

por pancreatina mucho mayor que la digestion gastrica por pepsina.

En el caso de las microparticulas, estas expresan mayor actividad antioxidante, incluso desde
la primera fase, debido a su estado fisico que permite la dispersidn en las soluciones acuosas,
ademas de que los agentes encapsulantes empleados, son facilmente solubilizados, permitiendo

mostrar facilmente su actividad antioxidante.



