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ABREVIATURAS

AE: Agentes encapsulantes
BHA: Butilhidroxianisol

BHT: Butilhidroxitolueno

C: Capsul®

CG: Cromatdgrafo de gases
DIM: Dimeros

DS: Desviacion estandar

E: Epicatequina

EE: Eficiencia de encapsulacion
FL: Flavonoide

IN: Inulina

H: Hexano

HPC: Hidroxipropilcelulosa
HPSEC: Cromatografia de exclusién por tamafio de alta resolucion
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RESUMEN

La oxidacién lipidica es una de las principales reacciones que afectan la calidad de los
aceites, transformandose en uno de los principales problemas para la industria
alimentaria por la aparicion de olores y sabores indeseables. Para la proteccion de la
oxidacion lipidica, se pueden utilizar microparticulas de flavonoides de liberacién
controlada para extender la vida atil de las materias grasas y disminuir la utilizacion
inefectiva del antioxidante natural.

De acuerdo a estos antecedentes el objetivo de este estudio fue estudiar la cinética y
mecanismo de liberacién de flavonoides desde microparticulas con y sin la adicion de un
agente canalizante en linoleato de metilo (LM) y su efecto en la formacion de
compuestos polares.

Se encapsularon los flavonoides quercetina (Q), naringenina (N) o epicatequina (E),
mediante secado por atomizacion, utilizando inulina (IN) o hidroxipropilcelulosa (HPC)
como agentes encapsulantes y Capsul® (C) como agente canalizante, de acuerdo a un
disefio Box-Behnken, con un total de 15 experimentos para cada sistema de
microparticulas estudiado (Q-(IN-C), N-(IN-C), E-(IN-C), Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-
(HPC-C)). Las variables independientes fueron la relacion flavonoide/agente
encapsulante, temperatura del aire entrada y contenido de Capsul. Las variables
dependientes fueron la eficiencia de encapsulacion y liberacién de flavonoides a los 14
dias (t14) y a los 28 dias (t,g) de almacenamiento en hexano (H) para los sistemas con IN
y HPC, respectivamente. Se utiliz6 la metodologia de Superficie Respuesta para la
obtencion de microparticulas bajo condiciones 6ptimas.

Los sistemas de microparticulas obtenidos bajo condiciones optimas (Q-IN, Q-(IN-C),
N-IN, N-(IN-C), E-IN, E-(IN-C), Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C)) se utilizaron
para determinar la EE y el perfil de liberacion de flavonoides en H y LM. La
determinacion de flavonoides se realiz6 mediante HPLC. Las microparticulas

obtenidas mostraron EE superiores al 60% para los sistemas de Q y E y menores para
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los sistemas con N. Un incremento en el nimero de grupos OH en el flavonoide
aumento la EE debido a la interaccion entre los grupos OH del flavonoide con los sitios
OH de IN y HPC mediante puentes de hidrogeno.

El perfil de liberacién de flavonoides desde las microparticulas en H y en LM durante
el almacenamiento en estufa a 30 °C, mostré que para las microparticulas con IN sin y
con C, la constante de velocidad de liberacion de N fue significativamente mayor
(p<0,05) respecto a las de Q y E en LM y en H. Mientras que la constante de velocidad
de liberacion de E fue significativamente menor (p<0,05) respecto aQ y N en LM y en
H. El parametro “n” en el modelo de Peppas para las microparticulas con IN sugiere
que el mecanismo de liberacion de los flavonoides se atribuye a la presencia de un
agente canalizante, independiente de la naturaleza del flavonoide. Para las
microparticulas con HPC solamente se observé la liberacion de N en LM vy
correspondié a liberacion de los flavonoides superficiales. Mientras que en H se
observa liberacion de N y Q sin diferencias significativas (p>0,05) entre las constantes
de liberacion. El parametro “n” en el modelo de Peppas sugiere que el mecanismo de
liberacion de los flavonoides se atribuye a la interaccidn agente encapsulante-medio de
disolucion y flavonoide-agente encapsulante.

Se realizaron ensayos de estabilidad oxidativa en linoleato de metilo a 60 °C con la
adicion de flavonoides libres (LM-N, LM-Q y LM-E) y encapsulados (LM-Q-IN, LM-
Q-(IN-C), LM-Q-(HPC-C), LM-E-IN, LM-E-(IN-C) y LM-E-(HPC-C)) (200 mg/Kg).
Las microparticulas de flavonoides se elaboraron utilizando la misma relacion
flavonoide-agente encapsulante, mientras que el contenido de C y temperatura de
entrada al secador correspondieron a las utilizadas en la elaboracién de microparticulas
obtenidas bajo condiciones dptimas. La determinacion de compuestos de oxidacion se
realizd por HPSEC vy la retencion de flavonoides por HPLC. La adicion de flavonoides
libres mostré un factor de proteccion y tiempo de induccidn significativamente mayor
para E, en relacion a Q y N, mientras que N no ejercié ningun efecto sobre la estabilidad
oxidativa. La adicion de flavonoides encapsulados al LM mostrd6 un aumento
significativo en el factor de proteccion y tiempo de induccién, respecto al LM vy fue

mayor para el sistema LM-Q-(IN-C) mostrando el efecto del agente canalizante sobre el
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control de la liberacion. En todos los sistemas el final de la fase lag e inicio de la
propagacion fue claramente marcado por la desaparicion de Q y E y la iniciacion de la
formacion de polimeros coincide con el tiempo de induccion

Se puede concluir que conocer el perfil de liberacion y capacidad antioxidante determina

la aplicabilidad de las microparticulas en sistemas lipidicos.
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ABSTRACT

Lipid oxidation is one of the main reactions affecting the quality of oils; it is also
responsible for the appearance of unwanted smells and tastes, negatively impacting the
food industry. However, the use of controlled-release flavonoid microparticles can
reduce the effects of lipid oxidation, thus extending the shelf life of fats, and reducing

the ineffective use of natural antioxidants.

Based on the above, the objective of this research was to study the kinetics and
mechanism of flavonoid release from microparticles with and without the addition of a
channeling agent in methyl linoleate (ML), and its effect on the formation of polar

compounds.

The flavonoids quercetin (Q), naringenin (N) or epicatechin (E) were encapsulated by
spray-drying, using Inulin (IN) or Hydroxypropylcellulose (HPC) as encapsulating
agents, and Capsul (C) as channeling agent, using a Box-Behnken design. A total of 15
experiments were conducted for each microparticles system (Q-(IN-C), N-(IN-C), E-
(IN-C), Q-(HPC-C), N-(HPC-C) and E-(HPC-C)). The independent variables were the
flavonoid/encapsulating agent ratio, air inlet temperature and Capsul content, whereas
the dependent variables were encapsulation efficiency and flavonoid release at 14 (t14)
and 28 (t28) days of storage in hexane (H) for the IN and HPC systems, respectively.
The Response Surface methodology was used to obtain microparticles under optimal

conditions.

The microparticles systems obtained under optimal conditions (Q-(IN-C), N-(IN-C), E-
(IN-C), Q-(HPC-C), N-(HPC-C) and E-(HPC-C)) were used to determine the EE, and
the flavonoid release profile in H and ML. The determination of flavonoids was
performed using HPLC. The obtained microparticles indicated that the encapsulation
efficiency (EE) to be greater than 60% for the Q and E systems, and less for the N
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systems. An increase in the number of OH groups in the flavonoid increased the EE due
to the interaction between the OH groups of the flavonoid with the OH sites of IN and
HPC through hydrogen bonds.

The release profile of flavonoids from the microparticles in H and in ML during oven
storage at 30° showed that, for the microparticles with IN and with and without C, the
constant release rate of N was significantly greater than (p<0.05) with respect to the one
of Q and E in ML and in H. While the release rate constant of E was significantly lower
(p<0.05) with respect to Q and N in ML and in H, the “n” parameter for Peppas model
for the microparticles with IN suggests that the release mechanism of flavonoids is
attributed to the presence of a channeling agent, irrespective of the nature of the
flavonoid. For the microparticles with HPC, only the release of N in ML was observed,
and it corresponded to the release of superficial flavonoids, whereas for H the release of
N and Q was observed without significant differences (p>0,05) amongst the release
constants. The “n” parameter in Peppas model suggests that the release mechanism of

flavonoids is attributed to the interaction of both the encapsulating agent-dissolution

medium and flavonoid-encapsulating agent medium.

Oxidative stability trials were performed in methyl linoleate at 60° with the addition of
free flavonoids (ML-N, ML-Q and ML-E) and encapsulated flavonoids (ML-Q-IN, ML-
Q-(IN-C), ML-Q-(HPC-C), ML-E-IN, ML-E-(IN-C) and MLE-E-(HPC-C)) (200
mg/kg). The flavonoid microparticles were elaborated using the same flavonoid-
encapsulating agent ratio, while the content of C and inlet temperature of the dryer
corresponded to those used in the elaboration of microparticles obtained under optimal
conditions. The determination of oxidative compounds was performed using HPSEC,
and the retention of flavonoids using HPLC. The addition of free flavonoids presented a
protection factor and induction time significantly higher for E in relation to Q and N,
whereas N did not have an effect on the oxidative stability. The addition of encapsulated
flavonoids to ML showed a significant increase in the protection factor and induction

period with respect to ML, and it was greater for the ML-Q-(IN-C) system, displaying
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the effect of the channeling agent over the release control. In all systems, the end of lag
phase and the initiation of propagation were clearly marked by the vanishing of Q and E.
The appearance of the formation of polymers coincides with the induction period.

It can be concluded that knowing the release profile and antioxidant capacity determine

the applicability of microparticles in a lipid systems.
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INTRODUCCION

Los lipidos pueden sufrir una serie de reacciones oxidativas que llevan a pérdida de su
calidad quimica y nutricional (Marquez-Ruiz et al., 2010). ComUnmente, para la
proteccion contra la oxidaciéon lipidica se utilizan antioxidantes sintéticos, sin
embargo, éstos son cuestionados por sus posibles efectos adversos sobre la salud,
mientras que los antioxidantes naturales, como los compuestos fendlicos, estan
tomando importancia (Shahidi y Zhong, 2010), debido al aumento en las preferencias

de los consumidores por productos naturales.

Los flavonoides, son un amplio grupo de compuestos fenolicos que pueden actuar
como antioxidantes en sistemas lipidicos (Huber et al., 2009; Naz et al., 2008;
Tsimogiannis y Oreopoulou, 2006; Russin et al., 2006; Antoshina et al., 2005; Su et
al., 2004; Wanasundara y Shahidi, 1998; Nieto et al., 1993) al donar un atomo de
hidrogeno al radical peroxil. El radical fenoxil formado es estabilizado por resonancia
y puede también reaccionar con otros radicales libres. El efecto de la adicion de
algunos flavonoides se ha estudiado en linoleato de metilo (Pedrielli y Skibsted, 2002;
Pekkarinen et al., 1999); en grasas y aceites (Huber et al., 2009; Naz et al., 2008;
Tsimogiannis y Oreopoulou, 2006; Russin et al., 2006; Antoshina et al., 2005; Su et
al., 2004; Wanasundara y Shahidi, 1998; Ho et al., 1997; Wanasundara y Shahidi,
1994; Nieto et al., 1993; Pereira y Das, 1990) y en emulsiones (Di Mattia et al., 2009;
Yang et al., 2009). Sin embargo, su accion es limitada porque pueden degradarse y/o
oxidarse a altas temperaturas, siendo necesario en algunos casos adicionar un alto

contenido para obtener el efecto deseado.

La encapsulacion de antioxidantes es una potencial herramienta para controlar su
liberacion en una matriz lipidica, en la que la liberacion del antioxidante ocurriria a
una velocidad controlada, extendiendo la vida util y disminuyendo la utilizacion

inefectiva del antioxidante natural. En este contexto, estudios sobre liberacion



controlada de antioxidantes encapsulados en sistemas lipidicos son escasos (Wu et al.,
2006a; Wu et al., 2006b; Wu et al., 2005; Deng y Yu, 2004).

El agente encapsulante es esencial para controlar la liberacion de antioxidantes en
sistemas lipidicos. Un método para preparar microparticulas de flavonoides de
liberacion controlada, es por encapsulacion de flavonoides en polimeros insolubles en
lipidos que se comportaran como una matriz inerte, adicionalmente, la incorporacion
de un agente canalizante permitird la formacion de canales en la matriz de la
microparticula para la liberacion gradual de flavonoides en sistemas lipidicos (Song et
al., 2005).

1.1 Oxidacion de lipidos

Los lipidos son importantes debido a su contribucion en la palatabilidad, saciedad y
nutricion. El consumo de lipidos alcanza un promedio anual de 33,8 kilogramos por
persona en Estados Unidos, por esta razon, es importante considerar su calidad (O Brien,
2004).

La oxidacion lipidica es una de las principales causas de deterioro de los alimentos y
corresponde a la segunda causa de deterioro después de la accion de los
microorganismos. El deterioro oxidativo es una importante preocupacion para la
industria alimentaria, porque limita la vida media de los alimentos al afectar tanto la
calidad sensorial como nutricional (Yanishlieva y Marinova, 2001) porque produce
alteraciones del aroma y sabor (enranciamiento), pérdida de nutrientes y la formacion de
sustancias potencialmente nocivas (Halliwell et al., 1995) con los consiguientes costos
economicos asociados. Los triglicéridos constituyen mas del 95% de los lipidos y la
oxidacion lipidica ocurre en el doble enlace de los acidos grasos insaturados
(McClements y Decker, 2000; Frankel, 1998). Los acidos grasos insaturados en el
triglicérido no son volatiles y no contribuyen directamente al aroma de los alimentos, sin

embargo, éstos acidos grasos pueden descomponerse durante la oxidacion lipidica a



compuestos de menor tamafo, como son los compuestos volatiles que producen aromas
indeseados asociado a la rancidez oxidativa. Estos compuestos volatiles tienen efectos
dafinos en la calidad de los alimentos, excepto en el caso de los alimentos fritos,
cereales y quesos, donde pequefias cantidades de estos volatiles son importantes en el
perfil de sabor (Chaiyasit et al., 2007).

La oxidacion lipidica es una reaccion natural favorecida por muchos factores tales como:
la temperatura, composicién en acidos grasos (al aumentar la insaturacion de los acidos
grasos en el triglicérido aumenta su susceptibilidad a la oxidacién), contacto y
concentracion de oxigeno, luz, ausencia de compuestos antioxidantes (tocoferoles y
polifenoles), presencia de acidos grasos libres, metales, pigmentos, enzimas y

compuestos oxidados térmicamente (Choe y Min, 2006; Yanishlieva, 2001).

Para retardar la oxidacion de lipidos se utilizan diferentes estrategias, siendo el uso de
antioxidantes la herramienta mas empleada (Yanishlieva et al., 2005). Muchos de estos
compuestos antioxidantes son sintéticos, los que se perciben como negativos por parte
de los consumidores (Chaiyasit et al., 2007), mientras que los antioxidantes naturales
estan tomando importancia al ser percibidos como seguros, ademas entregan efectos

benéficos a la salud (Seppanem et al., 2010).

1.2 Principales mecanismos de oxidacién lipidica

La oxidacion de lipidos puede ocurrir por tres mecanismos: auto-oxidacion, foto-
oxidacion y oxidacion enzimatica. La oxidacion lipidica puede ser acelerada por la
presencia de prooxidantes como trazas de metales (hierro, cobre y cobalto
principalmente), fotosensibilizadores, luz UV y enzimas, entre otros (Chaiyasit et al.,
2007).



1.2.1 Auto-oxidacion

La auto-oxidacion de &cidos grasos insaturados es una reaccion en cadena que incluye
los pasos de iniciacion, propagacion y término (Figura 1). El proceso de auto-oxidacién
ha sido estudiado durante décadas por distintos investigadores, lo que permite tener un
conocimiento mas amplio de los mecanismos involucrados en el proceso (Scheneider,
2009; Choe y Min, 2006; Frankel, 2005; Yanishlieva y Marinova, 2001; Belitz, 1997).

En la iniciacion, un radical libre o iniciador (luz o metales) extrae el atomo de

hidrégeno desde el acido graso o acilglicerol (RH) produciendo un radical alquil (R®).

En la propagacion, el radical alquil (R®) reaccionard rapidamente con oxigeno
formando un radical peroxil (ROO®). A su vez, el radical peroxil puede extraer el
hidrégeno desde otra molécula de lipido en la posicion alilica o bis alilica para formar el
hidroperéxido (ROOH) y un nuevo radical alquil (R¢), propagando la oxidacion.

Al término, los radicales tienden a dimerizar para terminar la reaccion en cadena. Los
radicales libres provenientes de la descomposicion de los hidroperdxidos se asocian para
formar una serie de compuestos no radicalarios estables, como aldehidos, cetonas,
acidos, ésteres y otros compuestos secundarios (Choe y Min, 2006; Bravo, 1998), los
cuales son responsables de aromas y sabores indeseables y de cambios en el color
(Cheftel, 1992). Los compuestos secundarios, junto con los radicales libres, constituyen

la base para medir el deterioro oxidativo de los lipidos.

Iniciacion RH>R +H Radical alquil
Propagacion R"+0,9 ROO Radical peroxil

ROO" +RH < R" + ROOH Hidroperoxido
Termino R°+R" = RR

R"+ROO" = ROOR

ROO" + ROOR = ROOR + 0, Compuestos muy estables

RO +R" = ROR
2RO + 2RO0" = 2ROOR + 0,
Figura 1. Ecuaciones que describen la auto-oxidacion de materias grasas



Los metales son importantes iniciadores de la oxidacion lipidica y corresponden a uno
de los principales prooxidantes (Dimakou et al., 2007; Mancuso et al., 2000; Mei et al.,
1998). Los iones de metales de transicion en su estado de valencia mas bajo (M™),
reaccionan rapidamente con los hidroperdxidos, actuando como donantes de un electron
para formar radicales alcoxil (Ecuacion 1.1), lo cual puede ser considerado como la
ramificacion de la fase de propagacion.

ROOH + M™ = RO+ OH + M™D* (Ec. 1.1)

En una reaccion lenta posterior, el estado reducido del ion metélico se regenera gracias a

una molécula de hidroperédxido (Ecuacion 1.2).

ROOH + M™V* 3 ROO" + H* + M™ (Ec. 1.2)

Los radicales producidos en las Ecuaciones 1.1 y 1.2 se introducen en la secuencia de la
propagacion y disminuyen el periodo de induccion.

1.2.2 Foto-oxidacion

Una via alternativa a la produccion de radicales libres, que también conduce a la
formacion de hidroperoxidos es la ruta foto-oxidativa. En este caso, la oxidacion de los
lipidos se produce en presencia de luz y un sensibilizador. En la ruta foto-oxidativa no
hay periodo de induccion, ya que la formacion de hidroperdxidos transcurre mediante
adicion directa del oxigeno al doble enlace, por un mecanismo tipo <<ene>> (Pokorny et
al., 2005).

El oxigeno ambiental se encuentra normalmente en el estado de méas baja energia, es
decir, como triplete (°0,) y puede ser excitado por la luz al estado de singulete, en
presencia de un sensibilizador, como la clorofila, pasando a un estado singulete (*O,) de

alta energia de acuerdo a la reaccién que se presenta en la Figura 2.
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Figura 2. Ecuaciones que describen la foto-oxidacion

1.2.3 Oxidacion enzimética de lipidos

Las reacciones catalizadas por enzimas, como la lipoxidasa y la lipoxigenasa, con los
acidos grasos, se diferencia de la auto-oxidaciéon por las caracteristicas propias de la
catalisis enzimatica, es decir, la especificidad del sustrato, existencia de un pH éptimo y
temperatura. Las lipoxidasas peroxidan especificamente los &cidos grasos con sistemas
pentadienos, como el acido linoleico y linolénico. La lipoxigenasa, también puede atacar

a varios compuestos que tienen dobles enlaces en su estructura quimica.

En el caso de las lipoxidasas que son metaloproteinas con un i6n hierro, la enzima es
activada por su producto de oxidacién, es decir, cuando el Fe?* se oxida a Fe*". Del
sustrato oxidable se extrae un atomo de hidrogeno del grupo 1,4 pentadieno. El radical
pentadieno unido a la enzima se transforma en un sistema conjugado que reacciona con
el oxigeno. El radical peroxil formado, es reducido por la enzima y por fijacién de un
protén se forma el hidroperdxido. Una vez formados los hidroperdxidos, pueden ocurrir

las etapas de propagacion y término (Pokorny et al., 2005).

1.3 Compuestos de oxidacion

1.3.1 Compuestos primarios de oxidacion

Los hidroperdxidos son los compuestos primarios de oxidacion y se forman tanto por



reacciones de propagacion como de término. Son compuestos inestables, que se
descomponen facilmente en radicales, principalmente hidroxil y alcoxil y entonces se
pueden formar aldehidos, cetonas, acidos, éster, alcoholes e hidrocarbonos de cadena
corta (Choe y Min, 2006). En condiciones de temperaturas bajas y moderadas
constituyen una fraccion muy importante de los compuestos de oxidacion. Los
hidroperoxidos se forman y descomponen simultdneamente a altas temperaturas,
mientras que a bajas temperaturas ocurre una acumulacion de los hidroperdxidos y se
requiere un tiempo prolongado para su descomposicion. Cuando se acumulan altos
niveles de hidroperoxidos su descomposicién se produce mas rapido que su formacion y
aumenta la velocidad de oxidacion exponencialmente (Holgado, 2011).

1.3.1.1 Formacion de hidroperoxidos durante la oxidacion de linoleato de metilo: La
sustraccion del hidrégeno tiene lugar preferentemente en los &tomos de carbono donde la
energia de disociacion del enlace es baja, como en los grupos metileno situados entre
dos grupos alqueno del acido graso insaturado. El radical formado inicialmente a partir
del linoleato de metilo se deslocaliza a partir de 5 &tomos de carbono de la region 1,4
pentadienilo y la reaccion con el oxigeno tiene lugar preferentemente por adicion a uno
de los carbonos terminales de esta estructura. Esto lleva a la formacion de los 9- y 13-
hidroperdxidos (Pokorny et al., 2005).

1.3.2 Dienos y trienos conjugados

Durante la formacion de hidroperdxidos, desde los é&cidos grasos insaturados se
producen dienos conjugados debido al reordenamiento del doble enlace. Los dienos
conjugados exhiben una intensa absorcion a 234 nm, mientras que los trienos
conjugados absorben a 268 nm. Un incremento en la absorcion UV tedricamente refleja
la formacion de productos primarios de oxidacion en grasas y aceites. La deteccion
ultravioleta de dienos conjugados es simple, rapida, no requiere agentes quimicos y sélo
se necesita una pequefia cantidad de muestra, sin embargo, este método es menos
especifico y sensible que la medicion de valor de peroxido, ademas puede haber

interferencias con otros compuestos que absorben a la misma longitud de onda, como



son los carotenoides. EI método de dienos conjugados se ha utilizado para evaluar la
estabilidad oxidativa de aceites comestibles (Marmesat et al., 2009; Igbal y Bhanger,
2007; Suja et al., 2004) y sistemas lipidicos modelo, como linoleato de metilo
(Marmesat et al., 2009; Lee et al., 2008; Schwarz et al., 2001; Pekkarinen et al., 1999).

1.3.3 Compuestos secundarios de oxidacion

Los compuestos secundarios se forman a partir de los hidroperdxidos a través de
distintos tipos de reacciones y pueden clasificarse en tres grupos en funcién del peso
molecular: monémeros oxidados (compuestos de peso molecular similar al de los
triglicéridos no oxidados), volatiles (compuestos de menor peso molecular al de los
triglicéridos no oxidados) y compuestos diméricos y poliméricos (de peso molecular

superior al de los triglicéridos no oxidados) (Holgado, 2011).

1.3.3.1 Mondmeros oxidados: La via principal de descomposicion de los hidroperdxidos
es la escision homolitica del grupo hidroperéxido, formando radicales hidroxilo y
alcoxilo (Min y Boff, 2002). El radical alcoxilo puede participar en diferentes reacciones
que conducen a la formacion de compuestos con funcion epoxi, hidroxi y ceto, entre
otras, que constituyen, junto a los hidroperdxidos, el grupo mayoritario originado por
degradacion oxidativa a temperatura ambiente o moderada (Frankel, 2005). La
formacion de compuestos secundarios con funciones hidroxi y ceto se muestran en la

Figura 3. ooH
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Figura 3. Formacion de compuestos secundarios de oxidacion con funciones hidroxi y
ceto



1.3.3.2 Componentes volatiles: Los radicales alcoxilo también pueden sufrir la escicion
homolitica del enlace C-C a ambos lados del grupo funcional (posicion B respecto al O),
dando lugar a la formacion de volatiles (Figura 4). Se produce un aldehido estable y un
radical que puede reaccionar con otros radicales, dando lugar a compuestos estables, o
reaccionar con el oxigeno, reinicidndose asi de nuevo la cadena de propagacion
(Kochhar, 1993). Reacciones similares ocurren tras la escision al otro lado de la cadena
(que porta el grupo carboxilo), que darian lugar a la formacion de acidos, hidroxiacidos
o0 aldehidos acidos unidos al glicerol en el caso de los triglicéridos, formando asi parte
de una molécula no volétil. La compleja mezcla de compuestos volatiles formados sélo
son una pequefa parte del total de los productos de oxidacién, pero poseen importancia

desde el punto de vista sensorial (Frankel, 2005).

1.3.3.3 Dimeros y polimeros: Los radicales alcoxilo pueden participar en reacciones de
condensacion con otros radicales para formar dimeros y polimeros de triglicéridos con
enlaces del tipo puente éter (C-O-C) y puente peroxido (C-O-O-C). Aunque los dimeros
y polimeros son los productos mayoritarios a elevadas temperaturas, a la que
predominan las uniones tipo éter y C-C (Dobarganes y Marquez-Ruiz, 2007; Sanchez-
Muniz et al., 2007), también se forman a bajas temperaturas al final del periodo de
induccién (Méarquez-Ruiz y Dobarganes, 2006).

/N
VTV e
- hexanal
+H

Figura 4. Reaccion de B-escicision de los hidroperoxidos involucrados en la formacion
de compuestos volatiles



1.4 Métodos de evaluacion de la oxidacion lipidica

Para evaluar el nivel de oxidacion de los aceites y lipidos de los alimentos se han
desarrollado un gran nimero de métodos analiticos, sin embargo, no existe un método
universal que permita evaluar el estado de oxidacion de forma objetiva, por lo que se
recomienda el uso de métodos combinados (Frankel, 2005; Pokorny et al., 2005). Los
métodos que se utilizan tradicionalmente en la evaluacion de la oxidacion lipidica se
pueden dividir en 5 grandes grupos que corresponden a: medicion de la absorcién de
oxigeno, de cambio en el reactante, de productos primarios de oxidacion, de productos
secundarios de oxidacion y la evaluacion sensorial (Shahidi y Zong, 2005).

1.4.1 Técnicas cromatograficas

Las técnicas analiticas tradicionales, requieren pasos especiales de preparaciéon de las
muestras, que pueden generar procesos de oxidacion, introduccién de contaminantes o
cambios y/o pérdidas en los componentes individuales a detectar, por lo tanto, se deben
evaluar técnicas analiticas que entreguen una mejor recuperacion de los componentes a
analizar sin introducir sustancias que interfieran con la medicion (Gromadzka y
Wardencki, 2011), como las técnicas cromatograficas. Las técnicas cromatogréaficas
pueden ser utilizados tanto para la deteccion de compuestos primarios como de
compuestos secundarios de oxidacion. En el caso de los compuestos primarios de
oxidacion, proporcionan informacion especifica de los hidroperoxidos, mientras que
otros ensayos s6lo miden la cantidad total. Los métodos cominmente usados son la
cromatografia de gases (GC) y la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Los
métodos cromatograficos requieren una pequefia cantidad de muestra y las interferencias
con otros compuestos pueden ser facilmente excluidas. La operacion se realiza a
temperatura ambiente, lo que disminuye el riesgo de formacion de artefactos. Un amplio

rango de hidroperdxidos pueden ser analizados usando HPLC normal o de fase reversa.

Para la determinacion de compuestos secundarios de oxidacion, la determinacion de

compuestos polares es un pardmetro ampliamente aceptado (Farhoosh y Tavassoli,
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2011), sin embargo, los métodos estandar de determinacion de formacion de compuestos
de oxidacion requieren grandes cantidades de solventes organicos y toman varias horas.
Dobarganes et al., (2000) demostraron que el método cromatografico por columnas para
la determinacion de polares puede ser modificado a pequefia escala, pero el

procedimiento también consume mucho tiempo.

El uso de columnas de cromatografia de exclusion por tamafio, permiten separar
moléculas en relacion a su tamafio debido a la presencia de poros en las columnas. Las
moléculas de mayor tamafio no penetran los poros, por lo tanto, eluyen antes que las
moléculas de menor tamafio. Los estudios demostraron que el uso de columnas de 500
A° de tamafio de poro es dptimo para la separacién mediante inyeccion directa, pero si
ésta es utilizada en paralelo con columnas de 100 A° mejora aun mas la separacién
(Mérquez-Ruiz et al., 2007), puesto que cuando no se utilizan columnas en paralelo se
dificulta la separacién de triglicéridos y diglicéridos porque ellos son estéricamente
similares en tamafio. EI método de cromatografia de exclusion por tamafio (HPSEC)
permite determinar los pardmetros de calidad de aceites en un solo analisis y cuantificar
los distintos compuestos de oxidacion (Houhoula et al., 2003), se correlaciona bien con
el método de cromatografia en columna, los resultados se obtienen en un corto tiempo,
es menos laborioso y requiere menor cantidad de solventes, requiere pequefias
cantidades de muestras y ademas es mas eficiente y sensible que otras metodologias de
rutina, tal como fue demostrado en ensayos de oxidacion utilizando como sustrato

oxidable linoleato de metilo (Caponio et al., 2007; Marquez-Ruiz et al., 2007).

1.5 Antioxidantes

Los antioxidantes son cualquier sustancia que a muy bajas concentraciones, comparado
con la especie oxidable, sea capaz de prevenir o retardar la oxidacion (Halliwell, 1995).

Se reporta que los antioxidantes aumentan la vida Gtil de un alimento rico en grasas entre
un 15 a un 200% (Maestro-Duran y Borja-Padilla, 1993).
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Basado en sus funciones, los antioxidantes lipidicos se clasifican en antioxidantes
primarios o rompedores de cadena y antioxidantes secundarios 0 preventivos
(Antolovich et al., 2002; Ou et al., 2001). Algunos antioxidantes pueden actuar como
antioxidantes primarios y secundarios al mismo tiempo. Comunmente, los antioxidantes
primarios tienen la habilidad de atrapar radicales e inhibir la iniciacion, propagacion y la
reaccion de B-escision, mientras que los antioxidantes secundarios retardan la oxidacion
al reaccionar con prooxidantes (como los metales de transicion) o intermediarios de la
oxidacion. La capacidad antioxidante depende de la concentracion y polaridad del
antioxidante, asi como también del medio y presencia de otros antioxidantes (Samotyja y
Malecka, 2007; Cuvelier et al., 2000).

Hay una serie de condiciones que deben cumplir los antioxidantes para ser utilizados en
sistemas alimenticios, tales como:

(a) ser econémicos, no toxicos y efectivos a bajas concentraciones,

(b) tener alta estabilidad y capacidad de resistir las condiciones de procesamiento,

(c) no tener olor, sabor y color,

(d) y ser facil de incorporar y tener buena solubilidad en el producto final (Fennema,
1996).

1.5.1 Antioxidantes primarios

Los antioxidantes primarios son principalmente atrapadores de radicales libres, que
retardan o inhiben los pasos de iniciacion o interrumpen la propagacion en la auto-
oxidacion lipidica (Richards et al., 2002). Las propiedades quimicas del compuesto
influyen en su capacidad antioxidante (Nawar, 1996). Los antioxidantes primarios tienen
la capacidad de donar sus atomos de hidrogeno a los “radicales lipidicos” y producir
derivados lipidicos y radicales antioxidantes que son mas estables y menos reactivos
(Cao y Prior, 1999). El radical antioxidante es estabilizado por delocalizacion del
electron no pareado, lo que permite formar un hibrido de resonancia estable que
finalmente participa en las reacciones de término, resultando en la formacion de un

dimero no radical. Esto indica, que cada atrapador de radicales libres es capaz de
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inactivar al menos dos radicales libres, el primero es inactivado cuando el atrapador de
radicales libres interactla con el radical peroxil y el segundo, cuando el atrapador de

radicales libres entra a la reaccion de término con otro radical libre (Kiokias, 2002).

Los antioxidantes primarios son mono o polihidroxifenoles con varias sustituciones en
los anillo e incluye a los antioxidantes sintéticos como butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT), ter-butil-hidroquinona (TBHQ), galato de propilo (PG) y
antioxidantes naturales como tocoferoles y polifenoles, entre otros (Papadopoulos y
Boskou, 1991). Su potencia antioxidante es determinada por varios factores, tales como:
reactividad quimica de los antioxidantes hacia los radicales, concentracion, solubilidad e

interaccidn con otros antioxidantes (Papas, 1999).

1.5.2 Antioxidantes secundarios

Los compuestos que retardan la velocidad de oxidacion lipidica a través de la quelacion
de metales, reposicion de hidrégenos a los antioxidantes primarios, quenching de
oxigeno singlete y desactivacion de especies reactivas, son llamados antioxidantes
secundarios (Reische et al., 1998). Algunos de ellos actian como sinergistas al
promover la accion de los antioxidantes primarios. Ninguno de estos mecanismos
implican la conversion de radicales libres a especies mas estables. Entre los queladores
de metales se encuentran etildiaminotetraacético (EDTA), fitato y apo-transferrina. Los
gueladores de metales naturales, como el acido citrico, tienden a ser menos efectivos y
se limita su uso s6lo a algunos alimentos por su sabor, solubilidad y/o requerimientos de
un ambiente &cido (McClements y Decker, 2000).

1.5.3 Antioxidantes naturales

Los antioxidantes sintéticos son de uso frecuente en la industria de los alimentos debido
a su alta eficiencia y estabilidad, sin embargo, en estudios realizados en ratas se encontrd
que pueden generar hepatomegalia e induccion de cancer hepatico (Yu et al., 2005; Ito
et al., 1986; Ito et al., 1985). Debido a estos efectos y a la creciente importancia de los

antioxidantes en la industria alimentaria, en varios paises la cantidad a usar es regulada a
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partir de estudios de toxicidad (Taghvaei y Jafari, 2013). Estos antecedentes sugieren
que es necesario la busqueda de moléculas alternativas de origen natural, sin efectos
citotoxicos ni genotoxicos y que sean catalogadas como seguras (Ramaranthan et al.,

1995). Entre estas moléculas alternativas se encuentran los flavonoides.

Los antioxidantes naturales se encuentran presentes en practicamente todos los
vegetales, microorganismos, hongos e incluso en los tejidos animales, donde tienen
multiples efectos biologicos (Barclay y Vinquist, 2003; Halliwell, 1995). La mayoria
corresponde a compuestos fenolicos, entre los cuales los principales grupos son los
tocoles (tocoferoles y tocotrienoles) y polifenoles (flavonoides y &cidos fendlicos).

1.5.3.1 Polifenoles: Los polifenoles se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
vegetal. Por sus propiedades antioxidantes se han relacionado con mudltiples efectos
bioldgicos y proporcionan proteccion frente a algunas enfermedades como: cancer,
diabetes y alteraciones cardiovasculares (Soobrattee et al., 2005; Jang et al., 1997; Pace-
Asciak et al.,, 1995). En general, poseen dos rutas de biosintesis: desde el &acido
siquimico y acetato. De acuerdo a su estructura pueden dividirse en diferentes clases
(Tabla 1), encontrdndose desde moléculas simples, como los &cidos fendlicos, hasta
compuestos altamente polimerizados, como los taninos, siendo los flavonoides el grupo
mas importante (Bruneton 1999; Harborne, 1989). La accion antioxidante in vitro de los
polifenoles se debe a su capacidad de atrapar tanto radicales libres (por donacion de un
atomo de hidrégeno) como iones metalicos (agente quelante) (Bravo, 1998). El radical

intermediario fenoxil (PP) que se forma es relativamente estable, inhibiendo la

propagacion al reaccionar con otros radicales libres. La representacion de esta accion
aparece en la Figura 5. La actividad antioxidante de los polifenoles varia en funcion de

su estructura quimica y de su solubilidad (Martinez-Flérez et al., 2002).
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Tabla 1: Clasificacion de los polifenoles considerando numero de carbonos de su
estructura

Polifenoles Nombre de la estructura

Ce Fenoles simples y benzoquinonas

Ce-C; Acidos fendlicos

Ce-C Acidos fenilacéticos y acetofenonas

Ce-C3 Acidos hidroxicinamicos, derivados fenilpropanoides, cumarinas y cromonas

Cs-C,4 Naftoguinonas

Cs-C1-Cs Xantonas

Cs-C,-Cs Estilbenos, antraquinonas

Ce-C3-Cq Flavonoides

(Co-C5-Co)n Taninos condensados

(Cs-Co)n Taninos hidrolizables

(C6-Co)n Ligninas
ROO + PPH = ROOH + PP’
RO" + PPH = ROH +PP’
ROO’+ PP° = ROOPP

RO" + PP° = ROPP
Figura 5. Ecuaciones que describen la accién antioxidante in vitro de los polifenoles.

(PPH: polifenol; PP": radical fenoxil; ROO™: radical peroxil)

1.5.3.2 Flavonoides: Los flavonoides son compuestos fenolicos sintetizadas como
metabolitos secundarios de las plantas y distribuidos en hojas, semillas, flores, frutas y
verduras en donde entregan proteccion frente a la radiacion ultravioleta, patdgenos y
herbivoros. Los flavonoides derivan de la benzo-y-pirona, tienen un bajo peso molecular
y comparten un esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6) compuesto por dos
anillos fenil (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Existen
mas de 5000 flavonoides identificados, los que se clasifican en 6 grupos que incluyen
flavonoles, flavonas, flavanoles, isoflavonas, flavanonas y antocianos (Manach et al.,
2004). Se consumen en la dieta humana en forma habitual, estimando un consumo
promedio de 1 g/dia (Manach et al., 2004; Aherne y O"Brien, 2002). Tienen efectos
benéficos sobre la salud, tales como: proteccion frente a enfermedades cardiovaculares y
algunas formas de cancer (Kampa et al., 2004; Arts et al., 2000; Jang et al., 1997
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Hertog et al., 1993), reduccion de los niveles de colesterol sanguineo (Hodgson, 2008),
reduccion de la agregacion plaquetaria y marcadores de activacion de plaquetas (Rein et
al., 2000) y prevencion en la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Yu et
al., 2005), entre otros. Los flavonoides se encuentran comdnmente como o-glicdsidos en
la posicion C3 y con menor frecuencia en la posicion C7 del anillo A, siendo la D-
glucosa el residuo de azicar més frecuente. Otros azucares son la D-galactosa, L-
ramnosa, L-arabinosa, D-xilosa y el &cido D-glucuronico. Los glicdsidos son mas
solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres que su aglicona o flavonoide

respectivo (Cook y Samman, 1996).

La actividad antioxidante de los flavonoides depende de sus caracteristicas estructurales
y de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos (Bors et al., 1990). Su
capacidad antioxidante se atribuye a su habilidad de quelar metales, atrapar radicales
libres e inhibir enzimas. La habilidad de quelar cobre y hierro fue investigada
(Engelmann et al., 2005; Mira et al., 2002) encontrando que el grupo orto-hidroxil sobre
el anillo B, el 3-hidroxil combinado con el 4-carbonil, o el 5-hidroxil combinado con el
grupo 4-carbonil, son los sitios de quelacion de metales. Sin embargo, Cao et al. (1997)
observaron que los flavonoides actuaban como prooxidantes en presencia de cobre,
ademas la actividad prooxidante de los flavonoides seria directamente proporcional al
namero de grupos OH en la molécula. Aquellos compuestos con una estructura pirogalol
en el anillo A, también promoverian la produccion de perdxido de hidrdgeno a partir de
los radicales altamente reactivos que pueden ser generados por la reaccion de Fenton
(Heim et al., 2002; Galey, 1997).

Para correlacionar las caracteristicas estructurales de los flavonoides con la actividad
antioxidante, se han utilizado diferentes métodos para evaluar la capacidad antioxidante,
entre ellos: capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC), capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno (ORAC), potencial antioxidante total (TRAP),
potencial antioxidante reductor férrico (FRAP) y 2,2-Difenil-1-picrihidrazil (DPPH)
(Antolovich et al., 2002), determinandose que son tres las caracteristicas estructurales de
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los flavonoides las que define su funcion antioxidante: (1) la presencia de grupos
hidroxilo en posicion o-dihidroxi en el anillo B (2) la presencia de un doble enlace en
posicién 2,3 en el anillo C, y (3) la presencia de un grupo 4-carbonilo en el anillo C
(Heim et al., 2002; Bors et al., 1997; Bors et al., 1990). Asi, correlaciones entre la
estructura de los flavonoides y la actividad antioxidante en sistemas hidrofilicos esta
bien establecida (Henning et al., 2003), mientras que, los estudios en matrices lipidicas
son escasos Yy los resultados no son concluyentes, ya que para una misma estructura se
obtuvieron diferentes resultados (Michote et al., 2011; Tsimogianis y Oreopoulou, 2006;
Nieto et al., 1993).

1.5.3.3 Adicién de flavonoides a sistemas lipidicos: El efecto de la adicion de
flavonoides sobre linoleato de metilo a bajas temperaturas (<60°C) mostré un efecto
antioxidante de los flavonoides, disminuyendo la formacion de hidroperoxidos y TBARS
(Pedrielli y Skibsted, 2002; Pekkarinen et al., 1999). Ademas varios estudios han
demostrado un efecto antioxidante de los flavonoides en diferentes materias grasas, tales
como: aceite de palma (Pereira y Das, 1990), aceite de canola (Su et al., 2004,
Wanasundara y Shahidi, 1994), aceite de linaza (Russin et al., 2006), aceite de algodon
(Tsimogiannis y Oreopoulou, 2007), aceite de maiz (Naz et al., 2008), grasas animales
(Antoshina et al., 2005) y aceites marinos (Huber et al., 2009; Wanasundara y Shahidi,
1998; Ho et al., 1997; Nieto et al., 1993), entre otros. Los estudios se resumen en la
Tabla 2, en ellos las condiciones experimentales son muy diversas, lo que contribuye a
una gran variabilidad en los resultados, encontrando una actividad antioxidante alta,
moderada y baja para un mismo flavonoide. En la mayoria de los estudios, los
flavonoides se incorporaron directamente en el aceite. Algunos factores como la
estructura y concentracion del flavonoide, insaturacion de los acidos grasos de la matriz
lipidica, temperatura y el método para determinar la oxidacién de la materia grasa
influyen sobre los resultados obtenidos.
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Tabla 2: Efecto de la adicién de flavonoides en la oxidacion de diferentes aceites

Tipode Condiciones Flavonoide Efecto Referencia
Matriz antioxidante
Aceite  TBARs quercetina (Q) Alto Huber et al.,
de 70° C quercetina-3-O-glicosido Q-G>Q 2009
pescado (Q-G)0.1,05y1 mM
Aceite PV, p- Pelargonidina (P), cianidina  Alto Naz et al.,
de maiz anisidinay (C), quercetina (Q), GA>Q>M>C 2008
valor de yodo miricetina (M), acido galico >P
180° C (GC).
Aceite PV quercetina, fisetina, Alto Tsimogiannis
de 70°C (+)- catequina Moderado y
algodon luteolina, taxifolina, Oreopoulou,
eriodictiol 2007
Aceite PV genisteina: 2 um/ g aceite Moderado Russin et al.,
de 60° C 4 um/ g aceite Moderado 2006
linaza
Lipidos PV 1x10*a5x10° M
neutros 72°C baikaleina Alta Antoshina et
de quercetina, Moderada al., 2005
origen dihidroguercetina Baja
animal baikalina, genisteina,
diadzeina
Aceite PV 10° M Skerget et al.,
de 98°C Apigenina Pro-oxidante 2005
girasol Luteolina Pro-oxidante
Kempferol Pro-oxidante
Miricetina Moderada
Quercetina Pro-oxidante
Aceite  Testde 0,5mM
de consumo de  (+)- catequina, (-) Alta Suetal.,
canola  oxigeno epicatequina Moderada 2004
95°C Teaflavinas
Aceites PV, TBARs  miricetina, quercetinay Alta Wanasundara
marinos 100° C morina y Shahidi,
1998
Aceites PV (-)-epicatequina (EC); Alta
marinos 65° C (-)-epigalocatequina (EGC); ECG > Ho et al.,
(-)- epigalocatequina galato EGCG>EGC 1997
(EGCQG); ~EC

(-)- epicatequina galato
(ECG)
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Aceites
marinos

Aceite
de
canola

Aceite
de
pescado
Aceite
de
palma

PV, TBARs,
dienos
conjugados
65° C

PV, TBARs
65° C

PV, TBARs
60° C
Tiempo
induccion
170° C

180° C

(-)-epicatequina (EC);
(-)-epigalocatequina (EGC);
(-)-epigalocatequina galato

(EGCG);

(-)-epicatequina galato

(ECG)
(200 ppm)

miricetina (M), (-)-
epicatequina (EC),
naringina (N), rutina (R),
quercetina (Q) y morina

(M)

(+)-catequina, morina 'y

quercetina

(0,7 g/Kg aceite)

(30 pm)
miricetina>morina>kaempf
erol> quercetina
morina>kaempferol>miricet
ina> quercetina

Alta
ECG>EGCG
>EGC>EC

Alta
M>EC=N=R
zQ:M

Alta

Alta

Alta

Wanasundara
y Shahidi,
1996

Wanasundara
y Shahidi,
1994

Nieto et al.,
1993

Pereira y Das,
1990

PV: valor de perdxido; TBARS: sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico

1.6 Microencapsulacion

En el ambito alimentario, la microencapsulacion permite encapsular sustancias activas

solidas, liquidas o gaseosas en delgadas peliculas de un agente encapsulante, cuya

finalidad es protegerlas del oxigeno u otras condiciones que afecten su estabilidad y

disminuir o controlar la liberacion del activo (Mozafari et al., 2008; Desai y Park, 2005;

Gibbs et al., 1999; Shahidi y Han, 1993). Las microparticulas formadas tienen un amplio

rango de tamafio que va de 0,2 a 5000 um con mdltiples formas dependiendo del material

y métodos utilizados para su obtencion (Shaikh et al., 2006). En los ultimos afios, la

tecnologia de encapsulacion incrementd su importancia en la industria de alimentos,

particularmente en el desarrollo de alimentos funcionales y saludables. La mayor parte de

los estudios sobre encapsulacion de compuestos bioactivos se orientan a la proteccion

contra efectos deletéreos del medio ambiente (luz, oxigeno, temperatura y humedad),
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evitando su degradacién y aumentando su vida Gtil (Munin y Edwards, 2011; Fang y
Bhandari, 2010; Campagnaro et al., 2007; Desai y Park, 2005; Shahidi y Han, 1993).

A pesar que la microencapsulacion de antioxidantes es una herramienta potencial para
controlar la liberacion de un activo en una matriz, los estudios sobre liberacion de
antioxidantes desde microparticulas en sistemas lipidicos son escasos (Wu et al.,
2006a,b; Wu et al., 2005; Deng y Yu, 2004). La liberacién controlada podria tener un
importante efecto en prolongar la vida atil de matrices lipidicas sometidas a altas

temperaturas.

Existe una gran variedad de métodos disponibles para la obtencion de microparticulas,
tales como: secado por atomizacion, extrusion, coacervacion, gelificacion idnica,
liposomas, liofilizacién, cocristalizacion y emulsiones, entre otros (Augustin y Hemar,
2009; Desai y Park, 2005; Gibbs et al., 1999). La eleccion de un método particular
depende del tamafio medio de la particula requerida, de las propiedades fisicas del
agente encapsulante, del activo, de las aplicaciones propuestas del material encapsulado,

del mecanismo de liberacion deseado y del costo (Minemoto et al., 1999).

1.6.1 Secado por atomizacion

El secado por atomizacion es el método més utilizado en la industria de alimentos para
encapsular ingredientes (aromas, lipidos, carotenoides), de forma econdmica, simple y
continda (Su et al., 2008; Desai y Park, 2005; Ré, 1998). Es una operacion simple que
transforma un producto liquido en un polvo sélido, en un solo paso. EI principio del
secado por atomizacion es disolver el activo en una dispersion de un agente encapsulante
seleccionado. La dispersion es subsecuentemente atomizada en aire caliente mediante un
disco rotatorio o boquilla de pulverizacion, lo que promueve una rapida remocion del
solvente (agua). Las particulas secas son separadas desde la zona de aire caliente a una
de menor temperatura (de Vos et al., 2010; Gibbs et al., 1999). La forma tipica de las
microparticulas es esférica, con un rango de tamafio entre los 10-100 um (Fang y

Bhandari, 2010). Una desventaja de la tecnologia de secado por atomizacion es el
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limitado nimero de materiales encapsulantes disponibles, puesto que el material debe
ser soluble en agua a un nivel aceptable (Desai y Park., 2005).

1.6.2 Agentes encapsulantes

Dependiendo del agente activo a encapsular, se pueden seleccionar diferentes agentes
encapsulantes. Estos deben tener buena solubilidad, buenas propiedades emulsificantes
cuando el activo es hidrofobico, ademéas de poseer baja viscosidad en soluciones
concentradas. Se han utilizado diferentes agentes encapsulantes para la
microencapsulacion por secado por atomizacion, estos incluyen polisacéridos (almidon,
maltodextrinas de diferente equivalente de dextrosa (DE), jarabes de maiz), gomas
(goma arébiga), lipidos (acido estearico, mono y diglicéridos) y proteinas (gelatina,
caseina, suero de leche, soya y trigo), siendo las maltodextrinas las mas utilizadas
(Saénz et al., 2009; Loksuwan, 2007; Krishnan et al., 2005a,b). Para el proposito de
liberacion controlada la eleccion del agente encapsulante es fundamental ya que influira

sobre las caracteristicas de las microparticulas y su aplicacion final.

En este estudio se seleccionaron como agentes encapsulantes el derivado de celulosa
hidroxipropilcelulosa (HPC) e inulina, por su habilidad de unir moléculas activas, ser
insolubles en sistemas lipidicos y poder comportarse como matriz inerte. Para lograr la
liberacion controlada de compuestos activos, desde microparticulas en el sistema
lipidico, se puede afadir un polimero que actle como agente canalizante, el que al
disolverse permitird la formacion de canales en la matriz de la microparticula, lo que
facilitaria la liberacion de los compuestos activos (Song et al., 2005). En este trabajo se

estudié como agente canalizante el polisacarido Capsul®.

1.6.2.1 Hidroxipropilcelulosa: Existen numerosos derivados obtenidos por
modificaciones quimicas de la celulosa, sin embargo, sélo unos pocos éteres de celulosa
tienen aplicacion en la industria alimentaria. Los éteres de celulosa son derivados
obtenidos a partir de la eterificacion de los grupos hidroxilo disponibles y entre los mas

conocidos estan: hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC),
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carboximetilcelulosa sddica (CMC Na), metilcelulosa (MC), etilcelulosa (EC) y celulosa
acetato ftalato. Los éteres de celulosa son polimeros hidrofilicos ampliamente utilizados
en el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de farmacos, siendo bioldgicamente
compatibles y no téxicos. Su propiedad mas importante es la viscosidad, la que se
manifiesta de acuerdo al peso molecular, asi a medida que el peso molecular disminuye
la viscosidad disminuye. Ademas, estos productos se caracterizan y diferencian entre y
dentro de ellos por el grado de sustitucion (DS) (Gafourian et al., 2007; Nahringbauer,
1995). La hidroxipropilcelulosa (Figura 6) es un polimero soluble en agua y etanol
(Skinner et al., 1999), se utiliza en las formulaciones de liberacion controlada y como
pelicula de revestimiento de drogas (Sinha y Rohera, 2002). Al utilizar HPC con
diferente grado de viscosidad como material de recubrimiento, se observo que a medida
que aumenta la viscosidad el tiempo lag de liberacidn de las drogas se prolonga (Fukui
et al., 2000).

|
CH:‘]:HCHx OCH;CHCH)
OH OCH:?HCH)
OH

Figura 6. Estructura quimica de la hidroxipropilcelulosa

1.6.2.2 Inulina: La inulina (Figura 7) es un fructooligosacarido (FOS), obtenido de la
raiz de la achicoria (Cichorium intybus), Dalia (Dahliapinuata Cav.) y alcachofa de
Jerusalem (Helianthus tuberosus), las cuales tienen un grado de polimerizacion (DP)
promedio de 10-14, 20 y 6, respectivamente. EI DP depende principalmente del tipo de
vegetal del cual se obtiene, de las condiciones climaticas durante el crecimiento y de las
condiciones fisiolégicas del vegetal (Rusu et al., 2006). La inulina es un polimero no

toxico, soluble en agua, compuesto por unidades de fructosa con enlaces B-(2-1) y es
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ligeramente ramificada con enlaces B-(2-6) en una proporcion de 1-5% (Stevens et al.,
2001). La inulina es un agente encapsulante de interés por sus efectos prebidticos, es
una fibra dietaria y mejora la biodisponibilidad de calcio (Saénz et al., 2009). A nivel
industrial, la inulina se utiliza como ingrediente alimentario y ofrece ventajas
tecnoldgicas al ser un polimero de grado alimentario, biodegradable, dispersable en agua

y de bajo costo (Tripodo et al., 2005).

HO _
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Figura 7. Estructura quimica de la inulina

1.6.2.3 Capsul®: El Capsul® es un almidén modificado quimicamente, derivado del maiz
ceroso, que incorpora en su estructura un componente lipofilico, mediante octenil
succinilacién (Figura 8). Al compararlo con otros agentes encapsulantes como goma
arébiga, una de sus caracteristicas Unicas es su habilidad de formar emulsiones aceite en
agua de alta estabilidad (Finotelli y Rocha, 2005; Shahidi y Han, 1993; Reineccius,
1991). Su baja viscosidad permite la preparacion de emulsiones con alto contenido de
solidos, obteniéndose microparticulas con una alta retencion del compuesto activo
(Kolanowski et al., 2004). La compatibilidad de Capsul® con sustancias insolubles en
agua permite la preparacion de microparticulas con altos niveles de agente activo, ya
que su habilidad para formar una pelicula, reduce la pérdida de compuestos bioactivos
durante la microencapsulacion y el almacenamiento (Jonsdottir et al., 2005; Kolanowski
et al., 2004).
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Figura 8. Formacion de Capsul®

1.6.3 Encapsulacion de compuestos fendlicos

Los polifenoles son compuestos que pueden ser facilmente degradados por las
condiciones ambientales como luz, calor, humedad y oxigeno (Nicoli et al., 2000). Por
otra parte, algunos polifenoles tienen sabores astringentes, pueden tener problemas de
solubilidad en medios hidrofébicos y pueden interactuar con otros componentes
presentes en las materias grasas. Desde este punto de vista, la microencapsulacion se
presenta como una tecnologia que permite mejorar la estabilidad del compuesto activo,
extender su vida til, preservar sus propiedades funcionales, liberar los compuestos
activos en forma controlada y facilitar su manipulacién cuando son afiadidos a una

matriz alimenticia (de Voos et al., 2010).

Los estudios de liberacion de polifenoles desde microparticulas son escasos, pero son
fundamentales para definir su real aplicacion, por lo que este estudio se enfocé en este
topico. Los flavonoides utilizados en este estudio (quercetina, naringenina vy
epicatequina) se seleccionaron en base a sus diferencias en estructura quimica y
capacidad antioxidante, lo cual influyo sobre la eficiencia de encapsulacion y el perfil de

liberacion. La estructura quimica de ellos se presenta en la Figura 9.
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Figura 9. Caracteristicas estructurales de los flavonoides utilizados en este estudio

Existe un numero reducido de investigaciones de encapsulacion de compuestos
fenolicos. En la encapsulacion de polifenoles por el método de secado por atomizacion
se utilizaron diferentes tipos de extractos vegetales como: tlna purpura (Séenz et al.,
2009), zanahoria morada (Ersus y Yudargel, 2007) granadas (Robert et al., 2010),
semillas de uva (Zhang et al., 2007), pomaza de manzana y hojas de olivo (Kosaraju et
al., 2008), entre otros. Estos autores, emplearon diversos agentes encapsulantes, como
carbohidratos y proteinas. En otros estudios, aplicando otros métodos de encapsulacion
como: coacervacion (Deladino et al., 2008), nanoencapsulacion (Hu et al., 2008)
atrapamiento en liposomas, complejos de inclusién, co-cristalizacion, liofilizacion y
emulsificacion (Munin y Edwards, 2011; Fang y Bhandari, 2010), se encapsularon
extractos de yerba mate, catequinas del té y curcumina. La mayoria de estos estudios se
enfocaron en la proteccion del polifenol frente a condiciones medioambientales,
logrando prolongar su vida util (Robert et al., 2010; Séenz et al., 2009; Kosaraju et al.,
2008; Ersus y Yudargel, 2007; Zhang et al., 2007). Otros trabajos se enfocaron en la
liberacion de polifenoles en el sistema gastrico e intestinal, a través de estudios “in
vitro” simulando condiciones de pH y/o enzimas (Sansone et al., 2011; Shi et al., 2007),

con el proposito de dirigir la liberacion de polifenoles en el lugar donde son absorbidos.
Entre los estudios de polifenoles encapsulados para adicionar a aceites se encuentran:

Deng y Yu (2004) quienes prepararon microparticulas de polifenoles de té mediante

secado por congelacion, mostrando un mayor efecto antioxidante que las microparticulas
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de propil galato y BHA; Wu et al. (2005) quienes encapsularon quercetina utilizando
proteina de soya con etilcelulosa (4:1) como material pared, reportaron efectos
protectores frente a la oxidacion. Wu et al. (2006a) reportaron que los flavonoides
extraidos de una planta medicinal (Cuscuta chinensis) encapsulados con p—ciclodextrina,
goma arabica y etilcelulosa como material pared y monoesterato de glicerol como
emulsificante, se pueden utilizar disueltos en aceite, produciendo actividad antioxidante
por liberacion controlada y aparentemente prolongarian el periodo de induccion (Wu et
al., 2006b).

1.7 Liberacion controlada desde microparticulas

La liberacion controlada se define como el método mediante el cual uno 0 méas agentes
activos estaran disponibles en un tiempo adecuado y/o en un lugar preciso a una

velocidad especifica (Pothakamury y Barbosa-Canovas, 1995).

Desde hace afios la industria farmacéutica trabaja en el desarrollo de biomateriales
capaces de actuar como sistemas de liberacién controlada de farmacos, debido a las
diversas ventajas que pueden presentar, como permitir un efecto terapéutico sostenido en
el tiempo y evitar fluctuaciones en el contenido de farmacos circulantes en tejidos y
plasma que podrian llevar a posibles efectos toxicos, poca eficiencia y baja
biodisponibilidad (Aragdn-Fernandez et al., 2009). En casi todos los sistemas de
liberacion controlada, el componente polimérico es el principal encargado de controlar
el proceso de liberacion del farmaco o principio activo, mientras que el relleno
inorganico es el encargado de variar la cinética de liberacion de los sistemas obtenidos.
En ambos casos, los perfiles de liberacion se caracterizan por presentar una disminucién
de la velocidad de liberacion con el tiempo, que se relaciona con la mayor distancia que
tiene que recorrer el activo dentro de la matriz. El uso de matrices hidrofilicas es el
sistema de liberacién controlada més utilizado debido a su facilidad de uso y bajo costo.
Existen algunas publicaciones que reportan los mecanismos de liberacion desde matrices

hidrofilicas, sin embargo, los mecanismos de liberacion aun continGan en debate
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(Miranda et al., 2006; Siepmann y Peppas, 2001). Si bien los mecanismos de liberacion
fueron ampliamente estudiados en la industria farmacéutica, existe escasa informacion
en el area alimentaria, mas aun cuando se utilizan polimeros hidrofilicos que se
comportarian como matrices inertes en un medio hidrofébico, lo que obligaria a
adicionar un agente canalizante en la formulacion que permita un mejor control de la

liberacidn del activo.

La liberacion del activo desde una matriz polimérica puede deberse a distintos tipos de
mecanismos: difusién, biodegradacion, hinchamiento, presion osmética y tortuosidad o
canalizacion (Pothakamury y Barbosa-Céanovas, 1995). En la mayoria de los casos la
liberacion se debe a méas de uno de estos mecanismos (Pafios et al., 2008). El perfil de
liberacion del principio activo desde la microparticula depende de la naturaleza del
compuesto activo y del agente encapsulante, de la interaccion entre ambos y del medio
de disolucién (Brannon-Peppas y Peppas 1989; Kou et al., 1988).

Las ventajas de la liberacion controlada de compuestos bioactivos es que la cesion de los
compuestos se puede prolongar en el tiempo, otorgandole una mayor vida util al
compuesto activo (Brannon-Peppas, 1995; Dziezak, 1988).

1.7.1 Patrones y mecanismos de liberacion

Existen una serie de modelos matematicos, a través de los cuales es posible explicar las
cinéticas y predecir los mecanismos de liberacion desde las microparticulas. Entre estos
modelos matematicos se encuentran: los de primer orden, orden cero, Higuchi, Peppas,

Hixson-Crowell, entre otros.
Una forma simplificada del modelo de Higuchi, cuando el compuesto activo es liberado

por difusion Fickiana (Higuchi, 1963; Higuchi, 1961) se muestra en la Ecuacion 1.3.

Este modelo ajusta bien cuando el hinchamiento y la erosion son despreciables.
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Me _ ers2
M (Ec. 1.3)
Mt: cantidad de compuesto activo liberado en el tiempo; M..: Cantidad de compuesto

activo liberado al tiempo infinito; k: constante de velocidad de liberacion.

Una ecuacion mas general fue descrita por Peppas, que describe la liberacion de
compuestos, tanto por el mecanismo de difusion como por hinchamiento (Ecuacion 1.4)
(Siepmann y Peppas, 2001; Peppas y Sahlin, 1986). El parametro “n”, que es el
exponente difusional, indica los mecanismos de cesion de un activo. Cuando n=0,5 el
agente activo es liberado por difusién fickiana; cuando 0,5<n< 1,0 el transporte es no
fickiano (transporte andémalo); cuando n=1 difusion es descrita como caso transporte |1
(cinética de primer orden) y cuando n>1,0 es descrito como Super caso transporte I1.

En los casos donde el sistema de liberacion es un material poroso, la constante “n”
puede tomar valores menores que 0,5, puesto que se combinan los mecanismos de
difusion parcial a través de una matriz hinchada y a través de los poros llenos de agua
(Aragon-Fernandez et al., 2009). Ademas, valores de n<0,5 denotan la existencia de
otro proceso simultaneo al proceso de difusion. No obstante, Peppas sugiere que esta
expresion podria aplicarse para el andlisis fenomenoldgico de cualquier mecanismo de
liberacion, independientemente del mecanismo molecular especifico de transporte del
activo (Korsmeyer y Peppas, 1983).

t n
M_ kt (Ec. 1.4)

El modelo cinético de Hixson-Crowell (Ley de la raiz clbica) es utilizado para describir
la liberacion de un principio activo desde matrices isométricas que experimentan erosion
(Ecuacion 1.5).

(% no disuelto)™® = 1- kt (Ec. 1.5)
Donde: k: constante de velocidad de liberacion.
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1.8 Hipdtesis

La adicion de microparticulas de flavonoides con agente canalizante en una matriz
lipidica permitird la liberacion controlada de flavonoides, aumentando su estabilidad

oxidativa.
1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo General
Estudiar la cinética y mecanismo de liberacion de flavonoides desde microparticulas con
y sin la adicion de agente canalizante en linoleato de metilo y su efecto en la formacion

de compuestos polares.
1.9.2 Objetivos especificos

1.- Estudiar la relacion flavonoide/agente encapsulante, la temperatura del aire de
entrada y la cantidad de agente canalizante necesario (Capsul®) (variables
independientes) sobre la eficiencia de encapsulacion de flavonoides y liberaciéon en un
sistema modelo (variables dependientes) utilizando la metodologia de superficie de
respuesta (RSM).

2.- Caracterizar fisicoquimica y morfolégicamente las microparticulas de flavonoides

obtenidas bajo condiciones dptimas para cada sistema estudiado.
3.- Estudiar los mecanismos y la cinética de liberacion de flavonoides encapsulados con
inulina & hidroxipropilcelulosa, obtenidos bajo condiciones Optimas en linoleato de

metilo como sistema lipidico.

4.- Estudiar el efecto de los flavonoides encapsulados sobre la estabilidad oxidativa de

un modelo lipidico (linoleato de metilo) en condiciones aceleradas de oxidacion.
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MATERIAL Y METODOS
2.1 Materiales

Flavonoides: Quercetina (Q) > 90%, naringenina (N) > 95% Yy epicatequina (E) > 90%,
adquiridos en Sigma-Aldrich.

Agentes encapsulantes: Inulina (IN) Raftilina® HP (DP > 23), adquirida en Alfa-chilena.

Hidroxipropilcelulosa (HPC) (Klucel EF), donada por laboratorios Recalcine.
Agente canalizante: Capsul® (C) obtenido de National Starch.

Modelos lipidicos: Linoleato de metilo (LM), adquirido en Sigma-Aldrich. Hexano (H)
grado HPLC adquirido en Merck S.A.

Los solventes utilizados, grado p.a. y HPLC, fueron adquirido en Merck S.A.
2.2. Métodos
2.2.1 Preparacion de las microparticulas

2.2.1.1 Preparacion de las microparticulas con inulina como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante: La encapsulacion de los sistemas Q-(IN-C), N-(IN-C)
y E-(IN-C) se realiz6 de acuerdo a un disefio experimental Box-Behnken, con un total de
15 experimentos por sistema. Inulina (6,8 a 17 g) y Capsul® (0 a 1,7 g) se disolvieron en
agua (64,8 a 74,3 g) a 70 °C, con agitacion constante (200 rpm) y posteriormente se
enfriaron a temperatura ambiente. Los flavonoides Q, N o E (0,34 g) se disolvieron en
etanol (16,2 a 18,6 g) y se adicionaron a la dispersion de polimeros con agitacién
constante (200 rpm). La mezcla resultante en agua:etanol 80:20, se ultrasonic6 (230 W

y frecuencia nominal de 50 Hz a temperatura ambiente, FS-30H-Fisher-Scientific) por
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20 minutos. La dispersion resultante se alimentd a un secador mini Spray-Dryer B-290
(Blchi, Suiza), con alimentacion y flujo de aire de secado en paralelo. El equipo operé a
una temperatura de ingreso del aire que fluctué entre 120-160 °C. El flujo del aire, la
velocidad de alimentacion y la presién de atomizacion correspondieron a 600 L/h, 1
mL/min y 5 bar, respectivamente. Las microparticulas resultantes se colocaron en bolsas

de polipropileno y almacenaron en la oscuridad a -20 °C hasta el momento de su anélisis.

2.2.1.2 Preparacion de las microparticulas con hidroxipropilcelulosa como agente
encapsulante y Capsul® como agente canalizante: La encapsulacion de los sistemas Q-
(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C) se realiz6 de acuerdo a un disefio experimental Box-
Behnken, con un total de 15 experimentos por sistema. La HPC (4 a 10 g) se disolvié en
etanol (71,0 a 76,6 g) y se mantuvo en agitacion constante (200 rpm) por 2 horas. C (0 a
1,0 g) se disolvi6 en agua (17,8 a 19,2 gramos) a 70 °C, con agitacién constante (200
rpm), posteriormente se enfrid a temperatura ambiente y se adiciond a la HPC. Los
flavonoides Q, N o E (0,2 g) se adicionaron a la dispersion de polimeros con agitacion
constante (200 rpm). La mezcla en agua:etanol 20:80 se ultrasonicé (230 W y frecuencia
nominal de 50 Hz a temperatura ambiente, FS-30H-Fisher-Scientific) por 20 minutos. La
dispersion resultante se alimentd a un secador mini Spray-Dryer B-290 (Blichi, Suiza),
con alimentacion y flujo de aire de secado en paralelo. ElI equipo oper6 a una
temperatura de ingreso del aire que fluctué entre 70-110 °C. El flujo del aire, la
velocidad de alimentacion y la presién de atomizacion correspondieron a 600 L/h, 1
mL/min y 5 bar, respectivamente. Las microparticulas resultantes se colocaron en bolsas

de polipropileno y almacenaron en la oscuridad a -20 °C hasta el momento de su analisis.

2.2.2 Disefio experimental

Se empled un disefio experimental Box-Behnken (DBB), con un total de 15
experimentos para cada sistema de microparticulas estudiado (Q-(IN-C), N-(IN-C), E-
(IN-C), Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C)). La representacion grafica de DBB es un
cubo que considera 12 puntos experimentales y 3 puntos centrales. Las variables

independientes fueron la relacion flavonoide/agente encapsulante (1:20-1:50),
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temperatura del aire entrada (120 °C-160 °C para los sistemas con IN y 70 °C-110 °C
para los sistemas con HPC) y contenido de Capsul (0-1,7 g para los sistemas con IN y O-
1,0 g para los sistemas con HPC). Las variables dependientes fueron la eficiencia de
encapsulacion y liberacion de flavonoides a los 14 dias (t14) Yy a los 28 dias (tg) de
almacenamiento en hexano para los sistemas con IN y HPC, respectivamente. La
metodologia de Superficie Respuesta (MSR) se aplicé para determinar las condiciones
Optimas para cada sistema estudiado. La funcion deseabilidad (FD) se utiliz6 para

optimizar las respuestas multiples en MSR.

Los datos se ajustaron a un modelo de regresion de segundo orden, de acuerdo a la
Ecuacion 2.1, donde Y es la variable respuesta, los subindices i y j estuvieron en rangos
de 1 a 3 (numero de variables independientes), by es el intercepto, b; es el coeficiente
linear, bji es el coeficiente cuadratico, bj; es el coeficiente de interaccion y X; y X; son los
niveles de variables independientes. Todos los experimentos se realizaron al azar para

evitar el sesgo en los analisis.

Y =b0+§3:bixi+§3:b"xi2+i ibijxixj (Ec. 2.1)
i=1 i=1

i=1  j=i+l
2.2.3 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion de flavonoides

2.2.3.1 Flavonoides totales: Para los sistemas de microparticulas con IN (100 mg) (Q-
(IN-C), N-(IN-C) y (E-IN-C)) se disolvieron en 4 mL de agua:etanol:acetona (50:25:25
v/IvIv). Para los sistemas de microprticulas con HPC (100 mg) (Q-(HPC-C), N-(HPC-C)
y E-(HPC-C)) se disolvieron en 4 mL de etanol. Una vez disueltos, se agitaron por un
minuto, se ultrasonicaron por 20 minutos y se centrifugaron a 452,8 xg por 3 minutos. El
sobrenadante se retird y transfirio a un matraz aforado. EI proceso se repitio dos veces,
entonces, el matraz se aford con una mezcla de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15) que

contenia un 1% de acido acético glacial y una alicuota se inyecté en el HPLC.

32



2.2.3.2 Flavonoides superficiales: Para los sistemas de microparticulas con IN (100 mg)
(Q-(IN-C), N-(IN-C) y (E-IN-C)) se disolvieron en 3 mL de metanol y se agitaron
suavemente. Para los sistemas de microparticulas con HPC (100 mg) (Q-(HPC-C), N-
(HPC-C) y E-(HPC-C)) se disolvieron en 3 mL de una mezcla de éter etilico:metanol
(9:1) y se agitaron suavemente. Asi, se obtuvieron los flavonoides superficiales (Robert
et al., 2012). El sobrenadante se transfirié a un matraz volumétrico, luego se aford con
una mezcla de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15) que contenia un 1% de acido acetico

glacial y una alicuota se inyecto6 en el HPLC.

La eficiencia de encapsulacion se calculé de acuerdo a la Ecuacion 2.2,

Flavonoides experimentales totales—Flavonoides superficiales
Ld L X100 (Ec.2.2)

% Eficiencia encapsulacién = . :
Flavonoides experimentales totales

2.2.4 Liberacion de flavonoides desde microparticulas a los 14 dias (t14) y 28 dias (t2g)
de almacenamiento en hexano para los sistemas con inulina e hidroxipropilcelulosa,
respectivamente

Se evalud la liberacion de flavonoides en hexano desde las microparticulas para cada
experimento del disefio Box-Behnken y cada sistema de microparticulas (Q-(IN-C), N-
(IN-C), E-(IN-C), Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C)). Las microparticulas (0,5 g) se
colocaron en bolsas filtros de celulosa y luego en botellas de vidrio que contenian
hexano (100 mL) con 0,5% de Span, se taparon y almacenaron en estufa con control de
temperatura a 30 °C £ 2 °C (Memmert, modelo UFE 500, Alemania) en la oscuridad. Se
tomaron alicuotas de 2 mL a los 14 dias de almacenamiento (t;4) para los sistemas con
inulina y a los 28 dias (ts) para los sistemas con hidroxipropilcelulosa. Las muestras se
trataron con 3 mL de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) que contenia un 1% de
acido acético glacial, se agitaron en un vortex por 1 minuto y se centrifugaron a 452,8 xg
por 3 minutos. Se removio la fase acuosa-metandlica y se colocd en un matraz aforado
(5 mL) el que se afor6 con una mezcla de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15) que
contenia 1% de &cido acético glacial y una alicuota se inyecto en el HPLC.
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2.2.5 Determinacion de flavonoides por Cromatografia Liquida (HPLC)

El anélisis de los flavonoides (Q, N o E) se realizé por HPLC, empleando un equipo
Merck Hitachi D-600, con bomba L-6200 (Intelligent Pump), detector de arreglo de
diodo (Waters 996), conectado al software Empower Pro (Waters). Se utilizd una
columna C-18 (tamafio de particula 3 pm, 4,6 d.i. x 150 mm, Atlantis®, Waters,
Irlanda). Para la determinacién de Q o N, se utiliz6 una fase mdvil isocratica de
agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) que contenia un 1% de acido acético glacial.
Para la determinacion de E se utilizé una fase movil isocratica A:B (80:20 v/v). La fase
A contenia agua (Millipore) con 2,5% de &cido acético glacial y la fase B correspondi6 a
una mezcla de acetonitrilo:fase A (80:20 v/v). El flujo fue de 1 mL/min y el volumen de

inyeccion de 20 pl.

Los flavonoides se cuantificaron, utilizando una curva de calibracién (1-100 pg/mL, R? =
0,998, 0,999 y 0,998 para Q, N y E, respectivamente). La deteccion de Q, N y E se

realizd a 368, 310 y 280 nm, respectivamente.

2.2.6 Caracterizacion de microparticulas de flavonoides obtenidas bajo condiciones
Optimas

Los flavonoides totales y superficiales y la eficiencia de encapsulacién, se determinaron
como se describid en el punto 2.2.3. La morfologia de las microparticulas obtenidas bajo
condiciones Optimas se evalué por microscopia electronica de barrido (SEM). Las
muestras se recubrieron con oro/paladio utilizando un evaporador al vacio Varian PS
10E y se analizaron utilizando un microscopio LEO 1420 VP (LEO Electron
Microscopy Ltd., Cambridge, UK) operado a 20 kV. Las imagenes se obtuvieron
digitalmente, usando el software EDS 7424 (Oxford Instrument, Oxford, UK). El

tamanio de particula y su distribucion se determino por difraccion de luz laser (LLD).
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2.2.7 Ensayos de liberacion de flavonoides desde las microparticulas obtenidas bajo

condiciones dptimas en hexano y en linoleato de metilo

2.2.7.1 Perfil de liberacién de flavonoides en hexano desde las microparticulas
obtenidas bajo condiciones Optimas: Para evaluar la liberacion de flavonoides desde
microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas (Q-IN, N-IN, E-IN, Q-(IN-C), N-
(IN-C), E-(IN-C), Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C)) en hexano, se colocaron las
microparticulas (0,5 g) en bolsas filtros de celulosa y posteriormente en botellas de
vidrio que contenian hexano (100 mL) con 0,5% de Span. Las botellas se taparon con
tapones de teflon y se almacenaron en la oscuridad en estufa con control de temperatura
(Memmert modelo UFE 500, Alemania) a 30 °C £ 2 °C. Se tomaron alicuotas de hexano
(2 mL) a distintos intervalos de tiempo, manteniendo el volumen inicial por adicién de
hexano. Para los analisis en HPLC, las muestras se trataron con 3 mL de
agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) que contenia un 1% de &cido acético glacial,
se agitaron en un vortex por 1 minuto y se centrifugaron a 452,8 xg por 3 minutos. Se
removid la fase acuosa-metanodlica y se coloco en un matraz volumétrico (5 mL), se
afor6 con una mezcla de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15) que contenia 1% de acido

acético glacial y una alicuota se inyecté en el HPLC.

2.2.7.2 Perfil de liberacion de flavonoides en linoleato de metilo desde las
microparticulas obtenidas bajo condiciones Optimas: Para evaluar la liberacion de
flavonoides desde microparticulas obtenidas bajo condiciones optimas (Q-IN, N-IN, E-
IN, Q-(IN-C), N-(IN-C), E-(IN-C), Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C)) en linoleato
de metilo, se colocaron las microparticulas (0,1 g) en bolsas filtros de celulosa y luego
en tubos de vidrio (16 x 100 mm) que contenian 10 g de linoleato de metilo, los tubos se
taparon con tapones de teflon y se almacenaron en la oscuridad, en una estufa con
control de temperatura (Memmert modelo UFE 500, Alemania) a 30 °C + 2 °C. Se
tomaron alicuotas de LM (1 mL) a distintos intervalos de tiempo, manteniendo el
volumen inicial por la adicién de LM. Para los analisis en HPLC, a las muestras se

adicionaron 2 mL de hexano, posteriormente se trataron con 3 mL de
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agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) que contenia un 1% de &cido acético glacial,
se agitaron en un vortex por 1 minuto y se centrifugaron a 452,8 xg por 3 minutos. Se
removid la fase acuosa-metanodlica y se coloco en un matraz volumétrico (5 mL), se
aford con una mezcla de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15) que contenia 1% de &cido

acético glacial y una alicuota se inyecté en el HPLC.

2.2.8 Anélisis cinético de liberacion

Los datos de liberacion de flavonoides desde microparticulas obtenidas bajo condiciones
Optimas se ajustaron a modelos matematicos (Pothakamury y Barbosa-Céanovas, 1995)
de Higuchi (Higuchi, 1963) y Peppas (Peppas y Sahlin, 1986) de acuerdo a las
Ecuaciones 2.3 y 2.4, respectivamente para los sistemas con IN y HPC y al modelo de

Hixson-Crowel (Ecuacidn 2.5) para los sistemas con HPC en hexano.

R (Ec. 2.3)
Mo

My

e = ke (Ec. 2.4)
(% no disuelto)'® = 1- kt (Ec. 2.5)

Donde M corresponde a la cantidad de flavonoides liberados al tiempo t, y M,
corresponde a la cantidad de flavonoides liberados al tiempo infinito. La constante de

velocidad de liberacion (k) se obtuvo como se describe a continuacion. Para el modelo

1/2

de Higuchi, desde la pendiente del grafico M¢/M,, vs. (tiempo)™“, para el modelo de

Peppas, desde el intercepto del gréafico de log natural de M{/M,, vs. el log natural del
tiempo y el pardmetro “n” se obtuvo desde la pendiente, para el modelo de Hixson-

1/3

Crowel desde la pendiente del grafico (% no disuelto)™” vs. tiempo.
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2.2.9 Ensayos de estabilidad oxidativa de linoleato de metilo y determinacion de

compuestos de oxidacion

2.2.9.1 Preparacion de microparticulas: La encapsulacion de Q y E se realizo
considerando las temperaturas de entrada Optimas de acuerdo al disefio experimental
Box-Behnken (para las microparticulas de Q y E con IN se utilizé 160 °C y 145 °C,
respectivamente y aquella con HPC 110 °C y 92 °C, respectivamente). La relacion
flavonoide:agente encapsulante fue de 1:45. Las microparticulas con IN se prepararon
sin y con la adicion de 5% C, mientras que las microparticulas con HPC, se prepararon
solo con 3,5% de C (las microparticulas de HPC sin C no presentaron liberacién del
flavonoide en el rango de tiempo estudiado). Las condiciones de preparacion de las
dispersiones, condiciones de secado y determinacion de eficiencia de encapsulacién, son
las descritas en los puntos 2.2.1 y 2.2.3. Las microparticulas resultantes se colocaron en
bolsas de polipropileno y se almacenaron en la oscuridad a -20 °C hasta el momento de

su analisis.

2.2.9.2 Estabilidad oxidativa de linoleato de metilo

- Tiempo de induccién: Para determinar el tiempo de induccién se utilizé un equipo
Rancimat 679 (Metrohm, Herisau, Suiza) a 60 °C, con un flujo de aire de 20 L/h. A cada
tubo de reaccidn se afiadio linoleato de metilo (4 g) y los flavonoides libres (Q, Ny E) o
las microparticulas (Q-IN, Q-(IN-C), Q-(HPC-C), E-IN, E-(IN-C), E-(HPC-C)) (200
mg/Kg). Los experimentos se realizaron en triplicado, pero en diferentes dias para
corroborar la repetibilidad de los experimentos.

2.2.9.3 Estabilidad oxidativa de linoleato de metilo durante el almacenamiento

- Sin burbujeo de oxigeno: En frascos de vidrio se afiadieron los flavonoides libres (Q, N
y E) (200 mg/Kg) y el linoleato de metilo (5 g). Los frascos destapados se almacenaron
en una estufa (Labolan) en oscuridad a 60 °C (relacion superficie volumen de 11,5
cm™'). Se tomaron alicuotas a intervalos de tiempos especificos, para determinar

mediante HPSEC la formacién de compuestos de oxidacion (monomeros oxidados
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(OXMONS), dimeros (DIMs) y polimeros (POLS)). La pérdida de sustrato se determind
mediante cromatografia de gas liquido (CGL). Los experimentos se realizaron en
triplicado, a la misma temperatura y relacion superficie-volumen, pero en diferentes dias

para corroborar la repetibilidad de los experimentos.

- Con burbujeo de oxigeno: En tubos de vidrio se afiadieron los flavonoides libres (Q, N
y E) (200 mg/Kg) o las microparticulas (Q-IN, Q-(IN-C), Q-(HPC-C), E-IN, E-(IN-C),
E-(HPC-C)) (200 mg/Kg) v el linoleato de metilo (4 g). Los tubos se almacenaron a 60
°C y flujo de aire de 20 L/h en una placa calefactora (Rancimat 679, Metrohm, Herisau,
Suiza). Se tomaron alicuotas a intervalos de tiempos especificos, para determinar
mediante HPSEC la formacién de compuestos de oxidacion (monomeros oxidados
(OXMONSs), dimeros (DIMs) y polimeros (POLs)). La pérdida de sustrato se determiné
mediante cromatografia de gas liquido (CGL). Los experimentos se realizaron en
triplicado, pero en diferentes dias para corroborar la repetibilidad de los experimentos.

2.2.9.4 Cromatografia de exclusion por tamafio de alta eficiencia (HPSEC): las
muestras (=20 mg) se disolvieron en tetrahidrofurano (50 mg/mL), se inyectaron en el
equipo HPSEC. EI equipo consistié de una bomba Waters 510 y un detector de indice de
refraccion Waters 2414 (Waters, Milford, MA, USA), un inyector Rheodyne 7725i con
10 pL de loop. La separacion se realizo utilizando dos columnas Ultrastyragel de 100 °A
y 500 °A (25 cm x 0,77 cm d.i., Hewlett—Packard, Avondale, PA, USA.), conectadas en
serie. La fase movil fue tetrahidrofurano (1 mL/min). Los grupos de compuestos
separados y cuantificados fueron: mondmeros oxidados (OXMONSs), dimeros (DIMs) y
polimeros (POLs).

2.2.9.5 Cromatografia de gas liquida (CGL): la muestra (1 uL, 50 mg/mL) que contenia
20 mg/mL del ester metilico de acido eicosanoico como estandar interno, se introdujeron
en un inyector (modo split 40:1) a 250 °C. Las muestras se analizaron en un
cromatografo HP-6850 (Hewlett—Packard, Avondale, PA, USA), con inyector 6850
(Agilent Technologies, PA, USA) y detector de ionizacion de llama. Se utilizé una
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columna capilar de polietilenglicol HP-INNOWax (30m x 0,25mm d.i., espesor de
pelicula de 0,25 pum, Agilent, PA, USA) e hidrégeno (1 mL/min) como carrier. La
temperatura inicial del horno fue de 180 °C (2 min) y luego se incrementd con una

velocidad de 3 °C/min hasta alcanzar los 230 °C (12 min).

2.2.10 Analisis estadistico

Las condiciones optimas para cada disefio se obtuvieron mediante metodologia de
Superficie de Respuesta. Para determinar las constantes de velocidad de liberacion se
empled regresion lineal. Para determinar las diferencias estadisticas en eficiencia de
encapsulacion, recuperacion, cantidad de flavonoides totales después del proceso de
secado, constantes de velocidad de liberacion, tiempos de induccion y factor de
proteccidn, entre los sistemas estudiados, se utilizé el analisis de varianza (ANDEVA).
Todos los anélisis estadisticos se realizaron utilizando el software Statgraphics
software version 7 (Manugistic Inc., Statistical Graphics Corporation, 1993, Rockville,
MA, USA). Cuando los resultados mostraron diferencias significativas se aplico el test

de rangos multiples de Tukey. Todos los experimentos se realizaron en triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Microparticulas de flavonoides por secado por atomizacion

Los flavonoides Q, N y E se encapsularon con inulina (IN) 6 hidroxipropilcelulosa
(HPC) como agentes encapsulantes y Capsul® (C) como agente canalizante, utilizando
secado por atomizacion como método de encapsulacion, con un total de 6 sistemas (Q-
(IN-C), N-(IN-C), E-(IN-C), Q-(HPC-C), N-(HPC-C), E-(HPC-C)).

Las condiciones experimentales a utilizar son caracteristicas para cada sistema de
microparticulas estudiado, por esta razon, se aplican disefios estadisticos donde se
consideran tanto variables de proceso como de formulacién, tales como: temperatura de
alimentacion, temperatura de aire de entrada al secador, temperatura de salida y relacion
activo/agente encapsulante (Gharsalloui et al., 2007; Kenyon, 1995). Adicionalmente,
para lograr altas eficiencias de encapsulaciéon (EE), recuperacion (R) y rendimiento es

necesario optimizar las condiciones de secado (Gharsalloui et al., 2007).

En base a estos antecedentes, se aplicd un disefio Box-Behnken para cada uno de los 6
sistemas estudiados, donde las variables independientes correspondieron a la
temperatura del aire de entrada al secador (variable de proceso), relacion
flavonoide/agente encapsulante (variable de formulacién) y contenido de Capsul®. Las
variables respuestas correspondieron a la eficiencia de encapsulacién y liberacion de

flavonoides en hexano.

3.1.1 Microparticulas de flavonoides con inulina y Capsul®

En la Tabla 3 se presentan los resultados de eficiencia de encapsulacion (EE) y
liberacion de flavonoide en hexano (t14), para el disefio experimental Box-Behnken de
los sistemas de microparticulas Q-(IN-C), N-(IN-C) y E-(IN-C), obtenidas mediante

secado por atomizacion.
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Tabla 3 Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion (EE) y liberacion de flavonoides
en hexano (t14), para el disefio Box-Behnken de Q, N y E con inulina como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante

Quercetina Naringenina Epicatequina
Relacion Capsgl® Temaipreerggura EE L|berJraC|on EE Liberaciont EE Liberaciont
FIN (%) entrada (%) %) (%) (%) (%) (%)
(°C) (X+DS) (X+DS) (XxDS) (X + DS) (X £ DS) (X £ DS)
1:20 0 140 535+13 213+28 304+40 166+20 549+42 77+08
1:20 12,5 120 39,7+22 655+27 384+16 975+13 648+24 835%0.2
1:20 12,5 160 440+1,2 801+36 390+03 860+45 647+11 60811
1:20 25 140 506+24 738+22 353+45 946%+28 786x10 77,4%59
1:35 0 120 632+59 189+22 365+12 171+09 50,1+0,1 20,7+454
1:35 0 160 61,3+08 164+19 384+14 224+20 505+32 115%25
1:35 6,6 140 518+12 689+27 390+03 815+09 828+30 463+132
1:35 6,6 140 459+05 73650 375+01 87,7+127 779+0,1 439+0,2
1:35 6,6 140 493+31 754+03 362+03 931+ 104 813+14 39,7+ 3,1
1:35 12,5 120 509+28 525+10 338+48 835+23 852%+09 756+117
1:35 12,5 160 56,1+24 848+48 379+32 888+93 850+04 634%75
1:50 0 140 73,3+27 49,720 41,4+09 17,1+£27 63,155 285x9,1
1:50 4,8 120 522+24 777+41 505+34 756+23 76917 62+947
1:50 4,8 160 492+58 738+52 481+63 748+34 820+02 40+752
1:50 9,1 140 463+1,2 761+12 469+23 916+19 795+06 61923

*Porcentaje de Capsul® (C) calculado en base al peso de inulina.  Liberacion de flavonoides en hexano a los 14 dias de

almacenamiento. F: flavonoide; IN: inulina; EE: eficiencia de encapsulacidn; X: promedio; DS: desviacion estandar

En los sistemas Q-(IN-C), N-(IN-C) y E-(IN-C) la EE fluctué entre 39,7-73,3%, 30,4-
50,5% y 50,1-85,2%, respectivamente. Un aumento en el contenido de IN, aumenté la

EE para los tres sistemas estudiados, lo que se deberia a un aumento en la velocidad de

formacion de la costra en la superficie de la gota, permitiendo la difusion del agua y la

retencion del agente activo, como fue reportado previamente (Kenyon, 1995; Young et

al., 1993; Rosenberg et al., 1990). La liberacion de flavonoide en hexano (t14) para las

microparticulas de los sistemas Q-(IN-C), N-(IN-C) y E-(IN-C) alcanzaron valores entre
16,4-84,8%, 16,6-97,5% vy 7,7-83,5%, respectivamente. Como se esperaba, en todos los

sistemas un aumento en el contenido de agente canalizante aumento la liberacion de

flavonoide en hexano a los 14 dias de almacenamiento.
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Se realiz6 un anélisis de varianza (ANDEVA) para las variables dependientes EE y
liberacion de flavonoides en hexano (t14) para los sistemas Q-(IN-C), N-(IN-C) y E-(IN-
C) (Anexo 1).

En las Figuras 10 y 11 se presentan los graficos de Pareto para la EE vy liberacion de
flavonoides en hexano (t14), respectivamente, de los sistemas de microparticulas Q-(IN-
C) (A), N-(IN-C) (B) y E-(IN-C) (C).

A Diagrama de Pareto Estandarizada para Liberacion hexano B Diagrama de Pareto Estandarizada para Liberacion en Hexano
C:capsul \ \ \ O+ C:Cantidad Capsul O+
cc | I - cc - -
AC l:l B:Relacion Fl In -
Atemperatura| [ | m
sc | I 8| [
| [ se |
Berelacion I:l BC I
A | (I ATemperatura | |
ac | [ ac| |
0 2 4 5 8 10 0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado Efecto estandarizado
C Diagrama de Pareto Estandarizada para Liberacion hexano
C:capsul \ \ O +
Atemperatura [
BB
BC
cc
Al
B:relacion _
ac| il
A ||
0 4 8 12 16 20 24

Efecto estandarizado

Figura 10. Graficos de Pareto para la eficiencia de encapsulacion, en los sistemas de
microparticulas Q-(IN-C) (A), N-(IN-C) (B) y E-(IN-C) (C)
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Figura 11. Gréficos de

Pareto para la liberacién en hexano (ti4), en los sistemas de microparticulas Q-(IN-C)
(A), N-(IN-C) (B) y E-(IN-C) (C)

Para la obtencion de las condiciones Optimas en cada sistema estudiado (Q-(IN-C), N-
(IN-C) y E-(IN-C)) se aplico la funcion deseabilidad (optimizacién mdltiple); para lo
cual se maximiz6 la EE y se minimizé la liberacién de flavonoides en hexano. Para los
sistemas Q-(IN-C), N-(IN-C) y E-(IN-C), el valor de r? ajustado explic6 el 89,2%,
76,7% y 77,9% de la variabilidad en la EE, respectivamente y el 91,1% 94,2% y 86,6%
de la variabilidad en la liberacion en hexano (ti4), respectivamente para el modelo

utilizado.

La metodologia de Superficie Respuesta se utilizé para optimizar las variables respuesta
(eficiencia de encapsulacion de flavonoides y liberacion de los flavonoides en hexano a
los 14 dias de almacenamiento). La Figura 12 (A, B y C) muestra los graficos de
Superficie Respuesta estimada para el disefio Box-Behnken de los sistemas Q-(IN-C),
N-(IN-C) y E-(IN-C), respectivamente. Se observa en las figuras, que para los tres
sistemas estudiados la optimizacidon se alcanz6 a mayores contenidos de IN y bajos

contenidos de C.
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Figura 12. Gréficos de Superficie Respuesta para el disefio Box-Behnken de los sistemas Q-
(IN-C) (A), N-(IN-C) (B) y E-(IN-C) (C)

3.1.2 Microparticulas de flavonoides con hidroxipropilcelulosa y Capsul®

En la Tabla 4 se presentan los resultados de eficiencia de encapsulacion (EE) y
liberacion de flavonoide en hexano (t,g), para el disefio experimental Box-Behnken de
los sistemas de microparticulas Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C) mediante secado

por atomizacion.
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Tabla 4 Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion (EE) y liberacion de flavonoides
(t2s) para el disefio Box-Behnken de Q, N y E con hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante
y Capsul® como agente canalizante

Quercetina Naringenina Epicatequina
Relaciéon  Capsul® Tergipreerg;ura EE Liberaciont EE Liberaciont EE Liberaciont
04H)* (0) 0, (0) (0) [0) [0)
FIHPC (%) ontrada (%) (%) (%) (%) (%) (%)

(°C) (X+DS) (X +DS) (X £ DS) (X+DS) (X+DS) (X%DS)
1:20 0 90 582+20 24%01 43,4+ 0,6 28+0,1 829+05 19%03
1:20 12,5 70 546+14 24+£0,3 425+10 4,4+0,7 80,3+ 0,7 13+0,1
1:20 12,5 110 59,1+2,0 2,4+£0,2 41,1+£0,8 72+0,7 77909 12+0,2
1:20 25 90 61,1+1,0 46+0,3 53,2+19 119+0,3 79,6+0,2 3,2+£0,3
1:35 0 70 56,4+ 0,9 3,7+0,1 46,4+0,1 44+0,2 745+0,3 0,0+£0,0
1:35 110 55,711 3,8+£0,1 442 +14 43x0,1 74,4+ 1,0 14+£04
1:35 6,6 90 46,3+0,1 3804 493+4,1 48+0,2 744+15 2,1+0,2
1:35 6,6 90 42,8+0,8 3,8+£0,1 474+0,1 45x0,2 76,9+0,9 19+0,3
1:35 6,6 90 432+05 3701 472+0,6 50+ 04 751+13 3003
1:35 12,5 70 57,6 £0,3 6,9+0,6 496 +54 105+04 76,6x0,6 19+0,1
1:35 12,5 110 57617 52+0,3 346+1,1 8,6 £0,7 72,4 2,7 05+£0,1
1:50 0 90 58,7+ 0,5 3,1+£0,1 453+2,6 6,4+0,1 77,117 12+0,2
1:50 4,8 70 58,1+0,8 580,11 478+ 1,6 25+03 739+03 0000
1:50 4,8 110 61,3+0/4 2504 32,2+0,3 22+0,2 69,5 = 3,6 0,0£0,0
1:50 9,1 90 578+33 58+03 41,4+26 90+06 766+11 0000

* Porcentaje de Capsul® (C) calculado en base al peso de hidroxipropilcelulosa. T Liberacion de flavonoides en hexano a
los 28 dias de almacenamiento. F: flavonoide; HPC: hidroxipropilcelulosa, EE: eficiencia de encapsulacidn; X: promedio;

DS:

desviacion estandar

En los sistemas Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C) la EE fluctu6 entre 42,8-61,3%,
32,2-53,2% y 69,5-82,9%, respectivamente. En la Tabla 4 se observa que un aumento en
el contenido de HPC no incrementd la EE, contrariamente a lo encontrado en los
sistemas con inulina. Este resultado, se podria explicar debido a las diferencias en
viscosidad entre IN y HPC, ya que un aumento de la viscosidad, como en HPC, también
permite una mayor velocidad de formacion de la costra (Gharsallaoui et al., 2007). La
liberacion de flavonoides en hexano (tyg) desde las microparticulas Q-(HPC-C), N-
(HPC-C) y E-(HPC-C) alcanzé valores entre 2,4-6,9, 2,2-11,9% vy 0,0-3,2%,
respectivamente. Como se esperaba, un aumento en el contenido de agente canalizante

aumento la liberacidn de flavonoide en hexano a los 28 dias de almacenamiento.
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Se realiz6 un anélisis de varianza (ANDEVA) para las variables dependientes EE y
liberacion de flavonoides en hexano (t,g) para los sistemas Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-
(HPC-C), respectivamente (Anexo 2).

En las Figuras 13 y 14 se presentan los gréficos de Pareto para EE y liberacion de

flavonoides en hexano (tys), respectivamente, de los sistemas de microparticulas Q-
(HPC-C) (A), N-(HPC-C) (B) y E-(HPC-C) (C).
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Figura 13. Gréficos de

Pareto para la eficiencia de encapsulacion, en los sistemas de microparticulas Q-(HPC-C)
(A), N-(HPC-C) (B) y E-(HPC-C) (C)
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Figura 14. Graficos de Pareto para la liberacion en hexano (tyg), en los sistemas de
microparticulas Q-(HPC-C) (A), N-(HPC-C) (B) y E-(HPC-C) (C)

Para la obtencion de las condiciones 6ptimas en cada sistema estudiado Q-(HPC-C), N-
(HPC-C) y E-(HPC-C), se maximiz0 la EE y se minimizo la liberacion de flavonoide en
hexano (tzs), aplicando la optimizacién maltiple (funcién deseabilidad). El valor r?
ajustado para los sistemas Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C) indicé que el modelo
explicd el 86,1%, 83,1% y 74,9% de la variabilidad en la EE, respectivamente y el
83,2% 71,7% y 68,4,6% de la variabilidad en la liberacion de flavonoide en hexano (tzg),

respectivamente.

La metodologia de Superficie Respuesta se utilizO para optimizar la eficiencia de
encapsulacion y la liberacion de los flavonoides en hexano a los 28 dias de
almacenamiento. La Figura 15 (A, B y C) muestra los graficos de Superficie Respuesta
estimada para el disefio Box-Behnken de los sistemas Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-
(HPC-C), respectivamente. Se observa que la optimizacion se alcanz6 a mayores

contenidos de HPC en el sistema E-(HPC-C), bajo contenido de C para los tres sistemas
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estudiados y a temperaturas del aire de entrada al secador: mayores para el sistema Q-
(HPC-C), menores para el sistema N-(HPC-C) e intermedias para el sistema E-(HPC-C).
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Figura 15. Gréficos de Superficie Respuesta para el disefio Box-Behnken de los sistemas Q-

(HPC-C) (A), N-(HPC-C) (B) y E-(HPC-C) (C)

Los agentes encapsulantes, IN y HPC, son polimeros hidrofilicos que se comportan
como matrices inertes en un medio hidrofobico. Para facilitar la liberacion de
flavonoides se utilizé6 Capsul® (almidén de maiz ceroso modificado quimicamente que
incorpora en su estructura un componente lipofilico) como agente canalizante, que
formaria canales en las microparticulas y permitiria la difusion de los flavonoides hacia
un medio hidrofébico. La naturaleza del polimero, influirian en la EE para un mismo

flavonoide encapsulado.
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En general, las EE de flavonoides con HPC fueron mayores que con IN. Estas diferencias se
deberian a las diferencias de viscosidad entre los dos polimeros. Asi, HPC presenta una
viscosidad de 150 a 700 cps en etanol a una concentracion del 10% (Klucel, ficha técnica),
mientras que IN presenta una viscosidad en agua menor a 2 cps a una concentracion del 5%
(Franck, 2002). La mayor viscosidad de HPC permitiria la rdpida formacion de una
membrana semipermeable (costra) que retiene el activo (Jafari et al., 2008; Rosenberg et al.,
1990) y aumenta la EE.

Las microparticulas con un 25% de C (respecto al agente encapsulante) alcanzaron
porcentajes de liberacion de flavonoides superiores en los sistemas con IN (74-95%)
respecto a los sistemas con HPC (3-11%), cuando se compara para un mismo flavonoide.
Estos resultados se pueden atribuir a diferencias en la interaccion flavonoide-agente

encapsulante y/o a la capacidad de hinchamiento del polimero en el medio de disolucion.

Cuando se elaboran microparticulas mediante secado por atomizacion, es necesario
optimizar las condiciones de secado que permitan obtener mayores EE para favorecer la
proteccion del activo encapsulado, utilizando la metodologia de Superficie Respuesta. La
temperatura de alimentacion, la temperatura del aire de entrada al secador y la temperatura
de salida, son variables importantes durante el proceso de secado (Gharsallaoui et al., 2007).
La temperatura de entrada es uno de los parametros mas importantes, ya que se relaciona
con la velocidad de secado de la gota y con el contenido final de humedad de las
microparticulas. La temperatura de salida se considera un parametro de control porque
corresponde a la temperatura final a la que se expondran las microparticulas al término del
proceso de encapsulacion, sin embargo, este parametro no puede ser controlado
directamente y depende de la temperatura de entrada al secador en los equipos de laboratorio
(Fang y Bhandari, 2010; Gharsallaoui et al., 2007). El otro pardmetro a considerar es la
relacion activo/agente encapsulante, porque determina el contenido de solidos del sistema.
Cuando el contenido de sdlidos es alto, aumenta la viscosidad y la velocidad de formacién

de la costra sobre la superficie de la gota (Gharsallaoui et al., 2007; Kenyon, 1995).

49



La Tabla 5 presenta las condiciones 6ptimas de obtencidn de las microparticulas mediante
secado por atomizacién de los flavonoides Q, N y E, utilizando IN o HPC como agente

encapsulante.

Tabla 5. Condiciones optimas de obtencion de las microparticulas de Q, N y E mediante
secado por atomizacion con IN o HPC como agente encapsulante

Sistemas Relacion Capsul®* Temperatura del aire
FIAE (%) entrada al secador

&)

Inulina

Q-(IN-C) 1:43 0 160

N-(IN-C) 1:50 0 120

E-(IN-C) 1:41 5 145

Hidroxipropilcelulosa

Q-(HPC-C) 1:49 3,5 110

N-(HPC-C) 1:38 3,5 77

E-(HPC-C) 1:44 3,5 92

*Porcentaje de Capsul® calculado en base al peso de los agentes encapsulantes. F: flavonoide; AE: agente encapsulante; Q:
quercetina; N: naringenina; E: epicatequina; IN: inulina; HPC: hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®

En la Tabla 5 se observa que las condiciones 6ptimas para la obtencidon de microparticulas
de flavonoides por secado por atomizacion es caracteristica para cada sistema F/AE. La
relacién F/AE 6ptima para los 6 sistemas estudiados se encontro para valores altos de agente
encapsulante. La temperatura 6ptima del aire de entrada al secador fueron menores para los
sistemas con HPC respecto a los con IN. Estos resultados se deberian al tipo de solvente
utilizado en la formulacién de las soluciones de alimentacion (para IN agua:etanol (80:20) y

para HPC agua:etanol (20:80)) y también a la naturaleza del agente encapsulante.

Se obtuvieron diferentes porcentajes 6ptimos de agente canalizante para los sistemas con IN.
Para evaluar el efecto de la estructura de los flavonoides se prepararon microparticulas bajo
condiciones 6ptimas de F/IN y temperatura del aire de entrada al secador, sin y con agente
canalizante (5%). En los sistemas con HPC el porcentaje de C optimo fue un 3,5% para

todos los sistemas de flavonoides.
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3.2 Caracterizacion fisicoquimica y morfologica de las microparticulas de flavonoides
obtenidas bajo condiciones 6ptimas para cada sistema estudiado

3.2.1 Caracterizacion de las microparticulas de flavonoide con inulina y Capsul®, obtenidas
bajo condiciones dptimas
En la Tabla 6 se presentan los resultados de eficiencia de encapsulacion y recuperacion de
los sistemas de microparticulas de flavonoides obtenidas bajo condiciones Optimas, sin
agente canalizante (Q-IN, N-IN y E-IN) y con 5% de agente canalizante (Q-(IN-C), N-(IN-
C) y E-(IN-C)) (Anexo 3).

Tabla 6. Caracterizacion de las microparticulas de flavonoides utilizando inulina como agente
encapsulante con y sin la adicién de agente canalizante (Capsul®)

Temperatura del  Flavonoides totales Eficiencia de Tamario de
Relacion  Capsul®f aire de entrada después del secado  encapsulacion Recuperacion particula

Sistemas F/IN (%) Q) (mg/g polvo) (%) (%) D(3,2) (um)
Q-IN 1:43 0 160 21,7 +0,3 63,6 + 0,6™ 96 +1,3° 2,0
Q-(IN-C) 1:43 5 160 20,5+0,2° 61,8 +2,3° 95+1,1° 2,4
N-IN 1:50 0 120 16,8 + 1,0° 43,0+0,8° 86 + 4,9° 2,3
N-(IN-C) 1:50 5 120 17,6 £ 0,6 38,9+1,6° 94 +3,1° 2,5
E-IN 1:41 0 145 20,8 + 0,6 69,3+0,8% 87 +2,5° 2,5
E-(IN-C) 1:41 5 145 19,7 £0,2® 69,9 + 0,8 86 +0,8° 2,4

1 Valores son expresados como promedios + DS (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05)
entre sistemas. F: flavonoide; IN: inulina; Q: quercetina; N: naringenina; E: epicatequina; C: Capsul®

En la Tabla 6 se observa que en los sistemas sin agente canalizante Q y E tuvieron una EE
significativamente mayor (p<0,05) respecto a N, sugiriendo que se puede atribuir a
diferencias estructurales entre los flavonoides. Asi, Q es una flavonol, E un flavanol y N es
una flavanona (Rice-Evans et al., 1996), que se diferencian en el doble enlace 2,3, el grupo
4-ceto y el grupo 3-OH en el anillo C y el nimero de grupos OH en el anillo B. La mayor
EE de Q y E se asocia con el mayor nimero de grupos OH en el flavonoide (cinco grupos
OH en la molécula) que favoreceria la interaccion entre los grupos OH del flavonoide y los
sitios OH de la IN mediante puentes de hidrégeno. Contrariamente, N tiene menos grupos
OH (tres grupos OH en la molécula). Este mismo comportamiento se encontrd para las
microparticulas con agente canalizante. Por otro lado, no se encontraron diferencias
significativas (p>0,05) en la EE entre microparticulas con y sin agente canalizante para
cada flavonoide estudiado, lo que sugiere que C solo actuaria como un agente canalizante y

NO cCOmo un agente encapsulante.
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La degradacion de flavonoides se asocia con reacciones de oxidacion y/o degradacion
inducidas por el calor (Bravo, 1998), sin embargo, la recuperacion de flavonoides después
del proceso de secado fue alta (86%-96%) para todos los sistemas estudiados, lo que se
atribuiria al corto tiempo de secado (5-30 s) y/o a la répida formacion de la costra en la
superficie de la gota durante el proceso de secado (Gharsallaoui et al., 2007). La
recuperacion de flavonoides alcanzé valores sobre 86% y fue independiente de la
naturaleza del flavonoide, mostrando que los flavonoides fueron estables a las altas

temperaturas de secado (Moreira et al., 2002).

La cantidad de flavonoides totales después del proceso de secado fue significativamente
menor (p<0,05) para los sistemas con N en comparacion a los sistemas con Q y E que no
presentaron diferencias significativas (p>0,05) entre ellos. Este resultado no se asociaria
con pérdidas durante el proceso de secado porque la recuperacion fue sobre un 86% (sin
diferencias significativas entre los sistemas), por lo tanto, la mayor cantidad de sélidos en

las microparticulas con N explicaria su menor contenido de flavonoides totales.

El tamafio de las microparticulas elaboradas bajo condiciones éptimas se presenta de
acuerdo al valor D(3,2), el cual fluctu6é entre 2,0 y 2,5 um y esta dentro de los rangos
reportados en la literatura en procesos de secado por atomizacion (Gharsallaoui et al., 2007).
La distribucion de tamafio para todos los sistemas de microparticulas estudiados fue

unimodal, con particulas en un sélo rango de tamafio.

3.2.1.1 Microfotografias SEM de las microparticulas de flavonoides obtenidas bajo
condiciones Optimas: La Figura 16 (A-F) muestra las fotografias de Q, N y E, por
microscopia electronica de barrido (SEM) de las microparticulas obtenidas bajo condiciones
optimas utilizando IN como agente encapsulante sin y con 5% de agente canalizante
(Capsul®).

En general, las microparticulas de Q, N y E tienen forma esférica, paredes continuas,
aparentemente sin presencia de fisuras o grietas. Sin embargo, algunas presentan superficies
lisas mientras que otras presentan indentaciones. La formacion de indentaciones durante el

proceso de secado se puede producir a bajas temperaturas como en el sistema N-IN o a altas
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temperaturas de secado como en el sistema Q-IN (Alamilla-Beltran et al., 2005). A bajas
temperaturas existe una menor difusion del agua y las particulas tienen mayor tiempo para
encogerse, mientras que a altas temperaturas, la rapida evaporacion del agua y la presion en
el interior de las particulas también produce encogimiento (Sun-Waterhouse et al., 2012;
Ronkart et al.,, 2007). Las microparticulas con C presentan mayor tendencia a la
aglomeracion que aquellas que no lo contienen, que se asociaria a la distinta interaccion
polimero-polimero, ya que IN es un polimero hidrofilico, mientras que C contiene un

componente hidrofilico y uno hidrofébico.

Figura 16. Microfotografias SEM de flavonoides encapsulados para los sistemas Q-IN (A),
N-IN (B), E-IN (C), Q-(IN-C) (D), N-(IN-C) (E) y E-(IN-C) (F)

3.2.2 Caracterizacion de las microparticulas de flavonoide con hidroxipropilcelulosa y
Capsul®, obtenidas bajo condiciones éptimas

En la Tabla 7 se presentan los resultados de eficiencia de encapsulacion y recuperacion de
los sistemas de microparticulas de flavonoides con HPC obtenidas bajo condiciones dptimas
(Q-(HPC-C), N-(HPC-C) y E-(HPC-C)). Se elaboraron solamente microparticulas con 3,5%
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de C debido a que las microparticulas sin C no presentaron liberacién a los 28 dias de

almacenamiento en hexano (Anexo 4).

Tabla 7. Caracterizacion de las microparticulas de flavonoides utilizando
hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante +

Temperatura Flavonoides Eficiencia de
Relacion  Capsul® del aire de totales después  encapsulacion  Recuperacion
Sistemas F/HPC (%) entrada del secado (%) (%)
(°C) (mg/g powder)
Q-(HPC-C) 1:49 3,5 110 17,1+0,2° 69,6 3,3 89+1,3"
N-(HPC-C) 1:38 3,5 77 24,2+0,1° 55,5+ 0,3 98 +0,4°
E-(HPC-C) 1:44 3,5 92 13,6 £ 0,4° 68,3 +0,5° 63+1,7°
T Valores son expresados como promedios = DS (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0.05) entre sistemas. F: flavonoide; Q: quercetina; N: naringenina; E: epicatequina; HPC:

hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®

Como se observa en la Tabla 7, los resultados de EE para las microparticulas con HPC
fueron similares a los encontrados para las microparticulas con IN. Q y E tuvieron una EE
significativamente mayor (p<0,05) que N, lo que se atribuye a la estructura quimica de los
flavonoides y por tanto a la interaccion flavonoide-agente encapsulante, como se discutio

previamente.

La recuperacion de Q y N en las microparticulas fue de un 89% y 98%, respectivamente.
Mientras que E tuvo un porcentaje de recuperacion de un 63%, siendo el sistema que
presentd mayores pérdidas durante el proceso de secado. La cantidad de flavonoides totales
después del proceso de secado fue significativamente mayor (p<0,05) para los sistemas con
N en comparacion a los sistemas con Q y E, de acuerdo al menor contenido de sélidos en

las microparticulas.

3.2.2.1 Microfotografias SEM de las microparticulas de flavonoides obtenidas bajo
condiciones Optimas: La Figura 17 (A-C) muestra las fotografias por microscopia
electronica de barrido (SEM) para las microparticulas de Q, N y E obtenidas bajo
condiciones Optimas utilizando HPC como agente encapsulante y C como agente

canalizante.
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* Magnitud: 8.00KX; WD: 9 mm
Figura 17. Microfotografias SEM Q-(HPC-C) (A), N-(HPC-C) (B) y E-(HPC-C) (C)

En general, las microparticulas obtenidas utilizando HPC como agente encapsulante son
irregulares en forma y tamafio, se presentan colapsadas, con hendiduras y aglomeradas. Una
morfologia similar se describi6 para microparticulas de polifenoles con
hidroxipropilmetilcelulosa (Sun-Waterhouse et al., 2012). Las microparticulas de
flavonoides con HPC se prepararon con etanol:agua (80:20) lo que permitio utilizar
temperaturas de secado menores, pero con tendencia a formar aglomerados (Quek et al.,
2007). La répida evaporacion del etanol durante el proceso de secado podria influir en la
aparicion de hendiduras en las microparticulas, como fue reportado por Lee et al. (1997) al

utilizar acetato de etilo como solvente de disolucion.

3.2.3 Comparacién de resultados para las microparticulas de flavonoides obtenidas bajo
condiciones éptimas con inulina o hidroxipropilcelulosa como agentes encapsulantes
Mayores valores de EE a los obtenidos en este estudio con IN y HPC, se reportaron en
microparticulas de Q y N con celulosa acetato ftalato (62-94%) como agente encapsulante y
tween 85 o dodecilsulfato benceno de sodio como emulsificante mediante secado por
atomizacion, utilizando una temperatura de entrada al secador de 125 °C (Sansone et al.,
2011). Por otra parte, menores valores de EE se reportaron para microparticulas de Q con
hidroxipropilmetilcelulosa o inulina (9-18,5%) como agente encapsulante y lecitina de soya
como emulsificante mediante secado por atomizacion, utilizando una temperatura de entrada
de 165 °C (Sun-Waterhouse et al., 2012), segln los autores eficiencias de encapsulacion
menores se deberian a la susceptibilidad de Q a las fuertes condiciones de homogeneizacion
y a la temperatura de entrada.
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Utilizando otras técnicas de encapsulacion se encontraron mayores valores de EE en
microparticulas de Q con celulosa acetato propionato y celulosa acetato ftalato (90-100%)
mediante evaporacion de solvente, la alta EE se deberia a la afinidad de Q con los polimeros
utilizados (Scarfato et al., 2008) y en nanoparticulas de Q (79,8%) y E (76,1%) con
copolimeros de acido lactico y glicolico (PLGA) (Pool et al., 2012). Contrariamente,
menores valores de EE se reportaron para microparticulas de catequinas de té (26-47%) por
gelificacion iénica (Hu et al., 2008) y para microparticulas de E (30%) y Q (35%)
encapsuladas con B-ciclodextrinas mediante formacién de complejos (Kalogeropoulos et al.,
2010).

Menores valores de recuperacion a los obtenidos en este estudio con IN y HPC reportd
Lauro et al. (2007) al encapsular N mediante secado por atomizacién con celulosa acetato
ftalato (60-80%) y resultados similares con hidroxipropilmetilcelulosa (80-92%). Por lo
tanto, la EE y la recuperacion de flavonoides dependen de la naturaleza del agente
encapsulante, las caracteristicas estructurales de los flavonoides, la temperatura de entrada al

secador y el solvente de disolucidn, entre otros.

Las diferencias encontradas en EE, recuperacion de flavonoides y morfologia por SEM para
los sistemas con IN y HPC, se pueden atribuir a la diferente estructura quimica de los
flavonoides utilizados, hidrofobicidad, hidrofilicidad, solubilidad (Rice-Evans et al., 1996),
a las caracteristicas estructurales de los polimeros utilizados como agentes encapsulantes
que difieren en su carga y fuerza intermolecular (fuerzas de Van der Waals, puentes de
hidrogeno, fuerzas electrostaticas y repulsiones estéricas) (Banerjee y Bhattacharya, 2012),
al agente canalizante y al solvente utilizado en la preparacion de las soluciones de
alimentacion, que influyeron en las distintas temperaturas de entrada al secador (Kosaraju et
al., 2006). Estas diferencias influyen en el tamafio de la gota que ingresa al secador, en la
cohesion y adhesion, aglomeracion y endurecimiento, por lo tanto, afectan el tamafio, area
superficial, rugosidad y porosidad de las microparticulas obtenidas (Daniher y Zhu, 2008).
Inulina (Figura 7) es un fructo-oligosacarido (FOS) compuesto por unidades de fructosa, con
enlaces B-(2-1) y ligeramente ramificado (1-5%) (Stevens et al., 2001), mientras que HPC
(Figura 6) es un éter de celulosa compuesto de glucosa con enlaces p-(1-4), lineal, no ionico,

soluble en agua y con un alto grado de viscosidad (Klucel, ficha técnica) que permitiria la
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rapida formaciéon de una costra alrededor de la gota y retiene de mejor forma el activo y
aumenta la EE.

3.3 Mecanismo y cinética de liberacion de flavonoides desde microparticulas con
inulina 6 hidroxipropilcelulosa, obtenidos bajo condiciones dptimas en linoleato de

metilo y hexano como sistemas lipidicos

Para evaluar la aplicabilidad de las microparticulas en matrices alimentarias es importante
determinar las cinéticas de liberacion de flavonoides, ajustando los datos a modelos
matematicos que permitan establecer los mecanismos involucrados. En este contexto, para
estudiar el efecto de la naturaleza de los flavonoides, agentes encapsulantes, agente
canalizante y medio de disolucidn, sobre la cinética y mecanismo de liberacion, los sistemas
de microparticulas de flavonoides (Q, N o E) con inulina o hidroxipropilcelulosa, obtenidos
bajo condiciones Gptimas, se almacenaron en linoleato de metilo y en hexano a 30 °C.

3.3.1 Perfil de liberacion de flavonoides desde microparticulas con inulina como agente
encapsulante y Capsul® como agente canalizante en linoleato de metilo y hexano

Para determinar el perfil de liberacion de flavonoides desde microparticulas con inulina, sin
y con agente canalizante, se utilizaron las microparticulas obtenidas bajo condiciones

Optimas (Tabla 6).

Las Figuras 18 y 19 muestran el perfil de liberacion de flavonoides en linoleato de metilo y
hexano, respectivamente, desde microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas sin
agente canalizante (Q-IN, N-IN y E-IN) (Gréafico A) y con agente canalizante (Q-(IN-C), N-
(IN-C) y E-(IN-C)) (Grafico B).

Los gréaficos de liberacion de flavonoides (liberacion vs. tiempo) desde las microparticulas,
muestran un comportamiento bifasico para todos los sistemas estudiados en linoleato de
metilo y en hexano. La primera zona se atribuye a los flavonoides que se encuentran en la
superficie de la microparticula (superficiales) y la segunda zona a los flavonoides que se

encuentran encapsulados al interior de la microparticula. EI mismo comportamiento reportd
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Robert et al., (2012), para liberacion de acido galico encapsulado con almidon de papa e

inulina en agua a 25 °C.
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Figura 18. Gréaficos de liberacion de flavonoides desde microparticulas con inulina como
agente encapsulante en linoleato de metilo, sin agente canalizante (A) y con agente
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Figura 19. Graficos de liberacion de flavonoides desde microparticulas con inulina como
agente encapsulante en hexano sin agente canalizante (A) y con agente canalizante (B). A:

quercetina; O:+ naringenina- ; [ epicatequina

En los ensayos de liberacién de flavonoides en LM, las microparticulas sin agente
canalizante (Figura 18A), alcanzaron valores de liberacién de flavonoides superficiales
superiores al 60% para N durante el primer dia de almacenamiento, mientras que la
liberacion de Q y E superficiales, alcanzaron valores del 30% al dia 4 y dia 60,
respectivamente. Para las microparticulas con agente canalizante (Figura 18B) se observa el

mismo comportamiento que aquellas sin agente canalizante, pero con una liberacion de
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flavonoides superficiales a tiempos menores (60% a las 2,4 h para N, 30% a las 1,5 h para Q
y 30% a los 10 dias para E). En la segunda zona, asignada a la liberacion de los flavonoides
encapsulados, la liberacion de Q y E desde las microparticulas sin agente canalizante (Figura
18A) alcanzaron valores de liberacion de 75% y 70% a los 42 dias y 70 dias,
respectivamente; mientras que, las con agente canalizante (Figura 18 B) alcanzaron valores
de liberacion de 68% y 69% a los 2 dias y 40 dias, respectivamente, mostrando el efecto del
agente canalizante y del flavonoide (solubilidad) en el perfil de liberacion de los flavonoides

desde microparticulas en LM.

En los ensayos de liberacion en hexano, las microparticulas de Q, N y E presentaron un
comportamiento similar a las microparticulas en LM. Las microparticulas de N y Q sin
agente canalizante (Figura 19A) alcanzaron valores de liberacion de los flavonoides
superficiales del 60% y 40% a los 115 y 80 dias, respectivamente; mientras que, la
liberacion de E superficial alcanz6 un porcentaje de liberacién del 26% a los 160 dias. Para
las microparticulas con agente canalizante (Figura 19B), la liberacion de los flavonoides
superficiales se alcanzé en un corto tiempo (60% a las 3,8 h para N, 30% alas0,9 hparaQ y
30% a los 7 dias para E). En la segunda zona de liberacion, asignada a la liberacion de los
flavonoides encapsulados, la liberacion de Q y N desde microparticulas sin agente
canalizante (Figura 19A) alcanz6 una liberacion de 68% a los 130 dias de almacenamiento y
en el caso de E no hubo liberacion de los flavonoides encapsulados, a diferencia de las
microparticulas con agente canalizante (Figura 19B) que alcanzaron valores de liberacién de
86% y 77% al dia 1 y dia 40 para Q y E, respectivamente, mostrando el efecto del agente

canalizante y del flavonoide (solubilidad) como se encontr6 en los ensayos en LM.

El menor porcentaje de liberacion de flavonoides desde microparticulas de IN sin agente
canalizante en LM y en hexano, se podria atribuir a la baja interaccion polimero-solvente,
que favoreceria la conformacion ovillada, limitando la entrada del solvente al interior de la
microparticula, disminuyendo la difusion de los flavonoides desde el interior de la
microparticula al medio de disolucién, como fue reportado previamente por Garcia et al.

(2013) para la liberacion de a-tocoferol desde microparticulas con inulina.
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3.3.2 Parémetros cinéticos y mecanismos de liberacion de flavonoides desde
microparticulas con inulina en linoleato de metilo y en hexano

Se aplicaron dos modelos analiticos (Peppas e Higuchi) para explicar el mecanismo de
liberacion de los flavonoides desde las microparticulas obtenidas bajo condiciones Optimas.
Las Tablas 8 y 9 presentan los pardmetros cinéticos obtenidos desde los datos de liberacion
para microparticulas sin agente canalizante (Q-IN, N-IN, E-IN) y con agente canalizante (Q-
(IN-C), N-(IN-C), E-(IN-C)) en LM y hexano, respectivamente (Anexo 5).

Para las microparticulas sin y con agente canalizante, la constante de velocidad de liberacion
de N fue significativamente mayor (p<0,05) respecto a las de Q y E en LM y en hexano.
Mientras que la constante de velocidad de liberacion de E fue significativamente menor
(p<0,05) respecto a Q y N en LM y en hexano. Estos resultados sugieren que las diferencias
en la solubilidad de los flavonoides en LM y en hexano y/o la interaccion flavonoide-inulina
podrian influir en la difusion del flavonoide desde el interior de la matriz al medio

hidrofobico, proyectandose como métodos para controlar la liberacion.

Las microparticulas de flavonoides con Capsul®, presentaron constantes de velocidad de
liberacién significativamente més altas con respecto a las microparticulas sin Capsul® en
LM y en hexano. Lo que indica que Capsul® puede actuar como agente canalizante en la
microparticula, formando canales en la superficie y al interior de la matriz como se observa
en la Figura 20, lo que favoreceria la difusion del flavonoide al medio de disolucion (Song et
al., 2005).

Las constantes de velocidad de liberaciéon de flavonoides fueron mayores en los sistemas
estudiados en LM, en comparacion a los ensayos realizados en hexano. Este comportamiento
se deberia a la distinta polaridad del solvente de disolucion. La mayor polaridad de LM con
respecto a hexano permite una mejor interaccion y solubilidad de los flavonoides hacia el

medio de disolucién, facilitando su difusion.
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Tabla 8. Parametros cinéticos y mecanismos de liberacion de flavonoides desde
microparticulas con inulina como agente encapsulante y Capsul® como agente
canalizante en linoleato de metilo}

Sistemas n Peppas Higuchi
10%Kgpst 10? DS 10%Kqps + 10° DS
(dias™) R? (dias®®) R

Q-IN 0,7 82+0,1° 0,818 9,1+0,1° 0,926

N-IN 0,7 192 +11,8° 0,989 171 +36,5° 0,993

E-IN 0,7 2,3+0,1° 0,821 72+0,1° 0,739
Q-(IN-C) 0,4 80,0 + 4,6° 0,915 72,9+4,9° 0,905
N-(IN-C) 05 244 +11,2° 0,922 226 + 35,4° 0,936
E-(IN-C) 05 12,8+ 1,4° 0,959 11,6 +1,8° 0,936

T Valores son expresados como promedios = DS (n=3). Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los sistemas. Q: quercetina; N: naringenina; E: epicatequina; IN:
inulina; C: Capsul®; DS: desviacién estandar

Tabla 9. Pardmetros cinéticos y mecanismos de liberacion de flavonoides desde
microparticulas con inulina como agente encapsulante y Capsul® como agente
canalizante en hexano¥

Sistemas n Peppast Higuchi}
10%Kgpst 10° DS 10%Kops = 10°DS
(dias™) R? (dias™®®) R?

Q-IN 0,8 1,3+0,3 0,983 73+1.2° 0,958

N-IN 0,9 0,8+0,1° 0,968 75+0,3 0,943

E-IN 0,9 0,3+0,1° 0,897 1,5+0,1° 0,937
Q-(IN-C) 0,3 84,9+3,6° 0,938 58,6 + 2,1° 0,903
N-(IN-C) 0,3 102,1 + 6,0% 0,931 62,7+0,8° 0,870
E-(IN-C) 0,4 16,6 +0,8° 0,949 11,2 +0,01° 0,940

1 Valores son expresados como promedios + DS (n=3). Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0.05) entre los sistemas. Q: quercetina; N: naringenina; E: epicatequina; IN:
inulina; C: Capsul®; DS: desviacién estandar

Figura 20. Esquema de formacion de canales en la microparticula



Existen escasos estudios de liberacion de polifenoles desde microparticulas. Deladino et al.
(2008) en microparticulas de extracto acuoso de yerba mate (llex paraguensis) utilizando
alginato de calcio o alginato de calcio-quitosano y Robert et al. (2012) en microparticulas de
acido galico con almidon nativo, almidon acetilado, inulina nativa e inulina acetilada,
encontraron constantes de velocidad de liberacion de polifenoles (modelo Peppas) diferentes
a las de este estudio. Sin embargo, no se pueden comparar con este estudio porque el medio
de disolucion es diferente. Estos resultados indican que el tipo de agente encapsulante,
activo y el medio de disolucion son esenciales para controlar la cesion del activo al medio de

disolucién.

El parametro “n” en el modelo de Peppas, puede tomar distintos valores, lo que indica el
mecanismo de liberacion del activo desde la microparticula (Pothakamury y Barbosa-
Canovas, 1995). En las microparticulas sin agente canalizante, la liberacion de los
flavonoides en LM y en hexano fue de tipo no fickiana o anémala, donde diferentes
mecanismos, como son difusion y relajacion de las cadenas del polimero, pueden ocurrir
simultaneamente, como reportaron Robert et al., (2012), Deladino et al., (2008) y Hu et
al., (2008). Por otra parte, en las microparticulas con agente canalizante, el mecanismo de
liberacion de los flavonoides en LM fue de tipo fickiana o por difusion y en hexano por
varios procesos simultaneos al fendmeno de difusién, siendo el proceso de difusion el mas
importante (Aragon-Fernandez et al., 2009). Estos resultados sugieren que el mecanismo
de liberacion de los flavonoides se atribuye principalmente a la presencia de agente
canalizante, independiente de la naturaleza del flavonoide.

3.3.3 Perfil de liberacién de flavonoides desde microparticulas con hidroxipropilcelulosa
como agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante en linoleato de metilo y
hexano

Para determinar el perfil de liberacion de flavonoides desde microparticulas con
hidroxipropilcelulosa, sin y con agente canalizante, se utilizaron las microparticulas

obtenidas bajo condiciones dptimas (Tabla 7).
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En la Figura 21 se muestran los graficos de liberacion de flavonoides desde microparticulas
con hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante, en
linoleato de metilo (Figura 21A) y en hexano (Figura 21B).

En LM (Figura 21A), las microparticulas de N-(HPC-C) alcanzaron valores de liberacion del
50% a los 50 dias de almacenamiento, permaneciendo constante hasta los 140 dias de
almacenamiento, sin liberacion de la N encapsulada. Por otro lado, en los sistemas Q-(HPC-
C) y E-(HPC-C) no se observo liberacion de Q y E durante el periodo de almacenamiento
estudiado. En hexano (Figura 21B), las microparticulas de N-(HPC-C) y Q-(HPC-C)
presentaron dos zonas de liberacion, la primera zona se atribuye a los flavonoides que se
encuentran en la superficie de la microparticula (superficiales) y la segunda zona a los
flavonoides que se encuentran encapsulados al interior de la microparticula, alcanzando
valores de liberacion de Q y N de 72% y 75%, respectivamente, a los 170 dias de
almacenamiento. Por otro lado, en el sistema E-(HPC-C) no se observé liberacion de E
durante el periodo de almacenamiento estudiado. Las diferencias en los perfiles de
liberacion de flavonoides se atribuirian a la solubilidad de los flavonoides (Chebil et al.,
2007; Kang et al., 2002) y/o a la interaccion polimero-flavonoide como se discuti6 en el
punto 3.3.1, a diferencias en el medio por polaridad y tamafio molecular, que influiria en la
interaccion polimero-medio de disolucion. Ademas, el sitio hidrofébico de C interactuaria de
mejor forma con hexano, que es mas apolar y de menor tamafio molecular que LM,

permitiendo la formacion de canales en la microparticula.
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Figura 21. Gréaficos de liberacion de flavonoides desde microparticulas con
hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante, en

linoleato de metilo (A) y en hexano (B). A: quercetina; O:+ naringenina: ; [ epicatequina

3.3.4 Parametros cinéticos y mecanismo de liberacion de flavonoides desde microparticulas
con hidroxipropilcelulosa en linoleato de metilo y en hexano

Se aplicaron tres modelos analiticos (Peppas, Higuchi y Hixson-Crowell) para explicar el
mecanismo de liberacion de los flavonoides desde las microparticulas obtenidas bajo
condiciones Optimas. La Tabla 10 y 11 muestran los pardmetros cinéticos obtenidos desde
los datos de liberacion de flavonoides desde microparticulas (Q-(HPC-C), N-HPC-C) y E-

(HPC-C)) en linoleato de metilo y hexano, respectivamente (Anexo 6).
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Tabla 10. Parametros cinéticos y mecanismo de liberacion de flavonoides desde
microparticulas con hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y Capsul® como agente
canalizante en linoleato de metilo ¥

Sistemas n Peppast Higuchii
10%Kgpsx 10° DS 10%Kgps + 102 DS
(dias™) R? (dias™®®) R
Q-(HPC-C) : 0,0° - 0,0° -
N-(HPC-C) 0,3 16,2 +2,3° 0,960 3,1+05° 0,829
E-(HPC-C) - 0,0° - 0,0° -

1 Valores son expresados como promedios = DS (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0.05) entre los sistemas. Q: quercetina; N: naringenina; E: epicatequina; HPC: hidroxipropilcelulosa; C:
Capsul®; DS: desviacion estandar

En la Tabla 10 se observa que no hubo liberacién de Q y E desde Q-(HPC-C) y E-(HPC-C),
distinto a lo que ocurre con N, aunque solamente se liber6 la N superficial en N-(HPC-C). El
parametro “n” en el modelo de Peppas para el sistema N-(HPC-C) en LM, muestra que el
mecanismo de liberacion de N superficial estaria compuesto por varios procesos simultaneos
al fendbmeno de difusion, siendo el proceso de difusion el mas importante (Aragon-
Fernandez et al., 2009).

Tabla 11. Pardmetros cinéticos y mecanismo de liberacion de flavonoides desde
microparticulas con hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y Capsul® como
agente canalizante en hexano }

Sistemas n Peppast Higuchi} Hixson-Crowellt
10%Kqpst 102 DS 10%Kqps + 10° DS 10%Kqps + 10° DS
(dias™ R? (dias??) R? (dias *?) R?
Q-(HPC-C) 1,0 0,41+0,1° 0,906 7,4 +0,6% 0,943 1,1+0,02° 0,864
N-(HPC-C) 1,0  0,31+0,002° 0,951 54 +1,0° 0,933 08+0,1° 0,923
E-(HPC-C) - 0,0 0,0 0,0 0,0 - -

1 Valores son expresados como promedios £ DS (n=3). Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0.05) entre los sistemas. Q: quercetina; N: naringenina; E: epicatequina; HPC: Hidroxipropilcelulosa; C:
Capsul®; DS: desviacion estandar

En la Tabla 11 se observa que no hubo liberacién de E desde E-(HPC-C), distinto a lo que
ocurre con N 'y Q que presentaron liberacion de los flavonoides superficiales y encapsulados
desde las microparticulas, sin mostrar diferencias significativas (p>0,05) entre las constantes
de liberacion. El parametro “n” para los sistemas Q-(HPC-C) y N-(HPC-C) en hexano indica
que en ambos casos la liberacion fue de tipo transporte Il que corresponde a una cinética de
liberacion de orden cero (Chiappetta et al., 2006). La liberacion tipo transporte 11 fue
previamente reportado por Miranda et al. (2006), Khatri et al. (2014) y Shoaib et al. (2010)

en ensayos de liberacion de farmacos desde una matriz de hidroxipropilmetilcelulosa. El
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mecanismo de erosion de la HPC, permitiria la liberacion de Q y N, desde microparticulas
con HPC en hexano.

Otro posible mecanismo que podria explicar la liberacion de Q y N, seria la erosion de HPC,
la cual se explica por el paso de un estado rigido (glass) a otro mas gomoso (rubber) en la
superficie de la microparticula, liberando el flavonoide encapsulado (Chiappetta et al., 2006;
Reza et al., 2003). Sin embargo, la liberacion de E no se observo, sugiriendo que la E tiene

una alta interaccion con el polimero.

Las diferencias encontradas en las constantes de velocidad de liberacion de flavonoides en
hexano y en LM, se podrian atribuir a la distinta interaccion flavonoide-polimero,
interaccion polimero-medio de disolucion, la solubilidad de los flavonoides y mecanismo de

liberacion.

Se obtuvieron constantes de velocidad de liberacion para las microparticulas de flavonoides
con inulina significativamente mayores (p<0,05) que para las microparticulas de flavonoides
con hidroxipropilcelulosa. Las diferencias se deberian a las diferentes caracteristicas
estructurales de los agentes encapsulantes que influyen en el mecanismo principal de
liberacion de flavonoides: hinchamiento para IN (Glibowski, 2010) y erosién para HPC
(Miranda et al., 2006; Khatri et al., 2014; Shoaib et al., 2010), la solubilidad y/o a la distinta

fuerza de interaccion entre los flavonoides y los agentes encapsulantes.

Las cinéticas de liberacion de flavonoides son importantes para evaluar la aplicabilidad de
las microparticulas en matrices lipidicas y/o alimentos ricos en grasas. En casos donde la
liberacion es muy lenta, las microparticulas pueden ser utilizadas para la formulacion de
materias grasas funcionales y/o saludables, como ocurre en los sistemas con E. En aquellos
casos donde la liberacion tiene una velocidad intermedia podrian ser aplicadas en materias
grasas para su proteccion y/o efecto antioxidante. Por ultimo, cuando la cinética de
liberacion es rapida, como ocurre en el caso de N, el flavonoide queda expuesto, perdiendo

sus efectos protectores y podria ser utilizado para la formulacion de alimentos instantaneos.
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3.4 Efecto de los flavonoides quercetina, naringenina o epicatequina libres o
encapsulados sobre la estabilidad oxidativa de linoleato de metilo en condiciones

aceleradas de oxidacion

Los flavonoides Q, N y E sin encapsular (200 mg/Kg) se adicionaron a linoleato de metilo
para estudiar el efecto de la estructura de los flavonoides sobre la estabilidad oxidativa de

linoleato de metilo en Rancimat y en estufa a 60 °C.

A partir de los ensayos con flavonoides sin encapsular, en base a los tiempos de induccién y
factor de proteccion, se seleccionaron las microparticulas de flavonoides de los sistemas Q-
IN, Q-(IN-C), Q-(HPC-C), E-IN, E-(IN-C) y E-(HPC-C) (200 mg/Kg) para evaluar su efecto

sobre la estabilidad oxidativa de LM.

3.4.1 Ensayos de estabilidad oxidativa de linoleato de metilo adicionado de flavonoides

libres

3.4.1.1 Tiempo de induccién en Rancimat

La Tabla 12 muestra el tiempo de induccion y factor de proteccién para linoleato de metilo

con y sin la adicion de 200 mg/Kg de los antioxidantes Q, N y E (Anexo 7).

En la Tabla 12 se observa que la adicion de Q y E a LM mostr6 tiempos de induccion
significativamente mayores (p<0,05) con respecto a LM, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05) entre la estabilidad oxidativa de LM y LM-N, mostrando
el efecto de la estructura de los flavonoides sobre la estabilidad oxidativa de LM. EI mismo
comportamiento de proteccion fue reportado por Proestos et al. (2006) al estudiar Q, Ey N
en aceite de girasol a 110° C.
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Tabla 12. Tiempo de induccion y factor de proteccion de linoleato de
metilo con la adicidn de flavonoides libres (200 mg/Kg) en Rancimat a

60 °C

Tiempo de Induccion Factor de

X+ DS Proteccion

Sistemas (h) (FP)
LM 9,7+0,7° -
LM-N 9,0+0,3° 0°b
LM-Q 85,8 +1,1° 8,9
LM-E 116,0 + 1,4° 12,0°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los sistemas
estudiados. LM: linoleato de metilo; N: naringenina; Q: quercetina; E: epicatequina;
DS: desviacion estandar; X: promedio; FP: factor de proteccion

Estudios previos encontraron que las caracteristicas estructurales de los flavonoides definen
su capacidad antioxidante en medios lipidicos (Michotte et al., 2011; Yang et al., 2009; Naz
et al., 2008; Tsimogianis y Oreopoulos, 2007; Pedrielli y Skibsted, 2002; Pekkarinen et al.,
1999; Wanasundara y Shahidi, 1994 Nieto et al., 1993; Pereira y Das 1990), sin embargo,

los resultados no son concluyentes.

Al evaluar la oxidacién de linoleato de metilo a temperaturas inferiores a 60 °C, se encontro
que la actividad antioxidante de los flavonoides dependio del niamero de grupos hidroxilo en
el anillo B y aumentd si éstos estaban en posicion orto o para, de la presencia del doble
enlace 2,3 y de la glicosilacion de la molécula (Pekkarinen et al., 1999; Pedrielli y Skibsted,
2002). Pekkarinen et al. (1990), encontraron que los polifenoles retardan la formacion de
hidroperdxidos en el siguiente orden: miricetina > quercetina > alfa-tocoferol > (+)-
catequina > kaempferol = rutina. Pedrielli y Skibsted (2002) encontraron que quercetina es
mas eficiente en inhibir la oxidacién de linoleato de metilo que la (-)- epicatequina y (+)-

catequina.

Cuando se estudiaron los flavonoides en aceites “in bulk”, Pereira y Das (1990) reportaron
que flavonoides con grupos OH libres en la posicion para-2,5 del anillo B mostraron mayor
efecto antioxidante que aquellos en la posicion orto-3,4 en el anillo B. Contrariamente,
Tsimogiannis y Oreopoulou (2005) encontraron que el grupo orto-3,4 del anillo B es el mas
activo en donar su atomo de hidrégeno a los radicales libres, ya que la abstraccién del
primer hidrogeno produce un radical semiquinona que es estabilizado por resonancia, el
segundo hidrégeno es susceptible de abstraccion por un radical libre produciendo una

diquinona estable (Zhang, 2000).
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Se reportd que la presencia en el anillo C del grupo 3-OH, doble enlace 2,3 y grupo 4-
carbonilo tienen un efecto protector frente a la oxidacion lipidica (Michote et al., 2011;
Tsimogianis y Oreopoulos, 2007). La presencia del doble enlace 2,3 en el anillo C, mostré
un aumento de la capacidad antioxidante para miricetina respecto a flavonoides que no
tienen el doble enlace (Michotte et al., 2011). Mientras que Nieto et al., (1993) reportaron
que el doble enlace no tuvo efecto sobre la actividad antioxidante. Por otro lado, valores
similares en actividad antioxidante se reportaron para luteolina y taxifolina, con y sin el

doble enlace 2,3, respectivamente (Tsimogianis y Oreopoulos, 2007).

Los flavonoides utilizados en este estudio Q, E y N presentan diferencias en su actividad
antioxidante medida por tiempo de induccion, lo cual se puede atribuir a las diferencias en la
estructura quimica entre los flavonoides. Q y E poseen dos grupos OH en el anillo B en
posicion orto presentando mayores tiempos de induccion respecto a N que contiene sélo un
grupo OH (Tabla 12), asi el nimero de grupos OH es un determinante en la capacidad
antioxidante, como fue reportado previamente (Michote et al., 2011; Yang et al., 2009; Naz
et al., 2008; Wanasundara y Shahidi, 1994). En el presente estudio se esperaba que Q (grupo
3-OH, doble enlace 2,3 y grupo 4-carbonilo en el anillo C y orto-OH en el anillo B)
presentara la mayor capacidad antioxidante. Sin embargo, se encontré que E presentd una
mayor capacidad antioxidante respecto a Q, a pesar de que E no posee el grupo 4-carbonilo
y el doble enlace 2,3. Estos resultados sugieren que otros factores distintos a la estructura
quimica de los flavonoides, como la solubilidad y polaridad podrian explicar la mayor
capacidad antioxidante de E.

La teoria de la paradoja polar (Porter, 1993) indica que la actividad de los antioxidantes
depende de su constante de particion entre la interface aceite-agua en emulsiones o en la
interface aceite-aire en sistemas “in bulk”, que son los lugares donde ocurre la oxidacion. En
sistemas lipidicos “in bulk” los antioxidantes hidrofilicos se distribuyen en la interface
aceite-aire, mientras que los antioxidantes lipofilicos se disuelven en la fase lipidica. Los
antioxidantes hidrofilicos son mas efectivos en sistemas lipidicos “in bulk” que los

antioxidantes lipofilicos (Shahidi y Zhong, 2011).

Cuvelier et al. (2000) al medir la polaridad de distintos compuestos por cromatografia en
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capa fina encontraron un factor de apolaridad de 5, 19 y 53 para E, Q y N, respectivamente.
E al ser un compuesto de mayor polaridad que Q y N tendria una mayor capacidad
antioxidante al distribuirse con mayor facilidad en la interfase aceite-aire, mientras que N al
ser un compuesto de mayor apolaridad no se localizaria en la interfase aceite-aire y es
esperable que no ejerza un efecto protector en sistemas lipidicos “in bulk”, por lo tanto, los

resultados de este estudio estan en concordancia con la paradoja polar.

La efectividad de los antioxidantes utilizados en este estudio dependeria de su polaridad y de
las caracteristicas estructurales (Shahidi y Zong, 2011), aunque también se reportd que
influye la habilidad y rapidez de donar a&tomos de hidrégeno en sistemas in bulk (Zhu et al.,
2013) y en emulsiones (Yang et al., 2009; di Mattia et al., 2009).

3.4.1.2 Evolucion de la formacion de compuestos de oxidacion y retencion de antioxidantes
durante los ensayos de oxidacion acelerada de linoleato de metilo en Rancimat a 60° C

La evolucidn de la oxidacion lipidica en LM, sin'y con la adicion de flavonoides libres (Q, E
y N) se estudié en un equipo Rancimat bajo condiciones aceleradas de oxidacién a 60 °C. Se
tomaron alicuotas a intervalos de tiempo definidos para seguir el progreso de la oxidacion y
cuantificar la formacion de compuestos de oxidacion (mondmeros oxidados, dimeros y
polimeros) mediante HPSEC. Los resultados de formacién de compuestos de oxidacién de
LM se presentan en la Tabla 13 y corresponden a triplicados de experimentos con una
desviacion estandar < 8%. En la Figura 22 se presentan los cromatogramas con los picos

correspondientes a los compuestos de oxidacion de LM detectados mediante HPSEC.

La Tabla 13 muestra que la aparicion de mondmeros oxidados, caracteristicos de los estados
iniciales de la oxidacion, alcanzaron un porcentaje de 9,4% a las 4 h de estudio. A las 6 h de
estudio comenzaron a ser detectados los dimeros oxidados en un porcentaje de 2,7% vy a las
9 h de estudio aparecieron los polimeros. La aparicion de polimeros en la muestra es
indicativo de oxidacion avanzada y de aceleracién de la misma. También se observa que en
la medida que fueron aumentando los compuestos de oxidacidn, el porcentaje de linoleato de
metilo sin alterar fue disminuyendo. A las 24 horas de estudio el porcentaje de compuestos
de oxidacion detectados fue de un 53,7% divididos en mondmeros oxidados (31,6%),

dimeros (16,5%) y polimeros (5,5%), mientras que el LM sin oxidar correspondié a un
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46,3%.

Tabla 13. Formacion de compuestos de oxidacién bajo condiciones
aceleradas de oxidacion de linoleato de metilo en Rancimat a 60 °C

Tiempo Polimeros Dimeros Mondmeros LM
(h) (%)
0 0 0 0 100
1 0 0 0 100
2 0 0 0 100
3 0 0 0 100
4 0 0,0 9,4 90,6
6 0 2,7 12,2 85,1
7 0 15 15,1 83,4
8 0 2,4 17 80,6
9 1,2 4,4 18,6 75,9
10 1,4 51 24,4 69,1
11 1,8 6,1 27,8 64,3
12 2,5 8,1 31,3 57,9
24 5,5 16,5 31,6 46,3

*Las muestras corresponden a triplicado de experimentos con una desviacién
estandar < 8%. LM: linoleato de metilo

La Figura 22 (A-D) muestra los cromatogramas de metil linoleato analizado mediante
HPSEC a distintos tiempos de oxidacion. La Figura 22A ilustra el LM inicial, que no
contiene compuestos de oxidacion. La Figura 22B fue tomada durante los estados tempranos
de la oxidacion (4 h), antes de la rancidez en el sustrato oxidable, en ella se observa un pico
(pico 3) adicional al del LM sin oxidar que corresponde a moléculas monoméricas oxidadas
de LM (8%). EI LM no oxidado y los mondmeros oxidados eluyen a distinto tiempo de
retencion, ya que ellos tienen distinto peso molecular. Cuando se analiza la oxidacién de
LM, las muestras puede ser analizadas directamente por HPSEC, mientras que en el caso de
los triglicéridos o aceites se requiere una separacion preliminar mediante cromatografia de
adsorcién (SPE), ya que un solo pico podria contener tanto a monémeros oxidados como a
sustrato no oxidado (Méarquez-Ruiz et al., 2003; Marquez-Ruiz et al., 1996). La Figura 22C
corresponde al momento previo al tiempo de induccion (8 h) que indica el inicio de la
formacion de polimeros, deteccion de rancidez y pérdida de los antioxidantes, con un 17%
(pico 3) de mondémeros oxidados y 2,4% (pico 2) de dimeros. En la Figura 22D (12 h) la
muestra se tomd en un tiempo posterior al tiempo de induccion, con un 31,3% (pico 3) de

monomeros oxidados, 8,1% (pico 2) de dimeros y 2,5% (pico 1) de polimeros.
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Figura 22. Cromatogramas de metil linoleato analizado mediante HPSEC a las 0 h (A), 4 h
(B), 8 h (C) y 12 h (D) durante la oxidacion de linoleato de metilo bajo condiciones
aceleradas de oxidacién en Rancimat a 60 °C. Los picos en orden de incremento en el
tiempo de retencion corresponden a 1: polimeros; 2: dimeros; 3: monémeros oxidados; 4:
sustrato no oxidado

La Figura 23 (A, B, C y D) muestra la evolucion de la formacion de compuestos polares
(mondmeros oxidados (ox MON), dimeros (DIM) y polimeros (POL)) y la retencién de
flavonoides para los sistemas LM, LM-N, LM-Q y LM-E, respectivamente, en condiciones
aceleradas de oxidacion. Los resultados corresponden a triplicados de experimentos con una
desviacion estandar < a 8% para la formacion de compuestos de oxidacion y < a 10% para la

retencion de flavonoides durante el periodo de estudio.

En la Figura 23 (A-D) se observa que los mondémeros oxidados fueron el Gnico grupo
detectado durante los estados tempranos de la oxidacién, apareciendo a las 4 h para los
sistemas LM y LM-N, 78 h para LM-Q y 111 h para LM-E. Estos resultados indican que N
no ejercid ningun efecto protector sobre la oxidacion de LM. La formacion de polimeros

ocurrio a altos niveles de mondmeros oxidados (14-19%), distinto a lo reportado por
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Marquez-Ruiz et al. (2007) donde la formacion de polimeros comenzo a niveles més bajos
de monomeros oxidados durante la oxidacion de linoleato de metilo en estufa a 60 °C,
indicando que la aparicion de los compuestos de oxidacion dependen de la temperatura de
estudio, condiciones experimentales, sustrato oxidable y antioxidantes utilizados, entre
otros. El final de la fase lag e inicio de la propagacion fue claramente marcado por la
desaparicion de Q y E (Figura 23 C y D, respectivamente), la iniciacion de la formacién de
polimeros coincide con el tiempo de induccion (Tabla 12) tal como fue reportado
previamente por Marquez-Ruiz et al. (2003) en trilinoleina con alfa-tocoferol y por Martin-
Polvillo et al. (2004) en aceite de girasol con alfa-tocoferol. En el caso del sistema ML-N, la
N no disminuy6 su contenido durante el periodo de estudio, indicando que no ejercié un

efecto antioxidante, presentando el mismo tiempo de induccion que LM.

3.4.1.3 Ensayos de estabilidad oxidativa en estufa a 60 °C

La Figura 24 (A, B, C y D) muestra la evolucion de la formacion de compuestos polares
(mondmeros oxidados (ox MON), dimeros (DIM) y polimeros (POL)) y la retenciéon de
antioxidantes durante la oxidacion de linoleato de metilo en estufa a 60 °C (relacion S/V
11,5) para los sistemas LM, LM-N, LM-Q y LM-E, respectivamente. Los resultados
corresponden a triplicados de experimentos con una desviacion estandar < a 8% para la
formacion de compuestos de oxidacién. La separacion cromatografica de los compuestos de

oxidacion se realizé por HPSEC.

Se observé el mismo comportamiento en la aparicion de compuestos de oxidacién respecto a
los ensayos realizados en Rancimat y el mismo orden de proteccion. Sin embargo, los
monomeros oxidados aparecieron a las 8 h para LM y LM-N, 72 h para LM-Q y 101 h para
LM-E. Se observo un retardo en la aparicion de monomeros oxidados en las muestras de LM
y LM-N colocadas en estufa, con respecto a las de Rancimat, lo cual puede ser explicado
por una menor difusion del oxigeno en el sistema, lo que disminuyo la velocidad de
oxidacion. Un factor a considerar al momento de abordar el estudio de la oxidacion es la
concentracion del oxigeno en el sistema, la cual es dependiente de la presion de oxigeno. Si
la superficie de contacto con el agente oxidante es pequefia, incluso a presiones de oxigeno
suficientemente altas, la velocidad de difusion del oxigeno por si sola debe ser significativa

al comienzo de la oxidacion, por lo que se puede hablar de oxidacion controlada por la
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difusion, en el caso de sistemas en capa fina o burbujeando oxigeno o aire a través de la
muestra, como ocurre en los ensayos de oxidacion acelerada en Rancimat, se asegura que el
proceso se realice a maxima velocidad debido a la difusion del oxigeno en todo el sustrato
oxidable (Yanishlieva, 2005), por esta razén la aparicion de compuestos de oxidacion en LM
sin la adicion de antioxidantes y con la adicion de N fue mas temprana en los ensayos
realizados en Rancimat que en estufa. Contrariamente, en los sistemas LM-Q y LM-E
almacenados en estufa, la aparicion de mondmeros oxidados y de polimeros fue mas
temprana que en los ensayos realizados en Rancimat, lo cual se deberia a que los sistemas
no estaban en agitacion constante, lo que limité la difusién de Q y E hacia la interfase aceite-
aire, por lo tanto, la cantidad de flavonoides que llegaban a la interfase no lograban
reemplazar a los que estaban siendo degradados, lo que acelerd el proceso de oxidacién con
respecto a los ensayos en el equipo de Rancimat. EI movimiento constante de los
flavonoides en el sistema de Rancimat facilitaria la difusion de los flavonoides hacia la

interfase aceite-aire y mejoraria su capacidad antioxidante.

La actividad antioxidante de los flavonoides Q, E y N también se estudi6 en aceites marinos,
aceite de mani, manteca de cerdo, aceite de canola, aceite de linaza y aceite de maiz, donde
se evalud la oxidacién por diferentes métodos como: formacion de peroxidos (Michote et
al., 2011; Naz et al., 2008; Zandi y Gordon, 1999; Wanasundara y Shahidi, 1994; Nieto et
al., 1993), porcentaje de acidos grasos residual (Michote et al., 2011), valor p-anisidina e
indice de yodo (Naz et al., 2008), tiempo de induccién por Rancimat (Yang et al., 2009. Ho
et al., 1992), TBARS (Wanasundara y Shahidi, 1994; Nieto et al., 1993) y compuestos
polares por cromatografia en columna (Zandi y Gordon, 1999), entre otros. También se han
utilizado estos flavonoides como antioxidantes en sistemas alimentarios, demostrando que
reducen el deterioro oxidativo en emulsiones o/w (di Mattia et al., 2009; Kiokias et al.,
2005). Las condiciones experimentales en las que se llevaron a cabo estos estudios son
diversas (concentracion de polifenoles, origen e insaturacion de la materia grasa,
temperatura y método para la determinacion de la oxidacion de la materia grasa) lo que

contribuye a la variabilidad de los resultados encontrados.
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Figura 23. Graficos que muestran la evolucién de la formacion de compuestos de oxidacion y retencion de flavonoides durante los
ensayos de oxidacion acelerada de linoleato de metilo en Rancimat a 60° C para los sistemas LM (A), LM-N (B), LM-Q (C) y LM-E (D)
A : mondmeros oxidados; B: dimeros; e: polimeros; 4[] flavonoides. Los resultados corresponden a triplicados de experimentos con una
desviacion estandar < a 8% para los compuestos de oxidacion y < a 10% para la pérdida de flavonoides
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Figura 24. Graficos que muestran la evolucion de la formacion de compuestos de oxidacion y retencion de flavonoides durante los
ensayos de oxidacién acelerada de linoleato de metilo en estufa a 60° C (relacion S/V 11,5) para los sistemas LM (A) y LM-N (B), LM-Q
(C) y LM-E (D) A: mondémeros oxidados; M: dimeros; e: polimeros; 4[] flavonoides. Los resultados corresponden a triplicados de
experimentos con una desviacion estandar < a 8% para los compuestos de oxidacion.
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3.4.2 Ensayos de estabilidad oxidativa de linoleato de metilo adicionado de flavonoides
encapsulados

En la Tabla 14 se presenta la caracterizacion de las microparticulas Q-IN, Q-(IN-C), E-IN,
E-(IN-C), Q-(HPC-C) y E-(HPC-C), utilizando la misma relacién flavonoide/AE para tener
el mismo contenido de solidos y condiciones 6ptimas de temperatura del aire de entrada al
secador optimas, informadas en el objetivo 1 (Tabla 5) (Anexo 9).

En el caso de las microparticulas de flavonoides con IN se elaboraron microparticulas sin y
con agente canalizante (5%) para evaluar el efecto del agente canalizante y el tipo de
flavonoides sobre la estabilidad oxidativa del linoleato de metilo. Las microparticulas con
HPC, se elaboraron con 3,5% de agente canalizante debido a la nula liberacion del

flavonoide encapsulado cuando C no estaba presente.

Tabla 14. Caracterizacion de las microparticulas de flavonoides encapsuladas utilizando
inulina o hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y Capsul® como agente
canalizante, utilizadas en los ensayos de estabilidad oxidativa de linoleato de metilo

Temperatura del  Flavonoides totales Eficiencia de
Sistemas Relacion  Capsul® airedeentrada  después del secado  encapsulacion  Recuperacion

F/IAE (%) (°C) (mg/g powder) (%) (%)
Q-IN 1:45 0 160 20,2 +0,3% 61,0 +0,5% 93 + 0,23
E-IN 1:45 0 145 18,8 +0,3® 70,8 +1,1% 87+1,2°
Q-(IN-C) 1:45 5 160 20,8 + 0,22 58,2 + 3,4 96 + 0,92
E-(IN-C) 1:45 5 145 17,9+0,3° 76,8 + 1,2 83+14°
Q-(HPC-C) 1:45 35 110 20,7 +0,5% 70,7 £2,1%° 95 + 2,12
E-(HPC-C) 1:45 35 92 14,9 +0,1° 66,6 + 0,5™ 69 + 0,4°

* Valores son expresados como promedios + DS (n=3). F: flavonoide; AE: agente encapsulante; Q: querceting;
N: naringenina; E: epicatequina; HPC: hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®

Los valores obtenidos de flavonoides totales después del proceso de secado, eficiencia de
encapsulacion y recuperacion, fueron similares a los valores obtenidos para las

microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas con IN y HPC (Tabla 6 y Tabla 7).

3.4.2.1 Tiempo de induccion en Rancimat
En la Tabla 15 se presentan los resultados del tiempo de induccién y factor de proteccion
obtenidos para LM con la adicién de 200 mg/Kg de flavonoides encapsulados, estudiadas

bajo condiciones aceleradas de oxidacion en Rancimat a 60 °C.
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Tabla 15. Tiempo de induccion y factor de proteccion de linoleato de
metilo con la adicion de flavonoides encapsulados (200 mg/Kg), en
Rancimat a 60 °C

Tiempo de Induccion Factor de
X £DS Proteccion
Sistemas (h) (FP)
LM 9,7+0,7" -
LM-E-IN 138+1,1° 1,4°
LM-Q-IN 90,8 +2,9° 9,4°
LM-E-IN-C 15,0+ 1,7° 1,5°
LM-Q-IN-C 99,3+1,2% 10,2
LM-E-HPC-C 20,0+1,3 2,1°
LM Q-HPC-C 36,7 +0,5° 3,8°

*Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los sistemas
estudiados. LM: linoleato de metilo; E: epicatequina; Q: quercetina; IN: inulina; HPC:
hidroxipropilcelulosa; DS: desviacion estandar; X: promedio; FP: factor de proteccion

En la Tabla 15 se observa que la adicion de flavonoides encapsulados al LM produjo un
aumento significativo en el tiempo de induccion, respecto al LM, mostrando el efecto

protector de las microparticulas de flavonoides en la estabilidad oxidativa de LM.

El sistema LM-Q-(IN-C) present6 un tiempo de induccion y factor de proteccion
significativamente mayor en relacion al sistema LM-Q-IN, indicando que el agente
canalizante permitid la formacién de canales en la microparticula, controlando la liberacion
y aumentando la estabilidad oxidativa de LM. Sin embargo, este efecto no se observd

cuando se comparan los sistemas LM-E-(IN-C) y LM-E-IN.

El sistema LM-Q-(HPC-C) presentd tiempos de induccion significativamente menores con
respecto a LM-Q-(IN-C), mostrando el efecto del agente encapsulante. La fuerte
interaccion entre el flavonoide y HPC no permitié la liberacién del antioxidante
encapsulado. Contrariamente, el sistema LM-E-(HPC-C) mostr6 un efecto protector similar
al sistema LM-E-(IN-C), no observandose un efecto del agente encapsulante. En los
sistemas con E el efecto protector de las microparticulas frente a la oxidacién de LM se

deberia principalmente a la liberacion de los flavonoides superficiales en la microparticula.

Por otro lado, los sistemas con Q (LM-Q-(IN-C) y LM-Q-IN) presentaron tiempos de
induccion significativamente mayores a los sistemas con E (LM-E-(IN-C) y ML-E-IN).

Asi, la mayor solubilidad de Q respecto a E hacia el medio de disolucion (solubilidad 0O
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mmol.L™y 5,4 mmol.L™ en acetonitrilo para E y Q, respectivamente (Chebil et al., 2007;
Kang et al., 2002)) y la relajacion de las cadenas del polimero permitieron la liberacién de
la Q encapsulada. La menor proteccion encontrada para la E encapsulada en comparacion a
Q se deberia a su mayor interaccién con IN a través de puentes de hidrégeno y/o a la mayor
polaridad de E, tal como fue reportado por Cuvelier et al. (2000), lo que disminuiria la
liberacion del flavonoide al medio de disolucion.

Por lo tanto, las diferencias encontradas en tiempo de induccion del linoleato de metilo
adicionado de microparticlas de flavonoides, corresponde a una matriz compleja de efectos,
donde intervienen la solubilidad de los flavonoides en LM y/o polaridad y/o la interaccion
flavonoide-polimero y/o caracteristicas estructurales del agente encapsulante y del

flavonoide y/o agente canalizante.

3.4.2.2. Evolucion de la formacién de compuestos de oxidacion y retencién de
antioxidantes encapsulados durante los ensayos de oxidacion acelerada de linoleato de
metilo en Rancimat a 60° C

La Figura 25 (A, B y C) muestra la evolucion de la formacién de compuestos polares
(mondmeros oxidados (ox MON), dimeros (DIM) y polimeros (POL)) vy la retencién de Q
en linoleato de metilo de los sistemas LM-Q-IN, LM-Q-(IN-C) y LM-Q-(HPC-C), en

condiciones aceleradas de oxidacion a 60 °C.

La aparicion de mondmeros oxidados en el LM con la adicion de 200 mg/Kg de Q
encapsulada fue a las 87, 86 y 23 h para los sistemas LM-Q-IN, LM-Q-(IN-C) y LM-Q-
(HPC-C), respectivamente. Mientras que, la desaparicion de Q en los sistemas LM-Q-IN y
LM-Q-(IN-C) fue a las 90 y 97 h, respectivamente, que coincidid con la aparicién de
polimeros en el LM vy coincide con el tiempo de induccion (Tabla 15).

En el perfil de retencion de Q para los sistemas LM-Q-IN (Figura 25A) y LM-Q-(IN-C)
(Figura 25B), se observan 3 zonas, la primera zona de liberacién de los flavonoides
superficiales en la microparticula, la segunda zona corresponde a la zona de equilibrio,
donde la liberacién de los flavonoides encapsulados esta en equilibrio con la degradacion
de los mismos y una tercera zona que corresponde a la zona de degradacion de quercetina,

donde la liberacion de los flavonoides encapsulados es inferior a la velocidad de
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degradacion. No se detect6 Q por HPLC en el sistema LM-Q-(HPC-C) (Figura 24C),
sugiriendo que la Q superficial se liberd rapidamente, sin posterior liberacion de la Q

encapsulada, debido a una alta interaccion Q-HPC.

La Figura 26 (A, B y C) muestra la evolucién de la formacion de compuestos polares
(mondmeros oxidados (ox MON), dimeros (DIM) y polimeros (POL)) y la retencion de E
en linoleato de metilo con la adicion de microparticulas de E (LM-E-IN, LM-E-(IN-C) y

LM-E-(HPC-C)), en condiciones aceleradas de oxidacion a 60° C.

La aparicién de mondmeros oxidados en el LM fue a las 8, 9 y 8 h para los sistemas LM-E-
IN, LM-E-(IN-C) y LM-E-(HPC-C), respectivamente. La desaparicion de E en los sistemas
LM-E-IN y LM-E-(IN-C) fue a las 14 h, este tiempo coincidié con la aparicion de los
polimeros en el LM y con el tiempo de induccion (Tabla 15). En los sistemas de LM-E-IN,
LM-E-(IN-C) y LM-E-(HPC-C) se observa un efecto limitado sobre la estabilidad oxidativa

de LM, el que se atribuyd a que solo se liberé la E superficial.

Los resultados obtenidos permiten establecer que los sistemas LM-Q-IN y LM-Q-(IN-C)
fueron excelentes para prolongar la estabilidad oxidativa de LM. Los sistemas con E
encapsulada no ejercieron los efectos deseados, sin embargo, en los ensayos con E sin
encapsular, ésta mostrd una potente actividad antioxidante que super6 a Q, por esta razon,
la E encapsulada con IN o HPC podria utilizarse para funcionalizar aceites, ya que tanto IN
como HPC no liberarian los flavonoides en el sistema gastrico, pero son fermentadas en el
intestino (Sharma et al., 2013; Stevens et al., 2001) permitiendo la liberacion del

flavonoide, el cual al ser absorbido ejercera efectos benéficos en la salud.
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Figura 25. Graficos que muestran la evolucion de la formacién de compuestos de oxidacion y retencion de flavonoides durante la
oxidacion de linoleato de metilo con la adicion de microparticulas de Q, en condiciones aceleradas de oxidacion en Rancimat a 60° C, para
los sistemas LM-Q-IN (A), LM-Q-(IN-C) (B) y LM-Q-(HPC-C) (C). A: monomeros oxidados; M: dimeros; e: polimeros;, 4[]
flavonoides. Los resultados corresponden a triplicados de experimentos con una desviacion estandar < a 8% para los compuestos de
oxidacion y < a 10% para la pérdida de flavonoides

82



< 100 | & 100
3 X g
Z w| =30 1 2
c c| ¢ p
0 =] c
o o o S
© ol @ T
- = T
S ©| .2 ]
» ol| %20 £
z = g L
w a
© o T w
wn b =] 2] @
2 c 310 T
w 0 w c
@ — Q 0
3 Q| S -
o c o Qo
£ 2 € S
=] L o =
o Xl oo o
0 10 20 0 10 20
Horas Horas

_ 100 g

° @©

£ 307 C c

2 - 80 5

s A §

2 5

S 20 - - 60 O

o

3 -40 2

g 10 4 ‘\‘ S

7] ‘©

()

2 g

g T

O

0 5 10 15 20
Horas

Figura 26. Gréficos que muestran la evolucion de la formacién de compuestos de oxidacion y retencion de flavonoides durante la
oxidacion de linoleato de metilo con la adicion de microparticulas de E, en condiciones aceleradas de oxidacion en Rancimat a 60° C, para
los sistemas LM-E-IN (A), LM-E-(IN-C) (B) y LM-E-(HPC-C) (C). A: monomeros oxidados; M: dimeros; e: polimeros; 4[]
flavonoides. Los resultados corresponden a triplicados de experimentos con una desviacion estandar < a 8% para los compuestos de
oxidacion y < a 10% para la pérdida de flavonoides
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3.4.3 Analisis de formacion de compuestos de oxidacion por HPSEC y pérdida de sustrato
por GLC

Las Tablas 16, 17 y 18 muestran los compuestos totales de oxidacion obtenidos mediante el
método HPSEC y pérdida de sustrato determinada indirectamente por GLC, para la
oxidacion de LM con microparticulas de epicatequina, con microparticulas de quercetina y
con flavonoides libres, respectivamente, en condiciones aceleradas de oxidacion en

Rancimat a 60 °C.

Los compuestos totales de oxidacion se calcularon por la sumatoria de los monémeros
oxidados, dimeros y polimeros cuantificados por HPSEC, mientras que la pérdida de
sustrato se calculé desde los niveles remanentes de LM no oxidado determinado por GLC,
para muestras con niveles de oxidacion entre 0 y 40%. Se observa que la sensibilidad de la
técnica GLC para pérdida de sustrato fue mucho mas baja que HPSEC y los cambios son
detectados a un alto nivel de oxidacion, siendo la sensibilidad de ambos métodos similares
solo a altos niveles de oxidacion. La alta sensibilidad del método por HPSEC fue reportada
previamente por Caponio et al. (2007) y Marquez-Ruiz et al. (2007) y permite cuantificar
compuestos de oxidacion en estados tempranos del deterioro oxidativo, lo que la transforma
en una metodologia idonea para la deteccion del estado oxidativo de grasas y aceites.

Tabla 16. Compuestos totales de oxidacion y pérdida de sustrato, en linoleato de
metilo con microparticulas de epicatequina, en condiciones aceleradas de oxidacién
en Rancimat a 60 °C

Compuestos de oxidacion totales Pérdida de sustrato
(%) (%)
Muestras  E-IN E-(IN-C) E-(HPC-C) E-IN E-(IN-C)  E-(HPC-C)
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 7,7 6,1 5,2 4,1 8,4 26,2
3 19,9 16,9 12 29,7 20,4 29,4
4 30,6 34,3 18,8 43,9 40,0 33,2
5 43,0 46,2 34 43,6 45,3 47,0

Los resultados corresponden a triplicados de experimentos con una desviacion estandar < a 8%. E:
epicatequina; IN: inulina; C: Capsul®; HPC: hidroxipropilcelulosa
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Tabla 17. Compuestos totales de oxidacion y pérdida de sustrato, en linoleato de metilo
con adicion de microparticulas de quercetina, en condiciones aceleradas de oxidacion en

Rancimat a 60 °C

Compuestos de oxidacién totales

Pérdida de sustrato

(%) (%)
Muestras  Q-IN  Q-(IN-C)  Q-(HPC-C) Q-IN Q-(IN-C) Q-(HPC-C)
1 0 0 0 0 0 0
2 5,6 6,4 9,3 0,0 34 8,8
3 17,3 16,1 11 19,0 11,1 0,0
4 28,4 26 18,9 33,9 26,2 54
5 42,4 38,8 29,2 36,4 35,6 227

Los resultados corresponden a triplicados de experimentos con una desviacion estandar < a 8% .

Q:

quercetina; IN: inulina; C: Capsul®; HPC: hidroxipropilcelulosa

Tabla 18. Compuestos totales de oxidacion y pérdida de sustrato, en linoleato de metilo
con adicion de microparticulas de flavonoides libres, en condiciones aceleradas de
oxidacion en Rancimat a 60 °C

Compuestos de oxidacién totales

Pérdida de sustrato

(%) (%)
Muestras LM Q E N LM Q E N
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 9,2 9,7 8,6 9,6 0,0 16,2 11,9 7,8
3 15,7 16,9 19,7 18,4 18,5 144 194 171
4 28,1 27,2 26,2 21 40,4 31,5 33,0 17,3
5 41,3 40,8 38,2 27,4 51,5 42,5 29,9 22,3
LM:

Los resultados corresponden a triplicados de experimentos con una desviacion estandar < a 8% .

linoleato de metilo; Q: quercetina; E: epicatequina; N: naringenina
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio, confirman la hipétesis para el sistema de
microparticulas Q-(IN-C) ya que se logr6 controlar la liberacion de Q en el medio lipidico y
aumentar la estabilidad oxidativa. Las microparticulas de N no ejercieron los efectos
deseados. Las microparticulas de E presentaron una alta interaccion E-polimero lo que

limito su liberacion y su efecto antioxidante sobre la estabilidad oxidativa de LM.

La EE dependio6 del agente encapsulante y de la estructura del flavonoide. N presentd la
menor EE por su menor nimero de grupos OH y la menor interaccion polimero-flavonoide
con respecto a Q y E. ElI C actu6 como agente canalizante y no participé como agente
encapsulante como se demostré en la EE entre los ensayos con IN sin y con C. En general
las recuperaciones fueron altas, mostrando que la temperatura de entrada al secador

utilizadas, no tuvieron un efecto importante sobre la estabilidad de los flavonoides.

El mecanismo de liberacién de flavonoides desde microparticulas en LM fue determinado
por el agente canalizante (difusion) independiente de la naturaleza del flavonoide en
microparticulas con IN y por las caracteristicas estructurales del agente encapsulante
(hinchamiento para IN y erosion para HPC). Sin embargo, las constantes de velocidad de
liberacion dependieron del agente canalizante, interaccion polimero-flavonoide y de la

solubilidad del flavonoide.

El perfil de liberacion de los flavonoides encapsulados determinaria la aplicabilidad de las
microparticulas en sistemas alimentarios. De este modo, los sistemas con Q encapsulada
podrian ser utilizados para prolongar la estabilidad oxidativa de sistemas lipidicos y los

sistemas de E encapsulada podrian ser utilizados para funcionalizar aceites.

Las microparticulas de Q-IN y Q-(IN-C) presentaron la mayor proteccion frente a la
estabilidad oxidativa del LM con respecto a las microparticulas de E-IN y E-(IN-C). Las
microparticulas con HPC no mostraron un efecto protector significativo debido a la alta
interaccion flavonoide-polimero. El efecto antioxidante dependié de las caracteristicas
estructurales del agente encapsulante y del flavonoide (interaccion flavonoide-polimero y
solubilidad de los flavonoides) y de la presencia del agente canalizante.
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ANEXOS

ANEXO 1
Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion (EE) y liberacion de flavonoides en
hexano (t14), para el disefio Box-Behnken de Q, N y E con inulina como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante

Tabla 1.1 Andlisis de Varianza de eficiencia de encapsulacion para el disefio
Box-Behnken de quercetina con inulina como agente encapsulante y Capsul®
como agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
A:Temperatura 2,645 1 2,645 0,35 0,5815
B:Relacion 138,611 1 138,611 18,18 0,0080
C:Capsul 282,031 1 282,031 36,99 0,0017
AA 0,519231 1 0,519231 0,07 0,8045
AB 13,3225 1 13,3225 1,75 0,2435
AC 12,6025 1 12,6025 1,65 0,2549
BB 20,3908 1 20,3908 2,67 0,1629
BC 144,0 1 1440 18,89 0,0074
CcC 315,923 1 315,923 41,44 0,0013
Error total 38,1225 5 7,6245
Total (corr.) 984,884 14

R-cuadrada = 96,1292 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 89,1619 porciento
Error estandar del est. = 2,76125

Error absoluto medio = 1,31667

Estadistico Durbin-Watson = 2,29114 (P=0,4955)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,14675

Tabla 1.2 Anélisis de Varianza de liberacién en hexano (t14) para el disefio Box-
Behnken de quercetina con inulina como agente encapsulante y Capsul® como agente

canalizante
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Medio

A:Temperatura 178,605 1 178,605 3,67 0,1135
B:Relacion 143,651 1 143,651 2,95 0,1463
C:Capsul 4090,6 1  4090,6 84,11 0,0003
AA 113,903 1 113,903 2,34 0,1865
AB 112,36 1 112,36 2,31 0,1890
AC 302,76 1 302,76 6,23 0,0548
BB 157,002 1 157,002 3,23 0,1323
BC 170,303 1 170,303 3,50 0,1202
CcC 2114,23 1 2114,23 43,47 0,0012
Error total 243,164 5 48,6328

Total (corr.) 7684,74 14
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R-cuadrada = 96,8358 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 91,1401 porciento

Error estandar del est. = 6,97372
Error absoluto medio = 3,10111

Estadistico Durbin-Watson = 1,88126 (P=0,2223)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,034459

Tabla 1.3 Andlisis de Varianza de eficiencia de encapsulacion para el disefio Box-
Behnken de naringenina con inulina como agente encapsulante y Capsul® como agente

canalizante
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Medio
A:Temperatura 2,18405 1 2,18405 1,13 0,3991
B:Relacion 240,024 1 240,024 124,21 0,0080
C:Capsul 6,88205 1 6,88205 3,56 0,1998
AA 19,5535 1 19,5535 10,12 0,0862
AB 2,29523 1 2,29523 1,19 0,3896
AC 1,19902 1 1,19902 0,62 0,5134
BB 63,3229 1 63,3229 32,77 0,0292
BC 0,087025 1 0,087025 0,05 0,8516
CC 37,8979 1 37,8979 19,61 0,0474
Falta de ajuste 30,642 3 10,214 5,29 0,1632
Error puro 3,8648 2 19324
Total (corr.) 415,22 14

R-cuadrada = 91,6895 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 76,7306 porciento

Error estandar del est. = 1,39011

Error absoluto medio = 1,34667
Estadistico Durbin-Watson = 1,87221 (P=0,2174)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,0169698

Tabla 1.4 Analisis de Varianza de liberacion en hexano (ti4) para el disefio
Box-Behnken de naringenina con inulina como agente encapsulante y

Capsul® como agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6on- Valor-P

Cuadrados Medio F
A:Temperatura 0,55125 1 0,55125 0,02 0,9099
B:Relacion 158,42 1 158,42 4,70 0,1624
C:Capsul 10146,0 1 10146,0 301,13 0,0033
AA 31,951 1 31,951 0,95 0,4329
AB 28,6225 1 28,6225 0,85 0,4540
AC 0,04 1 0,04 0,00 0,9756
BB 3,81641 1 3,81641 0,11 0,7685
BC 3,0625 13,0625 0,09 0,7915
CcC 3650,14 1 3650,14 108,33 10,0091
Falta de ajuste 230,827 3 76,9425 2,28 0,3190
Error puro 67,3867 2 33,6933
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Total (corr.)

14293,8

14

R-cuadrada = 97,9137 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 94,1583 porciento
Error estandar del est. = 5,8046
Error absoluto medio = 3,58111

Estadistico Durbin-Watson = 2,2481 (P=0,4638)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,251755

Tabla 1.5 Andlisis de Varianza de eficiencia de encapsulacion para el
disefio Box-Behnken de epicatequina con inulina como agente encapsulante

y Capsul® como agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n- Valor-P
Cuadrados Medio F

A:Temperatura 3,08761 1 3,08761 0,09 0,7790
B:Relacion 184,128 1 184,128 5,23 0,0709
C:Capsul 1510,58 1 1510,58 42,91 0,0012
AA 88,9843 1 88,9843 2,53 0,1728
AB 6,83823 1 6,83823 0,19 0,6778
AC 0,1681 1 0,1681 0,00 0,9476
BB 49,641 1 49,641 1,41 0,2884
BC 13,727 1 13,727 0,39 0,5597
CC 237,738 1 237,738 6,75 0,0483
Error total 176,037 5 35,2074

Total (corr.) 2228,81 14

R-cuadrada = 92,1017 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 77,8849 porciento
Error estandar del est. = 5,93358
Error absoluto medio = 3,01711

Estadistico Durbin-Watson = 1,74485 (P=0,1547)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,0982355

Tabla 1.6 Analisis de Varianza de liberacion en hexano (t14) para el disefio Box-
Behnken de epicatequina con inulina como agente encapsulante y Capsul® como

agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
A:Temperatura 539,726 1 539,726 48,67 0,0199
B:Relacion 171,125 1 171,125 15,43 0,0591
C:Capsul 5485,76 1 5485,76 494,71 0,0020
AA 275,948 1 275,948 24,89 0,0379
AB 0,112225 1 0,112225 0,01 0,9290
AC 3,0276 1 3,0276 0,27 0,6534
BB 341,88 1 341,88 30,83 0,0309
BC 331,786 1 331,786 29,92 0,0318
CC 303,413 1 303,413 27,36 0,0347
Falta de ajuste 355,845 3 118,615 10,70 0,0867
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Error puro 22,1778 2 11,0889
Total (corr.) 7884,99 14

R-cuadrada = 95,2058 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 86,5762 porciento
Error estandar del est. = 3,33

Error absoluto medio = 4,449

Estadistico Durbin-Watson = 2,08887 (P=0,3506)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,166963

ANEXO 2
Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacién (EE) y liberacion de flavonoides (tzs)
para el disefio Box-Behnken de Q, N y E con hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante

Tabla 2.1 Andlisis de Varianza de eficiencia de encapsulacion para el disefio
Box-Behnken de quercetina con hidroxipropilcelulosa como agente
encapsulante y Capsul® como agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n- Valor-P
Cuadrados Medio F

A:Temperatura 6,125 1 6,125 1,21 0,3217
B:Relacion 1,05125 1 1,05125 0,21 0,6679
C:Capsul 3,25125 1 3,25125 0,64 0,4595
AA 134,033 1 134,033 26,44  0,0036
AB 0,4225 1 0,4225 0,08 0,7844
AC 0,1225 1 0,1225 0,02 0,8825
BB 245,252 1 245,252 48,39  0,0009
BC 3,61 1 3,61 0,71 0,4372
CC 165,748 1 165,748 32,70  0,0023
Error total 25,3425 5 5,0685

Total (corr.) 514,173 14

R-cuadrada = 95,0712 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 86,1994 porciento
Error estandar del est. = 2,25133

Error absoluto medio = 1,14

Estadistico Durbin-Watson = 2,58884 (P=0,7098)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,398448
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Tabla 2.2 Anélisis de Varianza de liberacion en hexano (t,g) para el
disefio Box-Behnken de quercetina con hidroxipropilcelulosa como
agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n- Valor-P
Cuadrados Medio F
A:Relacién 5,78 1 5,78 20,69 0,0061
B:Capsul 7,605 1 7,605 27,23 0,0034
C:Temperatura 1,28 1 1,28 458 0,0852
AA 2,10006 1 2,10006 7,52  0,0407
AB 0,1225 1 0,1225 0,44 05371
AC 0,9025 1 0,9025 3,23 0,1322
BB 2,96314 1 296314 10,61 0,0225
BC 0,5625 1 05625 2,01 0,2151
CC 0,0877564 1 0,0877564 0,31  0,5993
Total error 1,39667 5 0,279333
Total (corr.) 23,2293 14

R-cuadrada = 93,9875 percent

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 83,165 percent
Error estandar del est. = 0,52852

Error absoluto medio = 0,255556

Estadistico Durbin-Watson = 3,27302 (P=0,9809)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,674722

Tabla 2.3 Andlisis de Varianza de eficiencia de encapsulacion para el disefio
Box-Behnken de naringenina con hidroxipropilcelulosa como agente
encapsulante y Capsul® como agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n- Valor-P
Cuadrados Medio F
A:Temperatura 142,13 1 142,13 27,79  0,0033
B:Relacion 24,0818 1 24,0818 4,71 0,0821
C:Capsul 0,03645 1 0,03645 0,01 0,9360
AA 76,0485 1 76,0485 14,87 0,0119
AB 54,3169 1 54,3169 10,62  0,0225
AC 40,1956 1 40,1956 7,86 0,0378
BB 21,3268 1 21,3268 4,17 0,0966
BC 46,5124 1 46,5124 9,09 0,0296
CcC 0,272503 1 0,272503 0,05 0,8266
Error total 25,5703 5 5,11406
Total (corr.) 426,765 14

R-cuadrada = 94,0083 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 83,2233 porciento
Error estandar del est. = 2,26143

Error absoluto medio = 1,18578

Estadistico Durbin-Watson = 1,55754 (P=0,0854)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,196909
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Tabla 2.4 Analisis de Varianza de liberacion en hexano (tzg) para el
disefio Box-Behnken de naringenina con hidroxipropilcelulosa como
agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n- Valor-P
Cuadrados Medio F
A:Relacién 2,645 1 2,645 1,01 0,3614
B:Capsul 69,0313 1 69,0313 26,32 0,0037
C:Temperatura 0,06125 1 0,06125 0,02 0,8845
AA 0,107756 1 0107756 0,04 0,8474
AB 6,76 1 6,76 2,58 0,1693
AC 1,96 1 1,96 0,75 0,4269
BB 32,0416 1 32,0416 12,22 0,0174
BC 0,7225 1 0,7225 0,28 0,6221
CcC 2,10006 1 2,10006 0,80 0,4119
Total error 13,1142 5 2,62283
Total (corr.) 129,909 14

R-cuadrada = 89,9051 percent

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 71,7344 percent
Error estandar del est. = 1,61952

Error absoluto medio = 0,767778

Estadistico Durbin-Watson = 2,84896 (P=0,8595)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,498937

Tabla 2.5 Analisis de Varianza de eficiencia de encapsulacion para el
disefio Box-Behnken de epicatequina con hidroxipropilcelulosa como
agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razéon-F Valor-P
Cuadrados Medio
A:Relacién 45,125 1 45125 3,32 0,1281
B:Capsul 53,5613 1 53,5613 3,94 0,1039
C:Temperatura 136,951 1 136,951 10,08 0,0247
AA 7,5416 1 75416 0,55 0,4899
AB 0,01 1 0,01 0,00 0,9794
AC 2,89 1 289 0,21 0,6641
BB 17,8031 1 17,8031 1,31 0,3043
BC 44,2225 1 44,2225 3,25 0,1311
CcC 380,079 1 380,079 27,96 0,0032
Total error 67,9642 5 13,5928
Total (corr.) 758,177 14

R-cuadrada = 91,0358 percent

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 74,9004 percent
Error estandar del est. = 3,68685

Error absoluto medio = 1,91222

Estadistico Durbin-Watson = 2,75358 (P=0,8107)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,455387
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Tabla 2.6 Analisis de Varianza de liberacion en hexano (tzg) para el
disefio Box-Behnken de epicatequina con hidroxipropilcelulosa como
agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n- Valor-P
Cuadrados Medio F
A:Relacién 2,88 1 288 12,69 0,0162
B:Capsul 0,5 1 05 2,20 0,1979
C:Temperatura 0,02 1 0,02 0,09 0,7785
AA 0,360577 1 0360577 1,59 0,2632
AB 4,6225 1 46225 20,36 00,0063
AC 0,2025 1 0,2025 0,89 0,3883
BB 0,360577 1 0360577 1,59 0,2632
BC 0,0025 1 0,0025 0,01  0,9205
CcC 0,0467308 1 0,0467308 0,21 0,6690
Total error 1,135 5 0,227
Total (corr.) 10,0493 14

R-cuadrada = 88,7057 percent

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 68,376 percent
Error estandar del est. = 0,476445

Error absoluto medio = 0,22

Estadistico Durbin-Watson = 2,86344 (P=0,8662)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,449339

ANEXO 3

Anélisis estadisticos de los sistemas de microparticulas de flavonoides obtenidos bajo
condiciones éptimas utilizando inulina como agente encapsulante con y sin la adicion

de agente canalizante

Tabla 3.1 Anélisis de Varianza para la eficiencia de encapsulacion de los sistemas
de microparticulas de flavonoides (Q, N y E) obtenidos bajo condiciones optimas,
utilizando inulina como agente encapsulante con y sin la adiciébn de agente

canalizante
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos  2066,01 5 413,202 165,64 0,0000
Intra grupos 14,9674 6 2,49457
Total (Corr.) 2080,98 11
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Tabla 3.2 Test de Tukey para comparar las
diferencias en la eficiencia de encapsulacion de
los sistemas de microparticulas de flavonoides
(Q, N y E) obtenidos bajo condiciones Optimas,
utilizando inulina como agente encapsulante con
y sin la adicion de agente canalizante

Sistemas Casos Media Grupos

Homogéneos
N-(IN-C) 2 35,845 e
N-IN 2 42,855 d
Q-(IN-C) 2 61,75 c
Q-IN 2 63,55 bc
E-IN 2 69,365 ab
E-(IN-C) 2 69,935 a

N: naringenina; Q: quercetina; E: epicatequina; IN: inulina; C:
Capsul® . * Letras distintas indican diferencias significativas

Tabla 3.3 Andlisis de Varianza para flavonoides totales de los sistemas de
microparticulas de flavonoides (Q, N y E) obtenidos bajo condiciones éptimas,
utilizando inulina como agente encapsulante con y sin la adicion de agente

canalizante
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 36,9731 5 7,39461 25,27 0,0006
Intra grupos 1,756 6 0,292667
Total (Corr.) 38,7291 11

Tabla 3.4 Test de Tukey para comparar las
diferencias en los flavonoides totales de los
sistemas de microparticulas de flavonoides (Q, N
y [E) obtenidos bajo condiciones Optimas,
utilizando inulina como agente encapsulante con y
sin la adicion de agente canalizante

Sistemas Casos Media Grupos

Homogéneos
N-IN 2 16,81 ¢
N-(IN-C) 2 1759 bc
E-(IN-C) 2 19,65 ab
Q-(IN-C) 2 20,55 a
E-IN 2 20,78 a
Q-IN 2 217 a

N: naringenina; Q: quercetina; E: epicatequina; IN: inulina; C:
Capsul® * Letras distintas indican diferencias significativas
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Tabla 3.5 Analisis de Varianza para el porcentaje de recuperacion de los sistemas
de microparticulas de flavonoides (Q, Ny E) obtenidos bajo condiciones éptimas,
utilizando inulina como agente encapsulante con y sin la adicion de agente

canalizante

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

Entre grupos 251,301 5 50,2602 6,96 0,0175

Intra grupos 43,3483 6 7,22472

Total (Corr.) 294,649 11

Tabla 3.6 Test de Tukey para comparar las
diferencias en el porcentaje de recuperacion de los
sistemas de microparticulas de flavonoides (Q, N

y E) obtenidos

bajo

condiciones  dptimas,

utilizando inulina como agente encapsulante con y
sin la adicion de agente canalizante

Sistemas Casos Media Grupos
Homogéneos
N-IN 2 85,725 a
E-(IN-C) 2 85,75 a
E-IN 2 86,55 a
N-(IN-C) 2 94,115 a
Q-(IN-C) 2 94,6 a
Q-IN 2 96,4 a

N: naringenina; Q: quercetina; E: epicatequina; IN: inulina; C:
Capsul®. * Letras distintas indican diferencias significativas

Tabla 4.1 Andlisis de Varianza para la eficiencia de encapsulacion

ANEXO 4
Analisis estadisticos de los sistemas de microparticulas de flavonoides obtenidos bajo
condiciones 6ptimas utilizando hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y
Capsul como agente canalizante

de los

sistemas de microparticulas de flavonoides obtenidos bajo condiciones dptimas
utilizando hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y Capsul® como

agente canalizante

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

Entre grupos 412,779 2 206,39 379,85 0,0002

Intra grupos  1,63005 3 0,54335

Total (Corr.) 414,409 5
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Tabla 4.3 Anélisis de Varianza para flavonoides totales obtenidos después del
proceso de secado de los sistemas de microparticulas de flavonoides obtenidos

bajo condiciones Optimas utilizando hidroxipropilcelulosa como agente

Tabla 4.2 Test de Tukey para comparar las
diferencias en la eficiencia de encapsulacion de los
sistemas de microparticulas de flavonoides obtenidos
bajo condiciones Optimas utilizando
hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante

Sistemas Casos Media Grupos

Homogéneos
N-(HPC-C) 2 55,535 ¢
E-(HPC-C) 2 68,33 b
Q-(HPC-C) 2 75,6 a

N: naringenina; Q: quercetina; E: epicatequina; HPC:
hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. * Letras distintas indican diferencias
significativas

encapsulante y Capsul® como agente canalizante

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

Entre grupos 117,177 2 58,5884 804,42 0,0001

Intra grupos  0,2185 3 0,0728333

Total (Corr.) 117,395 5

Tabla 4.4 Test de Tukey para comparar las
diferencias en los flavonoides totales obtenidos
después del proceso de secado de los sistemas de
microparticulas de flavonoides obtenidos bajo
condiciones dptimas utilizando hidroxipropilcelulosa
como agente encapsulante y Capsul® como agente
canalizante

Sistemas Casos Media Grupos

Homogéneos
E-(HPC-C) 2 13,605 ¢
Q-(HPC-C) 2 17,1 b
N-(HPC-C) 2 24,225 a

N: naringenina; Q: quercetina; E: epicatequina; HPC:
hidroxipropilcelulosa; C: Capsul® .* Letras distintas indican
diferencias significativas
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Tabla 4.5 Analisis de Varianza para el porcentaje de recuperacion de los sistemas
de microparticulas de flavonoides obtenidos bajo condiciones optimas utilizando

hidroxipropilcelulosa como agente

encapsulante y Capsul® como agente

canalizante
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 1267,24 2 633,62 409,63 0,0002
Intra grupos  4,64045 3 1,54682
Total (Corr.) 1271,88 5

Tabla 4.6 Test de Tukey para comparar las
diferencias en el porcentaje de recuperacion de los
sistemas de microparticulas de flavonoides
obtenidos bajo condiciones dptimas utilizando
hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante

Sistemas Casos Media Grupos
Homogéneos

E-(HPC-C) 2 63,3 C

Q-(HPC-C) 2 88,5 b

N-(HPC-C) 2 97,675 a

N: naringenina; Q: quercetina; E: epicatequina; HPC:
hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. * Letras distintas indican diferencias
significativas

ANEXO 5

Analisis estadisticos de los ensayos de liberacidn en linoleato de metilo y en hexano de

los sistemas de microparticulas de flavonoides obtenidos bajo condiciones 6ptimas

utilizando inulina como agente encapsulante y Capsul como agente canalizante

Tabla 5.1 Analisis de Varianza para la constante de velocidad de liberacién en
linoleato de metilo del modelo de Peppas de los sistemas de microparticulas de
flavonoides obtenidos bajo condiciones 6ptimas utilizando inulina

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

Entre grupos 37,5489 2 18,7744 359,51 0,0000

Intra grupos  0,313333 6 0,0522222

Total (Corr.) 37,8622 8
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Tabla 5.2 Test de Tukey para la constante de
velocidad de liberacion en linoleato de metilo del
modelo de Peppas de los sistemas de
microparticulas de flavonoides obtenidos bajo
condiciones 6ptimas utilizando inulina

Sistemas Casos Media  Grupos

Homogéneos
N-IN 3 0,8 b
Q-IN 3 1,23333 b
E-IN 3 533333 a

N: naringenina; Q:quercetina; E: epicatequina; IN: inulina. * Letras
distintas indican diferencias significativas

Tabla 5.3 Anadlisis de Varianza para la constante de velocidad de liberacion en
linoleato de metilo del modelo de Higuchi de los sistemas de microparticulas de
flavonoides obtenidos bajo condiciones 6ptimas utilizando inulina

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

Entre grupos 66,6467 2 33,3233 315,69 0,0000

Intra grupos  0,633333 6 0,105556

Total (Corr.) 67,28 8

Tabla 5.4 Test de Tukey para la constante de
velocidad de liberacion en linoleato de metilo del
modelo de Higuchi de los sistemas de
microparticulas de flavonoides obtenidos bajo
condiciones 6ptimas utilizando inulina

Sistemas Casos Media  Grupos

Homogéneos
E-IN 3 1,36667 ¢
Q-IN 3 6,33333 b
N-IN 3 7,7 a

N: naringenina; Q:quercetina; E: epicatequina; IN: inulina

Tabla 5.5 Andlisis de Varianza para la constante de velocidad de liberacion en
hexano del modelo de Peppas de los sistemas de microparticulas de flavonoides
obtenidos bajo condiciones 6ptimas utilizando inulina como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante

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

Entre grupos 12267,6 2 6133,79 366,66 0,0000

Intra grupos 100,373 6 16,7289

Total (Corr.) 12367,9 8
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Tabla 5.5 Test de Tukey para la constante de
velocidad de liberacion en hexano del modelo de
Peppas de los sistemas de microparticulas de
flavonoides obtenidos bajo condiciones &ptimas
utilizando inulina como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante

Sistemas Casos Media  Grupos

Homogéneos
E-(IN-C) 3 16,6333 ¢
Q-(IN-C) 3 84,9 b
N-(IN-C) 3 102,133 a

N: naringenina; Q:quercetina; E: epicatequina; IN: inulina; C:
Capsul®. * Letras distintas indican diferencias significativas

Tabla 5.6 Andlisis de Varianza para la constante de velocidad de liberacion en
hexano del modelo de Higuchi de los sistemas de microparticulas de flavonoides
obtenidos bajo condiciones 6ptimas utilizando inulina como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante

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

Entre grupos 5246,24 2 2623,12 268,61 0,0000

Intra grupos 58,5935 6 9,76559

Total (Corr.) 5304,83 8

Tabla 5.7 Test de Tukey para la constante de
velocidad de liberacion del modelo de Higuchi de
los sistemas de microparticulas de flavonoides
obtenidos bajo condiciones Optimas utilizando
inulina como agente encapsulante y Capsul® como
agente canalizante

Sistemas Casos Media  Grupos

Homogéneos
E-(IN-C) 3 11,23 b
Q-(IN-C) 3 58,6667 a
N-(IN-C) 3 65,5333 a

N: naringenina; Q:quercetina; E: epicatequina; IN: inulina; C:
Capsul®. * Letras distintas indican diferencias significativas
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ANEXO 6
Anélisis estadisticos de los ensayos de liberacion en linoelato de metilo de metilo y en
hexano de los sistemas de microparticulas de flavonoides obtenidos bajo condiciones
Optimas utilizando hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y Capsul como
agente canalizante

Tabla 6.1 Analisis de Varianza para la constante de velocidad de liberacion en
linoleato de metilo del modelo de Peppas de los sistemas de microparticulas de
flavonoides obtenidos bajo condiciones optimas utilizando hidroxipropilcelulosa
como agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante

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

Entre grupos 356,43 2 178,215 1320,11 0,0000

Intra grupos 0,405 3 0,135

Total (Corr.) 356,835 5

Tabla 6.2 Test de Tukey para la constante de
velocidad de liberacion en linoleato de metilodel
modelo de Peppas de los sistemas de
microparticulas de flavonoides obtenidos bajo
condiciones Optimas utilizando
hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante
y Capsul® como agente canalizante

Sistemas Casos Media Grupos
Homogéneos

Q-(HPC-C) 2 0,0 b

E-(HPC-C) 2 0,0 b

N-(HPC-C) 2 16,35 a

N: naringenina; Q:quercetina; E: epicatequina; HPC:

hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. * Letras distintas indican
diferencias significativas.

Tabla 6.3 Analisis de Varianza para la constante de velocidad de liberacién en
linoleato de metilo del modelo de Higuchi de los sistemas de microparticulas de
flavonoides obtenidos bajo condiciones dptimas utilizando hidroxipropilcelulosa
como agente encapsulante y Capsul® como agente canalizante

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

Entre grupos 12,4033 2 6,20167 45,94 0,0056

Intra grupos 0,405 3 0,135

Total (Corr.) 12,8083 5

112



Tabla 6.4 Test de Tukey para la constante de
velocidad de liberacion en linoleato de metilo del

modelo de Higuchi de los sistemas de
microparticulas de flavonoides obtenidos bajo
condiciones Optimas utilizando

hidroxipropilcelulosa como agente encapsulante y
Capsul® como agente canalizante

Sistemas Casos Media Grupos

Homogéneos

Q-(HPC-C) 2 0,0 b

E-(HPC-C) 2 0,0 b

N-(HPC-C) 2 3,05 a

N: naringenina;  Q:quercetina; E:  epicatequina; HPC:

hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. * Letras distintas indican
diferencias significativas

Tabla 6.5 Analisis de Varianza para la constante de velocidad de liberacién en
hexano del modelo de Peppas de los sistemas de microparticulas de flavonoides
obtenidos bajo condiciones 6ptimas utilizando hidroxipropilcelulosa como agente
encapsulante y Capsul® como agente canalizante

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

Entre grupos  0,184033 2 0,0920167 15,25 0,0268

Intra grupos  0,0181 3 0,00603333

Total (Corr.) 0,202133 5

Tabla 6.6 Test de Tukey para la constante de
velocidad de liberacion en hexano del modelo de
Peppas de los sistemas de microparticulas de
flavonoides obtenidos bajo condiciones 6ptimas
utilizando hidroxipropilcelulosa como agente
encapsulante y Capsul® como agente canalizante
Sistemas Casos Media Grupos
Homogéneos

E-(HPC-C) 2 0,0 b

N-(HPC-C) 2 0325 a

Q-(HPC-C) 2 0,405 a

N: naringenina;  Q:quercetina; E:  epicatequina; HPC:
hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. * Letras distintas indican
diferencias significativas
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Tabla 6.7 Analisis de Varianza para la constante de velocidad de liberacién en
hexano del modelo de Higuchi de los sistemas de microparticulas de flavonoides
obtenidos bajo condiciones 6ptimas utilizando hidroxipropilcelulosa como agente
encapsulante y Capsul® como agente canalizante

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

Entre grupos 68,11 2 34,055 385,53 0,0002

Intra grupos 0,265 3 0,0883333

Total (Corr.) 68,375 5

Tabla 6.8 Test de Tukey para la constante de
velocidad de liberacion en hexano del modelo de
Higuchi de los sistemas de microparticulas de
flavonoides obtenidos bajo condiciones Optimas
utilizando hidroxipropilcelulosa como agente
encapsulante y Capsul® como agente canalizante

Sistemas Casos Media Grupos

Homogéneos
E-(HPC-C) 2 0,0 b
N-(HPC-C) 2 6,8 a

Q-(HPC-C) 2 7,45 a

N: naringenina;  Q:quercetina; E:  epicatequina; HPC:
hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. * Letras distintas indican
diferencias significativas

ANEXO 7
Efecto de los flavonoides quercetina, naringenina o epicatequina sobre la estabilidad
oxidativa de un modelo lipidico (linoleato de metilo) en condiciones aceleradas de
oxidacion

Tabla 7.1 Andlisis de Varianza para tiempo de induccién de linoleato de metilo
con la adicién de flavonoides quercetina, naringenina o epicatequina (200 mg/Kg)
en Rancimat a 60 °C

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

Entre grupos 17675,3 3 5891,78 6105,47 0,0000

Intra grupos 3,86 4 0,965

Total (Corr.) 17679,2 7
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Tabla 7.2 Test de Tukey para tiempo de induccion de
linoleato de metilo con la adicion de flavonoides
quercetina, naringenina o epicatequina (200 mg/Kg)
en Rancimat a 60 °C

Sistemas Casos Media Grupos Homogéneos
N-LM 2 9,0 C

LM 2 9,7 c

Q-LM 2 85,8 b

E-LM 2 116,0 a

N: naringenina; Q:quercetina; E: epicatequina; LM: linoleato de metilo.
* Letras distintas indican diferencias significativas

Tabla 7.3 Andlisis de Varianza para factor de proteccion de linoleato de metilo
con la adicion de flavonoides quercetina, naringenina o epicatequina (200 mg/Kg)
en Rancimat a 60 °C

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

Entre grupos 231,474 3 77,1579 12345,27 0,0000

Intra grupos 0,025 4 0,00625

Total (Corr.) 231,499 7

Tabla 7.4 Test de Tukey para factor de proteccion de
linoleato de metilo con la adicion de flavonoides
quercetina, naringenina o epicatequina (200 mg/Kg)
en Rancimat a 60 °C

Sistemas Casos Media Grupos Homogéneos
LM 2 0,0 C

N-LM 2 0,0 c

Q-LM 2 8,95 b

E-LM 2 12,1 a

N: naringenina; Q:quercetina; E: epicatequina; LM: linoleato de metilo.
* Letras distintas indican diferencias significativas

ANEXO 8
Efecto de los flavonoides quercetina, naringenina o epicatequina encapsulados sobre
la estabilidad oxidativa de un modelo lipidico (linoleato de metilo) en condiciones
aceleradas de oxidacion

Tabla 8.1 Andlisis de Varianza para tiempo de induccion de linoleato de metilo
con la adicion de flavonoides quercetina, naringenina o epicatequina encapsulados
(200 mg/Kg) en Rancimat a 60 °C

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

Entre grupos  17464,0 6 2910,67 1149,49 0,0000

Intra grupos 17,725 7 253214

Total (Corr.) 17481,8 13
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Tabla 8.2 Test de Tukey para tiempo de induccion de
linoleato de metilo con la adicion de flavonoides quercetina,
naringenina o epicatequina encapsulados (200 mg/Kg) en

Rancimat a 60 °C

Sistemas Casos Media Grupos Homogéneos
LM 2 9,7 e

E-IN-LM 2 13,75 d

E-(IN-C)-LM 2 150 d

E-(HPC-C)-LM 2 19,85 d

Q-(HPC-C)-LM 2 36,65 ¢

Q-IN-LM 2 90,75 b

Q-(IN-C)-LM 2 99,25 a

N: naringenina; Q:quercetina; E: epicatequina; LM: linoleato de metilo; IN:
inulina; HPC: hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. * Letras distintas indican

diferencias significativas

Tabla 8.3 Analisis de Varianza para factor de proteccion de linoleato de metilo
con la adicidon de flavonoides quercetina, naringenina o epicatequina encapsulados

(200 mg/Kg) en Rancimat a 60 °C

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

Entre grupos 199,439 6 33,2398 1107,99 0,0000

Intra grupos 0,21 7 0,03

Total (Corr.) 199,649 13

Tabla 8.4 Test de Tukey para factor de proteccion de
linoleato de metilo con la adicidn de flavonoides quercetina,
naringenina o epicatequina encapsulados (200 mg/Kg) en

Rancimat a 60 °C

Sistemas Casos Media Grupos homogéneos
LM 2 00 e

E-IN-LM 2 145 d

E-(IN-C)-LM 2 155 d

E-(HPC-C)-LM 2 21 d

Q-(HPC-C)-LM 2 3,8 c

Q-IN-LM 2 9,4 b

Q-(IN-C)-LM 2 10,2 a

N: naringenina; Q:quercetina; E:

epicatequina; LM: linoleato de metilo; IN:

inulina; HPC: hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. * Letras distintas indican

diferencias significativas
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ANEXO 9
Anélisis estadisticos de los sistemas de microparticulas de flavonoides utilizados en los
ensayos de estabilidad oxidativa de linoleato de metilo

Tabla 9.1 Anélisis de Varianza para flavonoides totales después del proceso de secado (Q
y E) utilizando inulina 6 hidroxipropilcelulosa como agentes encapsulantes y Capsul®
como agente canalizante

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 50,0442 5 10,0088 67,86 0,0000
Intra grupos 0,885 6 0,1475

Total (Corr.) 50,9292 11

Tabla 9.2 Test de Tukey para comparar las
diferencias en los flavonoides totales después del
proceso de secado, utilizando inulina 0
hidroxipropilcelulosa como agentes encapsulantes
y Capsul® como agente canalizante

Sistemas  Casos Media Grupos

Homogéneos
E-(HPC-C) 2 149 ¢
E-(IN-C) 2 179 b
E-IN 2 18,8 ab
Q-IN 2 20,2 ab
Q-(HPC-C) 2 20,6 a
Q-(IN-C) 2 20,8 a

E: epicatequina; Q. quercetina; IN: inulina; HPC:
hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. *Letras distintas indican
diferencias significativas

Tabla 9.3 Analisis de Varianza para eficiencia de encapsulacién de flavonoides (Q y E)
utilizando inulina ¢ hidroxipropilcelulosa como agentes encapsulantes y Capsul® como
agente canalizante

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 419,634 5 83,9268 31,72 0,0003
Intra grupos 15,875 6 2,64583

Total (Corr.) 435,509 11
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Tabla 9.4 Test de Tukey para comparar las
diferencias en eficiencia de encapsulacion
de flavonoides (Q y E), utilizando inulina ¢
hidroxipropilcelulosa como agentes
encapsulantes y Capsul® como agente

canalizante

Sistemas Casos Media Grupos
Homogéneos

Q-(IN-C) 2 58,35 d

Q-IN 2 61,05 cd

E-(HPC-C) 2 66,7 bc

Q-(HPC-C) 2 70,35 ab

E-IN 2 70,8 ab

E-(IN-C) 2 75,6 a

E: epicatequina; Q. quercetina; IN: inulina; HPC:
hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. *Letras distintas
indican diferencias significativas

Tabla 9.5 Andlisis de Varianza para recuperacion de flavonoides (Q y E) utilizando inulina
0 hidroxipropilcelulosa como agentes encapsulantes y Capsul® como agente canalizante

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 1072,23 5 214,447 142,41 0,0000
Intra grupos 9,035 6 1,50583

Total (Corr.) 1081,27 11

Tabla 9.6 Test de Tukey para comparar las
diferencias en recuperacion de flavonoides (Q y
E), utilizando inulina ¢ hidroxipropilcelulosa
como agentes encapsulantes y Capsul® como
agente canalizante

Sistemas  Casos Media Grupos

Homogéneos
E-(HPC-C) 2 690 ¢
E-(IN-C) 2 83,3 b
E-IN 2 87,4 b
Q-IN 2 9295 a
Q-(HPC-C) 2 95,65 a
Q-(IN-C) 2 9645 a

E: epicatequina; Q. quercetina; IN: inulina; HPC:
hidroxipropilcelulosa; C: Capsul®. *Letras distintas indican
diferencias significativas
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ANEXO 10
Actividades realizadas durante el desarrollo de la tesis doctoral.

10.1.- Pasantia Doctoral en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (ICTAN-
CSIC), Madrid Espafia (Noviembre 2013 a Marzo 2014).

10.2.- Publicaciones en revistas cientificas

- Manuel Palma, Gloria Marquez-Ruiz, Francisca Holgado, Paz Robert. Effect of flavonoids
on the oxidative stability of methyl linoleate under accelerated oxidation conditions
(Trabajo enviado)

- Manuel Palma, Paula Garcia, Gloria Marquez-Ruiz, Cristina Vergara, Paz Robert. 2014.
Release kinetics of flavonoids in methyl linoleate from microparticles designed with inulin
and channelizing agent. Food Research International, 64: 99-105. (Se adjunta trabajo).

- Robert P., Garcia P., Palma M. 2013. Microencapsulacion en la industria alimentaria.
Tendencias, desafios y mercado. Revista Indualimentos, volumen 82.

10.3.- Publicaciones en reuniones cientificas
- Manuel Palma, Paula Garcia, Paz Robert. Microparticulas de naringenina como

antioxidante en sistemas lipidicos: cinética de liberacion. XIX Congreso Nacional de
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos. 27-30 Octubre de 2013. Antofagasta Chile.

- Manuel Palma, Paula Garcia, Paz Robert. Effect of the flavonoids structure, pore inducer
and dissolution medium over the realease profile in different hydrophobic matrices. VI
International Conference on polyphenols and health. 16-19 Octubre de 2013. Buenos Aires,
Argentina.

- Manuel Palma, Paula Garcia, Paula Jiménez, Aury Rodriguez, Paz Robert.
Microparticulas de quercetina como antioxidante en sistemas hidrofébicos. XV Congreso
Latinoamericano y Exhibicion sobre grasas y aceites. 20-23 Agosto de 2013. Santiago,
Chile.
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