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RESUMEN

La oxidacion de lipidos es una importante causa de alteracién en la calidad de los
alimentos, provocando cambios en la textura, la vida util, la apariencia, y el perfil
nutricional. Los antioxidantes previenen la oxidacion lipidica, siendo los flavonoides un
grupo de compuestos fendlicos naturales que pueden actuar donando un atomo de
hidrégeno al radical peroxil. Asi, la encapsulacion de flavonoides se presenta como una
herramienta que permite su proteccion y controlar su liberacion en sistemas lipidicos.
Una estrategia para obtener microparticulas que controlen la liberacion de flavonoides
es la utilizacion de un agente encapsulante insoluble en sistemas lipidicos y la
incorporacién de un inductor de poro que permita la canalizacién en la particula para
favorecer la liberacion del flavonoide en un medio lipidico. En este contexto, el objetivo
de este estudio fue estudiar la cinética y el mecanismo de liberacion de quercetina (Q)
en hexano desde microparticulas elaboradas utilizando inulina (In) como agente
encapsulante y Capsul® (C) como inductor de poros.

Se encapsulé quercetina mediante secado por atomizacién, utilizando un disefio
experimental Box-Behnken, donde las variables independientes fueron: la temperatura
del aire de entrada al secador, la relacion Q/In y el porcentaje de Capsul®. La
eficiencia de encapsulacion y la liberaciébn de quercetina correspondieron a las
variables dependientes. La eficiencia de encapsulacién de quercetina (EE) fluctud entre
39,7-73,3% vy la liberacion de quercetina en hexano a los 15 dias, fluctué entre 16,4-
84,8%. La Metodologia de Superficie Respuesta se aplicé para optimizar la EE vy
liberacion de quercetina. Las condiciones éptimas para la obtencion de microparticulas
de quercetina por fueron: temperatura de entrada de aire al secador de 160°C, relacion
Q/In de 1:43 y un porcentaje de Capsul® de un 0%, para una EE de 63,6%.

Los datos del perfil de liberacion se ajustaron a cinética de primer orden y a los
modelos de Higuchi y Peppas. El mecanismo de cesion se asocié a difusion Fickiana
debida a un gradiente de concentracion. Los resultados de los estudios de cinéticas de
liberacién desde microparticulas son fundamentales para definir su aplicacién en
alimentos. En este estudio, la velocidad de liberacién de Q desde las microparticulas
obtenidas bajo condiciones Optimas, permitiria proyectarlas a sistemas lipidicos de
larga duracion como aceites comestibles.
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SUMMARY

“Study of quercetin release in hexane from microparticles prepared with inulin as
encapsulant agent and Capsul® as pore-inducer"

The oxidation of lipids is @ major cause of alterations in the quality of food, affecting the
texture, shelf life, appearance, and nutritional profile. Flavonoids are a wide group of
natural phenolic compounds, which can act as antioxidants by donating a hydrogen
atom to a peroxyl radical, retarding the oxidation of fatty acids in foods.
Microencapsulation of flavonoids is a tool that allows protecting and controlling release
of flavonoids in lipid systems. One method for preparing controlled release flavonoid
microparticles is by microencapsulating flavonoids into lipid-insoluble polymers using
spray-drying. The wall material is essential for purposes of controlling the release in
lipidic systems and the incorporation of a pore-inducer as Capsul would allow the
gradual release of the flavonoids in bulk lipid. In this context, the aim was to study the
kinetic and mechanism of quercetin (Q) release in a hydrophobic medium (hexane),
from microparticles using inulin (In) as encapsulating agent and Capsul as pore-
inducer.

Quercetin was encapsulated by spray drying according to Box-Behnken experimental
design. The inlet air temperature, Q/In ratio and percentage of Capsul®, were the
independent variables and the encapsulation efficiency and quercetin release were the
dependent variables. The quercetin encapsulation efficiency ranged from 39.7 to 73.3%
and the quercetin release in hexane at 15 days ranged from 16.4 to 84.8%. The
Response Surface Methodology was applied to optimize the EE and release of
quercetin. The optimal conditions to obtain quercetin microparticles, which were: inlet
air temperature of 160 °C, 1:43 Q/In of ratio and 0% of Capsul® with a 63.6% of EE.
The release data were fitted to three models: first-order kinetics, Higuchi and Peppas.
The release mechanism was associated with Fickian diffusion.

The results of the release kinetics study from microparticles are fundamental for
defining food application. In this study, the release rate constants of Q from
microparticles obtained under optimal conditions could be used to fats and oils of long
shelf-life.
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INTRODUCCION

La estabilidad de las materias grasas en general, depende de la adicion ..
antioxidantes, que sean capaces de retardar su deterioro (Farag et al., 2003; Marquez-
Ruiz et al.,, 2010). Con el propdsito de evitar este proceso, se ha recurrido al uso de
antioxidantes naturales y sintéticos que permiten la prolongacion del periodo de
induccion, mediante la donacién de un atomo de hidrogeno a un radical peroxil (Bravo,
1998), retardando la oxidacién lipidica. Sin embargo, el uso de antioxidantes sintéticos
ha sido cuestionado por sus posibles efectos adversos en la salud (Shahidi y Zhong,
2010), como efectos carcinogénicos a concentraciones elevadas (lto et al., 1986);
mientras que los antioxidantes naturales, tales como los compuestos fendlicos estan

adquiriendo una gran relevancia.

Los flavonoides son un amplio grupo de compuestos fendlicos naturales, ampliamente
distribuidos en plantas, frutas y verduras. Estos compuestos se caracterizan por poseer
actividad antioxidante, evitando la oxidacion lipidica (Manach et al., 2004).

La microencapsulacién de flavonoides se presenta como una herramienta para
controlar su liberacion en una matriz lipidica, porque la liberacion del flavonoide
ocurriria a una velocidad controlada, extendiendo la vida util del sistema lipidico. Por
otro lado, la encapsulacién de flavonoides permite también su proteccion de las
condiciones ambientales (temperatura, oxigeno, luz y agua) y evita las interacciones
con otros componentes del alimento (Wu et al., 2008). En este contexto, estudios de
liberacion de antioxidantes desde microparticulas en sistemas lipidicos son escasos
(Deng y Yu, 2004; Wu et al., 2005; Wu et al., 2006).

La microencapsulacion es una técnica donde un compuesto activo (sélido, liquido o
gaseoso) es atrapado o recubierto por un biopolimero con el fin de proteger el activo
y/o controlar su liberacion (Desai y Park, 2005). Se entiende por liberacién controlada
al proceso por el cual un compuesto activo es liberado en el sitio y/o tiempo deseado, a
una velocidad especifica (Pothakamury y Barbosa-Canovas, 1995).



Entre los métodos de encapsulacion, el secado por atomizacién es ampliamente
utiizado en la industria de alimentos para encapsular ingredientes de forma
economica, simple y continua (Ré, 1998; Desai y Park, 2005). Sin embargo, su
desventaja radica en los pocos polimeros solubles o dispersables en agua que se
pueden utilizar como agentes encapsulantes (Gouin, 2004).

El material encapsulante es esencial para propositos de liberacién controlada. La
inulina es un fructo-oligosacarido que presenta propiedades que lo proyectan como un
interesante agente encapsulante para el secado por atomizacion y por otra parte es un
polimero insoluble en lipidos. Sin embargo, una estrategia para obtener microparticulas
que controlen la liberacién de flavonoides en sistemas hidrofobicos es la utilizacion de
un inductor de poros. El inductor de poros deberia ser un polimero con caracteristicas
hidrofobicas que permita la canalizacion en la particula para favorecer la liberacion del
compuesto activo en un medio lipidico.

De acuerdo a estos antecedentes, en este estudio se elaboraran microparticulas de
quercetina utilizando inulina como agente encapsulante, y se evaluara el efecto de la
adicion de un inductor de poros (Capsul®) sobre la eficiencia de encapsulacion y la
liberacién del activo desde las microparticulas en un medio hidrofébico (hexano).



1.1. Oxidacion de lipidos

La autooxidacién lipidica se puede representar en tres etapas distintas: iniciacion,
propagacion y término (Nawar, 1996), las que se describen en la Figura 1.

LH + Iniciador - L Inicio

L'+ O, > LOO } Propagacion
LOO + LH - LOOH + L’

L'+ L -> L-L

LOO + L’ - LOOL Término

LOO" + LOO" - Productos no radicalarios
LH: lipido; L' radical alquil; LOO' radical peroxil.
Figura 1: Reacciones que describen el deterioro oxidativo de las materias grasas.

La susceptibilidad de los lipidos a la oxidacién es una causa importante de las
alteraciones en la calidad de muchos alimentos de origen natural o procesados (Nawar,
1996). Esta oxidacién provoca cambios a nivel quimico que se traducen en cambios de
sabor, textura, vida util, apariencia y perfil nutricional (McClements y Decker, 2006). Sin
embargo, uno de los medios mas eficaces para retardar la oxidacién de lipidos en
alimentos grasos es la incorporacion de antioxidantes (Nawar, 1996).

1.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas organicas que pueden ser de origen natural o
sintético. Se definen como cualquier sustancia que es capaz de retardar el desarrollo
de rancidez en alimentos, extendiendo su periodo de induccién (Yanishlieva vy
Marinova, 2001).

Los antioxidantes sintéticos como el hidroxibutilanisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT),
terbutilhidroquinona (TBHQ) y el galato de propilo se han utilizado con éxito en la
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industria alimentaria. Sin embargo, los antioxidantes naturales a pesar de tener un
mayor costo en comparacion a los sintéticos, han mostrado un comportamiento similar
y menores efectos toxicos, lo que ha permitido utilizarlos como una alternativa a los

sintéticos (Valenzuela y Nieto, 1996; Yanishlieva y Marinova, 2001).

Los antioxidantes naturales estan presentes en plantas, microorganismos, hongos e
incluso en los tejidos animales, donde tienen multiples efectos bioldgicos (Halliwell,
1995; Barclay y Vinquist, 2003). Entre los principales grupos se encuentran los
compuestos fendlicos y tocoferoles. Sin embargo, uno de los inconvenientes es que,
los antioxidantes son susceptibles a la degradacién durante el procesamiento y/o
almacenamiento de los alimentos por accién de la temperatura, oxigeno, luz, agua, y/o
interacciones con otros componentes del alimento, limitando su aplicacién (Wu et al.,
2008). Ademas presentan una limitada solubilidad es sistemas lipidicos y algunos de

ellos presentan astringencia.

1.3. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas donde desempefian diversas funciones fisiol6gicas.
Presentan una estructura compuesta por uno o varios anillos benceno con uno o mas
grupos hidroxilos (Martinez-Flérez et al., 2002). De acuerdo a su estructura quimica
(numero de anillos fendlicos y elementos estructurales unidos a los anillos), pueden
dividirse en diferentes clases encontrandose desde moléculas simples, como los
acidos fendlicos, hasta compuestos altamente polimerizados, como los taninos, siendo
los flavonoides el grupo mas importante (Manach et al., 2004).

1.4. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los tallos, hojas y flores de los
vegetales que protegen al organismo del dano producido por agentes oxidantes, como
los rayos ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los

alimentos, entre otros. Tienen efectos terapéuticos en un numero elevado de
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patologias, incluyendo la aterosclerosis y el cancer. Son compuestos de bajo peso
molecular que comparten un esqueleto comun de difenilpiranos (Ce-C3-Cs), cOmpuesto
por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano
(heterociclico). La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las
propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de sus caracteristicas
estructurales. Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y
variaciones en el anillo C. En funciéon de sus caracteristicas estructurales se pueden
clasificar en varios grupos, siendo los principales los flavanos, las flavonas, las
antocianinas y los flavonoles (Martinez-Florez et al., 2002).

La relacion entre las caracteristicas estructurales de los flavonoides y su actividad
antioxidante en sistemas hidrofilicos esta bien establecida. Sin embargo, en sistemas
lipidicos se ha encontrado que los factores mas relevantes que influencian la actividad
antioxidante son: el numero de grupos hidroxil y el enlace doble 2,3 en el anillo C en
linoleato de metilo (Pekkarinen et al., 1999; Pedrielli y Skibsted, 2002) y aceite de
girasol purificado (Marinova et al., 2008). La quercetina (Figura 2) relune los tres
criterios necesarios para ejercer una efectiva funcién antioxidante (Martinez-Fl6rez et
al., 2002).

La quercetina es un flavonoide amarillo-verdoso presente en cebollas, manzanas,
brécolis, cerezas, uvas, entre otros. Tiene una capacidad antioxidante de 4,7 mM
expresada como Trolox, la cual es cinco veces mayor que la de las vitaminas E y C.
Ademas, presenta una solubilidad similar a la vitamina E (Sartor et al., 2002).

OH

HO -::
©O%
OH

OH

o

Quearcitina

Figura 2: Estructura quimica de la quercetina



Debido a que los flavonoides son susceptibles a la degradacion por factores
ambientales o del propio alimento donde es afnadido, la microencapsulacion permitiria
proteger estos compuestos activos y liberarlos en forma controlada. Esta estrategia
serd desarrollada en este estudio.

1.5. Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica mediante la cual compuestos activos, sélidos,
liquidos 0 gaseosos (antioxidantes, vitaminas, sabores, bactericidas, entre otros) son
introducidos en una matriz o sistema pared de naturaleza polimérica con el fin de
proteger los activos del medio ambiente, de su interaccién con otros componentes del
alimento, o bien para controlar su liberacion (Yanez et al., 2002).

Una microparticula posee una estructura morfolégica compuesta por dos elementos: el
material encapsulado, conocido como material del nucleo o fase interna, y el agente
encapsulante (Gibbs et al., 1999). En general las microparticulas tienen un amplio
rango de tamano que va de 0,2 a 5000 um, con multiples formas dependiendo del
material y método utilizado para su preparaciéon (Shahidi y Han, 1993). Para elaborar
microparticulas hay numerosas técnicas, no obstante algunos autores clasifican a los

métodos de encapsulacion en tres procesos:

e Procesos fisicos: secado por atomizacién, extrusién, recubrimiento por lecho
fluidizado, y separacién por suspensién rotacional.

e Procesos fisicoquimicos: coacervacion simple o compleja, liposomas y gelacién
ionica.

e Procesos quimicos: inclusién molecular y polimerizacion interfacial.

La seleccién de un método de encapsulacion dependerda del tamafo de particula
requerido, de las propiedades fisicas y quimicas del agente encapsulante y del activo,
de los costos y de la aplicacion de las microparticulas entre otros (Gharsallaoui et al.,
2007).



1.6. Secado por atomizacion

El secado por atomizacion o por aspersion es ampliamente usado en la industria de los
alimentos para encapsular ingredientes alimenticios, debido a que es un método
econémico y efectivo en la proteccion de materiales sensibles (Yanez et al., 2002).
Ademas, permite obtener microparticulas en polvo con baja actividad de agua, lo que
facilita el trasporte, manipulacion y almacenamiento del producto (Murugesan y Orsat,
2011). Por ultimo una de las grandes ventajas de este proceso, ademas de su
simplicidad, es que es apropiado para materiales sensibles a la temperatura, ya que el
tiempo de exposicion a temperaturas elevadas es muy corto (5 a 30 s) (Gharsallaoui et
al., 2007).

Las etapas del secado por atomizacion incluyen: obtener una solucién, dispersién o
emulsién de un agente encapsulante y un compuesto activo; atomizar la dispersién en
aire caliente mediante un disco rotatorio o boquilla de pulverizacion, permitiendo una
rapida remocion del solvente (generalmente agua). Las particulas secas son separadas
desde la zona de aire caliente a una de menor temperatura (Gibbs et al., 1999; De Vos
et al., 2010). En general, se obtienen microparticulas con un rango de tamano entre 10
y 100 um (Fang y Bhandari, 2010).

Los agentes encapsulantes pueden seleccionarse a partir de una amplia gama de
biopolimeros naturales y sintéticos, dependiendo del material a encapsular y de las
caracteristicas deseadas en el producto final. Los requisitos para que un material
encapsulante pueda ser utilizado en secado por atomizacién incluyen un alto grado de
solubilidad, baja viscosidad que permita formar soluciones, dispersiones 6 emulsiones
con un alto contenido de soélidos, buenas propiedades emulsificantes, un caracter no
higroscopico, sabor suave, no reactivo y bajo costo (Murta-Pagola et al., 2009).

La inulina, es un fructo-oligosacaridos (FOS) obtenido de la raiz de la achicoria
(Cichoriumintybus), compuesto por unidades de fructosa unidas mediante enlaces B-(2-
1) ligadas con una glucosa en el extremo de la cadena y ligeramente ramificado (1-5%)
(Stevens et al., 2001). La Figura 3 muestra la estructura quimica de la inulina.



La inulina tiene efectos prebidticos, accion de fibra dietética y mejora la
biodisponibilidad de calcio. Esta se hidroliza s6lo en pequefias cantidades en el
estbmago, siendo degradada por las bacterias del intestino, por lo tanto no hay un
aumento en el indice glicémico, pudiendo utilizarse en alimentos para diabéticos
(Hovgaard y Bronsted, 1996).

La inulina se ha utilizado como agente encapsulante de betalainas y polifenoles (Saenz
et al., 2009; Robert et al., 2012) y se selecciond para este estudio debido a su
capacidad para interaccionar con moléculas activas y ser insoluble en sistemas

lipidicos, actuando como matriz inerte.
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Figura 3: Estructura quimica de la Inulina

Capsul® es un almidéon modificado quimicamente derivado de maiz ceroso que
incorpora en su estructura un componente lipofilico. Es adecuado para la
encapsulacion de sabores, aromas, vitaminas y especias. La compatibilidad de
Capsul® con sustancias insolubles en agua permite la preparacion de microparticulas
con altos niveles de ingredientes activos, ya que su habilidad para formar una pelicula
reduce la pérdida de compuestos bioactivos durante la encapsulacion y el
almacenamiento (Kolanowski et al., 2004; Jonsdottir et al., 2005). Debido a sus
caracteristicas de viscosidad, solubilidad y estabilidad se ha seleccionado como un

agente inductor de poros.



1.7. Encapsulacion de compuestos fendlicos

Se han reportado varios estudios acerca de la microencapsulacion por secado por
atomizacion de flavonoides tales como: antocianinas de zanahorias negras con
maltodextrinas (Ersus y Yurdagel, 2007); procianidinas de uva con maltodextrina y
goma arabica (Zhang et al., 2007); polifenoles de extracto de hojas de olivo con
quitosano (Kosaraju et al,. 2006); extracto de soja con almidén (Georgetti et al., 2008),
extracto de manzana con caseinato de sodio y lecitina de soja (Kosaraju et al., 2008);
pulpa de Opuntia ficus indica con maltodextrina e inulina (Saenz et al, 2009); jugo de
granada con aislado de proteina de soja y maltodextrina (Robert et al., 2010);
naringenina y quercetina con acetato ftalato de celulosa (Sansone et al., 2011) y acido
galico con inulina y almidén modificados (Robert et al., 2012).

La mayoria de estos estudios se han dirigido principalmente a la proteccion de los
flavonoides frente a condiciones ambientales (luz, oxigeno, temperatura y agua),
evitando la oxidacion, aumentando la vida atil y preservando y/o mejorando su
biodisponibilidad (Ersus y Yurdagel, 2007; Zhang et al., 2007; Kosaraju et al,. 2006;
Georgetti et al., 2008; Saenz et al, 2009; Robert et al., 2010). Otros se enfocan en la
liberacion dirigida a un sitio especifico del organismo (intestino) para evitar su
degradacién en el tracto gastrointestinal, optimizando la eficiencia de la absorcién
(Kosaraju et al., 2008; Sansone et al., 2011; Manach et al., 2004). Sin embargo, los
estudios acerca de la liberacién controlada de flavonoides desde microparticulas en los
alimentos son escasos, especialmente en sistemas lipidicos (Deng y Yu, 2004; Wu et
al., 2005; Wu et al., 20086).

1.8. Liberacion controlada desde microparticulas

La liberacién controlada es definida como el método mediante el cual uno o més
agentes activos estaran disponibles en un sitio y/o tiempo determinado a una velocidad
especifica (Pothakamury y Barbosa-Canovas, 1995). El método mas comunmente
utilizado para conseguir una liberacién controlada en la industria alimentaria es la

encapsulacion.



En el area de alimentos, los mecanismos propuestos para controlar la liberacién de
compuestos activos desde microparticulas son: difusion, hinchamiento, biodegradacién
y presion osmotica (Pothakamury y Barbosa-Canovas, 1995), los cuales se han
estudiado principalmente en matrices acuosas. Sin embargo, en la practica no es
comun encontrar un Unico mecanismo de liberacion sino mas bien una combinacién de

ellos.

Para interpretar los datos de un perfil de liberacién (grafico de porcentaje de liberacién
versus tiempo), se aplican diferentes modelos matematicos (primer orden, orden cero,
Higuchi, Peppas, entre otros), donde el coeficiente de correlacién se utiliza para

encontrar el mejor ajuste.

1.8.1 Cinética de primer orden

Las reacciones de primer orden (Ecuacién 1) son frecuentemente las que se producen
en los alimentos. La expresién integrada para este orden se muestra en la Ecuacién 2.

C=Coe™ ™ (Ec.1)

InC =InCo —kt (Ec.2)

Donde C es la cantidad de activo liberado a tiempo t, Co es la cantidad inicial de activo
en el medio de disolucién y k es la constante de primer orden. De esta forma, la
representacion del logaritmo natural de la cantidad de activo disuelto frente al tiempo
transcurrido da lugar a una recta, donde la pendiente corresponde a la constante de
velocidad de liberacion del agente activo.

1.8.2. Modelo cinético de Higuchi
Explica la liberacion del activo controlada por un proceso de difusién a través del

polimero. Esta difusién esta basada en la ley de Fick que depende de la raiz cuadrada
del tiempo (Ecuacién 3) (Higuchi, 1963; Pothakamury y Barbosa-Canovas, 1995).
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Mt _ oS (Ec.3)
Moo

Donde, M, es la cantidad de compuesto activo liberado en el tiempo; M.. la cantidad de
compuesto activo liberado al tiempo infinito y k la constante de velocidad de liberacién.

1.8.3. Modelo cinético de Peppas

El modelo de Peppas corresponde a una ecuacion mas general (Ecuacién 4) (Peppas y
Sahlin, 1986; Siepmann y Peppas, 2001), dada por un proceso de difusion,

hinchamiento o ambos.
— = kt" (Ec.4)

Donde, M, es cantidad de compuesto activo liberado en el tiempo, M.. la cantidad de
compuesto activo liberado al tiempo infinito y k es la constante de velocidad de

liberacion.

El coeficiente n (exponente difusional) proporciona informacién sobre el mecanismo de
liberacion del activo desde la microparticula. Cuando n=0,5 el agente activo es liberado
por difusién Fickiana (modelo Higuchi); Valores de n > 0,5 se asocian a un mecanismo
de difusién no Fickiano (anémalo). En particular cuando 0,5<n<1, el proceso esta
dominado por procesos de difusion y relajacién de las cadenas poliméricas. Cuando
n=1 se trata de un caso limite de transporte no Fickiano, denominado “Transporte caso
II”, controlado por la relajacion de las cadenas del polimero (Siepmann y Peppas,
2001).

Es importante considerar que el mecanismo y la cinética de liberaciéon del activo

dependeran de: la naturaleza del activo, del agente encapsulante, y del medio de
disolucién (Séaez et al., 2004).
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1.9. Hipotesis

La utilizacién de inulina como agente encapsulante junto a la adicién de un inductor de

poros, permitirdn controlar la liberacién de quercetina desde microparticulas en un

medio hidrofdbico.

1.10. Objetivos

1.10.1. Objetivos generales

Estudiar la cinética y el mecanismo de liberacién de quercetina en hexano desde

microparticulas elaboradas utilizando inulina como agente encapsulante y Capsul®

como inductor de poros.

1.10.2. Objetivos especificos

v Estudiar la relacién quercetina/inulina, la temperatura del aire de entrada al secador
y el porcentaje de inductor de poros (Capsul®) (variables independientes), sobre la
eficiencia de encapsulacion de quercetina y su liberacion en hexano (variables

dependientes) optimizado por Metodologia de Superficie Respuesta (MSR).

v Caracterizar fisica, quimica y morfolégicamente las microparticulas de quercetina

obtenidas bajo condiciones 6ptimas.

v Estudiar los mecanismos y la cinética de liberacién de quercetina en hexano desde
las microparticulas del disefo obtenidas bajo condiciones 6ptimas.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

e Agente encapsulante: Inulina HP (DP>23) (In) Raftilina®, obtenida de Alfa Chile
S.A.
e Flavonoide: Quercetina (Q) >98% de pureza, adquirida en Sigma-Aldrich

e Inductor de poros: Capsul®, obtenido de National Starch.

2.2. Elaboracion de las microparticulas

Las microparticulas del disefio Q-(In-C) se prepararon considerando 100 g de solucion.
LaIn (6,8-17 g) y C (0-1,7 g) se disolvieron en una mezcla de agua: etanol (80:20 v/v) a
70°C. La solucién se dejo6 enfriar y se agregd 0,34 g de Q con agitacion constante. Las
dispersiones resultantes se sonicaron durante 20 min (FS-30H-Fisher Scientific) y se
alimentaron a un mini spray-dryer B-290 (Buchi, Suiza) con alimentacién y flujo de aire
de secado en paralelo. El equipo oper6é a una temperatura del aire de entrada que
fluctud entre 120 y 160°C. El flujo de aire, la velocidad de alimentacion y la presion de
atomizacion correspondieron a 600 L/h, 2 mL/min y 5 bar, respectivamente. Las
microparticulas resultantes se almacenaron en oscuridad a -20°C hasta posterior

analisis.

2.2.1. Diseino experimental

Se emple6é un disefio experimental Box-Behnken (Figura 4). Con un total de 15
experimentos (12 puntos medios de los bordes del cubo y 3 puntos centrales) para el
disefio Q-(In-C). La relacién Q/In, el porcentaje de inductor de poros y la temperatura
del aire de entrada al secador se evaluaron como variables independientes. Las
variables respuesta correspondieron a eficiencia de encapsulacion de quercetina (EE)
y liberacion de quercetina en hexano (LIH).
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Figura 4: Disefio experimental Box-Bhenken

En la Tabla 1, se presentan los niveles para las condiciones que se utilizaron en el

diseno estadistico.

Tabla 1: Variables independientes y niveles del disefio experimental Box-Behnken para la

encapsulacion de quercetina con inulina nativa y capsul® como inductor de poros.

Relacion Temperatura del
. . Capsul®
N° experimentos Q/In aire de entrada %)
(°C)
Nivel
-1 1 -1 1 -1 1
1:20 1:50 120 160 0% 25%

15

Q: quercetina; In: inulina; * % Capsul® respecto a inulina
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En la Tabla 2, se presentan las condiciones experimentales, utilizadas en la
elaboracion de las microparticulas de quercetina con inulina nativa y Capsul® como

inductor de poros para el disefio Q-(In-C).

Tabla 2: Condiciones experimentales utilizadas para la elaboracion de
microparticulas de quercetina con inulina nativa y capsul® como inductor de poro

para el disefio Q-(In-C).

Temperatura del

Reéa;lzr;on aire dfog?tra da Ca;op/f)lil(@ Que(r;;atlna Intjél)na Cap()g)ul(@
1:20 140 0 0,34 6,8 0
1:20 120 13 0,34 6,8 0,85
1:20 160 13 0,34 6,8 0,85
1:20 140 25 0,34 6,8 1,7
1:35 120 0 0,34 11,9 0
1:35 160 0 0,34 11,9 0
1:35 140 7 0,34 11,9 0,85
1:35 140 7 0,34 11,9 0,85
1:35 140 7 0,34 11,9 0,85
1:35 120 14 0,34 11,9 1,7
1:35 160 14 0,34 11,9 1,7
1:50 140 0 0,34 17,0 0
1:50 120 5 0,34 17,0 0,85
1:50 160 5 0,34 17,0 0,85
1:50 140 10 0,34 17,0 1,7

Q: quercetina; In: inulina; * porcentaje de Capsul, respecto a la inulina.

2.3. Caracterizacion de las microparticulas

2.3.1. Quercetina superficial

Las microparticulas (100 mg) se dispersaron con 2 mL de metanol, se agitaron
suavemente por 1 min y luego se dejaron decantar por 10 min. Posteriormente, el
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sobrenadante se llevd a un matraz de 25 mL y se aforé6 con solucion
agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) con 1% de &cido acético. La quercetina
superficial se cuantificd por HPLC con detector de arreglo de diodo.

2.3.2. Quercetina total

Las microparticulas (100 mg) se trataron con 4 ml de solucién agua:etanol:acetona
50:25:25 (v/v/v). Las dispersiones se agitaron en vortex por 1 min, luego se sonicaron
por 20 min (FS-30H-Fisher Scientific) y se centrifugaron por 3 min. El sobrenadante se
traspasé a un matraz de aforo de 50 mL y el precipitado se someti6 nuevamente al
mismo procedimiento. Posteriormente, el volumen del matraz se completé con
agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) con 1% de acido acético. La quercetina total
de la microparticula se cuantificé por HPLC con detector de arreglo de diodo.

2.3.3. Andlisis cromatografico

El contenido de Q superficial y total de las microparticulas se cuantific6 por HPLC
utilizando una bomba Merck—Hitachi L-6200, con detector de arreglo de diodos Waters
996 acoplado a un computador equipado con el software Empower Pro, y una columna
C18 (3 ym, 4,6 d.i x 150 mm, Atlantis®, Waters, Irlanda). Se utilizé6 una fase movil
isocratica agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) con 1% de &cido acético y flujo de
1 mL/min. La deteccién de Q se realiz6 a 368 nm y se cuantificé utilizando una curva
de calibracién (1-100 pg/mL, R®=0,999) (Anexo 1). Los anélisis se realizaron por
triplicado y los resultados se expresaron en mg Q/g de polvo.

2.3.4. Eficiencia de encapsulacion:

El porcentaje de Q superficial y EE se calcularon de acuerdo a las Ecuaciones 5 y 6,

respectivamente.

quercetina superficial

Qs (%) = x100 (Ec.5)

quercetina total experimental
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EE (%) = 100 — Qs(%) (Ec.6)

2.4. Caracterizacion de las microparticulas del diseho Q-(In-C), obtenidas bajo
condiciones Optimas.

2.4.1. Morfologia

La estructura externa de las microparticulas obtenidas bajo condiciones 6ptimas, se
analiz6 mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). Las muestras se cubrieron
con oro/paladio utilizando un Varian Vacuum Evaporator PS 10E y se analizaron
utilizando un LEO 1420VP (LEO Microscopia Electronica Ltd, Cambridge, Reino Unido)
operado a 20 kV. Las imagenes se obtuvieron digitalmente utilizando un software EDS
7424 (Oxford Instruments, Oxford, Reino Unido).

2.4.2. Estudio de liberacion en medio hidrofobico

La cinética de liberacién de quercetina desde las microparticulas se evalué utilizando
hexano como medio de disolucién a una temperatura de 30 °C en estufa (Memmert)
por un periodo de 101 dias. Se pesaron 500 mg de microparticulas en bolsas de filtro
de celulosa y se introdujeron dentro de botellas de vidrio con 100 mL de hexano y 0,5
% de span 85. Se tomaron alicuotas de 2 mL a intervalos de tiempo especificos (cada
dos dias), manteniendo el volumen inicial (100 mL) por reposicion del medio de
disolucién respectivo. Las alicuotas se trataron con 3 mL de solucion
agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) con 1% de acido acético, se agitaron en
vortex por 1 min y se centrifugaron por 3 min. La muestra se traspas6 a un matraz de
5 mL, repitiéndose el proceso con 2 mL de solucion. El volumen del matraz se
completé con solucién agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) con 1% de &cido
acético. La quercetina se cuantificé por HPLC con detector de arreglo de diodo
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2.4.3. Analisis de las cinéticas de liberacion

Los datos obtenidos desde el perfil de liberacion de quercetina se ajustaron a modelos
cinéticos de Primer orden, Higuchi (Higuchi, 1963) y Peppas (Peppas y Sahlin, 1986)
de acuerdo a las ecuaciones 7, 8 y 9, respectivamente.

InC = LnCo — kt (Ec. 7)
Mo = kel/2 (Ec. 8)
He = fen (Ec.9)

Moo

M, se define como la cantidad de Q liberada a tiempo t; M. es la cantidad inicial de Q.
La constante de liberacién (k) para cinéticas de primer orden se obtuvo a partir de la
pendiente de la grafica del logaritmo natural (Ln) del porcentaje de retencién vs el
tiempo; para el modelo de Higuchi desde la pendiente del grafico M/M.. vs (tiempo)'?; y
para el modelo de Peppas desde el intercepto del grafico Ln (M/M.,) vs Ln del tiempo y

de la pendiente se obtuvo el valor del exponente n.

2.5. Analisis Estadistico

Las condiciones Optimas para el disefio se obtuvieron mediante Metodologia de
Superficie Respuesta (MSR). Para determinar las constantes de velocidad de
liberacion se empled regresion lineal. Todos los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando el software Statgraphics version 7.0 (Manugistics Inc., Statistical Graphics
Corporation, 1993, Rockville, MA, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Microencapsulacion

De acuerdo a la literatura, el proceso de secado por atomizacién debe realizarse en
condiciones de operacién tales que permitan obtener en lo posible una alta eficiencia
de encapsulacion. La temperatura de alimentacion, temperatura del aire de entrada al
secador y temperatura de salida del secador, se han establecido como variables
importantes para el proceso de secado por atomizacion. En este estudio, se evalué:
variables de proceso (temperatura del aire de entrada al secador) y de formulacién
(relacion Q/(In) y porcentaje de inductor de poros) sobre la eficiencia de encapsulacién
y la liberacion de quercetina (variables respuestas), de acuerdo a un disefo
experimental Box-Behnken con un total de 15 experimentos con 3 puntos centrales.

3.1.1 Encapsulacion de quercetina

En la Tabla 3 se presentan las condiciones experimentales, la EE y la LIH al dia 15
para cada uno de los 15 experimentos del disefio Q-(In-C).

La eficiencia de encapsulacion de Q fluctu6 entre 39,7-73,3%. En general, se observa
que para los experimentos sin C, a medida que aumentd el agente encapsulante
(inulina) se obtuvieron mayores EE. Por otro lado, la eficiencia de encapsulacién de
quercetina disminuyd con el aumento de Capsul® en la formulacion de las
microparticulas. Estos resultados se podrian explicar debido a que la In presenta en su
estructura grupos hidrofilicos que favorecerian la interaccion Q-polimero, mientras que
C tiene mas grupos hidrofébicos, los cuales serian menos afines por la Q, que es de

naturaleza més polar.
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Tabla 3: Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion y liberacion de

quercetina para microparticulas de quercetina con inulina nativa y capsul® (Q-(In-C)),

utilizando un diseifio Box-Behnken.

Temperatura del

) Relacién ) Capsul® EE (%) LIH (%)
Experimento aire de entrada al
Q/(In) (%)* X + DE X + DE
secador (°C)

1 1:20 140 0 53,5+1,3°° 213+28?
2 1:20 120 13 39,7 +2,2° 65,5+ 2,7°
3 1:20 160 13 440+12®  80,1+3,6%
4 1:20 140 25 50,6 +2,0°¢  73,8+2.2%
5 1:35 120 0 63,2+5,9' 18,9 +2,2°
6 1:35 160 0 61,3+0,8" 16,4 +1,9°
7 1:35 140 7 51,8 +1,2°° 689+27%°
8 1:35 140 7 459+ 0,5 73,6+ 5,0
9 1:35 140 7 49,3 +3,1°° 754+ 0,3*
10 1:35 120 14 50,9+2,8°" 525+1,0°
11 1:35 160 14 56,1 +2,4°° 84,8 +4,8°
12 1:50 140 0 73,3+2,7° 49,7 + 2,0°
13 1:50 120 5 522+24° 777 +41%
14 1:50 160 5 492 +58° 73,8+ 52
15 1:50 140 10 46,3+1,2* 76,1 +1,2%

Q: quercetina; In: inulina; C: Capsul®; EE: eficiencia de encapsulacion; LIH: liberacion en
hexano. * % de Capsul con respecto a inulina. Valores expresados como promedio (X) +
desviacién estandar (DE). estdndar (DE). Letras distintas en una columna representan
diferencias significativas (p< 0,05).

Valores similares de EE de polifenoles por secado por atomizacion se encontraron para
encapsulacion de: pulpa de tuna purpura (Opuntia ficus indica) con inulina nativa
(Saenz et al., 2009), jugo de granada con aislado proteico de soja y con maltodextrinas
(Robert et al., 2010), procianidinas de semillas de uva con maltodextrina y goma
ardbica (Zhang et al, 2007) y epigalocatequina galato con los mismos agentes
encapsulantes (Rocha et al., 2011). Sin embargo, valores menores de EE fueron
reportados por Kosaraju et al. (2006), para la encapsulacion de polifenoles de extractos
de hojas de olivo (27%) con quitosano y por Sun-Waterhouse et al. (2012) para
quercetina (9-19%) utilizando diferentes fibras naturales. En otros estudios de
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encapsulacion de compuestos fendlicos utilizando otros métodos de encapsulacion
como nanoprecipitacién (Wu et al., 2008) para quercetina, gelificacion ionica (Hu et al.,
2008) para catequinas de té y coacervacion compleja (Deladino et al., 2008) para
extractos de yerba mate, se encontraron EE de 99%, 24-53% y 85%, respectivamente.
El amplio rango de valores de EE de polifenoles (9-99%) obtenidos con distintas
condiciones de trabajo, sugiere que la encapsulacion depende del tipo de agente
encapsulante empleado, del tipo de extracto, las condiciones del proceso y del método

de encapsulacion entre otras variables.

3.1.2 Liberacidén de quercetina desde microparticulas del disefio Q-(In-C).

La liberacién de Q en hexano desde microparticulas Q-(In-C) para los experimentos del
disefio Box-Behnken, a los 15 dias de almacenamiento, fluctu6 entre 16,4-84,8%
(Tabla 3). En la Figura 5 se muestra el porcentaje de liberaciéon de Q al dia 15 versus el
porcentaje de Capsul®.

100 A

80 -

LIBERACION QUERCETINA (%)

0 0 0 O 5 5 7 7 7 10 13 13 14 14 25
% CAPSUL®

Figura 5: Liberacion de quercetina en hexano a los 15 dias de almacenamiento desde
microparticulas de quercetina con inulina nativa y Capsul® (Q-(In-C)) con respecto al
porcentaje de Capsul®.

En esta Figura, se observa que los experimentos donde se adicioné el agente inductor
de poros, presentaron una mayor liberacién de Q hacia el medio de disolucion (hexano)
en relacién a los experimentos sin C. Estos resultados sugieren que los grupos
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hidrofdbicos presentes en el C tendrian una mayor afinidad con el hexano con respecto
a la inulina (hidrofilica), favoreciendo la formacion de canales (Figura 6) en la
estructura de las microparticulas y por lo tanto facilitando la difusion de Q al medio de

disolucion.

Figura 6: Canalizacion en microparticulas de Q-(In-C).

En la Figura 7 (A, B, C, D, E, y G) se presentan los perfiles de liberacién de Q durante
101 dias de almacenamiento para los 15 experimentos del disefio Q-(In-C) con 0, 5, 7,
10, 13, 14, 25 % de Capsul, respectivamente. En los perfiles de liberacion (Figura 7) es
posible distinguir dos zonas para todos los experimentos del disefio estudiado. La
primera zona correspondiente a la liberacién de Q superficial y la segunda a la
liberacién de Q encapsulada. En general, la liberacion de Q desde las microparticulas
en los experimentos sin Capsul® (Figura 7A) en comparacion a los experimentos con
Capsul® (Figura 7(B-G)), mantienen el mismo comportamiento observado durante los

primeros 15 dias de almacenamiento.
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Figura 7: Perfiles de liberacion de quercetina desde microparticulas con inulina nativa y
capsul® (A): sin Capsul® (0% C) = 160°C, 1:35; ¢ 140°C, 1:50; A160°C, 1:35 ; (B): 5%
Capsul® ¢ 160°C, 1:50; A120°C, 1:50; (C): 7% Capsul® = 140°C, 1:35; ¢ 140°C, 1:35;
A 140°C, 1:35; (D): 10% Capsul® ¢ 140°C, 1:50 ; (E): 13% Capsul® ¢ 120°C, 1:20; A160°C,
1:20; (F): 14% Capsul® = 120°C, 1:35; ¢ 160°C, 1:35; (G): 25% Capsul® ¢ 140°C, 1:20. —
Promedio de superficiales. * Porcentaje de Capsul® con respecto a inulina.
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Se aplicaron tres modelos mateméaticos (Primer orden, Higuchi y Peppas) para explicar
los perfiles de liberacion de Q en hexano. Se utilizé el coeficiente de determinacién (R?)
como criterio de ajuste al modelo, permitiendo describir la cinética de liberacién
(AppaRao et al., 2010). En la Tabla 4 se muestran los parametros cinéticos obtenidos
para la liberacion de Q en hexano desde las microparticulas para cada experimento del
disefio Q-(In-C) a 30°C.

Los datos presentaron un buen ajuste a los tres modelos matematicos con valores R?>
0,9. De acuerdo al valor del exponente n del modelo de Peppas es posible establecer
el mecanismo por el cual el agente activo es liberado desde las microparticulas
(Pothakamury y Barbosa-Canovas, 1995). Para todos los experimentos el exponente
fue n < 0,5, indicando que la liberacion de la quercetina ocurriria principalmente por un
mecanismos de difusion Fickiana, debida a un gradiente de concentracion (Aragon-
Fernandez et al., 2009). Sin embargo, en la practica, la liberacion de un activo desde
microparticulas ocurre por una combinacion de mecanismos como difusion,
hinchamiento, biodegradacién y presién osmotica (Pothakamury y Barbosa-Canovas,
1995). Ademas, de acuerdo al modelo de Peppas, al aumentar el porcentaje de
inductor de poros (Capsul®) para cada relacién Q/(In), aumentaron las constantes de
velocidad de liberacién de quercetina (Figura 8). La relacién 1:20 present6 las mayores
constantes de liberacion debido a que tiene una menor cantidad de inulina en la

formulacion de la microparticula.

Son escasos los estudios de liberacién 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 encontraron constantes de
velocidad de liberacion de polifenoles (modelo Peppas) menores a las de este estudio.
Sin embargo, no se puede comparar con este estudio porque el medio de disolucién es
diferente. Estos resultados indican que el tipo de agente encapsulante, activo y el
medio de disolucién son esenciales para controlar la cesion de un compuesto activo.
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Tabla 4: Parametros cinéticos obtenidos desde los perfiles de liberacion de quercetina para el disefio Q-(In-C).

Capsul® (%) Primer orden Higuchi Peppas
10°Kons + 10°DE =2 10%Kkonst 10°DE ) 10Kopst 10°DE i =2
(h™) (h™) (h™)
0 0,4+0,1 0,913 1,3+0,1 0,928 1,84 +0,7 0,47 0,952
13 1,0+£0,1 0,989 1,8 +0,1 0,972 19,3+1,9 0,21 0,950
13 3,3+0,6 0,959 2,0+0,2 0,962 38,2+2,5 0,14 0,940
25 2,0+0,3 0,903 1,6+0,2 0,929 41,8+25 0,10 0,981
0 0,9+0,1 0,935 1,8 +0,1 0,919 2,3+1,1 0,50 0,975
0 0,2+0,1 0,960 0,9+0,2 0,968 1,2+0,8 0,44 0,937
7 1,5+£0,7 0,916 2,4+0,4 0,963 13,0 +4,6 0,28 0,982
7 1,0+ 0,1 0,918 1,6+0,2 0,937 10,6 + 1,1 0,27 0,954
7 1,3+0,6 0,916 2,1+0,4 0,952 19,1+0,3 0,21 0,943
14 2,0+0,7 0,970 22+0,4 0,954 16,7 £ 5,1 0,24 0,959
14 50+1,0 0,944 2,7+0,5 0,925 32,5+5,4 0,18 0,952
0 1,7+£0,6 0,970 3,5+0,3 0,972 1,0+£0,1 0,50 0,978
5 2,7+0,6 0,919 2,2+0,3 0,928 29,1 £2,0 0,17 0,943
5 1,7+£0,6 0,978 1,9+04 0,962 27,8 +4,6 0,16 0,880
10 3,0+0,1 0,869 2,3+0,1 0,871 22,9+2,3 0,21 0,943

*Valores expresados como promedio + DE.
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Figura 8: Constantes de liberacion de quercetina desde microparticulas de Q/(In-C),
ajustadas al modelo cinético de Peppas con respecto a porcentaje de Capsul® para las
relaciones Q/(In) 1:20, 1:35 y 1:50.

3.2 Microparticulas de quercetina obtenidas bajo condiciones 6ptimas

Para obtener las microparticulas bajo condiciones Optimas del disefio Q-(In-C)
estudiado se utiliz6 la Metodologia de Superficie Respuesta (MSR) considerando la
forma cuadratica, lineal y la interaccién para las variables independientes estudiadas a
un nivel p< 0,05. La degradacion de polifenoles se asocia con reacciones de oxidacion
y/0 degradacién inducidas por calor. Sin embargo, las recuperaciones de quercetina
después del proceso de secado por atomizacién fueron altas, en un rango entre 80-
99%, debido a que los tiempos de residencia en la camara de secado (5-30 s) son

breves.

Los resultados del andlisis de varianza para la EE del disefio Q-(In-Q), indicaron que la
forma lineal y cuadratica de la temperatura no tuvieron un efecto significativo (p>0,05).
La relacion Q/In en su forma lineal, el inductor de poros en su forma lineal y cuadratica,
y la interaccion entre ambas variables tuvieron un efecto significativo (p<0,05) sobre la
EE de Q. Por lo tanto, la relacion fue significativa para la EE mostrando un efecto
positivo, mientras que el inductor de poros fue significativo mostrando un efecto
negativo (Anexo 3).
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El andlisis de varianza para la liberacién de Q en hexano para el disefio Q-(In-C) indicé
que la temperatura y la relaciéon Q/In no tuvieron un efecto significativo (p>0,05) sobre
la liberacién. Sin embargo, la forma lineal y cuadréatica del inductor de poros tuvo un
efecto significativo (p<0,05). De esta forma, los experimentos a los cuales se les
adicioné C, liberaron mas rapidamente la Q debido a la mayor canalizaciéon de las
microparticulas en comparacién a aquellos sin C (Anexo 3). Las Figuras 9 y 10
muestran el grafico de Superficie Respuesta para la EE y liberacion de Q en hexano al
dia 15 del disefio Q-(In-C)

Superkcke de Respuesta Estimada

ef encapau

Figura 9: Grafico obtenido mediante Metodologia de Superficie Respuesta para la

eficiencia de encapsulacion del disefio Q-(In-C).

Supericlke de Respuesta Estimada

Liberacion hexano

130 140 150 20 relacon

Figura 10: Grafico obtenido mediante Metodologia de Superficie Respuesta para la
liberacion de quercetina para el disefio Q-(In-C).

3.2.1 Microparticulas de quercetina obtenidas bajo condiciones 6ptimas para el
disefio Q-(In-C).
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La Tabla 5 muestra las condiciones éptimas para la encapsulacién de Q para el disefio
Q-(In-C).

Tabla 5: Condiciones Optimas y eficiencia de encapsulacion de quercetina para las

microparticulas del disefo Q-(In-C).

Caracterizacion

Relacién Q/(In) 1:43
Temperatura aire de entrada al secador (°C) 160
Capsul® (%) 0
Eficiencia de encapsulacion (%) 63,6 £ 0,2

*

Q: quercetina; In: Inulina; * porcentaje de Capsul, respecto a la inulina; Valores expresados

como promedio * desviacion estandar.

En la Tabla 5 se observa que las microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas
presentaron una eficiencia de encapsulacion de 63,6%. Este valor se obtuvo a una
relacion Q/In (1:43) con alto contenido de sélidos solubles, lo cual favoreceria la
velocidad de formacion de la costra sobre la superficie de la particula durante el
proceso de secado, permitiendo la difusion del agua y la retencién del activo (Kenyon,
1995).

La Figura 11 (A-C) muestra las microfotografias SEM de las microparticulas de Q
obtenidas bajo condiciones 6ptimas. La mayoria de las microparticulas presentaron
forma esférica, superficie lisa con pocas indentaciones. La presencia de indentaciones
sobre la superficie de las particulas se puede atribuir a las altas temperaturas de
secado (160°C) produciéndose una rapida evaporacién del agua y una alta presion en
el interior de las particulas (Alamilla-Beltran et al., 2005). Esta morfologia es similar a la
encontrada por Ronkart et al. (2007), quien reportd que la temperatura de alimentacion
al secador afecta la morfologia superficial del polvo de inulina, dependiendo si la
mezcla de alimentacién correspondia a una solucion o a una dispersion, obteniéndose

particulas lisas o rugosas y esféricas o0 amorfas, respectivamente.
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La morfologia de las microparticulas depende de diferentes parametros que intervienen
en el secado como: temperatura de alimentacién al secador, temperatura del aire de

entrada al secador y solvente utilizado entre otros factores (Kosaraju et al., 2006).

Figura 11: Microfotografia de las microparticulas de quercetina obtenidas bajo
condiciones Optimas a diferentes amplitudes para el disefio Q-(In-C). A: (Mag 3.00 KX); B:
(Mag 12.00 KX); C:(Mag10.00 KX).
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La Figura 12 muestra el perfil de liberacién de Q en hexano desde las microparticulas
obtenidas bajo condiciones Optimas para el disefio Q-(In-C), durante 1920 horas
(ochenta dias) a 30°C. Para mejorar la dispersabilidad de la Q en hexano, se agregé
0,5% de Span 85.

40 -
< ¢
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0 500 1000 1500 2000 2500
Tiempo (h)

Figura 12: Perfil de liberacion de Q desde microparticulas obtenidas bajo condiciones
optimas en hexano a 30°C para el disefio Q-(In-C).

Se observo un comportamiento bifasico en el grafico de perfil de liberacion para las
microparticulas obtenidas bajo condiciones Optimas, en acuerdo con los estudios
realizados por Poulain et al. (2003) y Robert et al. (2012). Sin embargo, la liberacion de
quercetina, que alcanzé un 35% a las 1820 horas correspondi6 a la quercetina
dispuesta superficialmente en las microparticulas, no observandose liberacién de la
quercetina encapsulada durante el tiempo de estudio. Este comportamiento se deberia
a una fuerte interaccién quercetina-Inulina, a la baja solubilidad de la quercetina en el
medio de disolucion (hexano) y a la ausencia del inductor de poros que permita la
formacién de canales en la microparticula. Por lo tanto, los resultados sefalan que el
perfil de liberacién de un compuesto activo dependera del tipo de agente encapsulante,
del medio de disolucion y de la solubilidad del activo en el medio.

Para explicar el perfil de liberacién de la Q los datos se ajustaron a tres modelos
matematicos (Primer orden, Higuchi y Peppas). La Tabla 6 muestra los parametros
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cinéticos obtenidos de la curva de liberacién de quercetina desde las microparticulas
obtenidas bajo condiciones 6ptimas en hexano a 30°C, para el disefio Q-(In-C).

Tabla 6: Parametros cinéticos de las microparticulas obtenidas bajo condiciones optimas
para el disefio Q-In-C

Parametros cinéticos K R®
Constante de Primer orden 10°kgps (h™) 0,2 +0,1 0,933
Constante Higuchi 102 ke + 10° DE (h®) 1,0 £ 0,1 0,920
Constante Peppas 10" kgys = 10'DE (h™) 1,0+0,7 0,920
Coeficiente n (Peppas) 0,5

Se observd un buen ajuste de los datos cinéticos a los tres modelos estudiados con
R®>0,9. Las constantes de velocidad de liberacién presentaron bajos valores, lo que
corresponderia a una liberacién lenta de la Q hacia el hexano desde las
microparticulas. De acuerdo al valor del exponente n del modelo de Pepppas (n=0,5)
se puede establecer que la liberacién de la Q desde las microparticulas en hexano
ocurrié principalmente por un mecanismo de difusién Fickiana a favor de una gradiente
de concentracién. Estos resultados son similares al comportamiento observado en las
microparticulas del disefio que no contenian agente inductor de poros, por lo cual no

habria formacion de canales que permitieran la difusion del activo hacia el medio.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrollaron microparticulas de quercetina con inulina nativa como
agente encapsulante y capsul® como inductor de poros, para estudiar la cinética de
liberacién del flavonoide en un medio hidrofébico. Los resultados obtenidos mostraron
que la hipotesis en este estudio se cumplié.

1.- La eficiencia de encapsulacion de quercetina fue significativamente menor (p<0.05)
en las microparticulas que contenian inductor de poros (Capsul), debido a que este
compuesto disminuye la interaccidon quercetina-inulina (hidrofilico), ya que en su
estructura presenta un componente lipofilico que afectaria la interaccion polimero-

activo.

2. El perfil de liberacién de quercetina en hexano desde las microparticulas se asocio
directamente al agente inductor de poros. Las constantes de velocidad de liberacién
fueron mayores en las microparticulas que contenian inductor de poros, debido a la

formacion de canales en la microparticula.

3. El andlisis de la cinética de liberacion de quercetina en hexano desde las
microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas, indicé que la quercetina se liberd
hacia el medio hidrofébico principalmente a través de un mecanismo de difusion de tipo
Fickiano.

4. De acuerdo al perfil de liberacién, las microparticulas de quercetina podrian tener

diferentes aplicaciones en sistemas alimentarios como por ejemplo aceites

comestibles.
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ANEXOS

Anexo 1: Disefio experimental para las microparticulas de quercetina con inulina nativa
y capsul® como inductor de poros.

Relacién Capsul® Temperatura del aire de entrada
Q/(In) (%)* (°C)
1:20 0 140
1:20 13 120
1:20 13 160
1:20 25 140
1:35 0 120
1:35 0 160
1:35 7 140
1:35 7 140
1:35 7 140
1:35 14 120
1:35 14 160
1:50 0 140
1:50 5 120
1:50 5 160
1:50 10 140

*Porcentaje de Capsul respecto a inulina.
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Anexo 2: Curva de calibraciéon de quercetina por cromatografia HPLC con detector de
arreglo de diodos.
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O T T 1
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Concentracion pg/ml
Concentracion
Quercetina Area
pg/mL
100 9400708
80 7694730
40 3838861
20 1910914
10 916028
2 189582
1 90023
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Anexo 3: Andlisis de varianza Metodologia de Superficie Respuesta (MSR)

Analisis de Varianza para la Eficiencia de encapsulacion de quercetina

Fuente Suma de Cuadrados|Gl| Cuadrado Medio|Razon-F | Valor-P
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
CC 315,923 1 {315,923 41,44 10,0013
Error total 38,1225 5 [7,6245

Total (corr.) |984,884 14

R-cuadrada = 96,1292 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 89,1619 porciento
Error estdndar del est. =2,76125

Error absoluto medio = 1,31667

Estadistico Durbin-Watson = 2,29114 (P=0,4955)
Autocorrelacidn residual de Lag 1 =-0,146751

Anélisis de Varianza para Liberacién de quercetina en hexano

Fuente Suma de Cuadrados|Gl| Cuadrado Medio|Razon-F | Valor-P
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 14090,6 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
CC 2114,23 1 211423 43,47 0,0012
Error total 243,164 5 48,6328

Total (corr.) |7684,74 14

R-cuadrada = 96,8358 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 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

Optimizar Deseabilidad
Valor 6ptimo = 0,86167

Factor Bajo |Alto | Optimo

temperatura | 120,0|160,0|160,0

relacion 20,0 |50,0 43,3896

capsul 0,0 |1,7 ]0,0000789505

Respuesta Optimo

ef encapsu 66,5382

Liberacion hexano | 21,6646




Anexo 4: Andlisis Anovapara eficiencia de encapsulacion y liberacién en
quercetina para los experimentos del disefio

hexano de

Tabla ANOVA para EE por Experimento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Entre grupos  [2955,96 14 211,14 26,29 0,0000
Intra grupos 240,92 30 18,03067

Total (Corr.) [3196,88 44

Pruebas de Miiltiple Rangos para EE por Experimento

Meétodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Experimento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
2 3 39,7333  |X
3 3 44,0 XX
8 3 45,9333 [xxXX
15 3 46,3333 |XXX
14 3 49,1333 XXX
9 3 49,2667 XXX
4 3 50,6333 XXX
10 3 50,9667 XXX
3 51,7667 XXX
13 3 52,2333 XXX
1 3 53,5333 XXX
11 3 56,1 XXX
6 3 61,3 XX
3 63,2333 X
12 3 73,3333 X
Medias y 95,0% de Tukey HSD
s [ 1
s % -
g } -
w C N
551 % % % % % %: E
a5 - % % % %: % % -
35 3

3 4 5 6 7 8

9 10 11

Experimento

12

13 14 15

44



Tabla ANOVA

ara LIH por Experimento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Entre grupos  [23227.6 14 11659,11 169,62 0,0000
Intra grupos 293,433 30 19,78111

Total (Corr.) |23521,0 44

Pruebas de Miiltiple Rangos para LIH por Experimento

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

Experimento  |Casos |Media Grupos Homogéneos
6 3 16,4333 |X
5 3 18,9 X
1 3 21,3 X
12 3 49,7 X
10 3 52,5 X
2 3 65,5 X
7 3 68,9 XX
8 3 73,5667 XXX
14 3 73,7667 XXX
4 3 73,8 XXX
9 3 75,4 XXX
15 3 76,0667 XXX
13 3 77,6667 XXX
3 3 80,1 XX
11 3 84,8 X
Medias y 95,0% de Tukey HSD
100
8o }
X 71
of ! %
5 ¢ !
40 —
20 — % %
ol

6 7 8 9 10 1

Experimento

12 13 14 15



