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Abreviaturas
AE: Agente encapsulante

AT: Antocianinas totales

aw: Actividad de agua

BA: Bioaccesibilidad

CA: Capacidad antioxidante

Ci-3,5-diglu: Cianidina-3,5-diglucésido

Ci-3-glu: Cianidina-3-glucésido

Ci-3-sa: Cianidina-3-sambubiosido

Ci-3-sa-5-glu: Cianidina-3-sambubiodsido-5-glucésido

Del-3,5-diglu: Delfinidina-3,5-diglucésido

Del-3-glu: Delfinidina-3-glucésido

Del-3-sa: Delfinidina-3-sambubiosido

Del-3-sa-5-glu: Delfinidina-3-sambubidsido-5-glucésido

DPPH: 2,2-difenil-I-picrilhidracil

EE: Eficiencia de encapsulacion

FRAP: Poder antioxidante reductor del hierro (Ferric Reducing Antioxidant Power)
HPLC-DAD: Cromatografia liquida de alta resolucion con arreglo diodo
JM: Jugo de maqui

L: Liofilizacion

LA: Liofilizacion con molienda con molinillo

LB: Liofilizacion con molienda con mortero

MSR: Metodologia de superficie de respuesta

PT: Polifenoles totales

SA: Secado por atomizacion

SEM: Microscopia electronica de barrido (Scanning Electron Microscopy)

TGI: Tracto gastrointestinal



Compuestos quimicos estudiados

Cianidina-3,5-diglucésido: cyanidin-3,5-diglucoside (PubChem CID: 441688).
Cianidina-3-glucdésido: cyanidin-3-glucoside (PubChem CID: 92131208).
Cianidina-3-sambubidsido: cyanidin-3-sambubioside (PubChem CID: 6602304).

Cianidina-3-sambubidsido-5-glucésido: cyanidin-3-sambubioside-5-glucoside

(PubChem CID: 44256731).

Delfinidina-3,5-digluco6sido: delphinidin-3,5-diglucoside (PubChem CID: 10100906).
Delfinidina-3-glucésido: delphinidin-3-glucoside (PubChem CID: 443650).
Delfinidina-3-sambubidsido: delphinidin-3-sambubioside (PubChem CID: 44256884).

Delfinidina-3-sambubidsido-5-glucdsido: delphinidin-3-sambubioside-5-glucoside

(PubChem CID: 44256891).
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Resumen

Se elaboraron microparticulas de jugo de maqui (JM) usando secado por atomizacion (SA)
y liofilizacion (L) como métodos de encapsulacion con la finalidad de proteger sus
antocianinas frente a condiciones ambientales de una matriz alimenticia y del tracto
gastrointestinal (TGI). Se utilizé como agente encapsulante (AE) una mezcla de polisacéarido
(maltodextrina (MD)) y proteina (aislado proteico de soya (APS)). Las condiciones
experimentales 6ptimas para lograr una optimizacion de las variables respuesta (mediante
metodologia de superficie de respuesta) fueron una temperatura del aire de entrada al
secador de 114°C y una relacién JM/AE de 1:4,14. Esta relacion JM/AE, se utiliz6 para

replicar la formulacién en la elaboracién de microparticulas de JM por L.

El contenido de antocianinas totales (AT) de las microparticulas de SAy L fue 2,8 y 2,6 mg
ci-3-glu/g respectivamente, alcanzando una eficiencia de encapsulacion (EE) de AT
superior a 92,5% en ambos métodos. La EE de las antocianinas diglicosiladas fue
significativamente superior respecto a las monoglicosiladas para ambos métodos de
microencapsulacién. La recuperacion de las microparticulas de SA fue superior (99,8%),
respecto a L (91,8%), mientras que el rendimiento alcanzado usando L (94,6%) fue casi el
doble del alcanzado por microparticulas SA (54,1%). Estas ultimas tuvieron un mayor

contenido de humedad y valores superiores de aw y densidad aparente, respecto de L.

La encapsulacién de JM favoreceria la utilizacion de JM como un ingrediente en polvo, ya
gue al ser agregadas a un yogur, a los 35 d de almacenamiento a 4 °C, se alcanzaron altos
porcentajes de retencidon de antocianinas individuales, destacando la del-3-sa-5-glu con la
mayor retencion en un rango de 90 — 99%. Adicionalmente, la microencapsulacion aumento
la bioaccesibilidad (BA) de las antocianinas en un modelo de simulacién Gl in vitro, donde
la BA de las AT fue significativamente superior para las microparticulas de JM (SA: 45,8%;

L: 44,6%) respecto al JM (38,3%).



Summary
“The encapsulation of maqui juice (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz) by spray-

drying and freeze drying: stability in food matrix and using an in vitro digestion

model"

Maqui juice (MJ) microparticles were prepared using both spray-drying (SD) and freeze-
drying (FD) as encapsulation methods in order to protect anthocyanins against
environmental conditions in a food matrix and into the gastrointestinal tract (GIT). A mixture
of a polysaccharide (maltodextrin (MD)) and a protein (soy protein isolate(SPI)) was used

as encapsulating agent (EA).

The optimal experimental conditions to achieve the optimization of the response variables
(using response surface methodology) were an inlet air temperature of 114°C and a MJ/EA
ratio of 1:4.14. This MJ/EA ratio was used to replicate the formulation in the preparation of

MJ microparticles using FD.

The total anthocyanins (TA) content of the microparticles from SD and FD were 2.8 and 2.6
mg cy-3-glu/g respectively, achieving an encapsulation efficiency (EE) of TA higher than
92.5% in both methods. The EE of 3,5-O-diglycosylated anthocyanins was significantly
higher than the EE of 3-O-glycosylated anthocyanins for both microencapsulation methods.
The recovery of the anthocyanins from SD microparticles was higher (99.8%) in comparison
to FD (91.8%) whereas the yield achieved using FD (94.6%) was almost the double than SD
microparticles (54.1%). The SD microparticules have higher values of moisture content, aw

and bulk density in comparison to FD.

The MJ encapsulation would favor the use of MJ as a powder ingredient, because when the
microparticles were added to a yogurt during 35 days of storage at 4°C, high retentions of
individual anthocyanins were found where the del-3-sa-5-glu had the highest retention in a
range of 90-99%. Moreover, the microencapsulation improved the bioaccessibility (BA) of
the anthocyanins using a mimic GIT model in vitro, were the BA of TA of microparticles (SD:
45.8%, FD: 44.6%) was significantly higher than MJ (38.3%).



Introduccion
Durante las dos ultimas décadas se ha generado un interés mundial en busqueda de nuevas
materias primas vegetales con altos contenidos de polifenoles y actividad antioxidante
(Robert y Fredes, 2015), debido a los beneficios para la salud asociados a los polifenoles y
su proteccion contra el dafio producido por radicales libres y estrés oxidativo (Rice-Evans y

Miller, 1996).

El maqui (Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz) es una especie nativa de Chile, la que se ha
estudiado especialmente por ser una fuente natural de antioxidantes, principalmente de
antocianinas (Fredes et al., 2014?), que ademas de ser responsables del color morado del
fruto, estan relacionadas con propiedades beneficiosas para la salud, tales como la
regulacién de la diabetes tipo Il e inhibicién de la lipasa pancreética (Gironés-Vilaplana et
al., 2014) y efectos cardioprotectivos (Céspedes et al., 2010). Sin embargo, la estabilidad
de las antocianinas se ve afectada por distintos factores ambientales y del tracto
gastrointestinal (TGI), como los cambios en el pH, la temperatura, oxigeno y la presencia

de iones metalicos (Pascual-Teresa y Sanchez-Ballesta, 2008).

La encapsulacion podria ser una estrategia de proteccion de las antocianinas, mejorando
la estabilidad y bioaccesibilidad de estos compuestos (Fredes y Robert, 2014). La
encapsulacion mediante secado por atomizacion (SA) es el método mas utilizado en la
industria de alimentos para la encapsulacién de antocianinas (Mahdavi y Jafari, 2014;
Robert y Fredes, 2015), aunque en los Ultimos afios se ha desarrollado también la
encapsulacion por liofilizacion (L) debido a que a diferencia del SA, se trabaja a
temperaturas y presiones reducidas que disminuirian la degradacion de sustancias volatiles

o termosensibles (Robert et al., 2017).

En este estudio se disefiaron microparticulas de jugo de maqui (JM) utilizando una mezcla
de polisacarido (maltodextrina (MD))- proteina (aislado proteico de soya (APS)) como
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agente encapsulante (AE), que otorgaria una mayor estabilidad de las microparticulas en
una matriz alimenticia y proteccion de las antocianinas en el TGIl, aumentando la

bioaccesibilidad (BA) de éstas (Li y Tang, 2013).

El objetivo de esta investigacion fue comparar el SA 'y la L como métodos de encapsulacion
de JM, analizando su efecto sobre el rendimiento, la recuperacion y EE de antocianinas
totales (AT) e individuales, incluyendo también el estudio de pardmetros de reconstitucion
y estabilidad de las microparticulas en una matriz alimenticia y en un modelo de simulacién
gastrointestinal in vitro. Esta investigacion se enmarcé en el proyecto FONDECYT

Postdoctoral N° 3150342.



Revision bibliografica
2.1. Maqui
La Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz, conocida popularmente como maqui es una especie
nativa de Chile, que crece preferentemente en suelos humedos del valle central, en los
faldeos de ambas cordilleras, quebradas o margenes de bosques, desde el nivel del mar
hasta los 2.500 m sobre el nivel del mar. El maqui se distribuye desde la Region de

Coquimbo hasta Aysén (Rodriguez et al., 1983).

El &arbol de maqui es delgado, de 30 a 35 cm de diametro, pudiendo alcanzar
aproximadamente 5 m de altura (Benedetti, 2012). Tiene un periodo de floracion desde
octubre hasta principios de noviembre y un periodo de fructificacién entre diciembre vy
febrero (Montenegro, 2002). Los frutos corresponden morfolégicamente a una baya
comestible de color “negro brillante”, de unos 5 mm de diametro y de pulpa dulce en cuyo

interior hay dos semillas angulosas (Hoffmann, 1997).

El maqui es un fruto que principalmente se recolecta de poblaciones silvestres y se
comercializa en mercados locales tanto en fresco como procesado en productos de
elaboracion artesanal para consumo local. En los dltimos afios se ha potenciado el uso del
maqui debido principalmente a sus propiedades antioxidantes, por lo que se han empezado
a desarrollar diversos productos en base a éste, tales como jugos, mermeladas, maqui en
polvo, capsulas y productos de cosmética (Benedetti, 2012). La Oficina de Estudios y
Politicas Agrarias (ODEPA, 2015) inform6 que las exportaciones de maqui alcanzaron US
$4,4 millones entre enero y septiembre de 2015. Aproximadamente 88.218 kg (US
$670.734) de maqui congelado fueron exportados durante este periodo. EI maqui también
se exportdé como maqui en polvo, jugo, maqui deshidratado, en conserva y otros preparados

de frutas. Los principales paises de destino fueron Japén (25%), Corea del Sur (24%), Italia



(18%), Estados Unidos (16%), Alemania (9%), Australia (3%) y Dinamarca (2%), entre otros

(ODEPA, 2015).

2.2. Antocianinas

Las antocianinas son polifenoles que entregan al maqui su color caracteristico, siendo
estudiadas por su gran poder antioxidante y efectos beneficiosos para la salud (Pascual-

Teresa y Sanchez-Ballesta, 2008).

Las antocianinas estan constituidas por una antocianidina unida a uno o mas azucares en
distintas posiciones. La estructura basica de una antocianidina es un i6n flavilo (2-
fenilbenzopirilio) (Figura 1) que varia de acuerdo al tipo de sustitucion que tenga, teniendo
grupos hidroxilos (OH) o metoxilos (OCHs) en distintas posiciones. Seis son las
antocianidinas mas comunes en plantas: pelargonidina, cianidina, delfinidina, petunidina,

peonidina y malvidina (Wang et al., 2013).

R1

R2
+
HO o
= R3
Fuente: Wang et al., 2013.
L
OH

OH . .
Figura 1. Estructura béasica de una
antocianidina.
La identificacién de las antocianinas del fruto de maqui se ha descrito por diferentes autores
(Escribano-Bailén et al. 2006; Céspedes et al. 2010, Ruiz et al., 2010; Fredes et al., 2014°),

siendo las principales:

1. Delfinidina-3-sambubidsido-5-glucésido (del-3-sa-5-glu)
2.  Delfinidina-3,5-diglucosido (del-3,5-diglu)

3.  Cianidina-3-sambubidsido-5-glucosido (ci-3-sa-5-glu)
4.  Cianidina-3,5-diglucoésido (ci-3,5-diglu)
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5. Delfinidina-3-sambubiodsido (del-3-sa)

6. Delfinidina-3-glucésido (del-3-glu)

7.  Cianidina-3-sambubiésido (ci-3-sa)

8.  Cianidina-3-glucésido (ci-3-glu)
Escribano-Bail6n et al. (2006) sefialaron que la antocianina mas abundante es la del-3-sa-
5-glu (34% del total de las antocianinas), por otra parte Rojo et al. (2012) indicaron que la
del-3-glu es la antocianina mas abundante en el fruto de maqui (34,1% del total de
antocianina). Fredes et al. (2014"), indicaron que tanto la del-3,5-diglu y del-3-glu fueron las
antocianinas mas abundantes en el fruto de maqui (33,7% y 31,6% del total de las
antocianinas, respectivamente). Las variaciones encontradas tanto en el contenido como
en el tipo de antocianinas se relacionan con diferencias en genotipos y/o en zonas

geograficas de recoleccion (Fredes et al., 2014°).

2.3. Estabilidad de antocianinas

Debido a su estructura quimica en particular, las antocianinas son inestables y susceptibles
a degradacion, principalmente por factores ambientales (temperatura, luz y oxigeno) y otros
factores como pH, presencia de copigmentos, iones metalicos, enzimas, acido ascérbico,

azucar, productos de degradacion de proteinas y diéxido de azufre (Mahdavi y Jafari, 2014).

El oxigeno puede generar disminucion del color o pardeamiento, ya sea formando
compuestos oxidados que reaccionan con las antocianinas o una oxidacién directa de éstas
(Rein, 2005). La degradacion de las antocianinas generada por la luz se relaciona con la
aceleracion de reacciones fotoquimicas, en la cual se pueden encontrar compuestos

incoloros (Eiro y Heinonen, 2002).

La aplicacion de tratamientos con temperaturas altas afecta negativamente el contenido de
antocianinas, donde un tratamiento con temperatura entre 42°C y 48°C por tres horas redujo

el contenido de antocianinas en frutillas (Civello et al., 1997).
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La biodisponibilidad de las antocianinas es baja debido a su sensibilidad a los cambios en
pH. Las antocianinas son generalmente estables a valores de pH menores o iguales a 3,5
y son por lo tanto, estables en condiciones gastricas. Sin embargo, se degradan a valores

de pH mas altos, como el del intestino (pH 6-7) (Mahdavi y Jafari, 2014).

En este contexto, se plantea la encapsulacién de las antocianinas del JM como una
estrategia de proteccion frente a las condiciones ambientales del alimento y del sistema

gastrointestinal.

2.4. Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica que se ha utilizado en la industria de alimentos y se
define como una tecnologia donde compuestos soélidos, liquidos o gaseosos se introducen
en una matriz o sistema pared de naturaleza polimérica con el fin de proteger los activos
del medioambiente, de su interaccién con otros componentes del alimento o bien para su

liberacion controlada bajo condiciones especificas (Desai y Park, 2005).

La seleccion del proceso de encapsulacién considera el tamafio medio de la particula
requerida y las propiedades fisicas y quimicas del AE y la sustancia a encapsular, las
aplicaciones para el material microencapsulado, el mecanismo de liberacion deseado vy el

costo (Yanez et al., 2002).

Existen diferentes métodos de microencapsulacion. Segun Yafiez et al. (2002) se dividen

en tres grupos:

i.  Procesos fisicos: secado por atomizacion, extrusion y recubrimiento por
aspersion.

ii.  Procesos fisicoquimicos: coacervacién simple o compleja y atrapamiento en
liposomas.

ii.  Procesos quimicos: polimerizacion interfacial e inclusion molecular.



Adicionalmente, Desai y Park (2005) destacan otros métodos de encapsulacién como el
secado por enfriamiento (spray-cooling), secado por refrigeracion (spray-chilling),

recubrimiento por lecho fluidizado, extrusion centrifuga y liofilizacién entre otros.

A. Secado por atomizacion (SA)

El SA es el método mas utilizado en la industria de alimentos para la encapsulacion de
antocianinas, ya que comparado con otros métodos de encapsulacion, el SA permite
obtener microparticulas en polvo, en un proceso de un solo paso (Yafiez et al., 2002).
Ademas, es un método econdémico, efectivo en la proteccion de ingredientes alimentarios
susceptibles al deterioro por agentes externos (Tonon et al., 2010) y es un equipo disponible

comunmente en la industria de alimentos y farmacéutica (Robert y Fredes, 2015).

El SA es una operacién unitaria donde un producto liquido es atomizado en una corriente
de gas caliente, obteniendo instantaneamente un polvo (Gharsallaoui et al., 2007). El
proceso de SA comprende tres fases principales. La primera de ellas es la atomizacién del
liguido de alimentacion mediante un dispositivo apropiado. En la segunda etapa, finas
gotitas de la alimentacion son sometidas a la interaccion con un gas de secado
(generalmente aire) a alta temperatura, donde se produce transferencia de calor y masa
(agua), dando lugar a la formacién de particulas de producto sélido. Durante la Gltima fase,
las particulas secas se separan del gas de secado en un ciclén. Cada una de las fases
antes mencionadas, asi como las condiciones en las que se llevan a cabo, tiene un efecto
significativo en la eficacia del proceso de secado y las propiedades del producto final (Cal

y Sollohub, 2010).

Las variables de operacibn més importantes en la microencapsulacion por SA son la
temperatura de alimentacion y la temperatura de entrada y salida del aire del secador,
mientras que el tipo de AE y su relacion con el extracto a encapsular son las principales

variables de formulacién (Gharsallaoui et al., 2007).
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B. Liofilizacion (L)

La encapsulacién por L es un proceso de conservacion de alimentos (incluyendo sus
compuestos activos) sensibles al calor y otros materiales biol6gicos. Se basa en la
sublimacion del agua, conservando con éxito la mayor parte de las propiedades iniciales de
las materias primas; tales como la forma, las dimensiones, color, sabor, textura y la actividad

biolégica (Ceballos et al., 2012).

La principal ventaja de esta técnica de deshidratacion y encapsulacion es la alta calidad del
producto terminado. Sin embargo, dado el costo del proceso, la L permanece generalmente
restringida (Amrani y Brigui, 2007). Se considera un método adecuado para el secado de
pigmentos térmicamente sensibles tales como las antocianinas (Laokuldilok y Kanha,
2015), donde ademas, el producto obtenido tiene una buena capacidad de rehidratacion

(Ceballos et al., 2012).

El proceso de L consta principalmente de dos pasos; el primero consiste en congelar el
producto y en el segundo paso el producto congelado es secado por sublimacion del hielo
bajo presion (Orrego, 2008). Los parametros de operacion mas importantes en la L son la
temperatura de congelamiento, la presion total y parcial del sistema, considerando también
el tipo de equipo que se utilice, ademas de las propiedades del alimento que se liofilizara

(Parzanese, 2015).

La etapa de congelacion tiene una gran influencia en la eficiencia global del proceso de L,
ya que establece la estructura de los cristales de hielo (forma y tamafio) que afectan la
velocidad de trasferencia de calor y masa, afectando asi la posterior sublimacién y también

las propiedades de rehidratacion del polvo (Ceballos et al., 2012).

La L, a diferencia del SA, requiere un paso de molienda o trituracién para la obtencién de

productos en polvo. En el proceso de trituracion se reduce el tamafio del producto, mediante
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una acciébn mecanica. La energia necesaria depende de la dureza del sélido asi como
también de su fragilidad. La fuerza aplicada puede ser de compresion, impacto o cizalla, y
tanto la magnitud de la fuerza como el tiempo de aplicacién afectaran el tamafio de particula

alcanzado (Earle, 1968).

Dentro de los equipos de molienda ampliamente utilizados en la industria de alimentos,
destacan las quebrantadoras de mandibulas, quebrantadoras de cilindros, molinos de
matrtillos, molinos de eje fijo, molinos de placa, molinos de rodillos, molinos de bolas y
cortadoras entre otros (Earle, 1968). La compresion es la accidén caracteristica de los
gquebrantadores. Los molinos utilizan impacto y frotacion, a veces combinadas con
compresion; los molinos de ultrafinos operan principalmente por frotacién y el corte es,
l6gicamente, la accion caracteristica de las maquinas cortadoras (McCabe et al., 1991).
Para realizar la disminucién del tamafio de particulas del producto de L a nivel de laboratorio

se simula la accion de los equipos utilizados en la industria.

La reduccion del tamafio de particulas aumenta también la reactividad de los sélidos
(McCabe et al., 1991) lo que podria afectar directamente las caracteristicas morfol6gicas
del polvo obtenido y sus propiedades de reconstitucion, rehidratacion y estabilidad. En este
estudio, se seleccion6 un mortero de ceramica, el cual simula la accion de un molino y un

molinillo para café, que realiza una accién de corte, como las maquinas cortadoras.

2.5. Agentes encapsulantes (AE)

La eleccion del AE es muy importante para lograr una buena eficiencia de encapsulacion
(EE) y estabilidad de las microparticulas. Los criterios para la seleccion de un AE se basan
principalmente en las propiedades fisicas y quimicas de los polimeros; tales como, la
solubilidad; peso molecular; temperatura de transicion vitrea/fusion; cristalinidad;
difusibilidad; capacidad de formacion de pelicula y propiedades emulsionantes

(Gharsallaoui et al., 2007).
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Los AE utilizados normalmente en el secado por atomizacion de jugos de frutas ricas en
antocianinas son MD y goma arébica debido a su alta solubilidad y baja viscosidad, lo que
permite un alto contenido de sdlidos en la solucién de alimentacién. La MD destaca como

el principal AE en extractos de jugos de frutas tipo berry (Robert y Fredes, 2015).

Las MD son almidones hidrolizados, utilizados de manera eficiente como AE en el secado
por atomizacion para proteger materiales sensibles frente a la oxidacion y también evitan
problemas de cristalizacidn, lo cual es especialmente importante en el caso de los productos
ricos en azucar como los jugos de frutas (Tonon et al., 2010). Adicionalmente, MD de
diferentes equivalentes de dextrosa (12-20) son comuUnmente utilizadas por su alta
solubilidad en agua, baja viscosidad, bajo contenido de azlcar y por generar soluciones

incoloras (Robert et al., 2010).

La proteina de soya es una de las fuentes de proteinas vegetales mas populares utilizada
como ingrediente en la formulacién de alimentos (FAO, 1992). Los APS son la forma mas
concentrada de productos de proteina de soya disponibles comercialmente y contienen mas
de 90% de proteina, sobre una base libre de humedad (FAO, 1992). Las propiedades
funcionales de los aislados de soya han sido asociadas con el comportamiento
hidrodinamico, asi como también con las interacciones proteina-proteina que se reflejan en
su composicién y en la estructura de sus componentes principales, las globulinas glicina

(11S) y B-conglicinina (7S) (Wagner et al., 2000).

Kim y Morr (1996) utilizaron el APS como AE, obteniendo como resultado buenas
propiedades en las microparticulas del aceite de naranja y mayor retenciéon de éste en
relacion a la encapsulacion con proteina de suero de leche y goma ardbica. Robert et al.
(2015) encapsularon pulpa de tuna purpura (Opuntia ficus-indica) con MD, inulina, APS y

mezclas de proteinas y polisacaridos como AE. Los resultados mostraron que las mezclas
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proteinas-polisacaridos mejoraron la eficiencia de encapsulacién de polifenoles respecto a

los sistemas con polisacéaridos.

Una de las limitaciones que existe en el uso de proteinas como AE es su alta viscosidad,
por lo que es reconocido que la union de proteinas con polisacaridos de baja viscosidad
puede generar una disminucién de ésta, aumentar la EE e incluso otras propiedades fisicas
de los polvos obtenidos por SA (Young et al., 1993). Adicionalmente, Li y Tang (2013)
estudiaron la influencia de la glicacion en las propiedades de microencapsulacién en
emulsiones de APS y lactosa secadas por atomizacién, obteniendo como resultados que la
incorporacién del polisacarido al sistema aumenta la estabilidad de la emulsion, la

solubilidad de la proteina y la EE.

En esta investigacién se utilizé una mezcla de proteina (APS) con polisacarido (MD) como

AE para la microencapsulacién de JM por SAy L.

2.6. Reconstitucién del JM

Una propiedad importante en el desarrollo de formulaciones alimenticias en polvo, es la
facilidad de reconstituirlas en agua (Ceballos et al., 2012). La rehidratacién se influencia por
los mecanismos de transferencia de materia, donde se consideran los factores propios del
proceso de deshidratacién (pre tratamiento, método de secado, temperatura y velocidad de
secado y almacenamiento) y las condiciones de rehidratacion a utilizar, tales como el
solvente que se empleara, la temperatura a la que se realizara el proceso, la agitacion y

también a las caracteristicas intrinsecas del producto seco (Marin et al., 2006).

Finalmente el producto reconstituido se podra evaluar de acuerdo a su habilidad para
humectarse, la capacidad para sumergirse, la agilidad para dispersarse en particulas

independientes en el solvente (dispersabilidad) y su solubilidad (Mosquera, 2010).

13



2.7. Estabilidad de antocianinas en matriz alimenticia

El uso de polisacéaridos como la MD para la proteccion de antocianinas microencapsuladas
esta limitado por su solubilidad en agua y la subsiguiente liberacién de antocianinas en
medios liquidos, lo cual afecta directamente su estabilidad cuando son aplicadas en
alimentos liquidos tales como productos lacteos (Robert y Fredes, 2015). Robert et al.
(2010) estudiaron la adicion de microparticulas de jugo de granada en yogur, mostrando
gue las antocianinas encapsuladas tanto con MD como con APS tuvieron un
comportamiento similar a aquellas no encapsuladas (jugo de granada), desapareciendo
antes de 7 d de almacenamiento. Estos resultados fueron consistentes con Coisson et al.
(2005) que estudi6 la adicion de jugo de acai en yogur, donde las antocianinas fueron
estables por 2 d. Por esta razén se ha comenzado a investigar la efectividad de uso de
polisacarido en mezcla con proteinas como AE para mejorar las propiedades fisicas y

quimicas de las microparticulas y su estabilidad (Li y Tang, 2013).

La adicién de extractos de antocianinas en diferentes etapas del proceso de elaboracién de
yogur se ha estudiado para jugo de acai (Euterpe olerecea) (Coisson et al., 2005), cheqche
liofilizado (Berberis boliviana) (Wallace y Giustu, 2008), extractos etandlicos de vino de uva
(Vitis vinifera) (Karaaslan et al., 2011) y grosella negra (Ribes nigrum) (Sun-waterhouse et
al., 2013). Sin embargo, no existen estudios que analicen la estabilidad de antocianinas
totales (AT) e individuales de maqui aplicada en yogur, ni tampoco la efectividad de la
utilizaciéon de la microencapsulacion como método de proteccién de éstas en una matriz

alimenticia.
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2.8. Modelo de simulacién gastrointestinal in vitro

Las condiciones del tracto gastrointestinal (TGI), afectan la estabilidad de las antocianinas

y por lo tanto su biodisponibilidad como su bioaccesibilidad (BA).

La BA se define como la cantidad o fraccién del compuesto bioactivo que es liberado de la
matriz alimenticia en el TGl y es potencialmente disponible para la absorcién (Heaney, 2001
citado por Carbonell-Capella et al., 2014). La BA depende ampliamente de las interacciones
de los compuestos bioactivos con la matriz alimenticia (Aravena et al.,, 2016) y
generalmente se evalla mediante un modelo de digestion in vitro, en el cual se simula la
digestidn gastrica y del intestino delgado (Carbonell-Capella et al., 2014). De acuerdo con
la muestra a digerir, se ajustan variables como el pH, la actividad enzimatica y la

concentracion de enzimas entre otras (Hur et al., 2011).

Por otra parte, la biodisponibilidad es un concepto que es definido como la fraccién de un
nutriente 0 compuesto ingerido que alcanza la circulacién sistémica y ejerce su efecto en el

organismo (Carbonell-Capella et al. 2014).

Por lo tanto, para cuantificar la proteccién que brinda el AE al compuesto activo, en algunos
estudios de microencapsulacion (Oidtmann et al. 2012; Flores et al. 2014), se compara la

BA de los compuestos de interés sin y con encapsular.
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Hipotesis
La microencapsulacion de antocianinas de JM depende de las caracteristicas estructurales
de éstas y del método de encapsulacion, afectando directamente la EE y la estabilidad. Las
microparticulas obtenidas mediante SA tendran un menor rendimiento y recuperaciéon de
antocianinas que las elaboradas por L, mientras que la estabilidad de las microparticulas
obtenidas por L serd& menor que las del SA, por sus diferencias morfolégicas e

higroscadpicas.
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Objetivos

4.1. Objetivo general

Comparar el SA y la L como métodos de encapsulacion de JM, sobre el rendimiento, la
recuperacion y EE de antocianinas, asi como también la reconstitucion, estabilidad de las
microparticulas en una matriz alimenticia y en un modelo de simulacién gastrointestinal in

vitro.

4.2. Objetivos especificos

1. Estudiar la encapsulacion de JM por SA, mediante un disefio estadistico que involucre
condiciones de formulacion y proceso aplicando la metodologia de superficie respuesta

(MSR).

2. Caracterizar fisica, quimica y morfolégicamente las microparticulas obtenidas por SA

bajo condiciones 6ptimas y microparticulas obtenidas por L.

3. Estudiar las propiedades de reconstitucion de microparticulas de JM.

4. Analizar la influencia de una matriz alimenticia sobre la estabilidad de las antocianinas

de JM microencapsuladas por SAvy L.

5. Estudiar la estabilidad de las microparticulas en un modelo de simulacion

gastrointestinal in vitro.
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Materiales y métodos

5.1. Materiales

Jugo concentrado de maqui organico (JM) (65 °Brix, Patagonol ™ — LE, Bayas del
Sur, Purranque, Chile).
Agentes encapsulantes (AE):

- Maltodextrina (MD): Maltodextrina 1520 (Prinal S.A, Santiago, Chile).

- Aislado Proteico de Soya (APS): Proteina HS (Proteina aislada de soya,
proteina Min. 88%, Prinal S.A, Santiago, Chile).
Cianidina-3-glucosido (ci-3-glu) (Sigma Aldrich, Estados Unidos).
Yogur natural batido (SOPROLE, Chile).
Set enzimas digestivas y sales biliares:
- a-amilasa 300 — 1000 U/mg proteina, A1031-5KU (Sigma Aldrich, Estados
Unidos).
- Pepsina de mucosa gastrica porcina = 250 U/mg sélidos, P7000-100G
(Sigma Aldrich, Estados Unidos).
- Pancreatina 4 x USP, P1750 — 100G (Sigma Aldrich, Estados Unidos).

- Extracto de bilis porcina, B8631 — 100G (Sigma Aldrich, Estados Unidos).

5.2. Metodologia

5.2.1. Estudio de la encapsulacion de JM por SA, mediante un disefio estadistico que

involucra condiciones de formulacion y proceso aplicando MSR.

5.2.1.1. Caracterizacion de JM por andlisis fisicos y quimicos.

a. Humedad, sélidos solubles, pHy acidez: Se determinaron de acuerdo a los métodos

descritos por la AOAC (AOAC, 1996).

18



b. Azlcares totales: Se determind a través del método de Antrona (Osborne y Voogt,
1986), utilizando un espectrofotémetro UV3 UV/Vis UNICAM (Rochester, Estados Unidos),
a una longitud de onda de 620 nm. Los resultados se expresaron como mg glucosa/mL de
peso fresco (PF) de acuerdo a una curva de calibracion (0,05 mg glucosa/mL — 0,15 mg

glucosa/mL, R?= 0,999) (Anexo 1).

c. Cuantificacion de AT por espectrofotometria: Se determind por el método de pH
diferencial (Lee et al., 2005) mediante un espectrofotometro UV3 UV/Vis UNICAM
(Rochester, Estados Unidos). Los resultados se expresaron como mg de cianidina-3-
glucésido por gramo (mg ci-3-glu/g PF), utilizando un peso molecular de 449 g/mol y un

coeficiente de extincion molar de 26.900 L/ cm-mol

d. Cuantificacion de AT y AT individuales por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC): La identificacion y cuantificacion de AT y AT individuales se realizé de acuerdo a
Fredes et al. (2014), utilizando un HPLC con detector con arreglo de diodo (DAD) (Flexar,
Perkin Elmer, Inglaterra) y una columna C18 (5 pm x 4.6 mm i.d. x 25 cm, Symmetry,
Waters, Irlanda). Las fases mdviles utilizadas fueron acido férmico al 5% (A) y metanol
100% (B), de acuerdo al método descrito por Fredes et al. (2014) con modificaciones en el
tiempo de analisis. De acuerdo a las areas de los peaks registrados a 520 nm, los resultados
se expresaron como mg de ci-3-glu por gramo PF, obtenidos a partir de una curva de
calibracion (1,6+10-4 mg de ci-3-glu/mL — 2,5 +10-2 mg de ci-3-glu/mL, R?= 0,9997) (Anexo
2). Las muestras para HPLC fueron inyectadas en duplicado para lo cual el JM fue diluido
a 20 °Brix con agua para cromatografia LiChrosolv® (grado LC-MS, Merck-Milipore) y se
filtré6 a través de un filtro de membrana politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,22 uym (VWR

Internacional, Atlanta, GA, Estados Unidos).
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e. Polifenoles totales (PT): Se determind por el método de Folin Ciocalteu (Singleton y
Rossi, 1965), utilizando un espectrofotometro UV3 UV/Vis ATl UNICAM (Rochester,
Estados Unidos) a una longitud de onda de 765 nm. Los resultados se expresaron como
mg equivalentes de acido galico (EAG)/g PF, de acuerdo a una curva de calibracion (202,4

ug acido galico/mL — 607,2 ug acido galico/mL, R?=0,9987) (Anexo 3).

f. Capacidad antioxidante (CA): Se determindé mediante el método de poder antioxidante
de la reduccién del i6n férrico (FRAP) y por el método del radical 2,2-difenil-I-picrilhidrazil
(DPPH). ElI método FRAP se realizé de acuerdo a Benzie y Strain (1996), donde los
resultados se expresaron como milimoles equivalentes de Fe*? por gramo de PF (mmol E
Fe*?/g PF), de acuerdo a una curva de calibracion de ecuacién 1,2 mmol Fe+2/mL - 3 mmol
Fe+2/mL, R?=0,9929) (Anexo 4). El método del radical DPPH se realiz6 de acuerdo a Brand-
Williams et al. (1995) y los resultados se expresaron como ECsg (miligramos de muestra que
decolora el 50% de la solucion etandlica de DPPH) mediante la construccién de una curva

para cada muestra (Anexo 5).

5.2.1.2. Estudio de la encapsulacion de JM por SA mediante un disefio estadistico que

involucra condiciones de formulacién y proceso.

a. Preparacion de las microparticulas: La encapsulaciéon de JM con MD y APS (MD: APS
2:1 p/p) se realizé por secado por atomizacion. ElI APS (1,32-5,32 g) se incorporé en agua
destilada a 40°C, utilizando un agitador magnético (1000 - 1500 rpm), posteriormente se
sonico por 5 min, se enfrié a 20°C y se agrego6 la MD (2,64 — 10,73 g). La mezcla se dej6
12 h con agitacion y finalmente se agreg6 el JM (2,5 g). La solucion resultante (100 g) se
homogeneiz6 con un Polytron PT 2100 (Kinematica A.G, Suiza) a 15.000 rpm por 5 min, y
se aliment6 a un mini spray-dryer B290 (Buchi, Flawi, Suiza), manteniendo agitacion

constante. Las condiciones del equipo fueron una temperatura de entrada del aire en un
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rango entre 120 y 180°C %1 °C, un flujo de aire de 600 L/h, una velocidad de alimentacion
de 1 mL/min y una presion de atomizacion de 0,14 MPa.

Las microparticulas se almacenaron a -80°C protegidas de la luz, para su posterior analisis.

b. Disefio experimental: Se aplicé un disefio composito central mas punto axial con un
total de 12 experimentos (4 puntos experimentales, 4 puntos axiales y 4 puntos centrales)
para el sistema estudiado (JM/MD:APS). Las variables independientes fueron la relacion
JM/AE (X1) (1:2- 1:6) y la temperatura de entrada del aire al secador (X2) (120°C- 180°C),
cuyos rangos fueron definidos de acuerdo a pruebas preliminares. Las variables
dependientes o respuesta correspondieron a la EE de AT y AT individuales, recuperacién
de antocianinas y rendimiento del proceso. Para la optimizacién se utilizé la MSR, aplicando
la funcidn deseabilidad. Esta funcion permite asignar un puntaje entre 0 y 1 a un set de

variables respuestas donde 1 representa la maximizacién de cada variable.

c. Contenido de AT en las microparticulas: Muestras de microparticulas (200 mg) se
disolvieron en 2 mL de una solucién de metanol:acido acético:agua (50:1:49 % v/v/v), con
agitacion en vortex por 1 min. Posteriormente la solucion se sonicé por 20 min, se centrifugo
a 4000 rpm por 8 min, y el sobrenadante se filtr6 (PTFE de 0,22 um). El contenido de AT
se determin6 por el método de pH diferencial (Lee et al., 2005) y por HPLC (Fredes et al.,

2014°). La cuantificacién de antocianinas individuales se realizé por HPLC (Anexo 2).

d. Contenido de antocianinas superficiales en las microparticulas: Muestras de
microparticulas (400 mg) se dispersaron en una solucién de metanol:acido acético (99:1
%v/v), con agitacion suave durante 1 min. Posteriormente, la solucion se centrifug6é a 1000
rpm por 2 min, y el sobrenadante se filtré utilizando un filtro PTFE de 0,22 um. El contenido

de AT superficiales se determiné por el método de pH diferencial (Lee et al., 2005) y por
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HPLC (Fredes et al., 2014°). La cuantificacién de antocianinas individuales se realizd por

HPLC (Anexo 2).

e. Eficiencia de encapsulacién, recuperacion de antocianinas y rendimiento: Se
determinaron de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

antocianinas totales (mg/g) — antocianinas superficiales(mg/g)
X

EE (%) = 100
(%) antocianinas totales (mg/g)
antocianina; total (m — antocianina; superficial (m
EE, (%) = i total (me/g) - i Sup (ms/8) 100
antocianina; total (mg/g)
antocianinas totales (m
Recuperacion(%) = (mg/g) 100

S P X
antocianinas tedricas (mg/g)

o antocianina; total (mg/g)
Recuperacion individual(%) = — — x100
antocianina; teérica (mg/g)

microparticulas obtenidas en el secado (g)

Rendimiento(%) = 100

X
solidos totales de la solucién de alimentacion (g)

Donde el subindice i corresponde a las antocianinas individuales cuantificadas en el JIM y

microparticulas.

5.2.1.3. Preparacién de microparticulas de JM obtenidas por L.

Se realiz6é una mezcla de IMy AE (MD:APS 2:1) de acuerdo a la relacion éptima de JM/AE
obtenida para SA. La solucién se congel6 a -80°C por un minimo de 48 h y luego se sec6
en un liofilizador LABCONCO (LABCONCO Corporation, Kansas City, Missouri, Estados
Unidos), a una presion bajo 0,04 mBar entre 48 - 72 h y una temperatura de -53,0 + 1,7 °C.
El producto seco resultante se moli6 con un molinillo de café (LA) MKM6003 (Bosch,

Alemania) o mortero de porcelana (LB). Para el estudio de morfologia de las microparticulas
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se utilizé como control el producto seco sin molienda. Las microparticulas se almacenaron

a -80°C para su posterior analisis.

5.2.2. Caracterizacion fisica, quimica y morfologica de las microparticulas obtenidas

por SA bajo condiciones 6ptimas y microparticulas obtenidas por L.

a. Contenido de AT y AT individuales, contenido de antocianinas superficiales e
individuales, EE y recuperacion: Estos andlisis fueron realizados como se describi6 en el

objetivo 1.

b. Humedad y actividad de agua (aw): Se realizaron de acuerdo a AOAC (1996).

c. Higroscopicidad: Se determiné de acuerdo al método descrito por Cai y Corke (2000).

d. Densidad aparente: Se determiné siguiendo el método de Laokuldilok y Kanha (2015).
Se agreg6 una muestra de microparticulas en una probeta de 10 mL hasta su aforo,
registrando su peso. A continuacioén se utilizé el peso y volumen de la muestra para calcular

la densidad aparente, expresada como g/mL.

e. Morfologia de las microparticulas: La estructura externa de las microparticulas
obtenidas bajo condiciones 6ptimas se analizé6 mediante microscopia electronica de barrido
(SEM). Las muestras fueron cubiertas con un film de 10 nm de oro/paladio utilizando un
equipo Sputter Coater 108auto con un controlador de espesor MTM-20 y analizadas con un
microscopio SEM de alta resolucion (HR) con un detector de electrones secundario (SED)
(INSPECT-F50, FEI, Thermo Fisher Scientific, Hillsboro, Oregon, Estados Unidos) operado

a 5.00 KV.
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f. Tamafio de particula: El tamafio de las particulas se midié6 mediante difraccion de luz de
un laser He-Ne de 600 nm en un equipo MastersizerX (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido). Las muestras se dispersaron en isopropanol y sonicaron por
20 seg. en una cantidad suficiente para alcanzar una obscuracién éptima en el equipo. El

resultado se obtuvo del promedio de al menos 40 mediciones por muestra.

5.2.3. Estudio de propiedades de reconstitucion de microparticulas de JM.

a. Solubilidad: Se determin6 de acuerdo a los métodos descritos por Laokuldilok y Kanha
(2015). Las microparticulas de JM (1,0 g) fueron disueltas en 10 mL de agua destilada, la
solucion se agité continuamente durante 30 min y se centrifug6é a 6000 rpm durante 20 min.
El sobrenadante se secé a 105°C por 24 h para determinar su peso seco. La solubilidad fue

expresada como porcentaje (%).

b. Dispersabilidad: Se determin6 de acuerdo al método descrito por Laokuldilok y Kanha
(2015). Las microparticulas de JM (1,0 g) fueron disueltas en 10 mL de agua destilada, y la
suspension se agitd en un agitador magnético durante 25 seg. El polvo reconstituido se
paso a través de un tamiz de 150 mm. Una muestra de 1,0 mL de la solucion tamizada fue
transferida a una capsula de aluminio y se sec6 a 105°C durante 4 h. Se utilizé el total de

s6lidos como un porcentaje para el céalculo de la dispersabilidad, utilizando la siguiente

ecuacion:
Dispersabilidad (%) = M
a*(lOO—W)
Donde:

TS (%): muestra seca que pasa a traves del tamiz
a (g): cantidad de microparticulas de JM utilizado

b (%): contenido de humedad de las microparticulas de JM.
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c. Contenido de AT y pH: fueron determinados de acuerdo a meétodos descritos

anteriormente.

5.2.4. Analisis de la influencia de una matriz alimenticia sobre la estabilidad de las
antocianinas de JM microencapsuladas por SAy L.

Muestras de microparticulas de JM (0,25 g) obtenidas bajo condiciones Optimas fueron
adicionadas a 25 g de yogur natural Soprole (Anexo 6) en frascos de vidrios de 28 mL con
tapa. Adicionalmente, se prepard una muestra control con 0,25 g de JM (65°Brix). Las
muestras se almacenaron a 5 + 1 °C en ausencia de luz. La cuantificacion de las
antocianinas se realiz6 cada 7 d durante 5 semanas de acuerdo a la metodologia descrita
por Coisson et al. (2005). Para esto, el yogur con JM (5 g) y yogur con microparticulas (7
g), se mezclaron con agua para cromatografia LiChrosolv® (grado LC-MS, Merck-Milipore)
a pH=3 hasta alcanzar 10 g. Cada muestra se agité intensamente durante 1 min, y se
centrifugd a 6000 rpm durante 20 min. El sobrenadante fue centrifugado a 12000 rpm por
20 min. La cuantificacion de AT se realiz6 mediante pH diferencial y HPLC, y las
antocianinas individuales por HPLC, determinando la retencién(%) como la proporcion del
contenido de antocianina en el momento especifico y el contenido de antocianina inicial
antes del almacenamiento. Siguiendo trabajos previos (Brauch et al.,, 2015; Giusti y
Wrolstad, 1996), se utilizaron cinéticas de degradacion de primer orden para ajustar los
datos analiticos y calcular las constantes de velocidad de degradacion (k), para
posteriormente determinar la vida media (t12- Ln2/k), la cual indica el tiempo necesario para

que la concentracion inicial de antocianinas disminuya a la mitad.
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5.2.5. Estudio de estabilidad de antocianinas en microparticulas de JM en un modelo
de simulacion gastrointestinal in vitro
El estudio de estabilidad se realizé de acuerdo al método descrito por Aravena et al. (2016),

simulando la digestion bucal, gastrica e intestinal duodenal.

a. Digestidn bucal. Se pesaron 5 g de microparticulas (SAy L) y se incorpor6 9 mL
de saliva artificial, conformada por bicarbonato de sodio (NaHCO3) 14,4 mM, cloruro
de potasio (KCI) 21,1 mM, cloruro de calcio (CaCly) 1,59 mM y cloruro de magnesio
(MgCl,) 0,2 mM, ajustando el pH de las muestras a 7 con HCL 1N. Posteriormente,
se agrego la enzima a-amilasa a la solucién, incorporando 60 unidades por mL de
tampdn el mismo dia en que se realiz6 el ensayo. Finalmente, las soluciones fueron
incubadas en un bafio termorregulado (Zhicheng ZHWY — 110X30) durante 5 min a
37°C y con una agitacion de 185 rpm.

b. Digestién gastrica. El pH de las muestras se ajusté a 2 utilizando HCL 1N y se
agregd 36 mL de una solucion de pepsina (25 mg/mL en HCI 0,02 N), por lo tanto,
cada muestra (que contenia 9 mL de saliva artificial) se diluyé 5 veces con jugo
gastrico artificial, como ocurre en el estdmago (Boyland y Walker, 1974). Una vez
realizada la incorporacion de la enzima, se incub6 por 2 h a una temperatura de

37°C y con agitacién de 130 rpm.

c. Digestién duodenal. El pH de las muestras se ajust6 a 6,0 con NaHCO3; 1M, luego
por cada mL de muestra se afiadieron 0,25 mL de una solucion intestinal artificial,
la cual contenia pancreatina (2g/L) y sales biliares (12 g/L) disueltos en NaHCOs3
acuoso (0,1M). La incubacion se realiz6 durante 2 h a 37 °C y con agitaciéon de 45
rpm.

Posteriormente, los productos de digestién fueron traspasados a tubos Falcon de 50 mL y

el pH fue ajustado a 3 (Oidtmann et al. 2012). Las soluciones se centrifugaron a 5000 rpm
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por 10 min para recuperar la fraccidn liquida, descartando la masa no digerida restante
(pellet). El producto de digestion liquido se centrifugd a 12.000 rpm para su posterior andlisis
de antocianinas. Adicionalmente, se analiz6 el contenido de antocianinas en los pellets.

El contenido de AT y AT individuales correspondio a la porcion bioaccesible (BA), es decir,
la cantidad de antocianinas que se libera de la matriz, después de la digestion, reflejando
su potencial de biodisponibilidad (Lila et al. 2012).

La BA de las antocianinas individuales del JM y cada polvo se determiné de acuerdo con la
siguiente férmula:

mg antocianina; en producto de digestion

BA (%) = — . - X
mg antocianina; en JM o microparticulas

En la cual el subindice i corresponde a cada una de las antocianinas cuantificadas en el JM

y en las microparticulas.

Analisis Estadistico
Los resultados de la caracterizacion de las microparticulas, propiedades de reconstitucion,
y estabilidad fueron expresados como promedio + desviacién estandar. Se utiliz6 andlisis
de la varianza ANOVA con un nivel de confianza del 95% para evaluar la existencia de
diferencias significativas entre las muestras de microparticulas. Cuando se encontraron
diferencias significativas, se utilizé la prueba de comparacién multiple Tukey HSD. Los
andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software Statgraphics Centurion XVL.I

(Statpoint Technologies, Inc, Warrenton, VA, Estados Unidos).
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Resultados y discusion

6.1. Estudio de la encapsulacion del JM por SA, mediante un disefio estadistico que

involucre condiciones de formulaciéon y proceso aplicando la MSR.

6.1.1. Caracterizacion del JM

Los resultados de pH (3,7 £ 0,0), acidez titulable (5,8 + 0,1% &cido citrico), densidad (1,3 £
0,1 g/mL), solidos solubles (65,6 + 0,2°Brix a 20°C) y azucares totales (56,8 + 0,7% glucosa)
del JM fueron similares a los descritos por la ficha técnica del producto (Anexo 7) ya que no
existen otros antecedentes que caractericen este tipo de jugo. Es importante considerar que
el alto contenido de sélidos solubles puede ser atribuido a la gran cantidad de azlcares

totales del JM.

El contenido de polifenoles totales (PT) del JM (29,3 mg EAG/g PF) fue menor a lo
informado por Miranda-Rottmann et al. (2002) para un jugo concentrado similar, mientras
que fue mayor a los descritos por Rubilar et al. (2011) y Fredes et al. (2014P). Las diferencias
entre estos valores se pueden atribuir a que los JM provienen de diferentes genotipos y/o
zonas geograficas (Fredes et al. 2014P). Adicionalmente, el contenido de PT en frutos puede
estar influenciado por el estado de madurez al momento de la cosecha del fruto (Fredes et
al., 2012; Gonzalez et al., 2015) y las condiciones de almacenamiento y procesamiento para
la obtencién el JM (Brauch et al., 2015; Gonzélez et al., 2015; Brauch et al., 2016). La
capacidad antioxidante (CA) por el método FRAP fue de 0,65 mmol E Fe*?/g PF y el ECso
de 0,15 mg PF. Estos valores son superiores a los descritos por Fredes et al. (2014°) para

diferentes genotipos de maqui, por lo tanto el JM analizado tendria una mayor CA.

El contenido de antocianinas totales (AT) por el método de pH diferencial fue de 13,8 £ 0,1
mg ci-3-glu/g y por HPLC fue de 15,9 + 0,1 mg ci-3-glu/g JM, valores que coinciden con lo
informado en la ficha técnica. Estos valores fueron similares a los descritos por Fredes et

al. (2014°).
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Absorbance (mAl)

Absorbance (mAU)

El perfil de antocianinas del JM indicé la presencia de ocho antocianinas (Figura 2A), sin

embargo la ci-3-sa se encontrd bajo el limite de cuantificacion (0,048 ug/mL) para este

estudio.
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Figura 2. Cromatogramas obtenidos por HPLC-DAD del perfil de antocianinas a 520 nm. A: JM; B:
microparticulas de JM obtenidas por SA; C: microparticulas de JM obtenidas por L. Peaks: 1: delfinidina-
3-sambubidsido-5-glucdsido (del-3-sa-5-glu); 2: delfinidina-3,5-diglucésido (del-3,5-diglu); 3 4: cianidina-3-
sambubiosido-5-glucésido  + cianidina-3,5-diglucésido  (ci-3-sa-5-glu  + ci-3,5-diglu); 5: delfinidina-3-
sambubiosido (del-3-sa); 6: delfinidina-3-glucésido (del-3-glu); 7: cianidina-3-sambubidsido (ci-3-sa) y 8:

cianidina-3-glucésido (ci-3-glu).
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La Tabla 1 indica el contenido de antocianinas individuales cuantificadas como mg ci-3-

glu/g JM y el porcentaje respecto a las AT.

Tabla 1. Contenido de antocianinas del JM

mg ci-3-glu/g %
Del-3-sa-5-glu 6,3+ 0,02 39,5+0,01
Del-3,5-diglu 2,7+0,01 17,0+ 0,01
Ci-3-sa-5-glu + ci-3,5-diglu 2,9 +£0,01 18,4 £ 0,01
Del-3-sa 1,1+£0,02 6,8 £ 0,02
Del-3-glu 2,1+0,01 12,9+0,01
Ci-3-glu 0,9 £ 0,02 5,5+0,02
AT 15,9+0,01 100,0+0,01

Valores promedios (n = 3) desviacion estandar. Del-3-sa-5-glu: delfinidina-3-sambubiésido-5-glucésido; Del-3,5-
diglu: delfinidina-3,5-diglucésido; Ci-3-sa-5-glu: cianidina-3-sambubidsido-5-glucésido; Ci-3,5-diglu: cianidina-
3,5-diglucésido; Del-3-sa: delfinidina-3-sambubiésido; Del-3-glu: delfinidina-3-glucésido; Ci-3-glu: cianidina-3-
glucosido.

La del-3-sa-5-glu predominé (39,5% del total de antocianinas) en el JM (Tabla 1),
similarmente a lo sefalado por Escribano-Bailon et al. (2006), quienes indicaron que la
antocianina mas abundante fue la del-3-sa-5-glu (34% del total de las antocianinas). Por
otra parte, Rojo et al. (2012) indicaron que la del-3-glu fue la antocianina mas abundante
en el fruto de maqui, mientras que Fredes et al. (2014°) indicaron que tanto la del-3,5-diglu
como la del-3-glu, predominaron. Como se mencioné anteriormente, estas diferencias se
deben principalmente a la variabilidad que existe entre las muestras de maqui analizadas

en cada uno de los estudios.

Las antocianinas diglicosiladas se encontraron en mayor porcentaje (75%) respecto a
aguellas que son monoglicosiladas (25%). Brauch et al. (2015) sefialaron que en la
naturaleza, las antocianinas glicosiladas tienen una estabilidad superior que su respectiva
aglicona, asi como también indican que existe una mayor estabilidad en antocianinas

diglicosiladas sobre las antocianinas monoglicosiladas.
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6.1.2. Encapsulacién de antocianinas de JM por SA

En esta investigacion las variables dependientes fueron la relacion JM/AE y la temperatura
del aire de entrada al secador, ya que han sido las principales variables de formulacién y
proceso en estudios sobre encapsulacion de polifenoles (Gharsallaoui et al., 2007; Robert
et al.,, 2017). Para la evaluacién del efecto significativo de las variables independientes
sobre las variables dependientes se consideraron las formas lineales, cuadraticas y la
interaccion, considerando un nivel de significancia de p<0,05. Se utiliz6 la MSR para la

optimizacion del rendimiento y la EE de AT y antocianinas individuales.

La relacién de JM/ MD:APS de los puntos axiales fue de 1:1,58 y 1:6,42, en la cual siempre
se mantuvo una relacion MD: APS de 2:1, la cual fue establecida de acuerdo a pruebas
preliminares, considerando la viscosidad del APS y la solubilidad de la MD para la

elaboracion de microparticulas.

El disefio experimental del sistema de MJ/MD:APS (Anexo 8) indicd que la recuperaciéon de
las antocianinas fue entre 82,6 y 100,0%. Sin embargo, esta variable tuvo un 0% de ajuste

al modelo, por lo tanto no fue considerada como variable en la optimizacion.

El rendimiento de los experimentos varié entre un 69,1y 76,3%. La relacion JM/ MD:APS
tuvo un efecto lineal significativo (p<0,05) negativo sobre el rendimiento y no existio efecto
significativo cuadratico (Anexo 9). El aumento del AE, generd una disminucion del
rendimiento, lo que podria explicarse por la viscosidad de la solucién de alimentacion, ya
qgue a medida que se aumentaban los solidos totales (aumentando la cantidad de AE y en
consecuencia la de APS), la solucion se tornaba mas viscosa y por lo tanto tenia mayor
dificultad para pasar a través del equipo de secado, permaneciendo adherida a la manguera
de alimentacién y formando una costra en la cAmara de secado. Cai y Corke (2000)

indicaron que soluciones de alimentacién viscosas pueden causar que mas solidos se
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adhieran a la pared de la cAmara de secado, lo cual influiria en obtener menor cantidad de

polvo luego del proceso.

La temperatura del aire de entrada al secador en su forma lineal y la interaccion
temperatura-JM/AE no tuvieron un efecto significativo sobre el rendimiento, sin embargo la
temperatura en su forma cuadratica tuvo un efecto significativo positivo sobre el rendimiento
(p<0,05), por lo tanto la temperatura del aire de entrada al secador se consider6 en el

modelo.

La EE de AT de los experimentos fluctu6é entre un 74,7 y un 91,9%, teniendo la relacion
JM/AE en su forma lineal y cuadrética un efecto significativo sobre la EE (p<0,05) (Anexo
10). Dado que el efecto lineal de la relacion JM/AE sobre la EE total de antocianinas fue
positivo, a medida que aumenté la cantidad de AE, aument6 también la EE. La temperatura
del aire de entrada al secador en su forma lineal, cuadratica y la interaccion temperatura

JM/AE no tuvieron un efecto significativo sobre la EE total de antocianinas.

La EE de las antocianinas individuales tuvo los siguientes rangos: 76,6 - 93,5% (del-3-sa-
5-glu), 71,1 - 92,7% (del-3,5-diglu), 71,5 - 91,7% (ci-3-sa-5-glu + ci-3,5-diglu), 71,5 - 90,3%
(del-3-sa), 66,5 - 89,3% (del-3-glu) y 65,3 a 88,8% (ci-3-glu). La relacion JM/AE en su forma
lineal y cuadratica tuvieron un efecto significativo (p<0,05) sobre la EE para todas las
antocianinas analizadas, a diferencia de la temperatura del aire de entrada al secador que
solo en su forma lineal tuvo un efecto significativo sobre la EE de la del-3-sa-5-glu y en su
forma cuadrética para la EE de del-3-sa, en ambos casos, el efecto fue negativo. La EE de
las antocianinas individuales tuvo diferencias significativas, que se explicarian por sus

diferentes estructuras quimicas, que generarian distintas interacciones antocianinas - AE.

El efecto lineal positivo de la relacion JM/MD:APS sobre la EE de las antocianinas

individuales mostr6 que al aumentar el contenido de MD:APS, aumentd la EE, debido a que
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una mayor cantidad de AE favorece la interaccién polimero-antocianinas, disminuyendo asi
la cantidad de antocianinas superficiales. Este resultado esta de acuerdo con Robert et al.
(2010) quienes indicaron que el AE influye significativamente en la EE de las antocianinas

de granada.

La Figura 3 muestra el grafico obtenido por MSR utilizando la funcion deseabilidad para la
optimizacion del sistema de JM/MD:APS. La mayor deseabilidad fue de 0,92, en la cual se
maximizaron las variables rendimiento, EE de AT y EE de antocianinas individuales,
obteniéndose una temperatura del aire de entrada de 114°C, correspondiente al menor

punto axial y una relacién JM/AE de 1:4,14, cercana a los puntos centrales.
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Figura 3. Grafico de Superficie de respuesta para la optimizacién con disefio composito central para la

microencapsulacion de JM/MD:APS.
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6.2. Comparacion de las caracteristicas fisicas, quimicas y morfol6gicas de las
microparticulas obtenidas por SAy L.

Al obtener las condiciones experimentales 6ptimas para el SA, se replicaron las variables
de formulacion (cantidad de JM, APS y MD) para la microencapsulacion por L y elaboracion

de microparticulas LAy LB.

Los perfiles de antocianinas obtenidos por HPLC de las microparticulas de JM por SAy L
fueron similares al de JM (Figura 2B y 2C) y nuevamente la ci-3-sa se encontro bajo el limite
de cuantificacién. El contenido de AT por espectrofotometria de las microparticulas SA, LA
y LB fue de 2,8; 2,6 y 2,6 mg ci-3-glu/g, respectivamente. Los resultados de cuantificacion
de AT en las microparticulas mediante pH diferencial y HPLC tuvieron una alta correlacion
(R?=0,98), donde los valores obtenidos por HPLC fueron entre un 20 y un 30% superiores
a los de espectrofotometria. Otros autores (Fredes et al., 2014°; Grace et al., 2012; Lee y
Finn, 2007) encontraron contenidos de AT mayores por HPLC que por el método de pH
diferencial.

El contenido de AT en las microparticulas obtenidas por SA y L tuvieron diferencias
significativas, sugiriendo que el método de encapsulacién afect6 el contenido de AT de las
microparticulas, sin embargo, el tipo de molienda no tuvo un efecto en éste. El contenido
de AT en este trabajo fueron mayores a los descritos para murtilla (0,09 mg ci-3-glu/g) y
arandano (1,14 mg ci-3-glu/g) (Ruiz et al., 2010), microparticulas de andes berry (Rubus
glaucus) con diversos AE (0,1 - 0,6 mg E ci-3-glu/g) (Villacrez et al., 2014) y microparticulas
de bayberry (Myrica rubra Sieb.) con MD (0,57mg Eci-3-glu/g) (Fang y Bhandari 2011).
Robert et al. (2017) mencioné que polvos con un alto contenido de AT es demandado en la

industria de alimentos.

La EE es un indicador importante de la microencapsulacion, que se refiere al potencial del

AE para retener el compuesto bioactivo dentro de la microparticula (Mahdavi et al., 2016").
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El método de encapsulacion no afectd significativamente la EE de AT (Tabla 2),
obteniéndose valores superiores al 92,5%, resultados similares describen Santana et al.
(2016) para microparticulas de jussara obtenidas por SA utilizando una mezcla de goma
arabica, almidon modificado y APS como AE, logrando EE entre 88,3 y 99,3%, por otra
parte, los resultados fueron superiores a Robert et al. (2010), quienes al microencapsular
jugo de granada por SA con APS o MD lograron EE de 58,5% y 86,6%, respectivamente.
Por lo tanto, el uso de una mezcla de MD y APS mejoraria la EE de las antocianinas

respecto al uso de estos AE en forma individual.

Tabla 2. EE de AT y antocianinas individuales en microparticulas obtenidas por SA'y
L.

SA LA LB
EE AT (%) 92,5 + 0,02 93,0+ 0,01" 93,9 + 0,01
Del-3-sa-5-glu 93,7 +0,03 °A 95,0 + 0,04 °B 96,1 + 0,03 °B
Del-3,5-diglu 92,4 + 0,07 *°A 93,9 + 0,03 boAB 95,1 + 0,05 b8
Ci-3-sa-5-glu + ci-3,5-diglu 92,8 + 0,02 "4 94,1 + 0,02 b8 95,4 + 0,07 °°
Del-3-sa 91,4 + 0,06 >4 92,8 + 0,03 P48 93,8 + 0,06 @B
Del-3-glu 88,9 + 0,06 & 91,0 + 0,07 *8 92,6 + 0,06 B
Ci-3-glu 88,9 + 0,08 &4 90,3 + 0,01 A8 92,2 + 1,00 28

Valores promedios (n = 3) desviacion estandar. 2 ¢ indican diferencias significativas (p<0,05) para EE de cada
antocianina, respecto al resto de las antocianinas, bajo un mismo método de microencapsulacion. A B €
diferencias significativas (p<0,05) para EE de las antocianinas individuales respecto a SA: microparticulas de
secado por atomizacion; LA microparticulas de liofilizacion con molienda con molinillo; LB: microparticulas de

liofilizacion con molienda con mortero.

Las EE de las antocianinas individuales se analizaron respecto al método de
microencapsulaciéon y a su estructura (Tabla 2). Para los tres tipos de microparticulas, la
EE de las antocianinas diglicosiladas fue significativamente superior respecto a las
monoglicosiladas, por lo que se sugeriria que existe una mejor interaccion entre laMD y el
APS con las antocianinas diglicosiladas, que contienen un mayor nimero de grupo

hidroxilos.
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La recuperacion de antocianinas por SA fue significativamente mayor (99,8%) que por L
(92,0%) (Tabla 3). Estos valores de recuperacion de antocianinas fueron superiores a los
descritos para microparticulas provenientes de cascarilla de arroz mediante SA (47,7%) y
L (71,9%) (Laokuldilok y Kanha, 2015). Adicionalmente, las microparticulas SA tuvieron una
recuperacion de antocianinas superior a lo descrito por Santana et al. (2016) para
microparticulas de jussara (55,2 — 91,0%) con una mezcla de goma arabica/almidon
modificado/APS. De acuerdo a los resultados obtenidos, las temperaturas usadas en ambos

procesos de secado no tendrian un efecto mayor en la degradacion de antocianinas.

Tabla 3. Caracteristicas fisicas y quimicas de microparticulas de JM/MD:APS

obtenidas por SAy L.

SA LA LB
Recuperacion (%) 99,8 +0,01° 91,9+0,01% 91,8 +0,02°
Rendimiento (%) 54,1+ 0,01 94,6+ 0,01° 94,6 +0,01°
Humedad (%) 6,4+0,02° 32+001* 3,2+0,02°
aw 0,3+0,01° 0,1+0,01* 0,1+0,01°
Higroscopicidad (%) 39,4 +0,03% 48,0+0,02° 53,1+ 0,01°
Densidad aparente (g/mL) 0,4+0,01° 0,3+0,01* 0,3+0,01°

Valores promedios (n = 3) desviacion estandar.2 ® indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
microparticulas. SA: microparticulas de secado por atomizacién; LA microparticulas de liofilizacion con molienda

con molinillo; LB: microparticulas de liofilizacién con molienda con mortero.

El rendimiento (Tabla 3) fue significativamente mayor en las microparticulas elaboradas por
L (95%) respecto a las SA (54,1%), Laokuldilok y Kanha (2015) indicaron diferencias en
rendimiento del 20% en un polvo de antocianinas SA (>64%) y L (85%) usando otros AE.
La mayor diferencia de rendimiento entre métodos de encapsulacion en nuestro estudio,

podria relacionarse con una mayor pérdida de solucion de alimentacion en el SA, debido a
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la alta viscosidad del AE. Es importante destacar que a pesar que el costo del proceso L, el

rendimiento del método de liofilizacion es superior al SA (Amrani y Brigui, 2007).

Las microparticulas obtenidas por SA tuvieron un contenido de humedad (6,4%)
significativamente mayor que las L (3,2%) (Tabla 2). Fang y Bhandari (2011) y Silva et al.
(2013) describen contenidos de humedad mas bajos (4,04 y 4,8% respectivamente) para
polvos de antocianinas obtenidos por SA utilizando MD. Sin embargo Robert et al. (2015)
indican un contenido de humedad del 5,5% para un polvo de jugo de tuna parpura utilizando
una mezcla de MD y APS. Por lo tanto, el uso de APS produciria microparticulas con un
mayor contenido de humedad. El contenido de humedad es una propiedad muy importante
en polvos, ya que es un indicador de la eficiencia del proceso de secado y junto con la
temperatura, afectan la vida util de un producto en polvo (Santana et al., 2016). En general,
alimentos secos con contenidos de humedad entre 3 y 10%, muestran una buena

estabilidad de almacenamiento (Klaypradit y Huang, 2008).

Los resultados de ay para microparticulas SA (0,3) y L (0,1) fueron similares a los descritos
por Laokuldilok y Kanha (2015), donde polvos SA tuvieron mayor aw que L. Adicionalmente,
los mismos autores (Laokuldilok y Kanha, 2015), citando a Ray y Bhunia (2013) sefialan
gue un polvo con ay menor a 0,6 no favoreceria el crecimiento de la mayoria de los
microorganismos. Por otra parte, una baja aw Se asocia a una baja probabilidad de

reacciones de deterioro (FAO, 2004).

La higroscopicidad (Tabla 3) fue significativamente mayor para las microparticulas
obtenidas por L (48,0% LA y 53,1% LB) respecto a las SA (39,4%). Cai y Corke (2000)
indican que los polvos de SA tienen una menor higroscopicidad que los polvos L y que por
lo tanto, éstos absorben la humedad del medioambiente con mayor facilidad.
Adicionalmente, no se encontrdé una diferencia significativa (p<0,05) entre los valores de

higroscopicidad para los dos tipos de molienda, por lo tanto el tamafio de particula obtenido
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(por LA y LB) no afectaria la cantidad de agua que pueda captar las microparticulas del
medioambiente. Los resultados de higroscopicidad y contenido de humedad de las
microparticulas de este estudio fueron congruentes con lo descrito por Tonon et al. (2010)
y Mahdavi et al. (2016%), quienes indican que los polvos con un contenido de humedad més
bajo tienen una mayor capacidad para captar la humedad ambiental, que estaria
relacionado con una mayor gradiente de concentracién de agua entre el producto y el aire

circundante.

La densidad aparente de las microparticulas relaciona el peso seco de éstas y el volumen
que ocupan, considerando todo el espacio que existe entre microparticulas (Tonon et al.,
2010). La densidad aparente (Tabla 3) de las microparticulas L (0,3 g/mL) fue
significativamente menor que las SA (0,4 g/mL). No se encontraron diferencias significativas
(p<0,05) para las microparticulas LA y LB. Resultados similares describieron Laokuldilok y
Kanha (2015) para microparticulas SA y L (0,33 g/mL y 0,34 g/mL, respectivamente) y
Tonon et al. (2010), para microparticulas elaboradas con MD (0,38 g/mL). Estos resultados
fueron concordantes con Ferrari et al. (2012) quienes indican que los polvos con mas
humedad generan un material mas pesado que se acomoda mas facilmente en los espacios
entre particulas y ocupa menos espacio, resultando en una mayor densidad aparente.
Adicionalmente Cai y Corke (2000) sugieren que a menor densidad aparente, existe una
mayor posibilidad de degradacién oxidativa de los pigmentos y menor estabilidad de
almacenamiento. De acuerdo a lo anterior, las microparticulas obtenidas por L, sin importar

el proceso de molienda, podrian ser menos estables que las microparticulas SA.

De acuerdo con Malvern (2017), el tamafio de las particulas es una mediciéon que toma
como supuesto que las microparticulas analizadas son esféricas. El didmetro promedio de
las SA fue de 5,57 um, donde bajo el 90% del volumen total de las muestras analizadas fue

menor a 10,95 um (Anexo 11). Esto fue consistente con lo descrito por Gong et al. (2007)
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quienes sefalaron que frecuentemente las microparticulas obtenidas por SA tienen
tamafios menores a 50 um. Las microparticulas obtenidas por LA, alcanzaron un diametro
promedio de 44,57 um, donde un 90% del total de las muestras tuvo un diametro menor a
93,99 um (Anexo 12). Las microparticulas LB tuvieron tamafios mayores, donde el didmetro
promedio fue de 53,86 um, y el 90% de las muestras tuvo un diametro menor a 117,07 um
(Anexo 13). Por lo tanto, el método de encapsulacion y de molienda afecta directamente el
tamafio de las microparticulas. Resultados similares fueron descritos por Goula y
Adamopoulos (2010) quienes sefalan que a mayor tamafio de particula, menor densidad

aparente, lo que podria resultar en una menor estabilidad de las microparticulas.

Fang y Bhandari (2010) sefialaron que la morfologia de las microparticulas se ve afectada
por el método de encapsulacién, donde las microparticulas de SA son esféricas, mientras
que las microparticulas L tienen formas inciertas. Estas observaciones fueron consistentes

con las fotografias SEM obtenidas en este estudio (Figura 4).
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Figura 4: Morfologia de microparticulas (SEM) a 5KV: Fotografias de microparticulas de A: SA

(microparticulas de secado por atomizacion), B: Liofilizacion Bloque, C: LA (microparticulas de liofilizaciéon con
molienda con molinillo) y D: LB (microparticulas de liofilizacién con molienda con mortero).

Las microparticulas SA (Figura 4A) presentaron formas esféricas y con abolladuras, de
tamafios irregulares, con superficies lisas, con tendencia a la aglomeracion. Microparticulas
con morfologias similares se encontraron en fotografias obtenidas por Ferrari et al. (2012),
Tonon et al. (2010), Laokuldilok y Kanha (2015) y Robert et al. (2010), quienes indicaron
gue el encogimiento de las microparticulas se atribuye al proceso de secado. La morfologia
de las microparticulas dependeria del AE utilizado, independientemente del tipo de

compuesto activo encapsulado (Robert et al.,, 2010). Las microparticulas con formas
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esféricas lisas favorecerian la estabilidad de los compuestos encapsulados y también

controlarian su liberacion (Osorio et al. 2010; Laokuldilok y Kanha; Cai y Corke 2000).

La Figura 4B muestra la fotografia del producto seco después de la L, que corresponde a
un blogue con algunas grietas y hendiduras. Las fotografias de las microparticulas LA
(Figura 4C) y LB (Figura 4D) muestras formas no definidas con presencia de grietas, siendo
mas notorias en las LA. Las diferencias en la morfologia de ambas se debe al tipo de
molienda; el molinillo generé microparticulas superficies irregulares, mientras que el
mortero originG microparticulas con superficies méas lisas. Laokuldilok y Kanha (2015),
obtuvieron fotografias que denotan morfologias similares para las microparticulas de L,
indicando que se produjeron muchas grietas en la superficie de las particulas de la mayoria
de los polvos liofilizados, lo que podria afectar la estabilidad de las antocianinas durante el

almacenamiento debido a la permeabilidad al oxigeno.

6.3. Propiedades de reconstitucion de microparticulas de JM.
En el desarrollo de formulaciones alimenticias en polvo es muy importante la facilidad de
reconstituirlos en agua (Ceballos et al., 2012). Las propiedades de reconstituciéon de las

microparticulas obtenidas por SAy L se indican en la Tabla 4.

Tabla 4. Reconstitucion de microparticulas obtenidas por SAvy L.

SA LA LB
Solubilidad (%) 70,4+0,01° 59,9+0,02° 59,1+0,02?
Dispersabilidad (%) 99,1+0,01* 100+0,01* 97,7+0,01°
pH 5,3+0,02° 5,2 +0,01% 5,2 £ 0,02%
AT pH diferencial (mg ci-3-glu/g) 2,8+0,01? 2,7 +£0,20% 2,8 +0,21°
AT HPLC (mg E ci-3-glu/g) 3,6 £0,21% 3,4+0,41°% 3,4 +£0,40%

Valores promedios (n = 3) desviacion estandar. 2P indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
microparticulas.SA: microparticulas de secado por atomizacién; LA microparticulas de liofilizacion con molienda

con molinillo; LB: microparticulas de liofilizacién con molienda con mortero.
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La solubilidad de las microparticulas obtenidas por SA (70,4%) fue significativamente
superior a las obtenidas por L (59,9% LA y 59,1% LB), no encontrandose diferencias
significativas entre estas Ultimas. La mayor solubilidad de las microparticulas SA se podria
relacionar con sus menores tamafios de particulas y la mayor superficie de contacto con el

agua.

Los valores de solubilidad fueron inferiores a los descritos por Laokuldilok y Kanha (2015),
quienes indicaron que las microparticulas SA tuvieron una solubilidad en un rango entre
76,2 y 91,8%, mientras que para L entre 82,1 y 84,2%, utilizando MD como AE.
Adicionalmente, Tonon et al. (2009) indican una solubilidad de 95,3% para microparticulas
SA de acai con MD. La mayor solubilidad de las microparticulas descritas en la literatura
podria deberse a la alta solubilidad de la MD en agua (<98% a 25 °C). Por otra parte,
Santana et al. (2016) indicaron que al incluir APS a una mezcla de polisacaridos (goma
arabica, almidén modificado) disminuye la solubilidad de microparticulas de jussara por SA
de 92,8 a 81,3%. Adicionalmente, la menor solubilidad de las microparticulas obtenidas en
este estudio podria deberse al alto contenido de azlcares totales de JM (Cano-Chauca et

al. 2005).

La dispersabilidad es la habilidad de un polvo para separarse en diferentes particulas
cuando es agregado en agua con agitacion, en consecuencia una mayor dispersabilidad
indicaria una menor formacién de grumos (Laokuldilok y Kanha, 2015). La dispersabilidad
de las microparticulas no tuvo diferencias significativas entre los métodos de encapsulacion
y los resultados obtenidos fueron superiores a los descritos por Laokuldilok y Kanha (2015)
donde la dispersabilidad de SA y L se encontraron en rango entre 73,0 y 94,4%. La

utilizacion de APS favoreceria por lo tanto, la dispersabilidad de las microparticulas.

Al reconstituir las microparticulas SA, LA y LB en agua (25 °C) se mantuvo el perfil de

antocianinas descrito para el JM. No se encontraron diferencias significativas en el
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contenido de AT y antocianinas individuales entre los métodos de encapsulacién (Figura 5),
predominando las antocianinas diglicosiladas (77,6%) por sobre las monoglicosiladas

(22,4%).
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Figura 5: Contenido de antocianinas individuales en las microparticulas SA, LA y LB reconstituidas.
abcde jndican diferencias significativas (p< 0,05). SA: microparticulas de secado por atomizacion; LA
microparticulas de liofilizacién con molienda con molinillo; LB: microparticulas de liofilizacién con molienda con
mortero.

6.4. Andlisis de la influencia de una matriz alimenticia sobre la estabilidad de las

antocianinas de JM microencapsuladas por SAy L.

La estabilidad de las antocianinas de microparticulas de JM se estudié en un yogur natural
durante 35 d. Los contenidos iniciales de AT en yogur (Figura 6) fueron similares a los
obtenidos para la reconstitucion de las microparticulas en agua (Tabla 4); lo que sugeriria
gue no existen interacciones entre las antocianinas y los componentes del yogur que

afecten su retencion.
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Figura 6: Contenido inicial de antocianinas en yogur con microparticulas de JM.

mg ci-3glu/ g yogur
o
o
N

Columnas con letras diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05). SA: microparticulas de secado por
atomizacién; LA microparticulas de liofilizacion con molienda con molinillo; LB: microparticulas de liofilizacién

con molienda con mortero.

La evolucion de la retencion de las AT fue similar entre los diferentes métodos de
encapsulacion y el control. Asimismo, Robert et al. (2010) mostraron que la retencién de las
antocianinas de jugo de granada encapsuladas y sin encapsular adicionadas a un yogur
siguieron un comportamiento similar. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio
mostraron una mayor retencion de AT (SA, 82%; LA, 88% y LB, 81%) a los 35 d en
comparacion con Coisson et al. (2005) y Robert et al. (2010) quienes indican que
antocianinas de acai y de jugo de granada (microencapsuladas con MD y APS) en yogur

fueron estables solo por 2 y 7 d a 4°C, respectivamente.

Los estudios anteriores de estabilidad de antocianinas en yogur, sélo se enfocaron en la
cuantificaciéon de AT (Coisson et al., 2005; Wallace y Giusti, 2008; Robert et al., 2010;
Karaaslan et al., 2011). En este estudio, de manera similar a las AT, la evolucion de la
retencion de las antocianinas individuales fue similar entre los métodos de encapsulacion y

el control (Figura 7). A los 35 d de almacenamiento a 4 °C, la del-3-sa-5-glu mostro la mayor
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retencién en un rango de 90 - 99%, mientras que la ci-3-glu mostré la menor retencion en

un rango de 61 — 69% para los diferentes tipos de microparticulas.
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Figura 7: Evolucion de la retencion (%) de antocianinas individuales en muestras de yogur con JM y
microparticulas de JM almacenadas durante 35 d a 5°C. A: del-3-sa-5-glu, B: del-3,5-diglu, C: ci-3-sa-5-

glu + ci-3,5-diglu, D: del-3-sa, E: del-3-glu, F: ci-3-glu.
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Fang (2014) indica que las antocianinas en soluciones acuosas sufren reordenamientos
estructurales en respuesta a cambios de pH, generando cuatro estructuras moleculares:
cation favilo, base quinoidal, carbinol y chalconas. Las antocianinas son mas estables en
soluciones de pH 1-3 donde existen principalmente como cationes flavilos (coloreados). A
pH sobre 4, las antocianinas adoptan estructuras de carbinol (incolora) y chalcona
(amarillentas). Las chalconas pueden sufrir degradaciones quimicas produciendo acidos
fendlicos. En este estudio, la incorporacion de JM y las microparticulas de JM no
moadificaron el pH del yogur (4,3) y éste se mantuvo estable durante el almacenamiento.
Por lo tanto, la degradacion de las antocianinas se deberia principalmente al pH de la matriz

que favoreceria la formacion de chalconas y acidos fendlicos.

De acuerdo con (Giusti y Wrolstad, 1996; Wallace y Giusti, 2008), la degradacion de las
antocianinas sigue cinéticas de degradacion de primer orden. En este estudio, las
constantes de degradacion (k) se calcularon solamente para las antocianinas

monoglicosiladas, ya que éstas alcanzaron una retencién inferior al 70% a los 35 d.

El método de encapsulacion no afecto significativamente la estabilidad de las antocianinas
monoglicosiladas como se ve reflejado en los resultados de vida media (Tabla 5). Esto
sugeriria que las diferencias en el tamafio de particulas y la morfologia de las
microparticulas SA y L obtenidas en este estudio no afectarian la estabilidad de las
antocianinas como han propuesto diferentes autores (Fang y Bhandari, 2010; Laokuldilok y

Kanha, 2015).
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Tabla 5. Valores de vida media (t %2) de las antocianinas en yogur con microparticulas

de JM durante el almacenamiento a 4 °C.

t % (d)
Control (JM) SA LA LB
Del-3-sa 75 + 8PA 75+ 11° 67 £ 11°A 70 £ 4P
Del-3-glu 65+ 938 59 +5%3AB 48+ 83A 46 + 434
Ci-3-glu 68 + 72C 44 + 23~ 59 + Q3BC 5O 4 728

Valores promedios (n = 3) desviacion estandar. 2? indican diferencias significativas (p < 0,05) entre yogures con

microparticulas de JM. A8 indican diferencias significativas (p < 0,05) entre antocianinas.JM: yogur con jugo de
magqui SA: yogur con microparticulas de secado por atomizacion; LA yogur con microparticulas de liofilizacion
con molienda con molinillo; LB: yogur con microparticulas de liofilizacién con molienda con mortero.

La estructura quimica de las antocianinas monoglicosiladas (Figura 8) tuvo un efecto
significativo en la vida media, siendo la del-3-sa (Figura 8C) significativamente superior a
las del-3-glu (Figura 8A) y ci-3-glu (Figura 8B). Por lo tanto se sugeriria que existe un efecto
de la xilosa como azucar que compone la del-3-sa que favoreceria su estabilidad en yogur.
Brauch et al. (2015) indicaron que antocianinas monoglicosiladas de JM almacenadas por
84 d a 4°C alcanzaron una mayor vida media (88 - 89 d) en comparaciéon con nuestros
resultados. Estas diferencias de vida media podrian deberse principalmente al uso de yogur

como matriz alimenticia, donde el pH favoreceria la degradacion de las antocianinas.

Figura 8: Estructura quimica de antocianinas monoglicosiladas de JM. A: del-3-glu B: ci-3-glu C:del-3-
sa. Fuente: PubChem (2017).
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La incorporacion de microparticulas de JM obtenidas por SA y L mostraron resultados
similares al yogur con JM, por lo tanto la utilizacion de microparticulas podria favorecer la
utilizacion de JM como un ingrediente en polvo, de facil almacenamiento y gran estabilidad,

sin afectar las antocianinas significativamente cuando se incorporan en una matriz como

yogur.

6.5. Estudio la estabilidad de las microparticulas en un modelo de simulacion
gastrointestinal in vitro.

El estudio de la BA de compuestos bioactivos se realiza generalmente en condiciones in
vitro principalmente porque los ensayos en humanos suelen tener precios elevados y son
éticamente cuestionables. Adicionalmente, las simulaciones in vitro son una alternativa
rapida y entregan resultados que proveen informacion para la ejecucién de sucesivos

estudios en modelos animales y humanos (Lin et al. 2008; Coni et al. 2000).

Recientemente, Lucas-Gonzalez et al. (2016) demostraron que la estabilidad de las
antocianinas de un fruto liofilizado de maqui fue significativamente afectada en la fase
intestinal durante la digestion gastrointestinal in vitro. En este contexto, se estudié la
estabilidad de las antocianinas de microparticulas de JM en comparacién con un JM sin
encapsular en un modelo de digestion in vitro con la finalidad de evaluar la proteccion del
AE en el TGI. El modelo de digestién in vitro utilizado simula el proceso de digestion en

boca, estbmago e intestino delgado (duodeno).

Para evaluar la inhibicién de la degradacion de las antocianinas se determiné su BA,
definida como la cantidad de compuesto (antocianinas) que se libera de la matriz, después
de la digestion, reflejando su potencial de biodisponibilidad (Lila et al. 2012). En este estudio

la matriz fue la microparticula IM-(MD:APS) y el control el JM.
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La BA de las AT fue significativamente superior para las microparticulas de JM (SA: 45,8%;
L: 44,6%) respecto al JIM (38,3%). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas
entre los dos tipos de micropatrticulas (SA y L) lo que sugeriria que el tamafio y morfologia

de éstas no produciria un efecto sobre la BA.

De acuerdo a la literatura existente (Lila et al. 2012; Flores et al. 2014; Mosele et al. 2015;
Lucas-Gonzélez et al. 2016), en general las antocianinas son conocidas por su inestabilidad
a pH alto, y el cambio de pH acido (pH 2) del estbmago a un pH casi neutro (pH 6) en el
intestino podria ser el responsable de su hidrdlisis y/o degradacion. A pesar de que el pH
de la boca es neutro (pH 7), Mosele et al. (2016) indicaron para un modelo de simulacién
Gl in vitro que existen modificaciones minimas de las antocianinas en la boca debido a un

tiempo corto de exposicion, resultando en un efecto marginal de la a-amilasa.

Cuando las antocianinas se encapsulan con proteinas y/o polisacaridos, existe una
liberacion competitiva de ellas desde las microparticulas en el estémago donde se
mantienen estables (Oidtmann et al. 2012). Flores et al. (2014) sefialan que las condiciones
enzimaticas y de pH en el estbmago son altamente extractivas, lo que afectaria la integridad
de las microparticulas, favoreciendo la liberacion de las antocianinas. En el intestino
delgado (duodeno), las antocianinas se liberan igualmente desde las microparticulas (30
min) pero en esta fase si existe degradacion después de la liberacién (Oidtmann et al.
2012). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la mayor BA de las antocianinas
encapsuladas respecto al JM se deberia a un menor tiempo de exposicion de éstas a las

condiciones del intestino.

La BA de las antocianinas individuales de las microparticulas fue significativamente superior
a las del JM sin encapsular (del-3-sa-5-glu: 35,0%, del-3,5-diglu: 36,4%, ci-3-sa-5-glu + ci-

3,5-diglu: 48,9%, del-3-sa: 21,8%, del-3-glu: 21,2%, ci-3-glu: 24,0%). Adicionalmente, la BA
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entre antocianinas individuales tuvo diferencias significativas, donde la mayor BA fue para

las ci-3-sa-5-glu + ci-3,5 diglu y la menor bioaccesibilidad fue para la del-3-glu (Tabla 6).

Tabla 6. Bioaccesibilidad de antocianinas de microparticulas de JM-(MD:APS),

usando un modelo de digestion in vitro.

SA L
mg/g en  Bioaccesibilidad % mg/g en  Bioaccesibilidad %
microparticula microparticula
Del-3-sa-5-glu 1,34+0,2 432+0,4¢A 1,38+£0,8 40,7+ 1,294
Del-3,5-diglu 0,63+0,5 34,5+0,7 b A 0,62+0,4 36,1+1,1°A
Ci-3-sa-5-glu + ci-3,5 diglu 0,66 = 0,7 78,5+ 4,7 %A 0,64 + 0,6 76,5+1,4 %A
Del-3-sa 0,27 +£0,1 24,8 £ 0,23 A 0,27+0,4 285+ 1,52A
Del-3-glu 0,43+0,2 20,8+ 0,24 0,44 +0,1 22,6 +0,32A
Ci-3-glu 0,22+0,4 438+1,7¢%4 0,21 +0,7 49,6 +2,2¢A

Valores promedios (n = 3) desviacion estandar. Columnas con letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas (p < 0,05) entre microparticulas. 2?9 indican diferencias significativas (p < 0,05) entre
antocianinas. SA: microparticulas de secado por atomizacién; L: microparticulas de liofilizacion.

De acuerdo con Kraus et al. (2010) y Lila et al. (2012), las antocianinas difieren en su
estabilidad en el medio del intestino delgado. Nuestros resultados son comparables con lo
descrito por Lila et al. (2012) quienes observaron un comportamiento de BA similar para
antocianinas de maqui sin encapsular. Estos autores sugieren que la mayor BA de la ci-3-
sa-5-glu mas la ci-3,5-diglu seria posible debido a que la combinacién de las dos cianidinas

con dos azlcares enlazadas generaria una estructura de antocianina mas estable.

Por ultimo, los resultados de BA de las antocianinas de las microparticulas del IM y del JIM
fueron superiores a lo descrito por Lila et al. (2012) para un extracto semi-purificado de
antocianinas de maqui (~4%). Las diferencias entre el JM y el extracto semi-purificado
podrian explicarse por el efecto protector adicional que entregaria el JM como matriz. En

este contexto, McDougall et al. (2005) sugieren que los polifenoles generarian uniones con
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la matriz alimenticia durante la digestion, que podrian proteger de esta manera a las

antocianinas mas labiles de la degradacion.
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Conclusiones

La optimizacién del rendimiento, la EE de AT y antocianinas individuales usando una MSR
permitié establecer que las condiciones experimentales Optimas para la elaboracién de
microparticulas de JM usando MD y APS por SA fueron una temperatura del aire de entrada
al secador de 114°C, que corresponde a una temperatura baja para los estudios de SA y
una relacion JM/AE de 1:4,14, que refleja la necesidad de un mayor contenido AE dado el

contenido alto de antocianinas en el JM.

Los perfiles de antocianinas de las microparticulas obtenidas por SA 'y L fueron similares a
los del JM, donde predominaron antocianinas diglicosiladas (~70%). Se aprueba la hipétesis
del rendimiento de los métodos de encapsulacién, donde el rendimiento de las
microparticulas L (LA y LB) fue aproximadamente el doble que el de las microparticulas
obtenidas por SA. Adicionalmente, las principales diferencias encontradas entre las
microparticulas SA, LA y LB se relacionan con su tamafio y morfologia. De esta manera,
la solubilidad de las microparticulas SA fue superior en un ~10% respecto a las L, mientras
que la dispersabilidad indic6 que los tipos de microparticulas tienen una baja tendencia a la

aglomeracion cuando las microparticulas son reconstituidas en agua.

Se rechaza la hipétesis que supone que el método de encapsulacion afecta la EE de las
antocianinas. Sin embargo, la estructura quimica de las antocianinas afecta la EE de
antocianinas individuales, donde la EE de antocianinas diglicosiladas fue significativamente

superior respecto a las monoglicosiladas.

La vida media de la del-3-glu y ci-3-glu compuestos limitantes en el estudio de las
antocianinas de las microparticulas de JM en yogur fue superior (46 y 44 d,

respectivamente), a la vida util del producto (35 d), donde la incorporacion de
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microparticulas de JM favoreceria la utilizacion de antocianinas de JM como un ingrediente

en polvo funcional.

La degradacion de las antocianinas en el TGl estaria influenciada por el tiempo de
exposicion y el pH del medio, y las diferencias morfolégicas y de tamafio de las
microparticulas de JM estudiadas no afectarian la estabilidad. EI JM como matriz ofreceria
una proteccion de las antocianinas adicional al AE, favoreciendo la produccion de
microparticulas de JM en un proceso mas sustentable. Los resultados obtenidos
entregarian antecedentes del comportamiento de las antocianinas de JM en el TGI para

estudios futuros en modelos animales y humanos.

Finalmente, la microencapsulacién de antocianinas de JM usando MD y APS seria una
alternativa de desarrollo de un ingrediente funcional en polvo, con un alto contenido de
antocianinas, con buenas propiedades de reconstitucion, estable en matrices acuosas

como el yogur, mejorando en un 7% la BA de las antocianinas del JM.
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Anexos

Anexo 1. Curva de calibracién de glucosa para cuantificacién de azlcares totales en

JM.
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Anexo 2. Curva de calibracion cianidina-3-glucésido para cuantificacion de AT e

individuales.

14000000

y = 5E+08x - 24135

12000000 R?=0,9997 ..~

10000000

8000000

(mAU*s)

6000000 7

Area

P

4000000
2000000

o o
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

Concentracién ci-3-glu (mg/mL)

69



Anexo 3. Curva de calibracién de acido galico para cuantificacién de polifenoles

totales en JM.
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Anexo 4. Curva de calibracion de hierro para medir Actividad Antioxidante por FRAP.
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Anexo 5. Curva de cinética de degradacion del DPPH para medir Actividad

Antioxidante (ECso). (&) Muestra 1, (b) Muestra 2.
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Anexo 6. Descripcion Yogur natural SOPROLE para estabilidad de microparticulas en

yogur comercial.

Ingredientes: Leche entera fluida, leche en polvo descremada, gelatina, sorbato de potasio

y cepas de yogurt (L. bulgaris, S. thermophilus). Puede contener trazas de nueces.

Contenido neto: 155g.

Informacién Nutricional
Porcion: 1 unidad (1559)
Porciones por envase: 1
100g 1 porcidn

Energia (kcal) 70 109
Proteinas (g) 3,6 5,6
Grasa total (g) 3,1 4.8
Grasa saturada (g) 2,2 3,4
Grasa monoinsat. (g) 0,8 1,2
Grasa poliinsat. (g) 0,1 0,16
Grasa trans (g) 0,0 0,0
Colesterol (mg) 10,6 16,4
H de C disp. (9) 6,9 10,7
Azlcares totales (g) 6,9 10,7
Sodio (mg) 55 85

Fabricacion chilena. Elaborado, envasado y distribuido por SOPROLE S.A., Av. Pdte. J.
Alessandri R. N°10.800, San Bernardo, Santiago. Res. S.S.A. N°019060 del 24.09.97.

Region Metropolitana.

Conservar refrigerado entre 0 y 8°C. Una vez abierto el envase, su duracion es de 4 d,

manteniéndolo refrigerado. Consumir antes de la fecha indicada en el envase.
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Anexo 7. Informacién de ficha técnica JM 65 °Brix.

Patagonol™ — LE

65 Brix
Brix 65,0+ 0,5
Humedad 32,9%
pH 3,50 — 4,00
Acidez 2,00 — 6,00% Acido citrico
Densidad 1,319 g/cm?
Unidades de color 1418
Antocianinas 18 — 24 mg/mi
Composicion de antocianinas Delfinidina-3-sambubidsido-5-glucosido

Delfinidina-3,5-diglucésido
Cianidina-3,5-diglucésido
Cianidina-3-sambubidsido-5-glucésido
Delfinidina-3-sambubidsido
Delfinidina-3-glucésido
Cianidina-3-sambubidsido

Cianidina-3-glucésido
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Anexo 8. Condiciones experimentales, rendimiento y EE de AT e individuales para el

disefio experimental de JM microencapsulado con MD y APS

Experimento Temperatura Relacién Rendimiento EE EE EE EE EE EE EE
°C) IM/IAE (%) (%)  Del-3- Del-  Ci-3- Del-3- Del-3- Ci-3-
total sa-5- 3,5- sa-5- sa glu glu
glu (%)  diglu glu + (%) (%) (%)
(%) Ci-3,5
diglu
(%)
1 120 1:2 76,3 77,7 84 79,4 81,1 799 77,1 734
2 180 1:2 74,6 788 831 79 80,6 79 77,1 742
3 120 1:6 69,1 919 935 92,7 91,7 90,3 89,3 888
4 180 1:6 72,1 89,4 90,9 88,8 88,1 872 846 846
5 114 1:4 73,7 90,7 92,6 91,3 90,6 87,8 87,7 874
6 186 1:4 73,9 90 90,4 88,9 89,1 878 864 86,1
7 150 1:1,58 74,8 74,7 76,6 71,1 715 715 665 653
8 150 1:6,42 70,5 91,6 92,2 90,9 90,8 889 87,7 874
9 150 1:4 71 89,7 91 88,8 88,8 869 838 847
10 150 1:4 69,4 87,3 895 87,6 86,6 851 822 832
11 150 1:4 71,5 89,3 90,6 89,3 886 866 848 86,1
12 150 1:4 69,5 90,1 90,9 89,7 89,6 86 85,7 85
Del-3-sa-5-glu: delfinidina-3-sambubidsido-5-glucdsido; Del-3,5-diglu: delfinidina-3,5-diglucésido; Ci-3-sa-5-glu:
cianidina-3-sambubi6sido-5-glucésido;  Ci-3,5-diglu:  cianidina-3,5-diglucésido;  Del-3-sa:  delfinidina-3-
sambubiosido; Del-3-glu: delfinidina-3-glucésido; Ci-3-glu: cianidina-3-glucosido.
Anexo 9. Diagrama de Pareto para Rendimiento
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Anexo 10. Diagrama de Pareto para EE de antocianinas totales

Diagrama de Pareto Estandarizada para EE Antocianinas Totales
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Anexo 11. Distribucion diametro de particulas SA
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Anexo 12. Distribucion diametro de particulas LA
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Anexo 13. Distribuciéon diametro de particulas LB
20 _ % 100
4 | +
80 1782 Promedio 40 med-0
[ |80
[ 7o
: o
0T b ; ) /\ _____________ — 150
I L 4o
it ; 30
L 0
I ‘ 4o
oT - 0
0, 1.0 10.0 100.0 1000.0
Particle Diameter (um.)

76



