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RESUMEN

Actualmente, existe una gran demanda de alimentos naturales con ingredientes que
ademas de aportar nutrientes, ayuden a mejorar la salud. En esta investigacién se
utilizé la Tara, Caesalpinia spinosa, arbol de leguminosas nativo de América del Sur
que posee polifenoles, los cuales una vez que se extraen, son altamente
susceptibles a degradacion frente a condiciones del medioambiente. Asi, la
tecnologia de microencapsulacion permite estabilizarlos para ser agregados en un
alimento. El objetivo de esta investigacion fue estudiar la encapsulacion de un
extracto de vaina de tara con maltodextrina e inulina por secado por atomizacion y
evaluar su estabilidad durante el almacenamiento. La optimizacién de la extraccion
de polifenoles en el polvo de vaina de tara (PVT) se realizé aplicando un disefio
estadistico Box-Behnken. Las condiciones o6ptimas de temperatura (24°C),
proporcion de etanol (100%) y relacion solido:solvente (1:18), entregaron un
extracto de vaina de tara (EVT) con contenido de polifenoles totales de 600,3 + 0,6
mg EAG/g PVT, ORAC 17,4 + 0,9 mmol ET/100 g PVT, sdlidos totales 25,6 + 0,1
°Brix y pH 5,01 + 0,01.

La optimizacion de la encapsulacion del EVT por secado por atomizacion se realizo
aplicando un diseio Compuesto Central. Las condiciones O6ptimas fueron
temperatura del aire de entrada al secador y relacién EVT:AE de 187°C y 1:1,25,
respectivamente para MD; 169°C y 1:1,25, respectivamente para In. La EE alcanzé
valores sobre 97% para ambos sistemas (EVT-MD y EVT-In), lo cual se atribuye a
la interaccion polifenoles-polimero por puentes de hidrogeno. EVT-MD y EVT-In
mostraron valores de humedad de 6,3 + 0,08% y 6,0 + 0,05%, respectivamente, y
actividad de agua de 0,3 + 0,001 y 0,22 + 0,001, respectivamente, asegurando asi
la estabilidad microbiologica de las microparticulas. La higroscopicidad para EVT-
MDy EVT-Infuede 25+0,9y 17 + 0,6 g/100 g, respectivamente; mostrando que la
higroscopicidad es especifica de cada polimero. Las microfotografias (SEM)
mostraron microparticulas esféricas con algunas abolladuras sobre la superficie. La

estabilidad de los polifenoles encapsulados de los sistemas EVT-MD y EVT-In, no



mostraron degradacién de los polifenoles durante las 19 semanas de
almacenamiento a 60°C. Los resultados permitieron desarrollar microparticulas de
polifenoles de vaina de tara utilizando MD e In como recubrimiento, para su

potencial aplicacidn como un ingrediente saludable.
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ABSTRACT

Currently, there is a great demand for foods with natural ingredients, since it provides
nutrients, and improves the health. In this research, Tara (Caesalpinia spinosa),
leguminous tree native to South America was studied as source of polyphenols.
However, when polyphenols are extracted, they are highly susceptible to
degradation against environmental conditions. Thus, the use of encapsulated
polyphenols as food ingredient, should allow the protection of polyphenols until they
are added to food vehicle. The aim of this research was to study the encapsulation
from Tara pod extract by spray drying, using maltodextrin (MD) and inulin (In) as
encapsulating agents and evaluate its stability during storage. The optimization of
the extraction of the polyphenols from Tara pod powder (TPP) was performed using
a Box-Behnken statistical design. The optimal conditions of temperature (24°C),
ethanol percentage (100%) and solid:solvent ratio (1:18), giving Tara pod extract
(TPE) with total polyphenol content of 600.3 + 0.6 mg EGA/g TPP, ORAC 17.4 + 0.9
mmol ET/100g TPP, total solids 25.6 + 0.1 °Brix and pH 5.01 + 0.01. The optimization
of the encapsulation of TPE by spray drying was performed applying a Central
Composite design. The optimal conditions were inlet air temperature and TPE:EA
ratio of 187 °C and 1:1.25, respectively for MD; 169 °C and 1:1.25, respectively for
In. The EE reached values over 97% for both systems (TPE-MD and TPE-In), which
could be attributed to polyphenol-polymer interaction by hydrogen bonds. TPE-MD
and TPE-In microparticles showed moisture values of 6.3 + 0.08% and 6.0 + 0.05%,
respectively, and water activity of 0.3 £ 0.001 y 0.22 = 0.001, respectively), ensuring
microbiological quality of the microparticles. The hygroscopicity for EVT-MD and
EVT-In was 25+0.9 y 17+0.6 g/100g, respectively; showing that the hygroscopicity
is polymer-specific. The microphotographs (SEM) showed spherical microparticles
with some dents on the surface. Polyphenols stability in TPE-MD and TPE-In, did
not show polyphenols degradation during 19 weeks of storage at 60 °C. The Tara
pod polyphenol microparticles were developed using MD and In as coating, for their

potential application as a healthy ingredient.

Xii



INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que el 52% de las muertes
prematuras en el afio 2012 se atribuyeron a enfermedades no transmisibles, con
mas del 75% de ellas relacionadas a enfermedades cardiovasculares, cancer,
diabetes y enfermedades respiratorias cronicas. La OMS recomendo el incremento
en el consumo de frutas, vegetales y fibra, como un cambio clave en el estilo de
vida, pudiendo asi reducir el riesgo de las enferfermedades no transmisibles.

Ademas de los nutrientes que se han encontrado en frutas y vegetales, como las
vitaminas y minerales esenciales, hay una gran cantidad de compuestos bioactivos
sintetizados por las plantas, como los polifenoles, que pueden entregar beneficios
a la salud humana (Fraga et al., 2019). Es por esto que actualmente hay un creciente
interés por elaborar alimentos, suplementos e ingredientes en base a materias
primas funcionales de origen natural, que generen beneficios al consumidor, como

es el caso de los antioxidantes (FIA, 2017).

1.2 Los Polifenoles: Taninos.

Los polifenoles son compuestos antioxidantes que constituyen un gran grupo de
fitoquimicos que incluyen multiples sub-clasificaciones como los flavonoides,
estilbenos, acidos fendlicos, cumarinas, lignanos y taninos. Estos no se identifican
como nutrientes esenciales, pero se les atribuyen efectos positivos sobre la salud
de las personas debido a su actividad antioxidante. Varian en su estructura y se han
identificado mas de 4000 compuestos polifendlicos, los cuales se clasifican en
flavonoides y no flavonoides. Los compuestos flavonoides y no flavonoides se
pueden encontrar formando compuestos de muy alto peso molecular (>500 u.m.a.,
unidad de masa atémica) llamados taninos (Fraga et al., 2019; Liu, 2013).

Los taninos son compuestos fendlicos de alto peso molecular relativo, que se oxidan

al contacto con oxigeno atmosférico, son inodoros, de sabor amargo y astringente,



solubles en agua, alcohol y acetona; son combustibles con un punto de inflamacién
de 199°C, una temperatura de autoignicion de 528,5°C; con baja toxicidad por
ingestion o inhalacion (Basurto, 2006). Los taninos presentan grupos hidroxilos
unidos a estructuras fendlicas que les confieren la caracteristica de formar
complejos con proteinas, minerales y otras macromoléculas. Son sustancias que se
producen en diversas partes de las plantas, como corteza, frutos, hojas, raices y
semillas; a pesar de tener un origen comun, la especificidad de las plantas le da a
los taninos diferencias en color, calidad y concentracién (Basurto, 2006). Su
clasificaciéon dependera del tipo de polifenol que se polimeriza, de esta forma los no
flavonoides se polimerizan para formar taninos hidrolizables, mientras que ciertos
flavonoides polimerizan para formar taninos condensados.

Los taninos hidrolizables, como los galotaninos o elagitaninos, provienen de la
esterificacion de compuestos como el acido galico o elagico, son facilmente
hidrolizados por acidos, alcalis 0 enzimas en un azucar o un alcohol polihidrico,
poliol relacionado y un acido carboxilico fendlico (Aouf et al., 2014). Se consideran
uno de los antioxidantes mas potentes de origen vegetal debido a que se encuentran
listos para formar complejos con metales reactivos, evitando la generacion de
radicales libres que da lugar a dafo oxidativo de membranas celulares y ADN (Khan
et al., 2000).

Las caracteristicas de éstos son las siguientes:

-  Compuestos quimicos o cristalizables cuyas soluciones acuosas son
coloidales, de reaccion acida y de sabor amargo.

- Precipitan con gelatina, albumina y alcaloides en solucion.

- Con sales férricas dan coloraciones negro azuladas o verdosas.

- Producen un color rojo intenso con ferricianuro de potasio y amoniaco.

- Precipitan a las proteinas en solucion y se combinan con ellas, haciéndolas
resistentes a las enzimas proteoliticas.

- Dependiendo de la naturaleza del acido carboxilico fendlico, los taninos
hidrolizables son usualmente subdivididos en galotaninos y elagitaninos

(Garro et al., 1997). Esta subdivision se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Taninos hidrolizables (Fuente: Garro et al., 1997).

Los taninos condensados o proantocianidinas son poliflavonoides naturales, los
cuales consisten en cadenas de unidades de flavan-3,4-diol. Estos taninos se
encuentran en tres formas principales: (a) extractable, lo que indica que son
reactivos con proteina, (b) ligados a la proteina, y (c) ligados a la fibra. Se ha
demostrado que el secado de una muestra puede afectar la distribucion de taninos
en el tejido de una planta, y se ha observado que en varias leguminosas secadas
en horno a 60°C existid una reduccion de taninos extractables y un aumento de
taninos ligados en comparacién con muestras liofilizadas. La clase mas comun de
proantocianidinas son las procianidinas, las cuales consisten en cadenas de

catequinas y/o epicatequinas, como se muestra en la Figura 2 (Garro et al., 1997).

OH
OH

-a(OH Catechin(7)

ac
“OH | ...OH Epicatechin (g)

Figura 2. Precursor de los taninos
condensados (Fuente: Garro et al.,
1997).



El componente principal de los taninos de tara se basa en una estructura de acido

quinico galoilado (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de acido quinico galoilado del tanino de tara
(Fuente: Garro et al., 1997).

Las caracteristicas de los taninos condensados son las siguientes:

Son derivados de unidades de flavan-3,4-dioles, proantiocianidinas
monomeras, conocidas actualmente también como proantocianidinas
condensadas.

Al ser tratados con acidos en caliente, se origina una polimerizacion
progresiva hasta dar taninos amorfos, llamados flobafenos o taninos rojos.
En ellos, los nucleos bencénicos estan unidos por atomos de carbono (por
ejemplo C-4 a C-8, C-4 a C-6).

Dan coloracion verde con FeCls-+.

Precipitan con soluciones de bromo.

1.3 La Tara.

El género Caesalpinia L. sensu lato, pertenece a la familia Caesalpiniaceae, de

distribucion pantropical en bosques, sabanas y semidesiertos, e incluye alrededor

de 150 especies, de las cuales 40 estan presentes en Sudamérica (Ulibarri, 1996).

Aparte de C. spinosa, se reconoce la presencia de otras seis especies en Peru: C.

ancashiana Ulibarri, C. cassioides Willd., C. decapetala (Roth) Alston, C. glabrata
Kunth, C. pulcherrima (L.) Swartz 'y C. trichocarpa Griseb (Macbride, 1943; Ulibarri,



1996). Las especies son diferenciables con la ayuda de algunos caracteres, como
largo de la flor, grado de division de la hoja y la naturaleza de tronco y ramas, donde,
por ejemplo, solo el tronco y ramas de C. spinosa son espinosas. El caliz asimétrico,
con el sépalo abaxial mas desarrollado y con los dientes del apice notorios, en
combinacion con la alta densidad de espinas, son buenos caracteres para reconocer
C. spinosa en Peru (Dostert et al., 2009). A continuacion se presenta la Tabla 1 con

las caracteristicas de las especies peruanas de Caesalpinia.

Tabla 1. Caracteres de las especies peruanas de Caesalpinia.

1]
© ©
5 g s £ S
Caracter ® = 3 s 8 s S
9 " S 8 o Q 8
o 0 = = o < o
s 1] ) 1] S [T <
s g ® 9 Q 3 S
) ® o o > 5 s
o o o o o o (3}
Forma de | Arbusto o Subarbusto Arbusto o Arbusto Arbusto o Arbusto o Arbusto
crecimiento arbol 3-5 m 0,3m arbol 1-4 m  trepador arbol3-6 m  arbol1-9m  0,3-1,5
2,5-10 m m
Talloy ramas | Generalmente Inerme Subinerme Parte viejas  Subinerme Subinerme Inerme
aculeada de la planta
aculeadas
Foliolos 2-3 pares 1 par y 1 2-5paresy 4-10pares 3-8 pares 5-8 pares 2-5
terminal 1 terminal pares
Foliolulos 5-8 pares 8-10 pares 3-7 pares 8-12 pares  4-7 pares 6-10 pares 6-8
pares
Largo de la | 9-10 mm 10-12 mm 13-17 mm 13-17 mm 8-9 mm 20-25 mm 8-11 mm
flor

(Fuente: Dostert et al., 2009)

La tara, Caesalpinia spinosa, es un arbol de leguminosas nativas de América del
Sur que esta formado por vainas de color rojo o amarillo claro de 8-10 cm de
longitud. El fruto de tara esta constituido aproximadamente en un 65% por la vaina
y en un 32-38% por las semillas (Aouf et al., 2014). Su cultivo se extiende desde la
region de Venezuela, Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia, hasta el norte de Chile. En
el pasado, la especie se encontraba en las lomas de Peru a menos de 1000 m
s.n.m., donde fue practicamente extinguida debido a su sobreutilizacién como

combustible y material de construccién (Dostert et al., 2009). La tara crece en forma



silvestre en la costa peruana y en la regién andina a altitudes de 1000 a 2900 m
s.n.m. Peru es considerado el productor mas importante de tara a nivel mundial con
mas del 80% de la producciéon mundial (Chambi et al., 2013). La cosecha de frutos
se realiza en diferentes épocas dependiendo de la regiéon (Dostert et al., 2009) y
cada arbol de tara puede rendir un promedio de 20 a 40 kg de vaina anual,
cosechandolos dos veces al ano (De la Cruz, 2004). Su produccion se inicia a los
4 afos, alcanzando su mayor productividad a partir de los 15 afos para disminuir a
los 65. En terrenos de secano y posiblemente en bosques naturales, el promedio de
vida es de 65 afnos (Dostert et al., 2009).

Caracteristicas botanicas: el arbol de tara es pequefno, de dos a tres metros de
altura, de fuste corto, cilindrico y a veces tortuoso y su tronco esta provisto de una
corteza gris espinosa, con ramillas densamente pobladas. En muchos casos las
ramas se inician desde la base dando la impresion de varios tallos. La copa de la
tara es irregular, aparasolada y poco densa, con ramas ascendentes. Sus hojas son
en forma de plumas, ovoides y brillante ligeramente espinosa de color verde oscuro
y miden 1,5 cm de largo. Sus flores son de color amarillo rojizo, dispuestos en
racimos de 8 cm a 15 cm de largo (De la Cruz, 2004). La C. spinosa muestra un
crecimiento juvenil muy lento, limitando su uso en programas de reforestacion. El
crecimiento anual en los primeros afios es de solo 5-15 cm, sin embargo, cuando el
arbol esta arraigado, muestra una alta resistencia a la sequia fisioldgica, de la que
hace uso en situaciones marginales para el crecimiento arb6reo asi como en
altitudes sobre 3000 m s.n.m. (Dostert et al., 2009).

Las vainas de tara tienen un alto potencial de uso en aplicaciones médicas,
industriales y alimentarias, ya que pueden ser utilizadas como materia prima para
producir gomas o hidrocoloides, acido galico y taninos, entre otros productos. El
acido tanico obtenido a partir de vainas de tara es ampliamente utilizado en la
industria farmacéutica, quimica y de la pintura, entre otras, y es especialmente util
en la industria de la curtiembre (Romero et al., 2012). Ademas, se ha informado de
la actividad antimutagénica y anticancerigena in vitro del acido tanico (Chambi et
al., 2013).



La Figura 4 muestra fotografias de vainas de tara cosechadas y en el arbol. Se
observa que la vaina es la parte mas importantes del fruto de la tara, ya que alli se
concentran los mayores niveles de taninos, los cuales se obtienen a partir de la

molienda de la vaina (Lopez et al., 2011).

Ademas, las vainas de tara son fuente de antioxidantes fendlicos, como acido galico
y taninos, los cuales son extraidos comunmente con solventes de diferentes
polaridades para evaluar su actividad antioxidante, en donde la composicion, los
rendimientos y las respuestas observadas seran notablemente influenciados tanto
por la naturaleza del disolvente, como por las condiciones de extraccion. Estos
antioxidantes se pueden degradar frente a las condiciones del medioambiente
(Bustos-Hipdlito et al., 2012; Romero et al., 2012), de tal forma que la tecnologia de

encapsulacion puede ser una herramienta para su estabilizacion.

1.3.1 Extraccion de polifenoles de vaina de tara.

La Tara es una leguminosa con un alto contenido de taninos, en donde las
infusiones de ésta se han utilizado tradicionalmente y ampliamente por la medicina
popular peruana para tratar las amigdalas inflamadas, la fiebre, el resfrio y los
dolores de estomago. Los taninos de tara también se emplean como componente
de los medicamentos gastroenteroldégicos para curar ulceras y ayudar a la

cicatrizacion. Ademas, algunas propiedades como antiinflamatorias, antifungicas,



antibacterianas, antisépticas y antidiarreicas se han atribuido a los taninos (Chambi
etal., 2013).

Los polifenoles se extraen utilizando diversos métodos como extraccién con
solvente y extraccion supercritica, entre otros. Para separar los analitos de las
muestras solidas, los solventes mas utilizados son aquellos que poseen un bajas
capacidades calorificas de evaporacion y ebullicion. Los solventes ademas no
deben ser toxicos, inflamables y deben ser quimicamente neutros. Estos no deben
influir negativamente en la instrumentacion y la estabilidad de las sustancias
analizadas. Los solventes como metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y sus
mezclas con agua se usan comunmente (Viapiana et al., 2013), los rendimientos y
las respuestas observadas son notablemente influenciadas tanto por la naturaleza
del disolvente como por las condiciones de extraccion (Bustos-Hipdlito et al., 2012).
Ademas de realizarse extracciones con solventes, también existen otras técnicas
como extraccién Soxhlet, extraccion asistida con ultrasonido, extraccion con fluido
supercritico, extraccion a altas presiones y temperaturas, extraccion con agitacion,
entre otros (Viapiana et al., 2013).

Saavedra (2016) report6é un contenido de polifenoles totales de 693,49 + 54,52 mg
EAG/g para una relacién sélido-liquido de 1:60 a40°C. En el caso de una extraccion
con 100% agua se report6é un contenido de polifenoles totales de 349,7 mg EAG/g,
de 445,3 mg EAG/g con agua:etanol (50:50) y de 460,2 mg EAG/g con agua:etanol
(25:75) (Garro et al., 1997). Investigaciones anteriores, utilizando extraccion
supercritica de vaina de tara, reportaron un contenido de polifenoles totales de 4107
+ 80 ug EAG/g a 40°C, 500 bar y 5% de etanol (Fernandez, 2008) y de 3946 ug
EAG/g a 70°C, 550 bar y 10% de etanol (Silva, 2011).

En la Tabla 2 se encuentran algunas investigaciones en las cuales se han realizado

extracciones de polifenoles de vaina de tara con distintos solventes.



Tabla 2. Extraccion de polifenoles de vaina de tara.

Fuente Metodologia Polifenoles Referencias

Vaina Agua Galotaninos totales y elagitaninos Garro et al., 1997
65°C/1h totales por espectrofotometria vy

HPLC.

Vaina Agua Capacidad antioxidante por DPPH y Lépez et al., 2011
ABTS. Determinacion de fenoles y
flavonoides por Folin-Ciocalteau.

Vaina Extraccion con Estabilizacion oxidativa con Romero et al,
fluido Rancimat. Prueba de estabilidad de 2012
supercritico almacenamiento a 60°C por 39 dias.
40°C/350-550 Composicién de acidos grasos con
bar de CO2 Cromatografia gaseosa. Andlisis de

tocoferoles con HPLC con detector
de fluorescencia.

Vaina Acetona/agua Contenido total de fenoles y acido Chambi et al.,
80% v/v y razdn galico determinado por método 2013
material/solvente colorimétrico. Capacidad
= 1/100 p/v 4°C antioxidante determinada con ABTS,
por 20h FRAP y ORAC. Capacidad

antioxidante con calorimetria
diferencial de Dbarrido (DSC).
Componente fendlico se determind
con HPLC-PAD
Hojas Etanol:Agua=1:1 Determinacion del total de Gallegos et al.,

viv a 40°C por
24h

polifenoles por método de Folin-
Ciocalteu. Identificacion de las
especies antioxidantes y seguimiento
de su evolucion se determind
mediante  cromatografia  liquida
combinada con espectrometria de

masa

2016




1.4 Microencapsulacién.

La microencapsulacion ha sido una técnica que ha incrementado en importancia en
la industria alimentaria, particularmente en el desarrollo de alimentos funcionales y
saludables. Es una tecnologia donde un componente activo (liquido o gas) es
introducido o atrapado en una matriz (sistema homogéneo) o muralla polimérica
(sistema heterogéneo) para protegerlo de condiciones ambientales (oxigeno, luz,
humedad), del tracto gastrointestinal (pH, enzimas), de su interaccién con otros
componentes del alimento o bien para controlar su liberacion (Yafez et al., 2002;
Mozafari et al., 2008; Robert et al., 2016)

La seleccion del proceso de microencapsulacion esta dada por las propiedades
fisicas y quimicas del activo y el recubrimiento como composicion de los
ingredientes, el mecanismo de liberacion, el tamano de particula, la forma final y el
costo, entre otros, definira la aplicacién de las microparticulas. Para obtener una
buena eficiencia de encapsulacion, incluso si el material de encapsulaciéon es
adecuado, se deben optimizar las condiciones de formulacién y del proceso (Desai
y Park, 2005; Gharsallaoui et al., 2007).

La encapsulacion es una tecnologia que puede ser una estrategia para mejorar la
estabilidad de los polifenoles y extender su vida util. Existen diferentes técnicas que
se utilizan para la encapsulacion de polifenoles, tales como fase dispersa en aceite
— secado por atomizacién (Zheng et al., 2011), emulsién (Betz et al., 2012), doble
emulsion w/o/w (Frank et al., 2012), extrusidn, emulsificacion/gelificacion térmica
(Baum et al., 2014; Oidtmann et al., 2012), sintesis de microgel (Wang et al., 2013),
secado en frio (Gurak et al., 2013; Pasrija et al., 2015; Mourtzinos et al., 2007),
extraccion con fluido supercritico (Santos et al., 2013), extrusion electrostatica
(Belseak-Cvitanovic et al., 2011), adsorcién (Deladino et al., 2015; Texeira et al.,
2015), entre otros.

El secado por atomizacion es el método de encapsulacién que se usara en esta
investigacion debido a que es el mas utilizado en la industria de alimentos para
encapsular compuestos activos y proteger materiales, de forma econémica, simple
y continua (Ré, 1998; Desai y Park, 2005; Gharsallaoui et al., 2007). El proceso de

secado por atomizacion se lleva a cabo con una solucion acuosa de alimentacion.
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La solucion, dispersién o emulsion de alimentacion es atomizada, produciendo
gotitas pequenas que se encuentran con el aire caliente y se produce transferencia
de calor y masa entre las gotitas atomizadas y el medio de secado, debido a una
mayor superficie de contacto. En consecuencia, las gotitas se deshidratan por causa
del medio de secado caliente, lo cual ocurre debido a que el agua se evapora
rapidamente en la camara caliente. Asi, la evaporacion de la humedad de las gotitas
forma rapidamente una costra en su superficie y la humedad residual difunde hacia
el exterior de las particulas. Las particulas en polvo deshidratadas son luego
transportadas a un separador ciclénico para su recuperacion. El secado se termina
cuando la temperatura de la particula es igual a la temperatura del aire. Este
proceso toma unos segundos, y el liquido de alimentacion se convierte en particulas
en polvo (Encina et al., 2016; Hayashi, 1989).

La eleccion del material encapsulante para el secado por atomizacién es muy
importante para la eficiencia de encapsulacion y estabilidad de la microparticula,
pueden seleccionarse a partir de una amplia gama de biopolimeros naturales y
sintéticos. El criterio de seleccidn se basa en las propiedades fisicoquimicas de éste,
tales como peso molecular, punto de ebullicion, solubilidad, viscosidad, difusividad,
cristalinidad, capacidad de formacion de peliculas y propiedades emulsificantes
(Gharsallaoui et al., 2007). Dentro de algunos materiales de uso comun para
recubrimiento biocompatible y de calidad alimentaria estan presentes los
carbohidratos (almidén, maltodextrina, quitosano), celulosas (carboximetilcelulosa,
metil y etil celulosa) y gomas (gluten, caseinatos, gelatina, albuminas, péptidos)
(Desai y Park, 2005). Los requisitos para que un material encapsulante sea utilizado
en secado por atomizacién, incluyen un alto grado de solubilidad, baja viscosidad
que permita formar soluciones, dispersiones o emulsiones con un alto contenido de
sélidos, buenas propiedades emulsificantes, caracter no higroscopico, sabor suave,

no reactivo y bajo costo (Murua-Pagola et al., 2009).
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1.4.1 Encapsulacion de antioxidantes por secado por atomizacién.

La microencapsulacion permite a un material sensible ser recubierto por un polimero
para su proteccion frente a las condiciones ambientales adversas. Diversos
materiales de interés biolégico han sido microencapsulados, desde pequefias
moléculas y proteinas hasta células bacterianas y levaduras (Borgogna et al., 2010).
El secado por atomizacion es el método mas utilizado en la industria de alimentos,
tiene la ventaja de convertir un liquido en un polvo con baja humedad, lo cual
simplifica el transporte, el manejo y almacenamiento del producto final, junto con
asegurar la calidad microbiolégica de éste (Gouin, 2004).

En la Tabla 3 se muestran algunas investigaciones en las cuales se realiz6 secado

por atomizacion a materias primas, utilizando diversos agentes encapsulantes.

Tabla 3. Investigaciones de microencapsulacion de polifenoles.

Material Agente encapsulante Referencias
Mora andina Maltodextrina, goma arabiga, Villacrez et al. (2014)
(extracto) almidén de maiz, almidon de yuca,
Capsul ®
Arandano Maltodextrina + pectina Baum et al. (2014)

(extracto de pulpa)

Grosella

(extracto de pulpa)

Té verde

(extracto)

Granada
(jugo de fruta,

extracto de fruta)

Granada

(extracto de cascara)

Maltodextrina o inulina

Maltodextrina,

mezcla

B-cicliodextrina o

Maltodextrina o proteina aislada de

soya

Maltodextrina

Oidtmann et al. (2012)

Bakowska-Barezak
y Kolodziejczyk
(2011)

Pasrija et al. (2015)

Robert et al. (2010)

Cam et al. (2014)
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1.4.2 Agentes encapsulantes.

La maltodextrina es un polisacarido que esta formado por unidades de D-glucosa
con enlaces a1-4. Se obtiene por hidrdlisis parcial del almidén, empleando acidos o
enzimas y se utiliza como estabilizante de emulsiones (Pastufia — Pullutasig et al.,
2016), formacion de peliculas y reduccién de la permeabilidad al oxigeno (Sansone
etal., 2011).

CH,OH CH,OH CH,OH
0 0 o)
OH OH OH
OH o) o) OH
OH OH J, OH

Figura 5. Molécula de maltodextrina

Este agente encapsulante es soluble en agua e insoluble en etanol. Se utiliza en la
industria como agente gelificante y espesante, posee un bajo sabor dulce y alto
indice glicémico. Teniendo un equivalente de dextrosa sobre 15 es ideal para
encapsular vitaminas, minerales, aromas y saborizantes, para mejorar la vida util y
aumentar el volumen de productos, entre otros (Hofman et al., 2016). Por todo lo
anterior, mas su bajo costo y digestion mas lenta al ser consumido, resulta ser ideal

para la utilizacion como agente encapsulante para este estudio.

La inulina es un fructooligosacarido obtenido directamente de la raiz de la achicoria,
el cual esta compuesto por unidades de fructosa con enlaces B2-1y es ligeramente
ramificado (Stevens et al., 2001). Presenta buenas propiedades gelificantes,
emulsificantes, capacidad para absorber grasa y propiedades de unién al agua
(Nesterenko et al., 2012). Es moderadamente soluble en agua e insoluble en hexano
y en sistemas lipidicos.

La inulina tiene efectos prebioticos, es decir que es un ingrediente alimentario no
digerible que produce efectos benéficos debido a la estimulacion del crecimiento y
actividad metabdlica de las bacterias del colon, y actua como fibra dietaria. Es
hidrolizada en pequefas cantidades en el estbmago e intestino grueso sin la

formacion de monosacaridos, sin embargo es fermentada a lo largo del colon,

13



produciendo gases y acidos grasos de cadena corta que facilitaria la absorcion de
minerales como el calcio y contribuiria a disminuir los niveles circulantes de
colesterol y triglicéridos (Gotteland y Brunser, 2006; Saenz et al., 2009). Por lo tanto,
no hay un incremento en el indice glicémico, proyectandose como un ingrediente
potencial para alimentos para diabéticos. Se ha demostrado también que la
incorporacion de inulina en la dieta reduce los niveles de colesterol y lipidos séricos.
(Stevens et al., 2001).

Figura 6. Molécula de inulina.

Se utiliza en la industria alimentaria para modificar la textura de productos lacteos,
congelados, untables y en reemplazo de las grasas en productos carnicos. Ademas
tiene un amplio uso como sustituto de azucares debido a su sinergismo con
edulcorantes (Madrigal y Sangronis, 2007). La inulina es un agente encapsulante
utilizado en este estudio debido a su capacidad de interaccidon con moléculas activas
como los polifenoles, por sus propiedades tecnoldgicas y de beneficio para el
consumidor (Robert et al., 2012).

1.5 Método de Superficie de Respuesta.

El Método de superficie de respuesta es un conjunto de técnicas estadisticas y
matematicas utiles para el desarrollo, la mejora y la optimizacion de los procesos.
También tiene importantes aplicaciones en el disefo, desarrollo y formulacién de
nuevos productos, asi como en la mejora de los disefios de productos ya existentes
(Myers y Montgomery, 1995). La optimizacion mediante el método de superficie de

respuesta tiene la ventaja de ser un método rapido y econdmico para la recopilacion
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de los resultados de investigacion de una variable o un experimento factorial
(Wanasundara y Shahidi, 1999; Liu et al., 2007). Los factores utilizados
corresponden a las condiciones del proceso que influencian las variables de
respuesta, las cuales pueden ser cuantitativas o cualitativas. Las respuestas son
cantidades medibles cuyo valor se ve afectado al cambiar los niveles de los factores,
asi el interés principal es optimizar dicho valor. Existen distintos tipos de disefios
que se pueden utilizar y su uso dependerd de las caracteristicas de

experimentacion.
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HIPOTESIS.

La eficiencia de encapsulacion y la estabilidad de los polifenoles del extracto de
vaina de tara dependera del tipo de agente encapsulante; una mayor interaccion
polifenol-polimero conducira una mayor estabilidad de los polifenoles durante el
almacenamiento acelerado. Asi, maltodextrina presentara una mayor eficiencia de
encapsulacion y mayor porcentaje de retencién de polifenoles en el tiempo respecto

a inulina.

OBJETIVOS.

Objetivo general.

Estudiar la encapsulacién de polifenoles de un extracto de vaina de tara con
maltodextrina e inulina por secado por atomizacion y evaluar su estabilidad durante

el almacenamiento.

Objetivos especificos.

- Determinar el efecto de las variables independientes (temperatura, relaciéon
sélido/solvente y porcentaje de etanol/agua) sobre la extraccion de
polifenoles totales de vaina de tara.

- Caracterizar fisicoquimicamente el extracto de vaina de tara obtenido bajo
condiciones 6ptimas de temperatura, relacion soélido/solvente y porcentaje de
etanol/agua.

- Determinar el efecto de la relacién de las variables independientes de
proceso (temperatura del aire de entrada al secador) y formulacién (relacién
de extracto de vaina de tara/material encapsulante) sobre la eficiencia de
encapsulacion de polifenoles en microparticulas de extracto de vaina de tara
con maltodextrina e inulina.

- Caracterizacion de las microparticulas de extracto de vaina de tara con
maltodextrina e inulina, obtenidas bajo condiciones 6ptimas.

- Estudiar la estabilidad de polifenoles en microparticulas de extracto de vaina

de tara, obtenidas bajo condiciones éptimas y almacenadas a 60°C.
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MATERIALES Y METODOS.

2.1 Materiales.
- Vaina de tara.

Caesalpinia spinosa, se obtuvieron de la Cosecha 2017 del Parque Urbano
Natural de La Ligua, de la Corporacion Nacional Forestal CONAF, La Ligua,
Chile (32°26'59.1”S 71°13'48.9”W).

- Maltodextrina.
Maltodextrina DE=18-20, obtenida de Prinal, Chile.

- Inulina.

Inulina HP (DP>23) Raftilina®, obtenida de Alfa Chilena S.A. Santiago, Chile.

2.2 Métodos.

2.2.1 Preparacion y caracterizacion del polvo de vaina de tara.

Obtencidén de polvo de tara.

Las vainas de tara se limpiaron, se separaron las semillas y se trituraron en un

procesador de alimentos Moulinex, obteniéndose el polvo de vaina de tara (PVT).
Caracterizacioén del polvo de tara mediante analisis fisicoquimico.

El polvo de tara se caracterizé fisicoquimicamente mediante los siguientes analisis:

- Determinacion de tamano de particula: Se determiné de acuerdo al
método de tamizado con 7 tamices (n° tamiz: #16, #35, #50, #60, #80, #100
y #140) y un agitador de tamices ERWEKA AR 400. (Anexo 1)
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Contenido de humedad: Se determind utilizando el método
termogravimétrico a 105°C y presion atmosférica (AOCS Ad 2-52, 1993),
utilizando una estufa de aire forzado Memmert, modelo BE 500, Schwabach,

Alemania.

Contenido de proteinas: Se determin utilizando la metodologia de Kjeldahl
de acuerdo con el Método Oficial AOCS Ac 4-91 (1993). Este se basa en la

destruccion de la materia organica mediante la accién de acido sulfurico.

Contenido de materia grasa: Se determindé de acuerdo al método de
Soxhlet segun Método Oficial AOCS Ac 3-44 (1993).

Contenido de cenizas: Se determin6 segun Método Oficial AOCS Bc 5-49
(1993). Se determiné realizando una calcinacién de la muestra en una Mufla
NEY M-525 SlI, Estados Unidos.

Contenido de hidratos de carbono: Se determiné de acuerdo al método
colorimétrico de reaccidén de antrona segun método descrito por Osborne y
Voogt (1986).

Contenido de fibra: El contenido de fibra se calcul6é por diferencia de los

demas componentes.

Contenido de polifenoles totales: Se determind de acuerdo a la reaccién
de Folin-Ciocalteau segun método descrito por Singleton y Rossi (1965),
mediante espectrofotometria utilizando un espectrofotometro UV/Vis ATI
UNICAM (Cambridge, UK)

Curva de calibracion y = 0,001x — 0,0175 (r2=0,9992) (Anexo 2)

siendo x: concentracion (ug/mL); y: absorbancia.
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2.2.2 Extraccion de polifenoles del polvo de vaina de tara: Disefio de variables.

La extraccion sélido-liquido es una operacion unitaria la cual consta de una
separacion de uno o varios componentes solubles contenidos en un sdlido,
mediante la utilizacion de un solvente adecuado. Esta influenciado por el tipo y
cantidad de solvente, el cual debe tener afinidad con el soluto, ademas de la
temperatura de extraccion, la agitacion y el tamafio de las particulas debido a la
superficie de contacto que tendra con el solvente (Mc Cabe, 2007).

Para estudiar el efecto de los distintos parametros de extraccidén sobre el contenido
de polifenoles del polvo de tara, se formulé un disefio de experimentos: Disefio de
meétodo de superficie de respuesta Box-Behnken con tres repeticiones del punto
central con 15 experimentos (12 puntos medios y 3 puntos centrales). Los disefios
resultantes suelen ser mas eficientes en términos del numero de corridas requerido
(Peregrina, 2000). Este disefo consiste en un conjunto de corridas donde cada par
de factores es variado entre sus niveles bajo y alto, mientras los demas factores
experimentales se fijan en el nivel medio (StatPoint Inc., 2006).

Los parametros considerados son la temperatura (minimo 20°C y maximo 60°C),
proporcién etanol/agua (minimo 0% y maximo 100%) y relacién solido solvente
(minimo 1:5 y maximo 1:20), manteniendo 1,5 g de sélido por experimento. Los
resultados de los experimentos pueden ser analizados por el programa Statgraphics
Centurion XVI.

La extraccion se realizé en un equipo Shaker con incubadora JSR serie JSSI-100,
Corea a 70 rpm y a la temperatura que entregé el disefio, durante 24 horas. El
extracto obtenido se filtré en embudo Bluchner al vacio con papel Wathman n°1. El
filtrado se refrigeré a 5°C en una botella protegida de la luz, y el residuo se sometio
a dos extracciones sucesivas de 24 h siguiendo la metodologia anterior. Los filtrados
recolectados se llevaron a rotavapor entre un rango de temperatura de 40°C a 60°C,
dependiendo de la composicion del extractante, hasta la obtencién de un volumen
constante final de 10 mL. Este extracto se diluydé 100 veces para la medicién de

polifenoles totales.
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2.2.21 Caracterizacion del extracto de polvo de vaina de tara.
Contenido de polifenoles totales: Se determind por reaccién de Folin-
Ciocalteau segun método descrito por Singleton y Rossi (1965), mediante
espectrofotometria utilizando un espectrofotémetro UV/Vis ATl UNICAM
(Cambridge, UK)

Curva de calibracién y = 0,001x — 0,0175 (r2=0,9992) (Anexo 2)

siendo x: concentracion (ug/mL); y: absorbancia.

Capacidad antioxidante (ORAC): Se realiz6é de acuerdo al protocolo descrito
por Huang et al. (2002), en un Fluorimetro FLx 800-BID, Biotek.

Solidos totales (°Brix): Se realizd medicion con refractometro digital Hanna
Instruments HI 96801.

Contenido de hidratos de carbono: Se determiné por método colorimétrico de
reaccion de antrona segun método descrito por Osborne y Voogt (1986),
utilizando un espectrofotometro UV/Vis ATI UNICAM (Cambridge, UK), a una
longitud de onda de 620 nm. (Anexo 2)

Curva de calibracién y = 5,7952x — 0,0006 (r2=0,999) (Anexo 3)

pH: Se determind por medicién con pH-metro JENCO 6177 pH/ORP.

2.2.3 Microencapsulacion: Disefo de variables.

Para estudiar el efecto de los distintos parametros de la microencapsulacion del

extracto de vaina de tara, se formuld un disefio de experimentos: Disefio de método

de superficie de respuesta con el modelo de Composito central mas punto axial con

un total de 12 experimentos. Los parametros a considerar fueron la temperatura del

aire de entrada al secador, relacion de material encapsulante/extracto

hidroalcohdlico de vaina de tara con los agentes de microencapsulacion
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maltodextrina e inulina. Los resultados de los experimentos pueden ser analizados

por el programa Statgraphics Centurion XVI.

2.2.3.1 Caracterizacion de microparticulas.
- Humedad y actividad de agua: Se realizé segun el método termogravimétrico
a 105°C y presion atmosférica (AOCS Ad 2-52, 1993), utilizando una estufa

de aire forzado Memmert, modelo BE 500, Schwabach, Alemania.

- Higroscopicidad: se determin6 segun método descrito por Caiy Corke (2000),
gue consta en colocar las muestras en un desecador sellado herméticamente
que contenia una solucion saturada de Na2S04 a 25°C y humedad relativa
de 93%. Luego de 7 dias se pesd cada sistema y los resultados se

expresaron en gramos de humedad por 100 g de sdélido seco (g/1009).

- Contenido de polifenoles totales: Para el sistema EVT-MD se pesaron 200
mg de microparticulas y se adicionaron 5 mL de agua, 5 mL de metanol y 2
gotas de acido acético glacial. La solucién se agité en un vortex hasta
completar disolucion. Para el sistema EVT-In se pesaron 200 mg de
microparticulas y se adicionaron 10 mL de agua y 2 gotas de acido acético
glacial. La solucion se agité en un vortex durante 2 min y luego se sonico por
3 min a 40°C; esta metodologia se realizé 3 veces consecutivas para cada
muestra. ElI contenido de polifenoles totales se cuantificd
espectrofotométricamente de acuerdo a la medicion por reaccion de Folin-

Ciocalteau segun método descrito por Singleton y Rossi (1965).

- Contenido polifenoles superficial: Para el sistema EVT-MD se pesaron 500
mg de microparticulas y se adicionaron 2 mL de etanol y 2 gotas de acido
acético glacial. Para el sistema EVT-In se pesaron 500 mg de microparticulas
y se adicionaron 2 mL de hexano y 2 gotas de acido acético glacial. En ambos
sistemas, la soluciéon fue agitada manualmente para que el solvente

estuviese en completo contacto con las microparticulas. Luego, fueron
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centrifugadas a 11200 g por 5 min. El sobrenadante fue medido por
espectrofotometria de acuerdo a la medicién por reaccion de Folin-Ciocalteu
segun método descrito por Singleton y Rossi (1965), para obtencion del

contenido de polifenoles superficiales.

- Eficiencia encapsulacion (EE) y recuperacion de polifenoles (R): La EE y la

R se calcularon de acuerdo a las ecuaciones 1y 2, respectivamente.

. . . Contenido de polifenoles totales—contenido de polifenoles superficiales
Eficiencia (%) = polty polif perf x 100 (1)

Contenido de polifenoles totales

) __ Contenido de polifenoles totales

Recuperacion (% x 100 (2)

Contenido de polifenoles teéricos

- Morfologia de microparticulas: Se analizé la estructura externa de las
microparticulas obtenidas bajo condiciones Optimas mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Las microparticulas se cubrieron con
oro/paladio utilizando un Varian Vacuum Evaporator PS 10E y se analizaron
utilizando un microscopio LEO 1420VP (LEO Microscopia electronica Ltda.,
Cambridge, Reino Unido) operado a 20 kV. Las imagenes se obtuvieron
digitalmente utilizando un software EDS 7424 (Oxford Instruments, Oxford,
UK).

2.2.4 Estudio de la estabilidad de las microparticulas de polifenoles durante el

almacenamiento a 60°C.

Las microparticulas (EVT-MD y EVT-In) (200 mg) en tubos de ensayo de vidrio sin
tapa, se almacenaron en estufa con aire forzado (Memmert, modelo BE 500,
Schwabach, Alemania) y oscuridad a 60°C. Se retiraron tubos en duplicado: cada 7
dias los primeros 5 tubos y luego cada 14 dias los 7 tubos restantes, los cuales
fueron congelados a -20°C. Se determind el contenido de polifenoles totales como

se describion en la metodologia.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1 Obtenciéon y caracterizacion del polvo de vaina de tara (Caesalpinia
spinosa).

El polvo de vaina de tara Caesalpinia spinosa (PVT) se obtuvo mediante molienda
mecanica (De La Cruz, 2004). En la Tabla 4, se presenta el analisis proximal del

PVT Caesalpinia spinosa.

Tabla 4. Caracterizacién del polvo de vaina
de tara Caesalpinia spinosa.

Parametros X+ DE

Tamario de particula (um) 1320 £ 10

Humedad (%) 8,3+0,04
Proteinas (%) 4,0£0,09
Materia grasa (%) 0,4 +£0,02
Cenizas (%) 2,5+0,02
Hidratos de carbono (%) 0,9+0,05
Fibra* (%) 83,9 £ 0,09

X: promedio; DE: desviacion estandar
* Calculado por diferencia

Los valores del analisis proximal y de tamano de particula obtenidos
experimentalmente para PVT (Caesalpinia spinosa) fueron muy similares a lo
indicado en otras investigaciones por Fernandez (2008) y Pedreschi et al. (2016).
Fernandez (2008), informé contenidos de humedad de 9,5%, proteinas de 3,14%,
materia grasa de 0,28%, cenizas de 3,4%, hidratos de carbono de 5,9% vy fibra total
de 77,9% para PVT pretratado (desgomado). En otro estudio para PVT se
reportaron valores de 7,93% de humedad, 2,9% de proteinas, 0,4% de materia
grasa, 3,23% de cenizas, 9% de hidratos de carbono y un 3,6% de fibra cruda
(Pedreschi et al., 2016). Por otro lado, De la Cruz (2004) report6 valores de 11,70%
de humedad, 7,17% de proteinas, un 6,24% de cenizas y 1,05% de fibra para el

fruto completo de vaina de tara (vaina y semillas). Las diferencias en el perfil de
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analisis proximal de PVT entre los estudios de Caesalpinia spinosa se pueden
atribuir a factores como la temporada de cosecha, lugar geografico del cultivo,
presencia de nutrientes minerales en el suelo, madurez, pre-tratamientos
(desgomado) y tipo de molienda, entre otros (Miletic et al., 2012). La caracterizacion
fisicoquimica de las leguminosas es similar independiente de la variedad; destacan
por su contenido proteico y de carbohidratos no digeribles como los componentes
de la fibra alimentaria. Presentan bajo contenido de lipidos y una humedad menor
al 10%. Esto ocurre en leguminosas como lentejas, garbanzos, guisantes, habas,
entre otros (Sarmento, 2012). En el caso de la vaina de algarroba (Ceratonia siliqua
L.), Sciammaro (2015) y Avallone et al. (1997) realizaron estudios en donde
reportaron una composicion proximal similar a la de PVT; con una humedad de 4,76
y 7%, cantidad de proteinas de 7,73 y 3%, materia grasa de 0,67 y 0,6% y cantidad
de cenizas de 3,09 y 3%, respectivamente, debido a que también corresponde a

una leguminosa.

3.2 Extraccion de polifenoles de vaina de tara.

Se estudiaron parametros de extraccion de polifenoles (temperatura, relacion
sélido/solvente y proporcion de etanol) desde el PVT, aplicando un disefio Box-
Behnken con tres repeticiones del punto central. La Tabla 5 muestra las variables
independientes: temperatura de extraccion (20-60°C), proporcion de etanol (0-
100%) y relacién sdlido:solvente (1:5-1:20), asi como el contenido de polifenoles
totales como variable respuesta.

El rango en el contenido de polifenoles del extracto de vaina de tara (EVT) para el
disefio de Box-Behnken se encontré entre 113 y 644 mg EAG/g (Tabla 5). Se utilizo
la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para optimizar la variable
contenido de polifenoles totales, considerando las formas lineales, cuadraticas e
interaccién de las variables independientes a un nivel de confianza de 95%. El
criterio general para determinar el ajuste de la variable respuesta fue el coeficiente
de determinacién (R2 ajustado corregido por grados de libertad) (Romero y Zuiica,
2005).
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Tabla 5. Disefio de experimentos de Box-Behnken para la extraccion de polifenoles en el
polvo de vaina de tara (Caesalpinia spinosa).

Temperatura (°C) Proporcion Relacién Contenido
Experimento etanol (%) sélido:solvente polifenoles
(mg EAG/g)

1 20 (-1) 0(-1) 1:12,5 (0) 351+£0,9
2 60 (1) 0 (-1) 1:12,5 (0) 36004
3 20 (-1) 100 (1) 1:12,5 (0) 161+1,0
4 60 (1) 100 (1) 1:12,5 (0) 362 +0,7
5 20 (-1) 50 (0) 1:5 (-1) 483 +£0,8
6 60 (1) 50 (0) 1:5 (-1) 644 + 0,7
7 20 (-1) 50 (0) 1:20 (1) 113+0,5
8 60 (1) 50 (0) 1:20 (1) 438 + 0,9
9 40 (0) 0(-1) 1:5 (-1) 297 £ 0,1
10 40 (0) 100 (1) 1:5 (-1) 272+0,8
11 40 (0) 0(-1) 1:20 (1) 337 +0,8
12 40 (0) 100 (1) 1:20 (1) 246 £ 0,7
13 40 (0) 50 (0) 1:12,5 (0) 458 £ 0,5
14 40 (0) 50 (0) 1:12,5 (0) 454 £ 0,3
15 40 (0) 50 (0) 1:12,5 (0) 455+0,8

De acuerdo a los resultados de la variable respuesta, se observd que utilizando
agua como solvente, el contenido de polifenoles totales en el EVT fue
considerablemente inferior al obtenido con etanol; mostrando el efecto de la
constante dieléctrica del solvente extractante sobre el contenido de polifenoles
(Boyko et al., 2018). Al mismo tiempo, el etanol es un solvente que permite
aumentar la solubilidad de polifenoles con menor polaridad. Un comportamiento
similar se reportd para la extraccion de polifenoles en Pinus radiata, en donde se
estudid el efecto del solvente en la extraccion de compuestos bioactivos como lo

son los compuestos fendlicos (Soto-Garcia y Rosales-Castro, 2016).
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El analisis estadistico (Anexo 4) para el disefio de extraccion de polifenoles de PVT
mostro que la forma lineal y cuadratica de la relacion sélido:solvente y la interaccion
entre la relacion sélido:solvente y la proporcibn de etanol, influyeron
significativamente (p<0,05) sobre el contenido de polifenoles, como se muestra en
el Diagrama de Pareto (Figura 7). El modelo explicd un 72,8% de la variabilidad (R2

ajustado por grado de libertad) para el contenido de polifenoles del EVT.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales
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Figura 7. Diagrama de Pareto estandarizado para el disefio de extraccion
de polifenoles totales del PVT.

Como la interaccion entre proporciéon de etanol y relacion soélido:solvente fue
significativa, la proporcion de etanol lineal también se considerd en la ecuacion
porque forma parte del modelo. La ecuacion de regresion cuadratica que describe
el efecto de las variables independientes sobre el contenido de polifenoles en el

EVT, se muestra en la siguiente ecuacion:

Polifenoles Totales = 64,06 - 1,69*Proporcion etanol + 42,25*Relacién
solido:solvente + 0,37*Proporcion etanol*Relacion solido:solvente - 2,32*(Relacion

soélido:solvente)2 (3)



Esto quiere decir que la ecuacién que modela la cantidad de polifenoles totales va
a estar influida por las variables indicadas, de acuerdo a los factores que las
acompanan, pudiendo predecir la cantidad de polifenoles que se podran obtener al

modificar cada una de ellas.

La Figura 8 (A-C) muestra los graficos de superficie de respuesta para el disefio de

Box Behnken de la extraccion de polifenoles del PVT con etanol-agua.
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Superficie de Respuesta Estimada .
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Figura 8. Graficos de superficie de respuesta para la extraccion de polifenoles
de PVT.

De acuerdo a los graficos de superficie de respuesta de la Figura 8, el contenido
de polifenoles en el EVT aumenta a medida que aumenta el contenido de
solvente en la relacion solido:solvente (Figura 8A), debido a un aumento en la
superficie de contacto PVT con el solvente. En el caso de la temperatura de
extraccion no se encontr6 un efecto significativo sobre el contenido de
polifenoles en el EVT (Figura 8B y 8C), mostrando la que los polifenoles son
estables en el rango de temperatura de extraccion estudiado (20-60 °C) y en
linea con otros trabajos de extraccion de polifenoles desde otras materias
primas como manzana, granada, entre otras (Restrepo-Sanchez et al., 2009;
Bustos-Hipdlito et al., 2012; Alvis et al., 2012).

La Tabla 6 entrega las condiciones 6ptimas para la extraccion de polifenoles
desde el PVT, donde las variables éptimas de temperatura, proporcion de etanol
y relacion sélido:solvente se encontraron dentro del dominio estudiado, aunque
la temperatura se encontré en el limite inferior y la proporcion de etanol en el

limite superior del rango estudiado.
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Tabla 6. Condiciones optimas para la extraccién del
polifenoles del polvo de vaina de tara.

Factor Valor 6ptimo
Temperatura (°C) 24
Proporcion etanol (%) 100
Relacion sdlido:solvente 1:18
Contenido polifenoles 601,5

totales predicho por
modelo (mg EAG/g PVT)

En forma similar a este estudio, Skowyra et al. (2014) reporté que un incremento de
etanol en la relaciéon agua:etanol del solvente de extraccion aumento el contenido
de polifenoles en el EVT (349,7, 445,3 y 460,2 mg EAG/g PVT; en agua, agua:etanol
(50:50 v/v) y agua:etanol (25:75 v/v), respectivamente. Temperaturas mayores al
optimo obtenido en este trabajo, entre 40 y 60 °C reportaron Garro et al. (1997) y
Lépez et al. (2011).

Para estudios en vaina de Algarroba, Sciammaro (2015) y Avallone et al. (1997)
obtuvieron extractos con acetona (50% y 70%) como solvente, una proporcién de
sélido:solvente de 1:6 y 1:10, a temperaturas de 4 °C y 25 °C, respectivamente. De
esta manera, se obtuvo un contenido de polifenoles totales segun Folin-Ciocalteu
de 7 mg EAG/g y 17 mg EAG/g, respectivamente, siendo ambos valores muy bajos
en comparaciéon a los 601,5 mg EAG/g PVT predicho estadisticamente para el
extracto optimo de este estudio.

Todas estas variables y su influencia en la extraccion dependeran de la solubilidad
de los componentes a extraer en el solvente extractante, de la naturaleza de la
materia prima y ademas del tipo de polifenoles que se obtendran (Soto-Garcia y
Rosales-Castro, 2016; McCabe, 2017).
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3.3 Caracterizacion fisicoquimica del extracto de vaina de tara obtenido bajo
condiciones 6ptimas.

El extracto de vaina de tara se caracteriz6 de acuerdo al contenido de polifenoles
totales segun Folin-Ciocalteu, capacidad antioxidante ORAC, sélidos totales por
refractometria y pH. La Tabla 7 muestra la caracterizacion del extracto de vaina de

tara (EVT) obtenido bajo condiciones éptimas.

Tabla 7. Caracterizacion del extracto de vaina de tara (EVT)
obtenido bajo condiciones optimas.

Parametros X*DE
Polifenoles totales (mg EAG/g PVT) 600,3 + 0,6
ORAC (mmol ET/100 g PVT) 17,4 +£0,9
Sdlidos totales (°Brix) 25,6 + 0,1
pH 5,01 £ 0,01

EAG: equivalente acido galico; ET: equivalente trolox; PVT: polvo de vaina
de tara; X: promedio; DE: desviacion estandar.

El contenido de polifenoles obtenido bajo condiciones éptimas alcanzé un valor de
600,3 mg EAG/g PVT, valor cercano al predicho por el modelo estadistico (601,5
mg EAG/g PVT). Un contenido de polifenoles menor a este estudio reporté Skowyra
et al. (2014), utilizando agua:etanol (25:75 v/v, 460,2 mg/EAG/g PVT). Las
diferencias entre estudios se pueden atribuir a diferencias en la composicién del
solvente (menor contenido de etanol). En extractos acuosos de vaina de tara (C.
spinosa) provenientes de Santa Fe y Picoy se reportd un contenido de polifenoles
totales 413,20 mg EAG/g PVT (Lopez et al., 2011) y 563,70 mg EAG/g PVT (Garro
et al., 1997), respectivamente, menores al de este estudio, mostrando ademas el

efecto de la localizacion geografica sobre el contenido de polifenoles.

La capacidad antioxidante se define como la capacidad que tienen los compuestos
antioxidantes para reaccionar con un radical libre determinado. El valor de ORAC
constituye uno de los indices mas reconocidos para definir el potencial aporte de un
alimento a la capacidad antioxidante de nuestro organismo (Portal antioxidante,

2019). La capacidad antioxidante del EVT obtenido bajo condiciones 6ptimas
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alcanzé un valor de 17,4 + 0,9 mmol ET/100 g PVT, comparable con materias
primas reconocidas por su alta capacidad antioxidante como: arandano fresco
(21,08 mmol ET/100g), frambuesa fresca (14,9 mmol ET/100g), granada (16,9 mmol
ET/100g), uva variedad Chardonnay (19,8 mmol ET/100g), entre otros (Portal
antioxidante, 2019). Ydjedd, et al. (2017) obtuvo un valor de ORAC para la vaina de
Algarroba de 29,58 mmol ET/100g, el cual es mayor que el obtenido en vaina de
tara, indicando que posee una mayor capacidad antioxidante. Estos valores de
ORAC no solo reflejan el contenido total de compuestos antioxidantes, sino también
la interaccion sinérgica que resulta de la presencia simultanea de éstos, dando
como resultado un valor que refleja la capacidad global antioxidante de un alimento
y permite ademas comparar alimentos de diferente naturaleza en cuanto a su
rigueza antioxidante. Estos valores finalmente seran utiles y significativos para el
consumidor dependiendo de la biodisponibilidad de los compuestos polifendlicos y
del perfil de accion bioldgica de éstos (Huang et al., 2005; Portal antioxidante, 2019).

3.4 Encapsulacion de extracto de vaina de tara con maltodextrina e inulina por
secado por atomizacion.

Para estudiar el efecto de los distintos parametros de la microencapsulacion del
EVT, se aplico un disefio experimental Composito Central para los sistemas EVT
con maltodextrina (EVT-MD) e inulina (EVT-In). La Tabla 8 muestra las variables
independientes para dicho disefio experimental.

Las variables independientes fueron la temperatura del aire de entrada al secador
(150-190°C) y la relacion EVT:agente encapsulante (1:1-2:1). La variable respuesta
fue la eficiencia de encapsulacién de polifenoles del EVT (EE) (Tabla 8).

La variable respuesta eficiencia de encapsulacion, representa la interacion entre
polifenoles y agente encapsulante (MD o In), principalmente por puentes de
hidrégeno entre los OH de los polifenoles y los OH del polimero. Asi, la EE
corresponde a aquellos polifenoles que estan dentro de las microparticulas. Sin

embargo, como el secado por atomizacion es mas bien un método de inmovilizacion
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algunos polifenoles quedan expuestos en la superficie de la microparticula (De Vos
etal., 2010).

Tabla 8. Disefio de experimentos de compdsito central y eficiencia de encapsulacion para
los sistemas EVT-MD y EVT-In.

Temperatura Relacion
del aire de extracto:agente EVT-MD EVT-In
Experimento entrada al encapsulante EE (%) EE (%)

secador (°C)

1 150 (-1) 11 (1) 98,0 99,5
2 190 (1) 1:1 (1) 98,5 99,8
3 150 (-1) 1:2 (1) 96,0 99,1
4 190 (1) 1:2 (1) 96,2 99,5
5 145,8 (-1,21) 1:1,5 (0) 98,5 99,7
6 194,2 (1,21) 1:1,5 (0) 98,7 99,8
7 170 (0) 1:0,895 (-1,21) 98,5 99,7
8 170 (0) 1:2,105 (1,21) 95,4 99,3
9 170 (0) 1:1,5 (0) 98,7 99,7
10 170 (0) 1:1,5 (0) 98,4 99,7
11 170 (0) 1:1,5 (0) 98,6 99,6
12 170 (0) 1:1,5 (0) 98,6 99,6

EE: Eficiencia de encapsulacion, EVT: extracto vaina de tara; MD: Maltodextrina; In: Inulina.

Se utilizé la Metodologia de superficie de respuesta (MSR) para optimizar la
variable respuesta (EE), considerando las formas lineales, cuadraticas e interaccion
de las variables independientes (temperatura del aire de entrada al secador y
relacion extracto:agente encapsulante) a un nivel de confianza de 95%. Los criterios
para determinar el ajuste de la variable respuesta fue el coeficiente de
determinacion (Rz ajustado por grados de libertad), la obtencién de residuales bajos

(<5) y un valor de falta de ajuste no significativo (Romero y Zufiica, 2005).
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3.4.1 Maltodextrina como agente encapsulante de EVT.

La eficiencia de encapsulaciéon de polifenoles del EVT para el sistema EVT-MD se
encontré en un rango de 95,4 - 98,7% (Tabla 8). Los altos valores de EE se pueden
explicar por una alta interaccion polifenol-polimero por puentes de hidrégeno. El
analisis estadistico (Anexo 5) para la encapsulacion de polifenoles del EVT con
maltodextrina (MD), mostré que la forma lineal y cuadratica de la relacion EVT:MD
fueron significativas (p<0,05) sobre la eficiencia de encapsulacion de polifenoles en
el sistema EVT-MD, como se muestra en el Diagrama de Pareto (Figura 9). El diseno
del sistema EVT-MD tuvo un ajuste del 97,1% (R2 ajustado por grados de libertad),
los valores residuales fueron menores a 0,3 y el valor de falta de ajuste no fue

significativo.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Eficiencia encapsulacion
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Figura 9. Diagrama de Pareto estandarizado para eficiencia de encapsulacion
de polifenoles para el sistema EVT-MD.

La ecuacion de regresion cuadratica que describe el efecto de las variables
independientes sobre la eficiencia de encapsulacion de los polifenoles del EVT, se

muestra en la ecuacion 4.

Eficiencia encapsulacion = 80,43 + 13,72*(EVT-MD)- 4,92*(EVT-MD)2 (4)

33



La Figura 10 muestra el grafico de superficie de respuesta para la maximizacién de
la eficiencia de encapsulacién de polifenoles. La temperatura del aire de entrada al
secador tuvo una variacion minima no significativa (p>0,05) sobre la eficiencia de
encapsulacion. La relacion EVT-MD, muestra un ajuste cuadratico, donde un
aumento en el contenido de MD aumenta la EE, ya que un aumento en el contenido
de solidos en la solucidon de alimentacion y/o altas temperaturas de secado,
favorecen la rapida formacion de la costra sobre la superficie de la gota, que permite
la difusion del agua desde las microparticulas y la retenciéon de los polifenoles
(Gharsallaoui et al., 2007).
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Figura 10. Grafico de superficie de respuesta para optimizacion de la
microencapsulacion de polifenoles del EVT en MD.

De acuerdo al analisis por MSR, las condiciones Optimas para la encapsulacién de
polifenoles de EVT con maltodextrina fueron una temperatura del aire de entrada al
secador de 187°C y una relacion de EVT-MD de 1:1,25, las cuales estan dentro del
dominio estudiado para cada una de las variables independientes. El valor éptimo
de eficiencia de encapsulacion para EVT-MD fue de 99%.

Si bien no existe literatura especifica para la encapsulacion de polifenoles del EVT,
se utilizaron como comparacion otros estudios de encapsulacion de polifenoles con
maltodextrina. En el caso de encapsulacion de un extracto de polifenoles de
granada, las condiciones Optimas de encapsulacién fueron: temperatura del aire de
entrada al secador de 153°C y una relacidén extracto:agente encapsulante de 2:1,
obteniéndose una eficiencia de encapsulacion del 71% (Robert et al., 2010), menor

a la encontrada en este estudio. Otros autores, que encapsularon polifenoles de
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cascara de granada, obtuvieron condiciones 6ptimas de temperatura de 160°C y de

relacion de extracto:agente encapsulante de 1:1y 1:3 (Cam et al., 2014).

3.4.2 Inulina como agente encapsulante de EVT.

La eficiencia de encapsulacion de polifenoles para el sistema EVT-In se encontro
en un rango de 99,1 - 99,8% (Tabla 8), lo cual indica que los polifenoles presentan
una alta interaccion polifenol-inulina. El disefio del sistema EVT-In tuvo un ajuste
del 90,32%, los valores residuales fueron menores a 0,08 y el valor de falta de ajuste
no fue significativo. El andlisis estadistico (Anexo 6) para la encapsulacion de
polifenoles del EVT con inulina mostré que la relacion EVT/In en su forma lineal y
cuadratica, y la forma cuadratica de la temperatura del aire de entrada al secador
fueron significativas sobre la encapsulaciéon de EVT-In, como se muestra en el

Diagrama de Pareto (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de Pareto estandarizado para la eficiencia de
encapsulacioén de polifenoles para el sistema EVT-In.

La ecuacion de regresion cuadratica que describe el efecto de las variables
independientes sobre la eficiencia de encapsulacion de los polifenoles del EVT, se
muestra en la ecuacion 5. Como la forma cuadratica de la temperatura fue
significativa, la temperatura en su forma lineal también se consider6 debido a que

forma parte del modelo.
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EE (%) = 91,52 + 0,08*Temperatura + 2,44*EVT:In - 0,0002*Temperaturaz-0,47*(EVT:In)2
(5)

La Figura 12 muestra el grafico de superficie de respuesta para la maximizacién de
la eficiencia de encapsulacion de polifenoles para el sistema EVT-In. Un aumento
en el contenido de inulina (contenido de sdlidos) en la relaciéon EVT-In aument6 la
EE (hasta alcanzar un maximo), debido a un aumento de sdlidos que permite una
rapida formacion de la costra en la superficie de la gota. La temperatura de entrada
al secador no afectd la EE de polifenoles, manteniéndose mas bien constante

durante todo el dominio de temperatura estudiado.
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Figura 12. Grafico de Superficie de respuesta para la
optimizacién de microencapsulacion de polifenoles del EVT en
inulina.

Las condiciones 6ptimas para la encapsulacion de polifenoles de EVT con inulina
fueron temperatura del aire de entrada al secador de 169°C y una relacién de EVT-
In de 1:1,25, dentro del dominio estudiado para cada una de las variables
independientes. El valor éptimo de eficiencia de encapsulacion para EVT-In fue de
99,8%. Estudios de microencapsulacion de los polifenoles de tuna (Opuntia ficus-
indica) reportaron una temperatura de aire de entrada 6ptima de 120°C y una
relacién de extracto:inulina de 5:1, con una eficiencia de encapsulacién de 74,6%
(Robert et al., 2015). Las diferencias en las condiciones optimas se pueden atribuir

a la diferencia en la materia prima utilizada y/o el tipo de polifenoles, la inulina fue
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menos efectiva que la maltodextrina en la encapsulacién de polifenoles de grosellas
negras (Robert et al., 2016).

3.4.3. Microparticulas EVT-MD y EVT-In obtenidas bajo condiciones éptimas.

La Tabla 9 muestra las condiciones 6ptimas de encapsulacién de EVT para los
sistemas EVT-MD y EVT-In.

Tabla 9. Caracterizacion de las microparticulas EVT-MD y EVT-In, obtenidas
bajo condiciones 6ptimas.

Parametros EVT-MD EVT-In
X+ DE X+ DE
Temperatura del aire de entrada (°C) 187 169
Relacion EVT:polimero 1:1,25 1:1,25
Eficiencia de encapsulacion (%) 97,4 +£0,10a 97,7 £0,03a
Humedad (%) 6,3+ 0,084a 6,0 £0,046a
Actividad de agua 0,30 £ 0,001a 0,22 £ 0,0000
Higroscopicidad (g/100g MP secas) 25+ 0,9a 17 + 0,60

EVT: extracto de vaina de tara; X: promedio; DE: desviacion estandar

La condicion 6ptima de temperatura del aire de entrada fue mayor para el sistema
EVT-MD (187°C) respecto al sistema EVT-In (169°). A pesar de obtener altos
valores de temperatura para el secado por atomizacion, los cuales podrian generar
algun grado de degradacion en los compuestos activos presentes en el extracto por
su termosensibilidad, los tiempos de secado son cortos para la materia prima
estudiada y esta alta temperatura es necesaria para la obtenciéon de microparticulas
de buena calidad y morfologias tipicas. Si se utilizaran temperaturas mas bajas de
aire de entrada al secador, la morfologia de las microparticulas se veria afectada
debido a que seran propensas a aglomerarse por tener un mayor contenido de
humedad (Wang et al., 2011).

Para ambos sistemas la relaciéon EVT:polimero fue de 1:1,25, similar a lo reportado
para un extracto de polifenoles de granada por Robert et al. (2010) y Cam et al.

(2014) con valores de 1:2 y 1:3, respectivamente. Estos resultados demuestran que
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las condiciones Optimas de las variablas independientes en el secado por
atomizacion son caracteristicas de cada sistema. La eficiencia de encapsulacion
alcanzé valores sobre 97% para los sistemas EVT-MD y EVT-In obtenidos bajo
condiciones 6ptimas. Estos resultados se atribuyen a la fuerte interaccion polifenol-
polimero por puente de hidrogeno.

La temperatura del aire de entrada es directamente proporcional a la velocidad de
secado de la microparticula y a su contenido de agua final (Gharsallaoui et al., 2007;
Zbicinski et al., 2002). En este estudio temperaturas del aire de entrada al secador
mayores de 160°C condujeron a un bajo contenido de humedad y actividad de agua
para EVT-MD (6,3 + 0,084% y 0,30 + 0,001, respectivamente) y EVT-In (6,04 *
0,046% y 0,22 £ 0,000, respectivamente). Estos valores de humedad y actividad
de agua son comunes para microparticulas obtenidas mediante secado por
atomizacion que permiten la estabilidad microbiologica de los productos, evitando
el riesgo de degradaciones quimicas y/o bioldgicas (Cai y Corke, 2000; Rodriguez-
Hernandez et al., 2005; Gharsallaoui et al., 2007; Saenz et al., 2009; Obon et al.,
2009).

La higroscopicidad de las microparticulas fue caracteristica de cada agente
encapsulante estudiado. La higroscopicidad fue mayor para el sistema EVT-MD
respecto al sistema EVT-In, lo cual indica que hay una mayor absorcion de
humedad en el sistema con MD, haciéndolo poco apropiado para ser utilizado en
un medio ambiente de alta humedad, donde necesitaria un envase impermeable a
la humedad.

De esta manera, se indica que las microparticulas del sistema EVT-In podrian ser
una buena alternativa de uso como un potencial ingrediente alimentario, debido a
que, ademas de tener un contenido de humedad y actividad de agua apropiada
para este fin, posee una baja higroscopicidad que lo hace mas estable en el tiempo
y util para ser anadido a un producto alimentario. Estas caracteristicas, mas las
propiedades intrinsecas de la inulina, como su accion prebibtica y bajo indice
glicémico, hacen que este sistema de microparticulas tenga un gran potencial para
su uso, siempre y cuando sean capaces de retener los polifenoles en el tiempo
(Gotteland y Brunser, 2006; Stevens et al., 2001; Saenz et al., 2009).
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La Figura 13 (A y B) muestra las microfotografias SEM de los sistemas EVT-MD y

EVT-In, respectivamente obtenidas bajo condiciones éptimas.

Figura 13. Microfotografias de microparticulas obtenidas bajo condiciones éptimas para
los sistemas EVT-MD y EVT-In(Mag 600x).

Las microparticulas del sistema EVT-MD presentaron forma esférica con superficie
rugosa, con numerosas indentaciones, mientras que, las microparticulas del
sistema EVT-In fueron esféricas con superficie lisa, escasas indentaciones y
aglomeraciones. La formacion de indentaciones ha sido atribuido al encogimiento
de las microparticulas durante el proceso de secado y se podria producir a altas o
bajas temperaturas de entrada al secador (Alamilla-Beltran et al., 2005). A bajas
temperaturas existe una menor difusion de agua y las particulas tienen mas tiempo
para encogerse, mientras que a altas temperaturas la rapida evaporacion de agua
y la alta presion en el interior de las particulas, generan el mismo resultado. Para
microparticulas de jugo de tuna (Diaz et al., 2006) y pulpa de tuna (Saenz et al.,
2009) obtenidas por secado por atomizacion con maltodextrina e inulina, se

obtuvieron morfologias similares.

39



3.5 Estabilidad de microparticulas.

La encapsulacion es una tecnologia que puede ser usada como una estrategia para
mejorar la estabilidad de compuestos bioactivos y extender su vida util. Condiciones
de almacenamiento como la luz, temperatura, oxigeno y humedad relativa se
consideran como factores criticos en la estabilidad de compuestos bioactivos
encapsulados. Por lo cual, en este trabajo se estudi6 la evolucién de la retencidn de
los polifenoles en los sistemas EVT-MD y EVT-In, durante el almacenamiento a
60°C (Figura 14).
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Figura 14. Grafico de porcentaje de retencion de polifenoles vs
tiempo para los sistema EVT-MD y EVT-In.

En la figura 14, se puede observar que las microparticulas de EVT con inulina 'y con
MD, presentaron un leve aumento de retencién de polifenoles (120%) a las 2
semanas de almacenamiento y luego la retencién de polifenoles en las
microparticulas de EVT-In y EVT-MD permanecié constante (100% y 120%,
respectivamente) durante las 19 semanas de almacenamiento a 60°C. Un aumento
en la retencion de polifenoles durante el almacenamiento se puede atribuir a la
hidrolisis de polifenoles conjugados superficiales, como se ha reportado
previamente (Robert et al., 2010; Turkmen et al., 2005).

En este estudio, ambos polisacaridos utilizados como agentes encapsulantes (In 'y
MD) entregaron una proteccion a los polifenoles del EVT durante el

almacenamiento. Las pequefas diferencias entre el comportamiento de los
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polisacaridos se pueden explicar por las propiedades de ellos, como permeabilidad
al oxigeno, humedad, higroscopicidad, contenido de azucares entre otros, los
cuales juegan un rol importante en la estabilidad de polifenoles encapsulados. En el
caso de los sistemas estudiados, las microparticulas con MD presentaron una
mayor higroscopicidad y actividad de agua, respecto a aquellas con Inulina. De esta
forma, una alta capacidad en la absorcién de agua de las microparticulas podria
aumentar la disponibilidad de agua para reacciones de hidrolisis (Fang y Bhandari,
2011; Ersus y Yourdagel, 2007).

Se observa ademas, que la encapsulacién funciona como método de inmovilizacion
de polifenoles, debido a que se mantienen relativamente constantes en el tiempo
para los dos agentes encapsulantes utilizados. Algunos autores estudiaron
extractos ricos en polifenoles como extractos de vaina de tara o jugos de materias
primas con cantidades de polifenoles y capacidad antioxidante comparables con el
EVT, los cuales no poseian proteccion polimérica. Estos reportaron disminucion en
la cantidad de polifenoles durante el almacenamiento debido a las degradaciones
por hidrdlisis, por lo cual la generacion de microparticulas es una buena alternativa
de proteccion para extractos con compuestos activos ya que para esta optimizacion
son capaces de mantener los taninos activos al estar almacenados a 60°C. Ademas,
el aumento de la temperatura de almacenamiento es otro factor que afecta a los
polifenoles, como por ejemplo en estudios realizado en arandano y otras materias
primas, donde se observa que los compuestos activos disminuyen al menos un 40%
durante los 30 primeros dias de almacenamiento, cuando no poseen una proteccion

polimérica (Fernandez, 2008; Busso, 2016).
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CONCLUSIONES

Se obtuvo un extracto de polifenoles de vaina de tara en condiciones 6ptimas
(24 °C, 100% etanol y relacion solido:solvente de 1:18) con una maximizacion
del contenido de polifenoles totales de vaina de tara de 601,5 mg EAG/g PVT.
La variable en su forma lineal y cuadratica de la relacion solido:solvente, la
proporcion de etanol y la interaccion entre ambas variables, fueron

significativas (p<0,05) para esta optimizacion.

Las microparticulas de los sistema EVT-MD y EVT-In fueron obtenidas en
condiciones Optimas (temperatura del aire de entrada de 187 °C y 169 °C,
respectivamente y una relacion EVT:polimero de 1:1,25) obteniéndose en
ambos sistemas una eficiencia de encapsulacion sobre el 97%. La
microencapsulacion por secado por atomizacion fue afectada
significativamente por la relacién EVT:polimero. Altos valores de la eficiencia
de encapsulacién reflejaron una alta interaccién polifenol-polimero en los
sistemas EVT-MD y EVT-In.

La estabilidad de las microparticulas de los sistemas EVT-MD y EVT-In fue
alta durante todo el tiempo de almacenamiento a 60 °C, mostrando poca
variacion del contenido de polifenoles totales para ambos sistemas

estudiados.

Los resultados permitieron desarrollar microparticulas de polifenoles de vaina
de tara utilizando maltodextrina e inulina como polimeros, para su potencial

aplicacion como un ingrediente saludable.
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ANEXOS

Anexo 1: Denominaciones y dimensiones de los estandares estadounidenses y

estandares Tyler.

U.S. Standard Tyler Standard
Micron Mesh Micron Mesh
5660 31/2 5613 31/2
4760 4 4699 4
4000 5 3965 5
3360 6 3327 6
2830 7 2794 7
2380 8 2362 8
2000 10 1651 10
1680 12 1397 12
1410 14 1168 14
1190 16 991 16
1000 18 883 20
840 20 701 24
710 25 589 28
590 30 495 32
500 35 417 35
420 40 351 42
350 45 295 48
297 50 246 60
250 60 208 65
210 70 175 80
177 80 147 100
149 100 124 115
125 120 104 150
105 140 88 170
88 170 74 200

74 200
62 230
53 270
44 325
37 400
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Anexo 2: Curva de calibracion acido galico.

Concentracion .
Absorbancia

(ng/mL)
50 0,037
100 0,086
200 0,181
300 0,273
400 0,392
500 0,502
700 0,694
800 0,789

Curva calibracion Acido galico y=0.001x-0.0175

R2 =0.9992
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Anexo 3: Curva de calibracion glucosa.

Absorbancia

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Concentracion .
Absorbancia

(mg/mL)
0,03 0,173
0,05 0,297
0,08 0,452
0,1 0,577
0,13 0,758

Curva De Calibracion Glucosa

y =5.7952x - 0.0006
R?=0.999

0.05 0.1 0.15
mg/ml
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Anexo 4: Optimizacién extraccion de vaina de tara.

Efectos estimados para Polifenoles Totales (mg/g)

Efecto Estimado Error Estd.  V.IF.
promedio 455,667 40,6201
A:Temperatura -69,25 49,7493 1,0
B:Proporcién Etanol 70,5 49,7493 1,0
C:Relacién Sélido 163,75 49,7493 1,0
Solvente
AA -77,1667 73,229 1,01111
AB -99,5 70,3561 1,0
AC 61,0 70,3561 1,0
BB -12,6667 73,229 1,01111
BC 278,5 70,3561 1,0
CC -261,167 73,229 1,01111

Errores estandar basados en el error total con 5 g.l.

Analisis de Varianza para Polifenoles Totales

Fuente Suma Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

A:Temperatura 9591,13 1 9591,13 1,94 0,2227

B:Proporcién Etanol 9940,5 1 9940,5 2,01 0,2156

C:Relacioén Sdlido 53628, 1 1 53628,1 10,83 0,0217

Solvente

AA 5496,64 1 5496,64 1,11 0,3402

AB 9900,25 1 9900,25 2,00 0,2164

AC 3721,0 1 37210 0,75 0,4256

BB 148,103 1 148,103 0,03 0,8695

BC 77562,3 1 77562,3 15,67 0,0108

CcC 62961,3 1 62961,3 12,72 0,0161

Error total 24749,9 5 4949,98

Total (corr.) 255203, 14

R-cuadrada = 90,3019 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 72,8452 porciento
Error estandar del est. = 70,3561
Error absoluto medio = 30,5111

Estadistico Durbin-Watson = 2,581 (P=0,8919)
Autocorrelacién residual de Lag 1 = -0,299849
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Coef. de regresion para Polifenoles Totales

Coeficiente Estimado
constante 64,0602
A:Temperatura 5,93125
B:Proporcién Etanol -1,69333
C:Relacién Sélido Solvente 42,2537
AA -0,0964583
AB -0,04975
AC 0,203333
BB -0,00253333
BC 0,371333
CcC -2,32148

Polifenoles Totales = 64,0602 + 5,93125*Temperatura - 1,69333*Proporcién Etanol +
42,2537*Relacion Sdlido Solvente - 0,0964583*Temperatura®2 - 0,04975*Temperatura*Proporcion
Etanol + 0,203333*Temperatura*Relacion Solido Solvente - 0,00253333*Proporcion Etanol*2 +
0,371333*Proporcién Etanol*Relacion Sélido Solvente - 2,32148*Relacion Sdlido Solvente?2

Matriz de Correlaciéon para los Efectos Estimados

(1)

@ 6 @ 6

© @ © © (10

promedio
A:Temperatur
B:Proporcion
Etanol
C:RelacionSoli
doSolvente
AA

AB

AC

BB

BC

cC

1,0000
0,0000
0,0000

0,0000

-0,5547
0,0000
0,0000
-0,5547
0,0000
-0,5547

0,0000
1,0000
0,0000

0,0000 0,0000 -0,5547
0,0000 0,0000 0,0000
1,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,0000 1,0000 0,0000
0,0000
0,0000

0,0000
0,0000

0,0000 0,0000 1,0000
0,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,0000 0,0769

0,0000 0,0000
0,0000 0,0000
0,0000 0,0000

-0,5547
0,0000
0,0000

0,0000 -0,5547
0,0000 0,0000
0,0000 0,0000
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,0000
1,0000 0,0000
0,0000 1,0000 0,0000
0,0000 0,0000 1,0000

0,0769
0,0000

0,0000 0,0769
0,0000 0,0000
0,0000 0,0000
0,0000 0,0769

0,0000
0,0000

0,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,0000 0,0769

0,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,0000 0,0769

1,0000 0,0000
0,0000 1,0000
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Resultados Estimados para Polifenoles Totales

Observados Ajustados Inferior 95,0% Superior 95,0%
Fila Valores Valores para Media para Media
1 351,0 372,5 215,874 529,126
2 360,0 361,625 204,999 518,251
3 161,0 139,5 -17,1265 296,126
4 362,0 360,375 203,749 517,001
5 483,0 530,375 373,749 687,001
6 644,0 575,125 418,499 731,751
7 113,0 132,875 -23,7515 289,501
8 438,0 390,625 233,999 547,251
9 297,0 364,25 207,624 520,876
10 272,0 340,875 184,249 497,501
11 337,0 269,75 113,124 426,376
12 246,0 226,125 69,4985 382,751
13 458,0 455,667 351,249 560,084
14 4540 455,667 351,249 560,084
15 455,0 455,667 351,249 560,084

Camino de Maximo Ascenso para Polifenoles Totales

Temperatura Proporcion Etanol (%) Relacion Sélido Solvente Prediccién Polifenoles
(°C) Totales
(mg/g)
40,0 50,0 12,5 455,667
41,0 48,2638 11,5416 440,522
42,0 47,9996 10,444 419,031
43,0 48,9073 9,22901 387,78
44,0 50,7 7,92113 343,979
45,0 53,1521 6,54149 285,511
Optimizar Respuesta
Meta: maximizar Polifenoles Totales
Valor éptimo = 601,483
Factor Bajo  Alto Optimo
Temperatura 20,0 60,0 24,0795
Proporcion Etanol 0,0 100,0 100,0
Relacién Sdlido Solvente 50 20,0 18,1518
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C:Relacién Sélido Solvente
B:Proporcién Etanol

Polifenoles Totales Polifenoles Totales

porcentaje

A:Temperatura

490
440
390
340
290

240

600
500
400
300
200
100

99,9

Diagrama de Pareto Estandarizada para Polifenoles Totales
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cc | I - -
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BB

L
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o

Gréafica de Efectos Principales para Polifenoles Totales

200 60,0 00 1000 50 200
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Gréfica de Interaccion para Polifenoles Totales
g > P E
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AB AC BC
Grafica de Probabilidad Normal para Polifenoles Totales
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residuo

Relacién Sdlido Solvente

Superficie de Respuesta Estimada

Polifenoles Totales

elacion Solido Solvente=12,5 Polifenoles Totales
. 360,0
I 375,0
$ 800 I 390,0
© =3 405,0
2 60 = 4200
» I 435,0
z 0 = 450,0
g 200 [ 465,0
= [ 480,0
a 0 1 495,0
20 B 510,0
B 40 oo 80 100 mmm 5250
Temperatura 50 60 0 20 40
Proporcién Etanol
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Anexo 5: Optimizacién Sistema Microparticulas EVT-MD.

Efectos estimados para Eficiencia encapsulacion (%)

Efecto Estimado Error Estd. V.LF.
promedio 98,6125 0,0614944
A:Temperatura 0,271932 0,0956106 1,0
B:Relacion E AE -2,32412 0,0956106 1,0
AA -0,208114  0,121543 1,0
AB -0,15 0,125831 1,0
BB -2,46206 0,121543 1,0

Errores estandar basados en el error puro con 3 g.l.

Analisis de Varianza para Eficiencia encapsulacion

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 0,12808 1 0,12808 8,09 0,0654
B:Relacion E AE 9,35576 1 9,35576 590,89 0,0002
AA 0,0464208 1 0,0464208 2,93 0,1854
AB 0,0225 10,0225 1,42 0,3189
BB 6,49693 1 6,49693 410,33 0,0003
Falta de ajuste 0,211968 3 0,0706559 4,46 0,1254
Error puro 0,0475 3 0,0158333

Total (corr.) 16,3092 11

R-cuadrada = 98,4091 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 97,0833 porciento
Error estandar del est. = 0,125831

Error absoluto medio = 0,112457

Estadistico Durbin-Watson = 1,29254 (P=0,0804)
Autocorrelacién residual de Lag 1 = 0,252828

Coef. de regresion para Eficiencia encapsulaciéon

Coeficiente Estimado
constante 80,4331
A:Temperatura 0,106497
B:Relacion E AE 13,7232

AA -0,000260142
AB -0,0075

BB -4,92412
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Eficiencia encapsulacion = 80,4331 + 0,106497*Temperatura + 13,7232*Relacion E AE -
0,000260142*Temperatura®2 - 0,0075*Temperatura*Relacion E AE - 4,92412*Relacién E AE*2

Matriz de Correlacién para los Efectos Estimados

(1) () ©) (4) ®) (6)

promedio 1,0000 0,0000 0,0000 -0,5706 0,0000 -0,5706
A:Temperatura 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
B:Relacion E AE 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000
AA -0,5706  0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
AB 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000
BB -0,5706  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000

Resultados Estimados para Eficiencia encapsulacion
Observados Ajustados  Inferior 95,0% Superior 95,0%

Fila Valores Valores para Media para Media
1 98,0 98,2285 97,8922 98,5648
2 98,5 98,6504 98,3141 98,9867
3 96,0 96,0544 95,718 96,3907
4 96,2 96,1763 95,84 96,5126
5 98,5 98,2956 97,9971 98,5942
6 98,7 98,6246 98,3261 98,9232
7 98,5 98,2162 97,9177 98,5148
8 95,4 95,404 95,1055 95,7026
9 98,7 98,6125 98,4168 98,8082
10 984 98,6125 98,4168 98,8082
11 98,6 98,6125 98,4168 98,8082
12 98,6 98,6125 98,4168 98,8082

Camino de Maximo Ascenso para Eficiencia encapsulacion

Temperatura Relacion E AE Prediccion Eficiencia encapsulacion

(°C) (%)

170,0 1,5 98,6125
171,0 1,36278 98,8462
172,0 1,30555 98,8937
173,0 1,2801 98,9084
174,0 1,26866 98,9166
175,0 1,26345 98,9231
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Optimizar Respuesta
Meta: maximizar Eficiencia encapsulacion
Valor 6ptimo = 98,9581

Factor Bajo  Alto Optimo
Temperatura 145,8 194,2 186,678

Relaciéon E AE 0,895 2,105 1,25131

Diagrama de Pareto Estandarizada para Eficiencia encapsulacién
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Anexo 6: Optimizacién Sistema Microparticulas EVT-In.

Efectos estimados para Eficiencia de encapsulaciéon (%)

Efecto Estimado Error Estd.  V.LF.

promedio 99,7244 0,0244354

A:Temperatura -0,0987269 0,0379918 1,0

B:Relacion E/AE -0,249127 0,0379918 1,0

AA -0,166886 0,0482963 1,0

AB -0,15 0,05 1,0

BB -0,235187 0,0482963 1,0

Errores estandar basados en el error puro con 3 g.l.
Analisis de Varianza para Eficiencia de encapsulacion
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 0,0168823 1 0,0168823 6,75 0,0805
B:Relacion E/AE 0,107498 1 0,107498 43,00 0,0072
AA 0,0298504 1 0,0298504 11,94 0,0408
AB 0,0225 10,0225 9,00 0,0577
BB 0,0592841 1 0,0592841 23,71 0,0165
Falta de ajuste 0,00565156 3 0,00188385 0,75 0,5892
Error puro 0,0075 3 0,0025
Total (corr.) 0,249167 11

R-cuadrada = 94,7218 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 90,3233 porciento
Error estandar del est. = 0,05
Error absoluto medio = 0,0276053
Estadistico Durbin-Watson = 1,97249 (P=0,4234)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,222417
Coef. de regresion para Eficiencia de

encapsulacién

Coeficiente Estimado
constante 91,5181
A:Temperatura 0,0797082
B:Relacion E/AE 2,437

AA -0,000208607
AB -0,0075

BB -0,470374
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Eficiencia de encapsulacién = 91,5181 + 0,0797082*Temperatura + 2,437*Relacién E/AE -
0,000208607*Temperatura®2 - 0,0075*Temperatura*Relacion E/AE - 0,470374*Relacién E/AE*2

Matriz de Correlacién para los Efectos Estimados

(1) (@) (©) (4) ®) (6)

promedio 1,0000 0,0000 0,0000 -0,5706 0,0000 -0,5706
A:Temperatura 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
B:Relacion E/AE 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 0,0000
AA -0,5706  0,0000 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000
AB 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000 0,0000
BB -0,5706  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 1,0000

Resultados Estimados para Eficiencia de encapsulacién
Observados Ajustados  Inferior 95,0% Superior 95,0%

Fila Valores Valores para Media para Media
1 99,6 99,6223 99,4887 99,7559
2 99,7 99,6736 99,5399 99,8072
3 99,5 99,5232 99,3895 99,6568
4 99,3 99,2744 99,1408 99,4081
5 99,7 99,662 99,5433 99,7806
6 99,5 99,5425 99,4239 99,6611
7 99,7 99,703 99,5843 99,8216
8 99,4 99,4015 99,2829 99,5201
9 99,7 99,7244 99,6466 99,8022
10 99,7 99,7244 99,6466 99,8022
11 99,7 99,7244 99,6466 99,8022
12 99,8 99,7244 99,6466 99,8022

Camino de Maximo Ascenso para Eficiencia de encapsulacion

Temperatura Relacion E/AE Prediccion Eficiencia de encapsulacion

(°C) (%)

170,0 1,5 99,7244
171,0 1,56069 99,7044
172,0 1,61794 99,6809
173,0 1,67294 99,6541
174,0 1,72631 99,6239
175,0 1,77845 99,5906
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Optimizar Respuesta

Meta: maximizar Eficiencia de encapsulacion
Valor 6ptimo = 99,7577
Factor Bajo Alto  Optimo
Temperatura 145,8 194,2 168,675
Relacién E/AE 0,895 2,105 1,2452

Diagrama de Pareto Estandarizada para Eficiencia de P
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