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RESUMEN

Los jugos de frutas naturales no pasteurizados son mas propensos al deterioro por la
accion de microorganismos nativos (mohos, levaduras y algunas bacterias). Métodos
fisicos y quimicos han sido utilizados para mejorar su estabilidad microbiol6gica, no
obstante, existe un creciente interés por los antimicrobianos naturales. La cascara de
granada (Punica granatum L.), es un residuo agroindustrial que contiene
principalmente punicalagina, constituyendo una alternativa como potencial
antimicrobiano. Sin embargo, su adiciébn podria generar un sabor astringente y la
interaccion de la punicalagina con otros componentes del alimento podria inhibir su
efecto. En este contexto, la encapsulacion del extracto de cascara de granada (ECG)
en emulsiones dobles permitiria enmascarar el sabor, proteger el extracto y liberarlo en
forma controlada. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de ECG,
encapsulado en una emulsion doble, sobre la estabilidad microbiolégica del jugo de
manzana no pasteurizado. Se preparé una emulsién doble de tipo agua-en-aceite-en-
agua (W./O/W,). La emulsion doble se obtuvo mediante dos procesos de
emulsificacion, utilizando un mezclador para preparar las emulsiones groseras y un
homogeneizador de alta presion para obtener las emulsiones dobles finas W,/O y
W,/O/W,. El ECG se adicion6 en la fase acuosa interna (W,) de acuerdo a un disefio
Box-Behnken, utilizando como variables independientes la presion de homogenizacion
en la primera y segunda etapa y el nimero de pasos en la segunda etapa, mientras
que la eficiencia de encapsulacion de punicalagina y tamafio de gota (D) se
consideraron como variables de respuesta. Se realiz6 la optimizacion de acuerdo a
MSR, obteniendo un tamafio Dy, 5 0,48 pm y 57 % de eficiencia de encapsulacion para
la emulsion 6ptima. Ademas, se comprobé su estructura multicompartimentalizada por
microscopia confocal. En el almacenamiento se observd una disminucién significativa
de la eficiencia de encapsulacion y tamafo. Finalmente se demostré su efectividad
como antimicrobiano en jugo de manzana no pasteurizado, disminuyendo el recuento

de levaduras y RAM y la velocidad de crecimiento microbiano.
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INTRODUCCION

Las frutas y vegetales poseen un papel muy importante en la dieta,
convirtiéndose el jugo de frutas en una alternativa rapida y de facil consumo de
estas (Pandey & Negi, 2018).

Se entiende por jugo de fruta el producto obtenido al exprimir la fruta con o sin
tratamiento. Por definicion, es el producto fermentable, pero no fermentado,
destinado al consumo directo, obtenido por proceso mecanico de fruta madura,
preservado exclusivamente por medio fisico (Bevilacqua et al., 2011; DTO.
N°977/96, 1997; Pandey & Negi, 2018).

La demanda de jugos de frutas naturales no pasteurizados ha aumentado por
parte de los consumidores, debido a su sabor fresco, ausencia de preservantes
sintéticos y propiedades nutricionales beneficiosas para la salud (Pandey &
Negi, 2018). Sin embargo, debido a su pH bajo y su composicién rica en
azucares, agua, acidos organicos, vitaminas, entre otros, hace a estos jugos
mas propensos al deterioro por la accion de microorganismos nativos (mohos,
levaduras y algunas bacterias). Este deterioro, puede afectar la inocuidad,
caracteristicas sensoriales, propiedades nutricionales y disminuir la vida util del
producto (Aneja etal.,, 2014; Bevilacqua et al., 2011). Algunos métodos de
conservacion térmicos, no térmicos y quimicos han sido utilizados para mejorar
la estabilidad microbiolégica de jugos, no obstante, estos presentan algunas
desventajas como disminucion de nutrientes y compuestos antioxidantes,

alterando las caracteristicas organolépticas, equipamiento mas costoso y
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posible efectos perjudiciales para la salud, respectivamente (Pandey & Negi,
2018).

Actualmente, existe un creciente interés por el uso de aditivos naturales en la
formulacion de alimentos, entre ellos, los antimicrobianos. La cascara de
granada (Punica granatum L.), es un residuo agroindustrial sin valor comercial.
Sin embargo, constituye una alternativa como potencial antimicrobiano, dada su
composicién quimica rica en taninos hidrolizables, principalmente punicalagina,
a la cual se le atribuye mayoritariamente este efecto (Al-Zoreky, 2009; Gullon
et al., 2016).

El ECG ha reportado actividad antimicrobiana in vitro sobre diversas bacterias y
en alimentos de tipo carnico (Al-Zoreky, 2009; Devatkal et al., 2013; Dey et al.,
2012; El-Nashi et al., 2015; Endo et al., 2012; Glazer et al., 2012; Gullon et al.,
2016; Kanatt et al., 2010; Kharchoufi et al., 2018; Morsy et al., 2018; Reddy
et al.,, 2007; Wu et al., 2016). Sin embargo, la adicion de este extracto podria
generar inconvenientes ya que posee un sabor astringente y la interaccion de la
punicalagina con otros componentes del alimento podria inhibir su efecto. En
este contexto, la encapsulacion del ECG en emulsiones dobles permitiria
proteger el extracto y liberarlo en forma controlada (Jiménez-Colmenero, 2013;
Pays, 2002).

De acuerdo a estos antecedentes, el objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto del ECG (Punica granatum L.) encapsulado en emulsiones dobles sobre

la estabilidad microbioldgica del jugo de manzana no pasteurizado.
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ANTECEDENTES GENERALES
1.1. MICROBIOTA NATIVA DE JUGOS NO PASTEURIZADOS
Los jugos de frutas, generalmente, poseen carbohidratos simples, acidos
organicos, vitaminas y elementos traza, por lo que son sustratos ideales para el
crecimiento de microorganismos. Debido a su pH acido (pH<4,5), levaduras y
mohos son los principales causantes de deterioro, generando turbidez,
floculacion, peliculas y aglomeraciones que afectan la calidad y vida util del
producto (Aneja et al., 2014). En general, se establece que, debido al pH acido
de los jugos de frutas, se inhibiria el crecimiento de microorganismos patégenos
(Keller et al., 2004).
Levaduras
Las principales levaduras encontradas en los jugos de frutas han sido Pichia
spp., Candia spp., Saccharomyces spp. y Rhodotorula spp. Especificamente se
ha podido aislar Pichia membranifaciens, Candida maltosa, C. sake,
Saccharomyces bailii, S. bisporus, S. cerevisiae, S. rouxii, S. bayanus,
Brettanomyces intermedius, Schizosaccharomyces pombe, Torulopsis holmii,
Hanseniaspora guilliermondii, Schwanniomyces occidentalis, Dekkera
bruxellensis, D. naardenensis orulaspora delbrueckii y Zygosaccharomyces
microellipsoides (Tournas et al., 2006; Aneja et al., 2014).
Mohos
Existen mohos catalogados como termolabiles y otros resistentes al calor,

donde los primeros, pueden producir esteras de micelio y se adhieren al interior
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del envase, costuras del carton, pudiendo generar moho y olores
desagradables. En frutas frescas y jugos, se ha reportado la presencia de
Penicillium spp., Cladosporium spp., Aspergillus spp., Eurotium spp., Alternaria
spp., Botrytis spp., Aureobasidium pullulans, Paecilomyces spp. (Raybaudi-
Massilia et al., 2009; Aneja et al., 2014).

Bacterias

Aunqgue las bacterias no son predominantes y se encuentran presentes en bajas
concentraciones en jugos de frutas y vegetales, principalmente debido al pH, se
han aislado bacterias heterofermentativas de &cido lactico (Lactobacillus spp. y
Leuconostoc spp.), acido acético (Acetobacter spp., Gluconobacter spp. y
Gluconacetobacter spp.), formadoras de esporas (Bacillus spp. y Clostridium
spp.) (Raybaudi-Massilia et al., 2009; Aneja et al., 2014) y otras como Erwinia
spp., Enterobacter spp., Alicyclobacillus acidoterrestris, Propionibacterium
cyclohexanicum, Pseudomonas spp., Streptomyces spp. Especificamente
Streptomyces griseus, ha sido frecuentemente aislada de jugo de manzana
(Aneja et al., 2014; Lima Tribst et al., 2009).

En los ultimos afios, se ha incrementado la preocupacion por la bacteria
Alicyclobacillus, debido a su naturaleza termoaciddfila y la presencia de
endosporas altamente resistentes al calor, que permiten su supervivencia en
productos de concentrados de fruta tratados térmicamente (Aneja et al., 2014;

Foster, 2003).
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Para el caso de las bacterias acido lacticas, que son bacterias Gram positivas
en forma de vara, catalasa negativo y heterofermentativas, principalmente se
han aislado en jugos de fruta en mal estado. En el caso de las bacterias acido
acéticas, poseen la capacidad de crecer a relativamente bajo pH y bajo nivel de
nutrientes, provocando la produccién de sabores agrios (Aneja et al., 2014).

1.2. PREVENCION DEL DESARROLLO DE MICROORGANISMOS EN
JUGOS DE FRUTA NO PASTEURIZADOS

Los alimentos son perecederos por naturaleza, por lo que es necesario aplicar
algun método de proteccion que asegure la inocuidad desde la produccién al
consumo, y que alargue su vida util. Esto, sumado a la demanda por alimentos
minimamente procesados, plantea un desafio para la industria alimentaria
(Lucera et al., 2012).

La principal razon de compra de los consumidores de jugos de frutas, es su
valor nutricional, calidad organoléptica y la percepcion de un producto natural.
No obstante, estas propiedades se ven afectadas por la aplicaciéon de
tecnologias térmicas convencionales de conservacion, como la pasteurizacion.
Por esta razon, se han implementado tecnologias no térmicas de
procesamiento menos invasivas (Santhirasegaram et al.,, 2016) como luz
ultravioleta de onda corta (UV-C) (Baysal, 2018), radiacion ionizante (Raybaudi-
Massilia et al., 2009), termosonicacion (Anaya-Esparza etal., 2017), altas
presiones de homogenizacion (Bevilacqua et al., 2011), ultrasonido, luz pulsada

(Aneja et al., 2014), tecnologias de barrera (Santhirasegaram et al., 2016), entre

18



otras. Sin embargo, varias de estas tecnologias necesitan de alta inversion para
la compra de equipamientos, lo que podria encarecer el producto.
Tradicionalmente, también se cuenta con el uso de preservantes alimentarios
sintéticos, tales como benzoato de sodio y sorbato de potasio (Raybaudi-
Massilia et al., 2009), los cuales no son bien percibidos por los consumidores.
En los ultimos afios, la demanda por alimentos frescos, nutritivos y con
preservantes naturales ha aumentado. Entre estos ultimos, bacteriocinas,
acidos organicos, aceites esenciales y compuestos fendlicos, han reportado
actividad antimicrobiana en jugos de fruta, principalmente sobre bacterias
patdogenas (Pandey & Negi, 2018). Pocos estudios han reportado actividad
antimicrobiana en microorganismos de deterioro (levaduras y mohos
principalmente) en jugos de frutas (Nguyen & Mittal, 2007).

1.3. CASCARA DE GRANADA COMO AGENTE ANTIMICROBIANO

Los extractos de origen vegetal han sido identificados como una nueva
alternativa en la busqueda de compuestos bioactivos con propiedades
antimicrobianas. En este contexto, algunos estudios de investigacion han
reportado actividad antimicrobiana del ECG (Punica granatum L.) (Al-Zoreky,
2009; Devatkal et al., 2013; Dey et al., 2012; Glazer et al., 2012; Gullon et al.,
2016; Kanatt et al., 2010; Kharchoufi et al., 2018; Molva & Baysal, 2015; Morsy
et al., 2018; Quattrucci et al., 2013; Reddy et al.,, 2007; Rongai et al., 2017,

Tayel et al., 2009; Tomadoni et al., 2016; Wu et al., 2016).
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La granada proviene de la familia Punicaceae, y es un alimento rico en
compuestos bioactivos en distintas partes del fruto, especialmente fitoquimicos.
La parte comestible de la granada (50 %), consiste en un 40 % de arilos y 10 %
semillas, donde su consumo es principalmente como fruto fresco, bebida,
procesados (jaleas, mermeladas) y como extractos para ser usados con fines
medicinales y suplemento dietario (Viuda-Martos etal.,, 2011; Wang, 2011;
Elfalleh, 2012).

La cascara de granada comprende aproximadamente el 50 % restante del peso
total del fruto, la cual es considerada un desecho de la industria sin valor
comercial. Sin embargo, constituye una fuente importante de compuestos
bioactivos como acidos fendlicos, flavonoides, taninos hidrolizables,
antocianinas y proantocianidinas (Li et al., 2006; Amyrgialaki et al., 2014; Gullon
et al., 2016), por lo cual, su uso podria proporcionar valor agregado. Entre los
taninos hidrolizables, destacan los elagitaninos como la punicalagina,
punicalina, acido elagico y acido galagico (Kharchoufi et al., 2018; Viuda-Martos
et al., 2011). La punicalagina (C4sH25030) €s un compuesto fendlico hidrosoluble
de alto peso molecular (PM: 1108), naturalmente se encuentran en forma de
dos andmeros reversibles (a y ), es el compuesto mayoritario en la cascara de
granada y se ha relacionado directamente con actividad antimicrobiana (Glazer
et al., 2012; Kazemi et al., 2016; Morsy et al., 2018). Reddy et al. (2007) sefald

gue, de las distintas fracciones de taninos hidrolizables de un ECG, la
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punicalagina, seguida por el acido galagico tendrian la mayor actividad

antimicrobiana.

HO

(o] o
o
" O O -
H

o OH_HO OH

FIGURA 1. Estructura punicalagina.

En general, los mecanismos inhibitorios de los compuestos polifendlicos se
asocian con la inhibicion de las enzimas microbianas a través de la reaccién
con grupos sulfhidrico o por interacciones inespecificas con las proteinas.
Ademas, en muchos flavonoides derivados de plantas, se ha observado que
actlan como agentes antiinfecciosos, debido a su capacidad de formar
complejos con proteinas extracelulares y solubles en las paredes de las células
bacterianas (Dey et al., 2012).

En relacién a la actividad antimicrobiana de ECG, en estudios in vitro, se ha
visto mayor efectividad en bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, entre otras), mientras que en bacterias Gram
negativas (Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris y Pseudomonas

aeruginosa) se ha observado actividad antimicrobiana, pero a mayores
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concentraciones, al igual que con otros extractos vegetales (Kanatt et al. 2010;
Dey et al. 2012).

Los estudios antimicrobianos en alimentos se han enfocado en productos
carnicos (Kanatt et al., 2010; Hayrapetyan et al., 2012; Devatkal et al., 2013;
Quattrucci et al., 2013; El-Nashi et al., 2015; Wu et al., 2016; Wafa et al., 2017,
Berizi et al., 2018; Morsy et al., 2018). De acuerdo a la revision bibliografica,
aun no se ha evaluado la actividad antimicrobiana del ECG sobre
microorganismos de deterioro en jugos de fruta.

1.4. ENCAPSULACION

La encapsulaciéon de componentes activos cada vez cobra mas importancia,
siendo aplicable en la industria quimica, farmacéutica y alimentaria (Fuchs
et al., 2006).

La microencapsulacién es una técnica donde, gotas liquidas, particulas sélidas
0 gaseosas son cubiertas por una pelicula polimérica que permite proteger un
compuesto del medio y liberarlo en forma controlada (Fuchs et al., 2006; Parra,
2010).

La microencapsulacién de ECG se ha realizado por el método de secado por
atomizacion para aplicacion como antioxidante en alimentos (Cam et al., 2014;
Kaderides et al., 2015), y como antifungico para Candida albicans en sistema in
vitro (Endo et al., 2012). Otra técnica utilizada ha sido la gelificacion idnica,

también orientada a aplicaciones antioxidantes (Zam et al., 2014; Zam, 2017).
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No se han reportado estudios en relacion a la microencapsulacion de ECG para
aplicaciéon como antimicrobiano en jugos no pasteurizados.

1.4.1. EMULSION DOBLE COMO MICROENCAPSULACION

Las emulsiones dobles, son sistemas multicompartimentalizados, en los cuales
coexisten emulsiones aceite-en-agua O/W y agua-en-aceite W/O. Las
emulsiones dobles, pueden ser agua-en-aceite-en-agua (W1/O/W,) o aceite-en-
agua-en-aceite (0O:/W/O;), siendo mas comunes la primeras (Garti, 1997,
Jiménez-Colmenero, 2013). Las emulsiones W;/O/W, consisten en gotas de
agua (W,) dispersas en glébulos de grasa (O), los cuales, a su vez, se
encuentran dispersos en una segunda fase continua acuosa (W3) (Jiménez-

Colmenero, 2013; Muschiolik & Dickinson, 2017).

O O Fase acuosa interna (W1)
O O J*» Fase acuosa externa (W2)
(O]
O O O O » Fase lipidica (O)
@)

FIGURA 2. Representacion esquematica de una gota de emulsion doble (W1/O/W,).

Existen varios métodos de preparacion para la obtencion de emulsiones dobles
W1/O/W,, pero en general, su obtencion implica un doble proceso de
emulsificacion, ya que ello genera un tamafo de particula mas reproducible y
un sistema mas estable (Jiménez-Colmenero, 2013). En el primer proceso de

emulsificacion, la W; se emulsiona con la fase oleosa (O) que contiene un
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emulsificante lipofilico (HBL <10) mediante sistemas de alta energia (cizalla,
ultrasonidos), obteniéndose la emulsion W,/O. En el segundo proceso de
emulsificacion, la W1/O se emulsiona con una nueva fase acuosa W, esto
mediante un emulsionante hidrofilico (HBL>10) en condiciones menos severas,
a modo de evitar la ruptura de las gotas internas (Garti, 1997; Jiménez-
Colmenero, 2013).

Entre los emulsionantes lipofilicos utilizados para formar las emulsiones
primarias W,/O, se pueden nombrar, polirricinoleato de poliglicerol (PGPR),
Span 80, monoestearato de glicerilo, lecitina, entre otros, siendo el primero, el
mas utilizado. Por otro lado, para el caso de los emulsificantes hidrofilicos, se
ha reportado el uso de maltodextrina, pectina, Tween 20, almidon modificado,
quitosano, aislado de proteina de suero de leche, caseinato de sodio, goma
arabica, gelatina, carboximetilcelulosa, entre otros y mezclas de ellos (Lobato-
Calleros et al., 2008; Faridi et al. 2017; Muschiolik & Dickinson, 2017; Wang et
al., 2017).

Las dobles emulsiones W;/O/W,, se han utilizado como estrategia para el
desarrollo de alimentos mas saludables, incluyendo alimentos funcionales.
Estas emulsiones, pueden utilizarse para modificar cuantitativa (cantidad de
grasa) y cualitativamente (perfil de acidos grasos) el contenido de grasa en
algunos alimentos, como también su carga calorica. Por ejemplo, reduccién de
grasa en leche descremada (Leong et al., 2018), yogurt batido, queso fresco

(Jiménez-Colmenero, 2013), reduccion de carga caldrica, grasa y mejora en la
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retencién de color en productos carnicos (Jiménez-Colmenero, 2013; Eisinaite
et al., 2017).

Por otra parte, las emulsiones W1/O/W, han sido utilizadas para encapsular
compuestos bioactivos hidrofilicos en la fase acuosa interna y compuestos
hidrofébicos en la fase oleosa. Este sistema de encapsulacién, permite controlar
la liberacion de ingredientes funcionales, protegerlos de condiciones
medioambientales, aislarlo de otros compuestos con los cuales podrian
reaccionar y enmascarar cualidades sensoriales indeseables como sabor
amargo, astringente o metalico (Jiménez-Colmenero, 2013).

Dentro de los compuestos bioactivos encapsulados, mediante emulsiones
dobles, se han reportado, probio6ticos (Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus
rhamnosus), minerales (magnesio, hierro, calcio), vitaminas (Bi», C, E, By),
antioxidantes (resveratrol, acido ascoérbico, antocianinas, carotenoides),
aminoéacidos (L-Triptofano), compuestos aromaticos, proteinas (Lactoferrina),
entre otros usos (Jiménez-Colmenero, 2013). Sin embargo, no se ha reportado
la encapsulacion de compuestos bioactivos extraidos de cascara de granada en

emulsiones dobles.
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HIPOTESIS
El extracto de céscara de granada (Punica granatum L.) posee un alto
contenido de punicalagina, a la cual se le atribuye el efecto antimicrobiano. Por
lo tanto, el extracto encapsulado en una emulsion doble, retardara el
crecimiento de microorganismos de deterioro respecto del jugo adicionado de
extracto sin encapsular.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del extracto de cascara de granada encapsulado en una
emulsién doble sobre la estabilidad microbiolégica de jugo de manzana no

pasteurizado.

OBJETIVO ESPECIFICOS

» Estudiar las variables de formulacién y proceso sobre la encapsulacion de
ECG en emulsiones dobles utilizando un disefio estadistico.

= Estudiar la estabilidad fisica y de punicalagina de la emulsion doble obtenida
en condiciones éptimas.

» Estudiar los parametros cinéticos y el mecanismo de liberacién de
punicalagina desde el sistema de emulsién doble obtenido en condiciones
Optimas en jugo de manzana no pasteurizado.

» Estudiar la estabilidad microbiol6gica del jugo de manzana no pasteurizado,

adicionado de ECG encapsulado en emulsién doble y sin encapsular.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

» Granadas: cascara de granada (Punica granatum L., variedad Woderful).

» Jugo de manzana: manzanas rojas variedad Fuji, compradas en mercado
local, obteniéndose el jugo mediante prensado en extractor de jugo (Ursus
Trotter UT-BRONTE150).

= Agentes emulsificantes: lipofilico PGPR donado por DIMERCO (Santiago,
Chile) e hidrofilico Tween 80 donado por Sigma-Aldrich (Missouri, USA).

= Aceite de girasol: marca Natura comprado en mercado local.

» Estandar comercial: punicalagina adquirido Sigma-Aldrich (Missouri, USA).

» Medios de cultivo: agar soya triptona (TSA), medio soya tripticaseina (TSB),
agua peptonada, agar Mduller-Hinton (MHT) (OXOID, PVEquip, Santiago,

Chile).

2.2. METODOS

2.2.1. ELABORACION DEL EXTRACTO DE CASCARA DE GRANADA

El ECG se obtuvo por extraccion de tipo convencional sélido-liquido utilizando
un disefio de Box-Behnken (15 experimentos). La cascara de granada
deshidratada (2 g) se maceré con 20 mL de una solucion agua:etanol, las
variables independientes correspondieron al porcentaje de etanol, el tiempo (h),
la agitacion medida en rpm en agitador orbital (JSOS-500 JSR, Corea). Las

variables de respuesta fueron el contenido de polifenoles totales medido por el
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meétodo de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965), contenido de punicalagina
medido en HPLC-DAD (Zhang etal.,, 2009), y la actividad antimicrobiana
medida como halo de inhibicion (mm) en S. aureus. Todos los analisis fueron
realizados en triplicado.

Las condiciones Optimas para la obtencion del ECG se determinaron por
Metodologia de Superficie de Respuesta.

2.2.2. ENCAPSULACION DE EXTRACTO DE CASCARA DE GRANADA
MEDIANTE EMULSIONES DOBLES

El ECG se encapsul6 en la fase interna acuosa (W31) de emulsiones dobles tipo
W,/O/W, preparadas con aceite de girasol como fase oleosa. La emulsién
primaria (W./O), se prepar6 con una relacién W1:0 30:70, utilizando un 6 % de
emulsionante lipofilico PGPR (HBL 1.5). La emulsion W1/O/W, se obtuvo
emulsionando la emulsion primaria (W1/O) (20 %) con la fase acuosa externa
W, (80 %), utilizando como emulsionante hidréfilo 2 % de Tween 80 (HBL 15).
Adicionalmente, para regular la presién osmética, se afiadié 0,56 % de NaCl en
W,. Se utiliz6 un mezclador para preparar las emulsiones groseras (Thermomix,
Vorwek, Alemania) y un homogeneizador de alta presion de dos etapas de
presurizacion (GEA Niro Soavi, Panda Plus 2000, Italia) para obtener las

emulsiones finas W1/O y W1/O/W;, (Figura 3).
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FIGURA 3. Esquema de elaboracién de encapsulacion de extracto de céscara de granada
mediante emulsiones dobles.

2.2.3. DISENO EXPERIMENTAL

La encapsulacion de ECG se realizé de acuerdo a un disefio experimental Box-
Behnken con un total de 15 experimentos, considerando 3 puntos centrales. Las
variables independientes correspondieron a la presion de homogeneizacién en
la primera etapa (valvula) del homogeneizador durante la preparacion de la
emulsién W1/O (550 - 1000 bar), la presiéon de homogeneizacion en la segunda
etapa (valvula) del homogeneizador durante la preparacion de la emulsién
W/O/W, (150 - 300 bar), y el numero de pases (1-5) de la emulsion W1/O/W,
por el homogeneizador (Tabla 1). Las variables respuesta fueron el tamafo de
gota, la cual fue minimizada (diametro volumétrico medio Dy 3)) Y la eficiencia de
encapsulacién de punicalagina, que fue maximizada (EE %) (Jiménez-
Colmenero, 2013; Muschiolik & Dickinson, 2017; Silva et al., 2018; J. Wang et

al., 2017).
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Tanto en la preparacion de la emulsion W1/O como en W1/O/W,, la presion
fijada en la segunda etapa del homogeneizador fue un 10 y 20 %,
respectivamente, de la aplicada en la primera. En la preparacion de la emulsion

W /O se realizaron dos pases por el homogeneizador.

TABLA 1. Factores y niveles de disefio Box-Behnken para encapsulacion de extracto de
cascara de granada en emulsién doble.

Factores Niveles
-1 0 1
Presién 1 (bar) 550 775 1000
Presion 2 (bar) 150 225 300
Numero de pasos 1 3 5

Presion 1: presion en la primera etapa de homogenizacion; Presion 2: presion en la segunda
etapa de homogenizacion.

Para determinar las condiciones Optimas considerando todas las variables
respuesta se utilizd la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)
aplicando una optimizaciéon de respuesta mudltiple utilizando la funcion de
deseabilidad (Bezerra et al., 2008). Esta funcion, permite asignar un puntaje
entre 0 y 1 al set de variables respuesta, donde O indica una respuesta
indeseable y 1 el valor de respuesta deseable o ideal (Yolmeh & Jafari, 2017).

Los datos se ajustaron a un modelo de regresion de segundo orden de acuerdo

con la siguiente ecuacion (1).
2 3

Y =b, +23:bixi +Zslb“xf +3 Db XX,
i=1

i=1 =1 j=i+l

(1)
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Donde Y es la respuesta predicha; los subindices i y j variaron de 1 a la
cantidad de variables (n = 3); bo fue el término de intercepcion; los valores bi
fueron los coeficientes lineales, los valores b; fueron los coeficientes
cuadraticos, bjj fue el coeficiente de interaccion, y X; y X; fueron los factores
(variables independientes) (Yolmeh & Jafari, 2017).

2.2.4. CARACTERIZACION DE LA EMULSION DOBLE DE EXTRACTO DE
CASCARA DE GRANADA OBTENIDA EN CONDICIONES OPTIMAS

2.2.4.1. Estabilidad fisica: se coloc6 8 mL de emulsién en tubos cerrados y se
almacenaron a 4 °C en refrigerador y a 25 °C en estufa de aire forzado. Se
tomaron muestras periédicamente inmediatamente después de la preparacion
(1, 5, 10, 15y 20 dias). Se evalu6 el tamafio de gota y distribucion de tamafio, y
andlisis de la microestructura de la emulsion. Los andlisis se realizaron el
triplicado. Ademas, se realizé la medicién del indice de cremado utilizando la

siguiente ecuacion (2):

i. Cremado=H—S x 100

HE
(2)

Donde:

HS: altura capa de suero

HE: altura total de emulsion (Silva et al., 2018).

. Tamafio de gota y la distribucion de tamafios, se realiz6 mediante

difraccién laser con un analizador de tamafio de particula (Mastersizer 2000,

Malvern Instruments), equipado con un laser de He-Ne (A = 623 nm) y un rango
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de medicién 0,02-2.000 um. Los parametros utilizados fueron: indice de
refraccion de la fase dispersa de 1,529; absorbancia de glébulo de 0,01; y un
indice de refraccion de la fase dispersante de 1,33; Obscuracién del laser entre
8 % y 15 %. El tamafio se expres6 como diametro volumeétrico medio (Dys,3)),
que se calcul6 con el software Mastersizer 2000 a partir de las distribuciones de
tamarfio obtenidas.

. La microestructura de las emulsiones dobles se evalu6 por microscopia
confocal (CLSM, LSM 700, Carl Zeiss, Germany). Para ello se realizé la tincion
de la fase oleosa con compuesto fluorescente rojo de Nilo (0,2 % p/p). Las
muestras se dispusieron en portaobjetos, se cubrieron con un cubreobjetos, y
se sometieron a una longitud de onda de excitacion de 488 nm, mientras que la
sefal fluorescente se recogié a 580 nm. La medicién se realizé a 100 aumentos
(Silva et al., 2018).

2.2.4.2. Estabilidad de punicalagina: se colocé la cantidad requerida para cada
analisis en tubos cerrados y se almacenaron a 4 °C en refrigerador y a 25 °C en
estufa de aire forzado. Se sacaron las muestras periodicamente
inmediatamente después de la preparacion (1, 5, 10, 15 y 20 dias). El contenido
de punicalagina se midi6 mediante la eficiencia de encapsulacion y cantidad
total de punicalagina. Este estudio de estabilidad se llevé a cabo por triplicado.

. La eficiencia de encapsulacion de punicalagina se midié mediante HPLC-
DAD a 360 nm, utilizando una bomba Merck Hitachi L-6200, un detector de

fotodiodos Waters 996 y una columna C-18 (5 um, 4.6 i.d.x250 mm, Waters,
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Irlanda). Se utilizé como fase movil A acetonitrilo y B acido fosférico al 0,4 %
(Zhang et al., 2009). Se diluyé 4 mL de la emulsion doble con agua con la
osmolaridad ajustada (1 mL), se centrifugd (2900 g, 45 min) para separar los
glébulos de aceite de W5, se filtr6 (0,22 um) y la concentracion de punicalagina
se determiné por HPLC-DAD con la curva de calibracion realizada previamente
(Anexo 1y 2). La EE se defini6 como el porcentaje de punicalagina en W que
permanecio en W;/O posterior a la emulsificacion, y se calcul6 mediante la
siguiente ecuacion (3).
Py2x100

EE=100'T

t
3)
Donde Py, corresponde a la concentracién de punicalagina recuperada de W,
en un tiempo especifico de almacenamiento (t), P; es la concentracion total de
punicalagina en la emulsion en un tiempo especifico de almacenamiento, la cual
fue determinada como se describe a continuacion (Robert et al., 2019, 2020;
Silva et al., 2018).
. Contenido total de punicalagina en la emulsién doble. Para ello, 1,5 mL
de emulsion fueron homogenizados con 1,5 mL de metanol, 2,1 mL de
cloroformo y 0,5 mL de agua destilada homogenizando con Polytron PT 2100
(Kinematica AG, Luzern, Switzerland) a 20.000 rpm por 15 segundos entre cada
solvente. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm por

30 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue recolectado, filtrado (0,22 um) y medido
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en HPLC-DAD a 360 nm como se describe en el punto anterior, utilizando la
curva de calibracion elaborada previamente (Anexo 1y 2) (Robert et al., 2020).
2.2.5. PARAMETROS CINETICOS LIBERACION DE PUNICALAGINA DESDE
EL SISTEMA DE EMULSION DOBLE (OBTENIDO EN CONDICIONES
OPTIMAS) EN JUGO DE MANZANA NO PASTEURIZADO

Las propiedades de liberacion de punicalagina del ECG encapsulado en la
emulsién doble obtenida en condiciones O6ptimas, se evalué en jugo de
manzana no pasteurizado. Se colocaron 16 mL de ECG encapsulado por
emulsién doble, correspondiente a 9 mg de ECG por mL de jugo, dentro de una
membrana de didlisis (SnakeSkin™ con MWCO 3,5K, Termo Fisher Scientific).
Las membranas con emulsion se introdujeron dentro de matraces con 100 mL
de jugo, los cuales se mantuvieron a 4 °C con agitacion constante. Se tomaron
muestras durante 20 dias (1, 2, 3, 5, 7, 9, 12, 14, 16, 19 y 20) de
almacenamiento. Las muestras en triplicado fueron almacenadas.
Posteriormente fueron filtradas (0,22 pum) y medido en HPLC-DAD a 360 nm
utilizando la curva de calibracion elaborada previamente (Anexo 1y 2).

Los resultados se graficaron calculando la fraccion liberada de punicalagina
(Mt/M=) en el tiempo t. Mt es la cantidad de liberacién de punicalagina en el
tiempo t y M« es la cantidad de punicalagina liberada a medida que el tiempo

se aproxima al infinito.
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2.2.6. ESTABILIDAD MICROBIOLOGICA DEL JUGO DE MANZANA NO
PASTEURIZADO, ADICIONADO DE EXTRACTO DE CASCARA DE
GRANADA ENCAPSULADO POR EMULSION DOBLE Y SIN ENCAPSULAR
2.2.6.1. Elaboracion de jugo de manzana: para la elaboracion del jugo se
utilizaron manzanas rojas (variedad Fuji) adquiridas en un negocio local. La
fruta se lavo y sanitiz6 previamente con hipoclorito de sodio de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. El jugo se obtuvo por prensado (Ursus Trotter UT-
BRONTE150) sin pasteurizar.

2.2.6.2. Recuento inicial de la flora nativa: se efectud el recuento de aerobios
mesodfilos (RAM) (INN, 2002a) asi como de mohos y levaduras (INN, 2002b),
ambos por el método de recuento en placas. Las muestras de jugo se
sembraron transfiriendo alicuotas de 1 mL de diluciones seriadas a placas Petri.
Los andlisis se realizaron por triplicado y con tres diluciones en serie por
duplicado para cada determinacion. Para el RAM, se utilizé el medio de cultivo
TSA y las placas se incubaron a 35 °C por 24 horas. Para el caso de mohos y
levaduras, se utilizé el medio agar papa dextrosa, y las placas se incubaron a
22 °C por 5 dias. Los analisis se realizaron por triplicado.

2.2.6.3. Concentracion minima inhibitoria (CMI): se consider6 un rango de
concentracion de ECG de 2-12 mg/mL de jugo de manzana (Gullon et al. en
2016). Se incubaron las muestras a 35 °C por 24 horas para RAM, y a 22 °C
por 5 dias para mohos y levaduras, el recuento se realizé como se describe en

el punto anterior. Para la determinacion del CMI, se consider6 la concentraciéon
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mas baja de ECG, donde hubo diferencia significativa en el crecimiento de
microorganismos (Al-Zoreky, 2009; Gullon et al., 2016).

2.2.6.4. Estabilidad microbiolégica del jugo adicionado ECG encapsulado en
dobles emulsiones dobles (J+ECGED): de acuerdo a la CMI obtenida en
2.2.6.3, la emulsién doble con ECG encapsulado se agreg6é a 100 mL de jugo
de manzana y se almacendé a 4 °C durante 20 dias. Se tomaron muestras
periodicamente (0, 5, 10, 15 y 20 dias) y se realiz6 el recuento como se
describe en el punto anterior. De igual forma se evalu6é la estabilidad
microbiolégica del jugo de manzana adicionado de ECG sin encapsular
(J+ECG) y el jugo solo (J). Los analisis se realizaron por triplicado.

2.2.6.5. Célculo de la velocidad especifica de crecimiento: la cinética de
crecimiento de los microorganismos se expres0 de acuerdo con la siguiente

expresion (4).

log (&) =kt
No
(4)
Donde:
No: nimero de microorganismos iniciales
N¢: nimero de microorganismos sobrevivientes al tiempo t
t: tiempo de almacenamiento (d)

k: velocidad especifica de crecimiento (d™)
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La velocidad especifica de crecimiento se calculé como la pendiente del ajuste
lineal al graficar log (N#No) Vv/s t (Herrera, 2016; Stanier et al., 2005; Vargas,
2018).

2.2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Las condiciones optimas para el disefio de encapsulacion de ECG por
emulsiones dobles se obtuvieron mediante MSR.

Para determinar diferencias estadisticas en la estabilidad para el didmetro
volumétrico medio y eficiencia de encapsulacion de punicalagina de las
emulsiones se utilizd6 varianza multiple. Para los analisis microbiologicos se
utilizé varianza de una via. Se aplicod la prueba de rango mdltiple de Tukey
HSD. Todos los analisis estadisticos se calcularon usando Statgraphics

Centurion XV.I.
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RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. CARACTERIZACION DEL EXTRACTO DE CASCARA DE GRANADA
Para la obtencion del ECG se realiz0 un disefio Box-Behnken con 15
experimentos (3 puntos centrales), donde las variables independientes fueron el
porcentaje de etanol, el tiempo (h) y la velocidad de agitacion (rpm). Las
variables de respuesta fueron el contenido de polifenoles, contenido de
punicalagina y el halo de inhibicion en S. aureus (Figura 4; Tabla 2), todas las
variables de respuesta fueron maximizadas.
En la Tabla 2, se observa el disefio experimental y las variables respuesta. El
contenido total de polifenoles varié entre 14 y 138 mg EAG/g peso seco de
cascara de granada, el contenido de punicalagina entre 16,5 y 116 mg
punicalagina/g peso seco de cascara de granada y finalmente, el halo de
inhibicion varié entre 3 y 9,5 mm. Los valores minimos de las variables
respuesta fueron observados con mayor porcentaje de etanol (100%) y los
valores maximos con el punto medio de etanol (50%).
Para todas las variables respuesta, la Unica variable independiente significativa
fue el contenido de etanol (%) (Anexo 3,4 y 5), lo que se podria atribuir a la
afinidad que posee la punicalagina con solventes polares. De acuerdo a la
literatura, los ECG utilizados como antimicrobianos poseen mejor actividad con
estos solventes (agua, etanol y metanol). Se ha descrito una buena extraccion
de compuestos fendlicos con metanol, sin embargo, para extractos con

potencial aplicabilidad en alimentos, se han preferido extracciones con etanol,
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agua y mezclas de ellos, debido a que son solventes mas seguros (Jauhar
etal., 2019; Singh etal.,, 2014). Se debe considerar, ademas, que las
condiciones de operacion como tiempo de contacto, temperatura, agitacion,
entre otras, podrian afectar en la extraccion de estos compuestos (Quattrucci

et al., 2013; Rongai et al., 2017; Singh et al., 2014; Tayel et al., 2009).

FIGURA 4. Ejemplo de un ensayo de actividad antimicrobiana medida como halo de inhibicion
en S. aureus. En 4 (100% etanol, 5 h, 150 rpm); en 8 (100 % etanol, 3 h, 250 rpm); en 9 (50 %
etanol, 1 h, 50 rpm); 13 (50% etanol, 3 h, 150 rpm).

TABLA 2. Condiciones experimentales, contenido de polifenoles totales (CPT), contenido de
puniacalagina (P) y actividad antimicrobiana medida como halo de inhibicién en S. aureus, para
el disefio Box-Behnken.

Variables independientes Variables respuesta
Etanol Tiempo rom CPT (mg EAG/g P (mg punicalagina/g AAM S. aureus
(%) (h) p.s) (X £ SD) p.s) (X = SD) (mm) (X = SD)
0 1 150 89+4 57+2 6,5+0,7
100 1 150 1742 16,5+0,1 3,8+0,4
0 5 150 91+4 73+2 7+1
100 5 150 2613 2615 3,5+0,7
0 3 50 118+3 72+1 5,840,4
100 3 50 14+2 17,9+0,3 3,540,7
0 3 250 87+3 66+1 6,0+0,0
100 3 250 18+1 22,4+0,4 3,0£0,7
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50 1 50 128+12 116+4 6,0+0,0
50 5 50 107+11 88,8+0,3 6,8+0,4
50 1 250 121+4 106,9+0,6 7,3+0,4
50 5 250 12445 110+3 6,8+0,4
50 3 150 13845 114+4 9,5+0,7
50 3 150 1377 107,8+0,5 7,0+0,0
50 3 150 138+7 106+3 8,3+0,4

CPT: contenido de polifenoles totales; P: contenido de punicalagina: AAM: actividad
antimicrobiana; EAG: equivalente &cido galico; p.s: peso seco de céscara de granada; X:
promedio; SD: desviacion estandar.

La optimizacion se realizé por Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR)
maximizando las tres variables respuesta de forma conjunta, aplicando la
funcion deseabilidad. En la figura 5 se observa la grafica de superficie de
respuesta de la optimizacién conjunta. Las condiciones éptimas de extraccion
fueron 38 % etanol, 159 rpm y 3 horas con 12 minutos. En la Tabla 3 se
muestran las caracteristicas quimicas del ECG obtenido bajo condiciones
Optimas.

El cromatograma de compuestos fendlicos obtenido mediante HPLC-DAD-ESI-

TOF/MS, indic6 que el compuesto mayoritario presente en el ECG es

punicalagina (Anexo 6)
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FIGURA 5. Grafica de superficie de respuesta de la optimizacién conjunta de contenido de
polifenoles totales (CPT), contenido de punicalagina (P) y actividad antimicrobiana en S.aureus
(AAM) con 150 rpm de agitacién.

TABLA 3. Caracterizacién extracto de cascara de granada obtenido en condiciones éptimas.

Parametro ECG X+SD
CPT (mg EAG/g p.s) 124 +£3

P (mg punicalaginal/g p.s) 94 £3
AAM S. aureus (mm) 16,5+ 0,7

CPT: contenido de polifenoles totales; P: contenido de punicalagina: AAM: actividad
antimicrobiana; EAG: equivalente acido galico; p.s: peso seco de cascara de granada.

3.2. OPTIMIZACION DE ENCAPSULACION DE EXTRACTO DE CASCARA
DE GRANADA EN EMULSIONES DOBLES

El ECG se llevo a sequedad en rotavapor y se reconstituyé en agua destilada,
concentrandolo al doble. Posteriormente, se encapsul6 mediante emulsiones
dobles de acuerdo a un disefio Box-Behnken (15 experimentos) (Tabla 4),
donde las variables independientes fueron la presion en la primera etapa
(valvula) de homogeneizacion (X1), presién en la segunda etapa (valvula) de
homogenizacion (X2) y el nimero de pasos de la emulsion W,/O/W, por el

homogeneizador (X3). Las variables respuesta correspondieron al tamafio de
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gota expresado como diametro volumétrico medio (Dpg3) Yy eficiencia de
encapsulacion expresado como porcentaje de encapsulacion (EE) de
punicalagina.

En la Tabla 4, se observa que los valores de tamafio de gota variaron entre 3,60
y 0,56 um. El mayor valor (3,60 um) se obtuvo para el caso de la presion media
en la primera etapa (775 bar), y la presion y niumero de pasos minimos en la
segunda etapa, mientras que el menor valor (0,56 um) se obtuvo para la
presién media en la primera etapa, y la presién y nimero de pasos maximo; por
lo que se observa que la presion y el nimero de pasos en la segunda etapa son
las variables mas significativas. Estos resultados son concordantes con lo
reportado por McClements (2005), quien establecié que existe una relacién
aproximadamente lineal entre el logaritmo de la presion y el logaritmo del
tamafo de gota.

Se observa que los valores de eficiencia de encapsulacion de punicalagina
fluctuaron entre 16 a 63 %, aumentando este valor a mayor nimero de pasos.
Valores menores a un 30 % fueron observados en encapsulacién de Bi,; a
presiones de 150 bar y 50 bar en la primera y segunda etapa de presion del
homogeneizador, respectivamente, utilizando como emulsificantes caseinato de
sodio y maltodextrina (O’Regan & Mulvihill, 2010). Por otro lado, encapsulacion
de apigenina utilizando Tween 80 y PGPR como emulsificantes mostré6 una

eficiencia de 67 % (Kim et al., 2016). Por lo tanto, los emulsificantes utilizados
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como las condiciones de operacion jugarian un rol importante en la eficiencia de
encapsulacion.

Valores de eficiencia de encapsulacion descritos anteriormente en la literatura
se encuentran cercanos a los rangos obtenidos en el disefio experimental para
las distintas condiciones de operacion, por lo que, la encapsulacién por
emulsiones dobles, en general, posee un alto rango de eficiencia de
encapsulacion, lo cual dependerd de las condiciones de operacion,
emulsificantes utilizados y sus concentraciones, sustancia a encapsular, entre

otras (Lamba et al., 2015).

TABLA 4. Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion (EE) y tamarfio de gota Dy g
y deseabilidad observada para el disefio Box-Behnken.

Variables independientes Variables respuesta Deseabilidad
Presién 1 (X1) Presién 2 (X2)  Pases Dug EE (%) observada
(bar) (bar) (X3) (X + SD) (X + SD) (D)
550 150 3 2,6+0,1 57111 0,54
1000 150 3 1,510,1 61,8+0,6 0,81
550 300 3 0,87+0,02 55,0+0,8 0,86
1000 300 3 0,713+0,003 60x1 0,94
550 225 1 3,2+0,2 25+0,8 0,15
1000 225 1 2,7+0,2 41+8 0,40
550 225 5 0,640+0,004 6215 0,97
1000 225 5 0,745+0,007 6212 0,95
775 150 1 3,6+0,2 16£3 0,00
775 300 1 2,0+0,2 4719 0,58
775 150 5 1,08+0,02 48,0+0,5 0,75
775 300 5 0,557+0,001 63+3 1,00
775 225 3 1,55+0,09 47,7+0,8 0,67
775 225 3 1,29+0,04 52+4 0,75
775 225 3 1,43+0,06 4912 0,70

Coeficientes
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Carencia de

_ 0,4 0,053 0,2
ajuste

R? 99 % 86 % 98 %

R? ajustado a g.| 97 % 73 % 93 %

Dy 3 diametro volumeétrico medio. EE: eficiencia de encapsulacion. X: promedio. SD: desviacion
estandar.

Se utiliz6 MSR para la optimizacion de cada variable respuesta. Para el analisis
de varianza (ANDEVA) se consideraron las formas cuadréticas, lineales y la
interaccion entre las variables independientes a un nivel de 95 % de confianza.
Ademas, se incluyeron las formas no significativas que aportaron a mejorar el
ajuste del disefio (Bezerra et al., 2008).

Respecto del andlisis de varianza (ANDEVA) para el tamafio de gota, la forma
lineal del nUmero de pasos, y de la presion en la primera y segunda etapa de
homogenizacién fueron significativos con un efecto negativo sobre el tamafio de
gota, por lo que, a mayor presibn en ambas etapas de homogenizacion y
namero de pasos, menor tamafio de gota (p <0,05) como se muestra en el
grafico de Pareto (Anexo 7). El modelo explicé el 97 % de la variabilidad (R?
ajustado por grados de libertad) y una falta de ajuste no significativa (p=0,05).
La ecuacion 5 de regresion cuadratica que describio el efecto de las variables
independientes sobre el tamafio de gota es la siguiente:

Dy = 10,5299 - 0,00491667*X1 - 0,0229019*X2 - 1,76179*X3 + 0,0000131852*X1*X2
+ 0,00035*X1*X3 + 0,0017*X2*X3 + 0,0972768*X3?

()

En la Figura 6 se presenta el grafico de superficie respuesta para la
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optimizacion de la variable tamafio de gota Dp3. Se puede observar que, a
mayores presiones en la primera y segunda etapa de homogenizacion, se
obtiene un menor tamafno de gota expresado como diametro volumétrico medio
Dp3. Ademas, el menor diametro volumétrico medio (0,26 pm) se obtuvo
considerando la menor presion en la primera etapa de homogenizacion (550

bar), la mayor presion en la segunda etapa de homogenizacion (300 bar) y con

5 pasos.
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FIGURA 6. Gréfica de superficie de respuesta para la variable dependientes de tamafio de gota
D3 con 5 pasos en la segunda etapa de homogenizacion.

En cuanto al ANDEVA para la EE, la forma lineal del nUmero de pasos en la
segunda etapa de homogenizacion posee un efecto positivo significativo
(p<0,05), por lo que, a mayor numero de pasos, mayor eficiencia de
encapsulacion como se muestra en el grafico de Pareto (Anexo 8).

El modelo explicé el 73 % de la variabilidad (R? ajustado a los grados de

libertad) y una falta de ajuste no significativa (p=0,05). La ecuacion 6 de
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regresion cuadratica que describio el efecto de las variables independientes
sobre la eficiencia de encapsulacion de punicalagina es la siguiente:
EE = 19,351 - 0,148297*X1 + 0,150567*X2 + 32,3597*X3 + 0,000121747*X1? -
0,00861111*X1*X3 - 0,0263*X2*X3 - 2,18288*X3?

(6)
Respecto de la eficiencia de encapsulaciéon (Figura 7) se observo que
principalmente a mayor presion en la segunda etapa, mayor eficiencia de
encapsulaciéon de punicalagina. Ademas, se observaron altos valores de
eficiencia de encapsulacion de punicalagina en ambos extremos del rango de
presion de la primera etapa de homogenizacion. La eficiencia de encapsulacion
Optima se registré a 1000 bar en la primera etapa de homogenizacién, 300 bar y
4 pasos en la segunda etapa de homogenizacion con un 67 % de eficiencia de

encapsulacion.

EE %

Presion 1

FIGURA 7. Grafica de superficie de respuesta para las variable dependiente de eficiencia de
encapsulacidon EE % con 5 pasos en la segunda etapa de homogenizacion.

Para la optimizacion multiple se aplico la funcion deseabilidad, minimizando el

tamafo de gota y maximizando la EE, ambas con factor de peso, s = 1 y factor
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de impacto, | =3. EI ANDEVA de la deseabilidad global observada indicé que la
forma cuadratica y lineal del nUumero de pasos, la forma lineal de la presion en
la primera y segunda etapa de homogenizacion fueron significativas sobre la
funcidén deseabilidad observada (p<0,05) como muestra en el grafico de Pareto
(Anexo 9). Todas las formas lineales mostraron un efecto positivo, por lo que, a
mayor presion tanto en la primera como en la segunda etapa de
homogenizacion y mayor numero de pasos, mayor es la deseabilidad
observada (méas cercana a 1) (Anexo 9). La regresion fue significativa al 95 %
de confianza, para lo cual el R? ajustado a los grados de libertad fue de un 93
%, residuales en un rango de +0,08, mostrando un patrén aleatorio y una
carencia de ajuste de 0,1782, lo que indica que el disefio de la optimizacién
conjunta (funcién deseabilidad observada) es adecuado para explicar los datos
(Anexo 10).

Para el andlisis de varianza (ANDEVA) se consideraron todas las formas
cuadraticas, lineales y la interaccion entre las variables independientes a un
nivel de 95 % de confianza, esto ya que la exclusion de las formas menos
significativas no implica en un aumento en el R? ajustado a los grados de
libertad.

En la Tabla 5, se muestran las condiciones o6ptimas de procesamiento
obtenidas para la encapsulacion de ECG en emulsiones multiples, que
resultaron 550 bar en la primera etapa de homogenizaciéon, 299 bar en la

segunda etapa y 5 pasos en la segunda etapa.

47



Se puede observar que estas condiciones Optimas de procesamiento estuvieron
en el extremo inferior del rango utilizado (550 bar) en el caso de la presion en la
primera etapa de homogenizacién, y en el extremo superior para el rango
utilizado (300 bar) en el caso de la presion y el nimero de pasos en la segunda

etapa de homogenizacion (5), con una deseabilidad de 1 (Figura 8).
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FIGURA 8. Gréfica de superficie de respuesta para los datos de deseabilidad obtenida a partir
de la optimizacion conjunta de tamafio de gota (D 3) Y eficiencia de encapsulacion (EE %) con
5 pasos.

TABLA 5. Valores 6ptimos obtenidos en base a la optimizacion de la deseabilidad observada
para la optimizacién conjunta.

Variable independiente Emulsion doble 6ptima
Presién en la primera etapa (bar) 550

Presién en la segunda etapa (bar) 299

Numero de pasos en la segunda etapa 5

La ecuacidén de regresidn cuadratica que describe el efecto de las variables

independientes sobre el valor de la deseabilidad observada es (7):
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Dajustadto = -1,1685-0,000350306*X; + 0,0043248*X, + 0,614857*X; +
0,00000112851* X;? - 0,00000287579* X;* X, - 0,000142367* Xi* Xz +
0,00000374321* X3 - 0,000546798* X,* X3 - 0,0371118* X3°

(7)
3.3. ESTABILIDAD FISICA Y DE PUNICALAGINA EN LA EMULSION
OBTENIDA BAJO CONDICIONES OPTIMAS
La estabilidad fisica y de punicalagina se evalué peridédicamente durante 20
dias, realizandose mediciones los dias 1, 5, 10, 15y 20 a 4 y 25 °C. La
estabilidad fisica se evalué por medicion de tamafio de gota y distribucion de
tamafo, y evaluacién de la microestructura mediante microscopia confocal.
Para el caso de la estabilidad de punicalagina, se realizé la medicién de
eficiencia de encapsulacion y contenido de punicalagina total en la emulsion.

3.3.1. Estabilidad fisica de la emulsién

3.3.1.1. Distribucién y tamafio de gota

En la Figura 9 se observa la distribucion de tamafio de gota durante el
almacenamiento a 4 °C (figura 9a) y 25 °C (figura 9b). Se observdé una
distribucion de tamafio monomodal, con tamafios comprendidos en el rango
entre 0,1y 2 um, tanto a 4 °C como a 25 °C hasta el dia 15. En el caso de las
muestras almacenadas a 4 °C no se observaron cambios significativos en la
distribucion de tamafios ni en el rango de tamafio de gota durante el tiempo de
almacenamiento. Sin embargo, en las muestras almacenadas a 25 °C se

observd una reduccién significativa del tamafio durante el tiempo de
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almacenamiento, lo que podria deberse a la expulsiéon de W, a través de la fase
oleosa, provocando un cambio de la emulsion doble W,/O/W; a una emulsién
simple tipo O/W (Tamnak etal., 2016). Ademas, en las emulsiones
almacenadas a 25 °C se observd la aparicion de una segunda poblacién de
glébulos grasos con tamafios en el rango 2-7 um, lo cual podria ser explicado
por el fenbmeno de coalescencia favorecido por la temperatura, ya que a
medida que aumenta la temperatura, la viscosidad del aceite es menor. En este
contexto, Aditya et al. (2015) establecieron que, a mayor viscosidad de la fase
oleosa existe una menor probabilidad de coalescencia de las gotas de aceite.

Este fenomeno podria explicar el aumento de tamafio de gota durante el

almacenamiento observado en la emulsion almacenada a 25 °C (Figura 9).
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FIGURA 9. Tamario y distribucién 9a: 4 °C; 9b: 25 °C en el almacenamiento por 1, 5, 10, 15y
20 dias.

En la Tabla 6 se muestran los valores de Dy 3 de la emulsion multiple obtenida
bajo condiciones Optimas durante el almacenamiento. Para la emulsion
obtenida en condiciones oOptimas fresca el Dy 3 fue de 0,48 pm. Se observa
que, las diferentes muestras almacenadas a las distintas temperaturas (4 y 25
°C) presentaron diferencias significativas entre ellas a lo largo de todo el
estudio. Ademas, para la misma muestra a lo largo del almacenamiento, se
observaron diferencias significativas en ambas temperaturas, donde el tamafio
disminuye en ambos casos (4 y 25 °C), lo cual se puede deber a la expulsion
del ECG desde la fase acuosa interna (W), a la fase acuosa externa (W),

generando un tamafo de gota de aceite menor, como se explico anteriormente.
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En las emulsiones almacenadas a 4 °C, se observa una disminucion
significativa posterior al dia 10 y en las emulsiones almacenadas a 25 °C,
posterior al dia 5, lo que se podria deber a que la expulsibn de Wi se ve
mayormente facilitada por la menor viscosidad del aceite a mas alta
temperatura, lo que concuerda con la distribucion de tamafio en la Figura 9.

Por otra parte, en la muestra almacenada hasta el dia 20, a ambas
temperaturas, existe un aumento del diametro volumétrico medio significativo,
posiblemente, debido a la coalescencia o floculacion de una porcion de la

muestra.

TABLA 6. Dy 5 en el almacenamiento (20 dias) a4 y 25 °C.

Dia Dia 3 (M)
4°C 25°C
1 0,480+0,009" 0,4630+0,0005"°
5 0,4780%0,0004 0,446%0,003*
10 0,471%0,002° 0,4330,004™
15 0,4340+0,0004" 0,434+0,004"
20 0,4660%0,0008"" 0,4930+0,0006"

Las letras (A-B) indican diferencias significativas entre las muestras a las distintas temperaturas
(p<.0,05).

Las letras (a-e) indican diferencias significativas para la misma muestra a los diferentes dias (p<
0,05).

Se considera un tamafio de particula de 10 a 1000 nm apropiado para la
entrega del material encapsulado al medio en el que se encuentra en una tasa

controlada y sostenida, por lo que los tamafos obtenidos a lo largo del

almacenamiento serian adecuados para este proposito (Lamba et al., 2015).
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Valores de D3 alrededor de 2 pm se reportaron utilizando concentraciones
similares de PGPR y Tween 80 (Tamnak et al., 2016), lo cual es un tamafo
significativamente mayor al obtenido en este estudio.

Tamafios de gota mas pequefios se observan en general con equipos de alta
presidn, esto sumado a una mayor presion de homogenizacion y mayor nimero
de pasos, explicaria tamafios menores a los reportados en otros estudios que
utilizaron los mismos emulsificantes (PGPR y Tween 80), donde los rangos de
tamafio promedio de emulsidbn doble fresca, en ambos casos para la
encapsulacién de NaCl, se encuentran entre 2 um, utilizando como estabilizante
caseinato de sodio realizado con ultraturrax (Prakash, 2012) y 70,5 pum
utilizando como estabilizante gelatina hecho con un rotor-estator (Lamba et al.,
2015; Sapei et al., 2012).

Se debe considerar que existen diversas condiciones de procesamiento, tipo y
concentracion de emulsificante, entre otros, que pueden dificultar la
comparacion de los resultados (Lamba et al., 2015).

3.3.1.2. Andlisis de microestructura

En la Figura 10 se muestra la microscopia de la emulsion O6ptima en
almacenamiento a 4 y 25 °C, durante 20 dias. De acuerdo a la clasificacion
realizada por Florence & Whitehill en 1981, se observan emulsiones tipo A y
tipo B, donde las tipo A corresponden a emulsiones que poseen tamafo de gota
de la fase acuosa interna mas grande y las de tipo B multiples gotas de fase

acuosa interna que corresponde aproximadamente al 45 % de la emulsion W,/O
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(Anexo 11). Estos sistemas de liberacion son mas simples, principalmente por
difusién (Anexo 12).

En general, no se observaron diferencias notables en el tamafio de gota a lo
largo del periodo de almacenamiento, lo cual se condice con los datos
obtenidos para el diametro volumétrico medio (Dya,3). Sin embargo, el dia 20 se
observé mayor variabilidad en los diametros de las gotas con respecto al dia 1,
resultados concordantes con los datos de tamafio de gota. Por otra parte, el dia
20 fueron mas notorios los fendmenos de floculacion y coalescencia para 4 y 25
°C, respectivamente, tal y como se puede observar en las micrografias tomadas
por CLSM, estos fendmenos podrian explicar el aumento de tamafio promedio

(Figura 11).
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FIGURA 10. Imagenes de CLSM donde, A: emulsion 6ptima DO, B: emulsiéon a 4 °C D1; C:
emulsién 25 °C D1; D: emulsién 4 °C D5; E: emulsiéon 25 °C D5; F: emulsién 4 °C D10; G:
emulsién 25 °C D10; H: emulsién 4 °C D15; I: emulsiéon 25 °C D15; J: emulsion 4 °C D20; K:
emulsion 25 °C D20. La barra de escala representa 2 um a 100x 4 de aumento.

FIGURA 11. Fenémenos de desestabilizacién de las emulsiones en el dia 20. a: emulsién 4 °C
D20; b: emulsién 25 °C D20. La barra representa 5 um a 100x y 100x 4 de aumento.
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Hasta el dia 20 no se observO cremado en las emulsiones, ni alguna
desestabilizacion aparente. Sin embargo, alrededor del dia 25, fueron visibles
agregaciones las cuales podrian deberse a floculacion y/o coalescencia,
concordantes con lo observado por microscopia confocal.

3.3.2 Estabilidad de punicalagina y eficiencia de encapsulacion

En la Tabla 7 se muestran los valores de EE de la emulsidon doble obtenida bajo
condiciones O6ptimas. La emulsion doble fresca tuvo una eficiencia de
encapsulaciéon de 57 %. Durante los 20 dias de almacenamiento se encontré
una disminucién significativa de la eficiencia de encapsulacion, tanto a 4 como a
25 °C, siendo mayor en las emulsiones almacenadas a 25 °C. En el dia 1, se
observé que la eficiencia de encapsulacion fue significativamente mayor (55 %)
en la muestra a 4 °C, respecto de la muestra a 25 °C (52 %). Este
comportamiento se mantuvo durante todo el almacenamiento llegando el dia 20
a valores de eficiencias de encapsulacion de punicalagina del 22y 16 % a4y

25 °C, respectivamente.

TABLA 7. Eficiencia de encapsulacién (EE %) en el almacenamiento (20 dias) a 4 y 25 °C.

Dia EE (%)
4°C 25°C
1 55+2°¢ 52+4"¢
5 40+2 % 331
10 3542 % 29+27¢
15 28+3%° 24+2"°
20 22+3% 16+2"°
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Las letras (A-B) indican diferencias significativas entre las muestras a las distintas temperaturas
(p<.0,05).
Las letras (a-e) indican diferencias significativas para la misma muestra a los diferentes dias
(p<0,05).

Se reportaron valores de eficiencia de encapsulacion de tartrazina alrededor de
un 50 % utilizando PGPR y Tween 80 en concentraciones similares a las
utilizadas en la emulsion doble fresca, lo cual se condice con la eficiencia de
encapsulacién de punicalagina obtenida en la emulsién doble 6ptima que fue de
un 57 % (Tamnak et al., 2016).

En los 20 dias que se realizd la medicion no hubo una degradacion significativa
(p=0,05) de la punicalagina total contenida en la emulsién. Por lo que la
disminucién de la eficiencia de encapsulacion de punicalagina, como se
expresO anteriormente, podria ser debido a la expulsion de W, a través la fase
oleosa, lo cual se condice con una leve disminucion del tamafio sobre todo a
mayor temperatura, donde se produce una mayor disminucion de la eficiencia
de encapsulacién (Tamnak et al., 2016).

3.4. ESTABILIDAD MICROBIOLOGICA

El jugo elaborado posee un pH de 4,65 y 14,20 °Brix. Se midio la carga inicial
del jugo realizando un recuento de microorganismos aerobios mesofilos,
levaduras y mohos.

Para la adicion del ECG sin encapsular y encapsulado por emulsién doble al
jugo de manzana, primeramente, se determino la CMI de ECG (sin encapsular),
en un rango de concentracion de 2-12 mg extracto cascara de granada/mL de

jugo de manzana. Se encontraron diferencias significativas en el recuento a la
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concentracion de 9 mg/mL de jugo de manzana con respecto a las otras
concentraciones, posterior a las 24 horas de incubacion para RAM y 5 dias para
mohos y levaduras, por lo que esta concentracion se selecciono para realizar el
analisis microbiolégico. El estudio de la estabilidad microbiolégica del jugo se
realizd en almacenamiento a 4 °C durante 20 dias. Se consideraron tres
sistemas: jugo (J); jugo + ECG sin encapsular (J+tECG) y jugo + ECG
encapsulado por emulsion doble (J+ECGED).

En la Figura 12 se observa el RAM (Figura 12a) y recuento de levaduras (Figura
12b). Para RAM se observé un aumento para los tres sistemas a lo largo del
estudio. Para el dia cero se observé que el J+ECGED presenté un recuento
significativamente mayor respecto de J y J+ECG. Lo anterior, se puede explicar
debido a que las emulsiones dobles tienen una carga microbiana inicial de
0,4x10° UFC/mL. El dia 5, el jugo sin extracto presenté un RAM mayor respecto
del jugo con extracto sin encapsular y encapsulado. No obstante, las diferencias
fueron significativas solo con el jugo con extracto sin encapsular. Esto podria
atribuirse a que el extracto sin encapsular adicionado al jugo actia mas
rapidamente que el extracto encapsulado, el cual podria liberarse en forma
controlada. Desde el dia 10, el J+ECGED presentd un recuento
significativamente menor respecto del jugo solo, pero no presenté diferencias
con J+ECG. Todos los sistemas se mantuvieron dentro de los limites
establecidos por el Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA) hasta el dia

10. Desde el dia 15 de almacenamiento, el J+ECGED mostré un recuento
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significativamente menor respecto de jugo (J) y J+ECG, lo que podria atribuirse
a que la efectividad del ECG sin encapsular disminuye por las condiciones (pH,
enzimas, proteinas, azucares, etc.) al encontrarse en contacto directo con el
jugo, mientras que la liberacion del extracto encapsulado hacia el jugo podria
aumentar desde ese dia. No obstante, es importante considerar que los
sistemas sobrepasan el limite establecido posterior a los 10 dias (Figura 12a).
De acuerdo al RSA Art. 173, en el grupo de alimentos de “Zumos, néctares,
bebidas a base de frutas y verduras no pasteurizados”, se indica como limite
maximo 10° UFC/mL de RAM, por lo que hasta el dia 10 los tres sistemas se
encuentran dentro de los limites reglamentarios, sin embargo, el recuento del
jugo sin extracto, estaria cercano al limite (DTO. N° 977/96, 1997).

En la Figura 12b se observa solo el recuento de levaduras, esto debido a que el
crecimiento de mohos en el almacenamiento, desde el dia 5, fue casi nulo en
todos los sistemas.

Al igual que en el caso de RAM, solo posteriormente al dia 10 el recuento de
levaduras fue significativamente menor en el jugo con extracto sin encapsular y
encapsulado respecto del jugo sin extracto, sin embargo, los limites son
mayores a los limites por el RSA (DTO. N° 977/96, 1997). Si bien el RSA no
indica limites para mohos y levaduras en el grupo de “Zumos, néctares, bebidas
a base de frutas y verduras no pasteurizados”, en el grupo de “Frutas y
verduras desecadas o deshidratadas”, se establece 10° UFC/mL como limite

maximo de mohos y levaduras para cada uno.
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FIGURA 12. Recuento de microorganismos expresado como log (UFC/mL) en los dias 0, 5, 10,
15, 20. a) Recuento de microorganismos aerobios mesofilos (RAM) en jugo de manzana (J),
jugo de manzana con extracto de cascara de granada a concentracién 9 mg/mL (J+ECG), jugo
de manzana con extracto de cascara de granada a concentracién 9 mg/mL encapsulado por
emulsiones dobles (J+ECGED). b) Recuento de levaduras en jugo de manzana (J), jugo de
manzana con extracto de cascara de granada a concentracion 9 mg/mL (J+ECG), jugo de
manzana con extracto de cascara de granada a concentraciébn 9 mg/mL encapsulado por
emulsiones dobles (J+ECGED).

En la Tabla 8 se muestra la velocidad especifica de crecimiento microbiano, en
la que se puede observar que la velocidad de crecimiento en RAM es

significativamente menor entre los primeros 5 dias para J+ECGED y J+ECG
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con respecto al jugo solo. Entre los dias 5 y 10, se observa una velocidad de
crecimiento significativamente menor para J+ECGED con respecto a J vy
J+ECG, resultados que se condicen con el menor crecimiento significativo para
RAM en el dia 10 (Figura 12a). Por otra parte, para el caso del recuento de
levaduras, existe una menor velocidad de crecimiento significativa entre los dias

5y 10 de J+ECGED con respecto al J+ECG y J.

TABLA 8. Actividad antimicrobiana de extracto sin encapsular y encapsulado en emulsion doble
sobre el RAM y levaduras del jugo de manzana. Recuento de colonias (N) y velocidad
especifica de crecimiento (k).

RAM Levaduras
Muestra Tiempo (d) N (UFC/mL)  k(d™) N (UFC/mL) k (d™)
J 0 5,6.E+01 - 56.E+01 -
5 5,5.E+02 0,19+0,04* 5,5.E+02 0,35+0,01"
10 7,1.E+04 0,43+0,03% 7,1.E+04  0,53+0,04""
15 1,1.E+07 0,440+0,002%*  1,1.E+07  0,45+0,02°
20 4,3.E+08 0,36+0,01% 43 E+08  0,29+0,02*
J+ECG 0 5,7.E+01 - 57.E+01 -
1,6.E+02 0,0661+0,0008"" 1,6.E+02 0,37+0,01"
10 3,7.E+04 0,479+0,004%*  7,1.E+04 0,48+0,02%
15 8,6.E+06 0,51+0,06% 8,6.E+06  0,49+0,02°
20 2,5.E+08 0,29+0,01 2,5.E+08  0,27+0,02%*
J*ECGED ¢ 2,1.E+02 - 21.E+02 -
3,7.E+02 0,05+0,01%" 3,7.E+02 0,32+0,02"
10 2,0.E+04 0,34+0,05"" 2,0.E+04 0,38+0,01%
15 4,3.E+06 0,48+0,06“* 4,3.E+06 0,53+0,02%°
20 2,5.E+08 0,36+0,03% 2,5.E+08  0,25+0,03™

J: jugo sin extracto ni emulsion. J+ECG: jugo adicionado con extracto sin encapsular en
concentracién 9mg/mL. J+ECGED: jugo adicionado con extracto a concentracion 9 mg/mL
encapsulado en emulsién doble.

Las letras (A-D) indican diferencias significativas para la misma muestra en los diferentes dias
(p <.0,05). Las letras (a-b) indican diferencias significativas entre las distintas muestras en un
mismo dia (p< 0,05).
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Los resultados de este estudio indican que el ECG encapsulado en una
emulsién doble, disminuye significativamente la velocidad de crecimiento de
RAM y levaduras entre los dias 5 y 10 durante almacenamiento en refrigeracion
(4 °C), en comparacién con el jugo sin extracto y jugo con extracto sin
encapsular.

Considerando los limites establecido por el RSA, para el caso de jugo de fruta
no pasteurizado (que solo indica limite para RAM), el producto se encuentra
dentro de la norma hasta los 10 dias. Después de 10 dias, las diferencias en los
recuentos se mantienen, no obstante, los limites permitidos se exceden para
todos los sistemas.

Con los antecedentes antes mencionados, se recomendaria disminuir la carga
inicial de las emulsiones, para obtener resultados mas significativos. Los jugos
de frutas frescos comerciales sometidos solo a refrigeracion como tecnologia de
conservacion tienen una vida Gtil limitada de aproximadamente tres dias. Por lo
tanto, de acuerdo a los resultados se puede establecer que la adicion de ECG
encapsulado por emulsion doble permitiria aumentar la vida atil del jugo de
manzana al menos en términos microbioldgicos. Por lo que, la emulsién doble
podria ser una proteccién propicia para el compuesto, resultando en una
liberacién controlada e indicando resultados favorables para ser usado como
bacteriostatico  principalmente, y como fungistatico, con algunas

consideraciones, en jugo de manzana sin pasteurizar.
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3.5. RESULTADOS PENDIENTES

PARAMETROS CINETICOS LIBERACION DE PUNICALAGINA

Para evaluar los parametros cinéticos, se obtuvieron alicuotas de jugo los dias
1, 2, 3,5 7,9, 12, 14, 16, 19 y 20, el jugo fue filtrado a 0,22 pm vy
posteriormente medido por HPLC-DAD, sin embargo, debido a problemas con
el equipo los resultados obtenidos no fueron concluyentes.

En la Figura 13 se observa la grafica de porcentaje de liberacion de
punicalagina al jugo de manzana hasta el dia 5 (96 horas), donde se logré
liberar 1,87 % de la punicalagina total contenida en la emulsion (M).

Se observa que los primeros dias posee una velocidad de liberacion bastante
lenta lo cual se podria deber a que el compuesto no es soluble en aceite lo cual
dificulta el paso (Pays, 2002). Sin embargo, como se explicé anteriormente los

resultados obtenidos no fueron concluyentes debido a problemas con el equipo.
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FIGURA 13. Grafica de porcentaje de liberacion de punicalagina en jugo de manzana no
pasteurizado.
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CONCLUSIONES
Las condiciones Optimas para la encapsulacion de extracto de granada por
emulsiones dobles fueron: 550 bar de presion en la primera etapa, 300 bar
en la segunda etapa y 5 pases en la segunda etapa, manteniendo fijo 2
pases en la primera etapa.
La encapsulaciéon de extracto de cascara de granada por emulsiones
dobles obtenida en condiciones Optimas se corrobor6 mediante
microscopia confocal. La caracterizacién de la emulsion obtuvo un 57 %
de eficiencia de encapsulacion de punicalagina y tamafio de gota Dy g
0,48 pm.
A menor temperatura (4 °C), la emulsion doble obtenida en condiciones
Optimas, mostré mejor estabilidad fisica (evaluada por tamafio de gota) y
estabilidad de punicalagina (evaluada como eficiencia de encapsulacion)
hasta el dia 10 de almacenamiento.
Con respecto al efecto antimicrobiano, se observé una disminucion
significativa en el recuento de RAM para el jugo adicionado con ECG
encapsulado por emulsiones dobles, en relacion al jugo en el
almacenamiento.
Para las levaduras, se observé un recuento menor en el dia 10 del jugo
adicionado con extracto de céscara de granada encapsulado por

emulsiones dobles con respecto al jugo solo.
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En ambos casos, hasta el dia 10 se observo una velocidad de crecimiento
menor del jugo adicionado con extracto encapsulado en emulsién doble,
con respecto al jugo solo y jugo con extracto sin encapsular.

El ECG encapsulado por emulsion doble presenta mejor comportamiento
como bacteriostatico que como fungistatico.

Finalmente, el extracto de cascara de granada encapsulado en una
emulsién doble, disminuye el recuento de microorganismos (aerobios
mesodfilos y levaduras) y la velocidad de crecimiento hasta los 10 dias, lo
cual concuerda con los datos de eficiencia de encapsulacion y tamafio de
gota.

Se recomienda evaluar técnicas de tratamiento no término para las
emulsiones dobles con objetivo de disminuir la carga microbioldgica inicial

(0,4x10° UFC/mL).
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INFORMACION ADICIONAL

En el marco de las becas de “Estadias cortas de investigacion Convocatoria
2019- 2020” que otorga la Universidad de Chile, realicé una estadia en la
Universidad de Oviedo entre los meses de noviembre del 2019 a enero 2020 en
el grupo de Emulsiones y Fendmenos Interfaciales de esa casa de estudio.
Realicé la encapsulacion mediante emulsiones dobles de extracto de céscara
de granada realizado en el marco del proyecto Fondecyt 11160541, con las
mismas proporciones de aceite y emulsificantes expuesta en este trabajo.

Para la realizacion de las emulsiones dobles se consideraron dos procesos,
emulsificacion directa con membrana de emulsificacibn y por agitacion
mecanica, para cada proceso se considero la utilizacién de cinco tipos de aceite
(naranja, ricino, soya, girasol, miglyol). Se midié eficiencia de encapsulacién de
punicalagina, tamafio de gota y distribucion, inspeccién visual por microscopia,
tanto para las emulsiones frescas como a los 20 dias de almacenamiento a 30
°C. Ademas, se midio la estabilidad de las emulsiones mediante Turbiscan
(Formulaction, France) por 20 dias.

Actualmente, el articulo se encuentra en proceso de redaccion.
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ANEXOS

ANEXO 1. Curva de calibracion de a punicalagina.
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ANEXO 2. Curva de calibracion de 3 punicalagina.
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ANEXO 3. Diagrama de Pareto para la variable dependiente de contenido de

polifenoles totales (CPT) para la optimizacion del ECG.
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ANEXO 4. Diagrama de Pareto para la variable dependiente de contenido de

punicalagina (P) para la optimizacién del ECG.
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ANEXO 5. Diagrama de Pareto para la variable dependiente de actividad
antimicrobiana medida como halo de inhibicion en S. aureus (mm) para la

optimizaciéon del ECG.
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ANEXO 6. Perfil cromatografico de compuestos polifendlicos de extracto de

cascara de granada por HPLC-DAD-ESI-TOF/MS.
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Wazicar, Pazicar, Pazicar, @isémero de acido clorogénico, ® isémero de
acido clorogénico 2, ®acido citrico, (" acido isocitrico, ® isémero de galoil
hexosa, ¥ isémero de galoil-glucésido 2, * punicalagina «, ¥ acido galico, *?
isomero de galoil-glucésido 3, *® isémero de catequina 1, ¥ punicalagina p, **
isomero de catequina 2, ‘® punicalagina vy, *” bilactona de acido valénico, ¢®
corilagina, ¥ punigluconina, “® desconocido 1, ®» pentosa de &cido elagico,
2 desconocido 2, ® desconocido 3, ®¥ desconocido 4, ® galloil-HHDP-

(26) (27) (28)

hexosa, acido carboxilico de brevifolina, desconocido 5,

glucopiranosido de galato de metilo, ®® isémero de hexésido del &cido elagico

(32) (33)

1, @ desconocido 6, ©Y desconocido 7, ©®? pentosido de &cido elagico,

isomero de hexésido del acido elagico 2, ®¥ acido elagico desoxihex, ©®® &cido

(37) (38)

elagico, ©®® kaempferol 3-cumaroilglucésido, glucésido de luteolina,

luteolina arabinosa, ©? luteolina.

ANEXO 7. Diagrama de Pareto para la variable dependiente de tamafio de gota

expresado como diametro volumétrico medio D[4.3].
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Donde P1: presion en la primera etapa de homogenizacion, P2: presion en la
segunda etapa de homogenizacién, PA: nimero de pasos en la segunda etapa

de homogenizacion.
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ANEXO 8. Diagrama de Pareto para la variable dependiente de eficiencia de

encapsulacion de punicalagina EE %.
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Donde P1: presion en la primera etapa de homogenizacion, P2: presion en la
segunda etapa de homogenizacion, PA: nimero de pasos en la segunda etapa

de homogenizacion.

ANEXO 9. Diagrama de Pareto para la optimizacién conjunta en base a la

deseabilidad observada.
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Donde P1: presion en la primera etapa de homogenizacion, P2: presion en la

segunda etapa de homogenizacion, PA: nUmero de pasos en la segunda etapa

de homogenizacion.

ANEXO 10. Andlisis de varianza de deseabilidad observada del modelo de

optimizacion.

Fuente Suma de Df Cuadrado F-Ratio P-Value
cuadrados medio

A:P1 0,04 1 0,04 24 0,04

B:P2 02 1 0,2 115 0,009

C:PA 08 1 0,8 450 0,002

AA 0,01 1 0,01 7 0,1

AB 0,009 1 0,009 5 0,2

AC 0,02 1 0,02 9 0,09

BB 0,002 1 0,02 0,9 0,4

BC 0,03 1 0,03 15 0,06

CcC 0,08 1 0,08 45 0,02

Regresién 1 9 0,1 23 0,002

Residual 0,03 5 0,006

Carencia de 0,03 3 0,009 5 0,2

ajuste

Error puro 0,004 2 0,002

Total (corr.) 1 14

P1: presion en la primera etapa. P2: presion en la segunda etapa. PA: nimero

de pasos en la segunda etapa
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ANEXO 11. Esquema de clasificacion de tipos de emulsiones postulado por

Florence & Whitehill, 1981.

OOQ O
OF O

Tipo A Tipo B Tipo C
ANEXO 12. Diagrama de vias de liberacion de fase acuosa interna generado

por Florence & Whitehill, 1981.

b
—

a: coalescencia con o sin fase interna. b, c, d, e: expulsion individual de fase
acuosa interna. f: expulsion de mas de una gota de fase acuosa. g: expulsion
completa de las gotas de fase acuosa. h, i, j, ki union de gotas de fase acuosa

interna y posterior expulsion. I, m, n: difusion de fase acuosa interna generando

gradual contraccion.
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