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RESUMEN

Es conocido que la presencia de antioxidantes puede incrementar la estabilidad oxidativa
de los aceites y retardar su oxidacion, debido a que la oxidacion lipidica es la reaccién
que causa el deterioro de las materias grasas, conduciendo a la formacion de compuestos
que causan alteraciones organolépticas y nutricionales. Los flavonoides, debido a su
actividad antioxidante y sus propiedades bioldgicas podrian ser usados como una
potencial alternativa a los antioxidantes sintéticos. Sin embargo, debido a su inestabilidad
y solubilidad, su aplicacion directa a matrices alimenticias es limitada. La
microencapsulacion representa una estrategia que permite proteger y controlar la
liberacion de los flavonoides y superar la utilizacion inefectiva del flavonoide en matrices
lipidicas.

El disefio de microparticulas por secado con atomizacion conduce a la formacion de
particulas solidas que generalmente son de naturaleza amorfa. Diferentes grados de
cristalizacion de los polvos, pueden ser obtenidos controlando las condiciones
operacionales en el secado y la formulacion de las dispersiones, lo que representa una
buena estrategia para controlar otras propiedades fisicas de las microparticulas y sus
aplicaciones. Otra alternativa importante en la encapsulacion de flavonoides es el disefio
de microparticulas de liberacién controlada, mediante la utilizacion de polimeros con
distinta solubilidad en la matriz lipidica, un polimero insoluble en lipidos (agente
encapsulante) y un polimero soluble en lipido (bajo porcentaje) que podrian permitir la
liberacion controlada de los flavonoides para incrementar la estabilidad oxidativa.

Con base a estos antecedentes, el objetivo de esta investigacion fue estudiar dos modelos
de microparticulas de flavonoides: primero microparticulas con distinto grado de
cristalinidad (amorfo-semicristalino) y después microparticulas sin y con la incorporacion
de un agente canalizante (polimero formador de canales), para evaluar su efecto en el
incremento de la estabilidad oxidativa de dos matrices lipidicas: linoleato de metilo (LM)
y aceite de girasol (AG).

Microparticulas de epicatequina (E) y quercetina (Q) con distinto grado de cristalinidad,
se encapsularon utilizando inulina (E-In y Q-In), la relacion flavonoide/In fue de 1:41y
1:43 respectivamente, la temperatura del aire de entrada al secador fue de 160 °C y se
emplearon dos temperaturas de alimentacion (15 y 90 °C) de las soluciones (E-In-15, E-
In-90, Q-In-15 y Q-In-90) y microparticulas de inulina sin flavonoides (In-15 y In-90),
fueron usadas como control. Las propiedades fisicas de las microparticulas (E-In-15, E-
In-90, Q-In-15y Q-In-90, In-15 y In-90) fueron estudiadas por calorimetria diferencial de
barrido (DSC) vy difraccion de rayos X (DRX). Ademas, se usd microscopia electronica
de barrido (SEM) y difraccion de luz laser (DLL) para la caracterizacion de las particulas.

Todos los sistemas elaborados con temperatura de alimentacion de 15 °C (In-15, E-In-15,
Q-In-15) presentaron mayor grado de cristalinidad y la eficiencia de encapsulacion (EE)
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fue significativamente mayor (p<0,05), sobre el 67% con respecto a las formuladas a
mayor temperatura (90 °C) de alimentacion (E-In-90 y Q-In-90) que se caracterizaron por
presentar predominio de zonas amorfas. La recuperacion de flavonoides (E y Q) alcanzo
valores sobre 75% para todos los sistemas estudiados (amorfo-semicristalino). La
estabilidad oxidativa se evaluo a través de almacenamiento acelerado a 60 °C (Rancimat),
formacion de compuestos polares (columna de adsorcidn) y la distribucion de compuestos
de oxidacion (HPSEC), empleando LM y AG como matrices lipidicas.

Se realizaron ensayos de estabilidad oxidativa en LM y AG con la adicion de
microparticulas (E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) a razon de 200 mg/k LM y AG
durante almacenamiento acelerado (Rancimat) a 60 °C. Se observo que los tiempos de
induccion (TI) fueron significativamente mayores (p<0,05) para los sistemas con LM+Q-
In-90 y AG+Q-In-90. En los estudios realizados por almacenamiento en placa (60 °C), la
formacion de compuestos polares (columna de adsorcion) también fue significativamente
menor para los sistemas con AG+Q-In-90. En general, los resultados mostraron que el
estado fisico de las microparticulas (grado de cristalinidad), la estructura quimica del
flavonoide y en particular de la Q, tiene una considerable importancia en la aplicacion y
el incremento de la estabilidad oxidativa de aceites.

Con respecto a la optimizacion de microparticulas de flavonoides (epicatequina E,
naringenina N y quercetina Q) con inulina como agente encapsulante y aislado proteico
de soya (APS) como agente formador de canales, se elaboraron de acuerdo con un disefio
de Box-Behnken, con 15 experimentos para cada sistema (E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-
(In-APS)). Las variables independientes fueron: la relacion flavonoide/agente
encapsulante, temperatura del aire de entrada y contenido de APS. Las variables
dependientes fueron: la EE vy liberacion de los flavonoides en hexano a los 14 dias (t14)
de almacenamiento. Las condiciones Optimas de encapsulacion se determinaron por la
metodologia de superficie de respuesta (MSR) y aplicando la funcién deseabilidad. En
todos los sistemas de microparticulas (E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS) mostraron
que el contenido de agente canalizante (APS) presentd un efecto significativo (p<0,05)
sobre la liberacion de los flavonoides indicando que fue la variable independiente con un
efecto positivo mayor.

El estudio de la formacion de canales en las microparticulas de flavonoides-(In APS) que
contienen APS se realiz6 mediante la técnica de microscopia confocal utilizando rojo
nilo (0,1%) como fluorocromo el cual se disolvid en el AG (sistemas de 3 g de AG con
rojo de Nilo y microparticulas sin y con APS (Q-In y Q-(In-APS)) en concentracion
equivalente a 200 mg flavonoide/Kg que fueron agitadas constantemente durante 14 dias
en una placa calefactora a 60 °C. Los resultados mostraron que el APS es capaz de
inducir la formacion de canales dentro de la microparticula mediante la disolucién del
APS por el aceite, favoreciendo la interaccion entre los flavonoides y el AG y su difusion
hacia el aceite donde ejerce su actividad antioxidante .Para evaluar el efecto del agente
canalizante (APS) se realizaron ensayos de estabilidad oxidativa (Rancimat), se
prepararon sistemas de microparticulas con APS de E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-
APS) (200 mg/kg) con la formulacion 6ptima de F/In y temperatura del aire de entrada al
secador, mientras que el contenido de APS se fijo en un 5% (respecto a la inulina), para
que los sistemas fueran comparables. Microparticulas de flavonoide-In sin agente
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canalizante fueron usadas como control (E-In, N-In y Q-In). El estudio de la estabilidad
oxidativa mostré que la adicién de flavonoides encapsulados al LM y AG produjo un
aumento significativo en el Tl y el factor de proteccion y fue mayor para los sistemas de
LM + Q-(In-APS) y AG+ Q-(In-APS). Ademas, disminuyeron significativamente la
formacion de compuestos polares y se retardaron las reacciones de polimerizacion.
Contrariamente los sistemas con N sin y con APS no ejercieron ningun efecto sobre la
estabilidad oxidativa (TI) y por lo tanto no fueron considerados en los estudios
posteriores.

En esta investigacion se observd que la encapsulacion de flavonoides en los distintos
sistemas de microparticulas (distinto grado de cristalinidad) y en microparticulas con la
incorporacion de APS (agente formador de canales) constituyen efectivos disefios para la
liberacion de los flavonoides y determinan la aplicabilidad de las microparticulas en
matrices lipidicas.
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ABSTRACT

It is well known that the presence of antioxidants can increase the oxidative stability and
delay the oxidation of oils due to the fact that lipid oxidation is one of the main reactions
that cause the deterioration of fats, giving rise to compounds that are responsable for
organoleptic and nutritional changes. The flavonoids, due to their antioxidant activity and
biological properties, represent a potential alternative to synthetic antioxidants. However,
the incorporation of free flavonoids into food systems has some drawbacks since they
show limited solubility and stability. Microencapsulation could enhance the stability of
flavonoids, control their release into lipid systems, and overcome their ineffectual usage
in lipid matrices.

The design of microparticles prepared by spray drying leads to solid particles, but these
are usually amorphous. Different degrees of crystallization can be achieved in the powder
materials and controlled by maintaining appropriate operating conditions within the dryer
and formulation of the liquid materials, and this is a useful strategy to control other
physical properties of microparticles and their applications. Another important possibility
is the design of flavonoid microparticles for controlled release using polymers with
different solubility in the lipid matrix. A lipid-insoluble polymer (encapsulating agent)
and a lipid-soluble polymer (in a low percentage), could allow the release of flavonoids,
to improve oxidative stability in a lipid system.

Based on the abovementioned background, the goal of this research was to study two
models of flavonoid microparticles: first, microparticles with different degrees of
crystallinity (amorphous or semicrystalline) and then, microparticles with and without the
addition of a channeling agent (a channel-forming polymer), to assess their effects on the
oxidative stability of two lipid matrices, methyl linoleate (ML) and sunflower oil (SO).

Epicatechin (E) and quercetin (Q) microparticles with different degrees of crystallinity
were encapsulated by spray-drying, using inulin (E-In and Q-In), in the
flavonoid/encapsulating agent ratios 1:41 and 1:43 respectively, with inlet air temperature
160 °C, and feed temperatures 15 and 90 °C (E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90).
Inulin microparticles without flavonoids were used as controls (In-15 y In-90). The
physical properties of the microparticles were evaluated by differential scanning
calorimetry (DSC) and X-ray diffraction (DRX). In addition, scanning electron
microscopy (SEM) and laser light diffraction (DLL) were used to characterize the surface
and particle shape of the powder.

All the systems prepared with a feed temperature of 15 °C (In-15, E-In-15, Q-In-15) were
more highly crystalline, and the encapsulation efficiency (EE) was significantly higher
(p<0,05) by 67%, whereas at higher feed temperatures (E-In-90 y Q-In-90),
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predominantly amorphous samples were obtained. The recovery of flavonoids (E and Q)
was greater than 75% for all the studied systems (amorphous-semicrystalline). The
oxidative stability was evaluated through accelerated storage at 60 °C (Rancimat),
formation of polar compounds were determined (by adsorption column chromatography),
and the distribution of oxidation compounds was studied using HPSEC in ML and SO.

Oxidative stability tests were performed in LM and AG with the addition of
microparticles (E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) in amounts equivalent to 200 mg
flavonoid/kg LM and AG using a Rancimat at 60°C. The induction periods (IP) were
significantly higher (p<0,05) for systems with LM + Q-In-90 and AG + Q-In-90. Assays
after long-term storage (60° C), showed that the formation of polar compounds
(adsorption column) was also significantly (p<0,05) lower for systems with AG + Q-In-
90. Overall, the results showed that the physical state of the microparticles (degree of
crystallinity), and the chemical structure of the flavonoid, particulary Q, is very important
for this application and to increase the oxidative stability of oils.

Regarding the optimization of flavonoid microparticles (epicatechin E, naringenin N and
quercetin Q) using Inulin (In) as the encapsulating agent, and soy protein isolate (SPI) as
the channeling agent, a Box—Behnken design was used with 15 runs each (E-In-SPI, N-
In-SPI and Q—In-SPI). The flavonoid/In ratio (1:20-1:50), inlet air temperature (120-160
°C), and SPI content (0-1.7 g) were evaluated as independent variables, whereas EE and
flavonoid release into hexane at day 14 of storage (t14) were the dependent variables.
Response surface methodology (RSM) and desirability function were used to determine
the optimal conditions of flavonoid encapsulation for each system. All the microparticle
systems (E-(In-APS), N-(In-APS) and Q-(In-APS) showed that the SPI content had a
significant effect (p<0,05) on flavonoid release, suggesting a larger positive effect of this
independent variable.

Confocal laser scanning microscopy was used to confirm the formation of channels
within the flavonoid microparticle (In SPI) systems with SPI (Nile red 0.1% as the
fluorochrome) was dissolved in SO (3g), and flavonoid microparticles (E-In, Q-In, E—
In—SPI, and Q-In—-SPI) were dispersed in amounts equivalent to 200 mg flavonoid/kg oil.
The dispersions were stirred for 14 days on a heating block at 60 °C. The image results
showed that SPI induces the formation of channels within the microparticle by
dissolution of SPI molecules, forming channels inside the network and thus favoring the
oil-encapsulated flavonoid interaction and its diffusion into the bulk oil.

To evaluate the effect of the channeling agent (SPI), oxidative stability trials were done
using flavonoid microparticles with SPI (E-(In-SPI), N-(In-SPI) and Q-(In-SPI) obtained
under optimal conditions of flavonoid encapsulating agent ratio and inlet temperature of
the dryer, keeping the SPI content at 5% (with respect to inulin), so that the systems were
comparable. Flavonoid microparticles without SPI were used as controls (E-In, N-In and
Q-In). The addition of encapsulated flavonoids to ML and SO caused a significant
increase in the IP and the protection factor, and was higher for the LM + Q-(In-SPI) and
AG+ Q-(In-SPI) systems. In addition, the formation of polar compounds decreased
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significantly and polymerization reactions were delayed. Conversely, systems with N
either without or with SPI did not have any effect on oxidative stability (IP).

This research showed that flavonoid encapsulation in the different microparticle systems
(different degree of crystallinity) and microparticles with the incorporation of SPI
(channel forming agent) are effective design features for flavonoid release and determine
the applicability of microparticles in lipid matrices.
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INTRODUCCION

Las grasas y los aceites pueden experimentar reacciones de oxidacion durante el
procesamiento y almacenamiento, conduciendo a la formacion de olores y sabores
desagradables (off-flavours), pérdida de nutrientes y formacion de compuestos
potencialmente toxicos (Frankel, 1998; Valenzuela et al., 2003; Pool et al., 2012). Entre
los métodos empleados para retardar el deterioro oxidativo, se destaca el uso de
antioxidantes naturales o sintéticos. Sin embargo, los antioxidantes sintéticos estan
siendo cuestionados por sus posibles efectos adversos sobre la salud de los
consumidores (Ito et al., 1985), siendo la tendencia actual su remplazo por antioxidantes
naturales. Entre los antioxidantes naturales, se encuentran los polifenoles (flavonoides y
acidos fendlicos), algunos de ellos han mostrado efectos protectores frente a la oxidacion
lipidica (Yu et al., 2005; Schinella et al., 2000; Sultana et al., 2007), mediante la
transferencia de un atomo de hidrdgeno o electrones al radical peroxil y quelacion de
metales (Huber et al., 2009; Madsen et al., 2000).

En este contexto, la utilizacion de flavonoides como antioxidantes naturales, representa
una buena alternativa para incrementar la estabilidad oxidativa de matrices lipidicas. Sin
embargo, la adicion de flavonoides en forma libre a materias grasa puede presentar
algunas desventajas, debido a su limitada solubilidad e inestabilidad por efecto de
factores ambientales (oxigeno, luz, temperatura entre otros), siendo necesario en algunos
casos adicionar altas cantidades para lograr el efecto deseado. En este contexto, la
encapsulacion de los flavonoides mediante la técnica de secado por atomizacién
representa una herramienta que permite proteger y controlar la liberacién de flavonoides.

En esta tesis se platea disefiar microparticulas de flavonoides con inulina como agente
encapsulante ya que es un polimero insoluble en matrices lipidica. Se estudiaron dos
modelos de micropaticulas:

1.- Microparticulas con distinto grado de cristalinidad (amorfo o sélido cristalino).
Dependiendo de las condiciones operacionales del secado y en particular de la
temperatura de alimentacion de la inulina, se pueden obtener microparticulas con
distinto grado de cristalinidad (Ronkart et al., 2007).

2.- Microparticulas con agente canalizante. Incorporacion de un polimero como aislado
proteico de soya (APS) que facilite la formacidn de canales en las microparticulas (Song
et al., 2005) favoreciendo la liberacion gradual de los flavonoides al medio lipidico
(AG y LM) e incrementando la estabilidad oxidativa.



1.1. Oxidacion lipidica

La oxidacion lipidica es un proceso complejo, que conduce a alteraciones en las
caracteristicas organolépticas (rancidez), pérdida de nutrientes esenciales y formacion de
productos de oxidacién potencialmente toxicos (Frankel, 1998; Gordon, 1991; Guardiola
et al., 2002).

La estabilidad oxidativa de los lipidos depende de factores intrinsecos y extrinsecos que
incluyen el grado de insaturacion de los &cidos grasos, la presencia de componentes
minoritarios (trazas de metales, clorofila y antioxidantes enddgenos), las condiciones
ambientales (luz, temperatura, oxigeno) y el uso de antioxidantes entre otros (Marquez-
Ruiz et al., 2008; Choe y Min, 2006; Pool et al., 2012; Shahidi y Zhong, 2010).

La autooxidacion lipidica comprende una serie de reacciones, vias radicales libres en
tres etapas: iniciacion, propagacion y término (Yanishlieva y Marinova, 2001). Durante
la iniciacion, un radical libre o iniciador extrae el &omo de hidrégeno desde un acido
graso o acilglicerol insaturado (RH) produciendo un radical alquil (R®). ElI atomo de
hidrégeno no es liberado espontaneamente de la molécula lipidica, requiere la presencia
de un iniciador o catalizador como: luz, trazas de metales e impurezas presentes en los
lipidos (Frankel, 2005). El radical aquil formado (R®) en la etapa de iniciacion,
reacciona difusionalmente con el oxigeno formando un radical peroxil (ROO®). A su
vez, ROO*® puede abstraer un atomo de hidrégeno desde otra molécula de un acido graso
insaturado (RH) para formar un hidroperéxido (ROOH) y un radical alquil (R*®) que
propaga la reaccion en cadena (Belitz, 1997). Finalmente, en la etapa de terminacién, los
radicales reaccionan entre si para producir compuestos no radicalarios relativamente
estables. El mecanismo de la reaccion se describe en el esquema de la Figura 1.

Iniciador
Iniciacion: RRH —m R;* +H°*
O, RoH 0O, RsH 0, R,H
Propagaciéon R:* —>R;00°* T R.* —> R,00° T Rs* — R;00° TRn'
R;O0H R,OOH R;O0OH

Terminacibn ROO*+ R®* —»ROOR

RO* + R*®* —» ROR Productos no radicalarios

R* + R* —/ R-R

Figura 1. Ecuaciones del mecanismo de autooxidacion de lipidos (Shahidi y Zhong, 2010)



Se conoce que el paso que determina la velocidad de la reaccion es la propagacion, la
cual conduce a la formacién de hidroperdxidos (ROOH), los cuales corresponden a los
compuestos primarios de oxidacion. Sin embargo, cuando los hidroperdxidos se
acumulan en altas concentracion, la velocidad de descomposicion puede ser mayor que
su formacion (Velasco et al., 2010). El proceso puede acelerarse a altas temperaturas y
se denomina deterioro termooxidativo.

1.1.1. Compuestos de autooxidacion lipidica

En las reacciones de autooxidacion lipidica se producen hidroperoxidos (ROOH), son
compuestos intermediarios e inestables y que constituyen una fraccion importante de los
compuestos de oxidacion. En condiciones de temperaturas moderadas los
hidroperéxidos se acumulan y a altas temperaturas se descomponen réapidamente
(Dobarganes, 1988), produciendo una gran variedad de productos de oxidacién
secundarios como: aldehidos, cetonas, alcanos, alcoholes, siendo los principales
responsables de la tipica rancidez off-flavours.

Las posibles vias de descomposicion de hidroperoxido y formacion de productos
secundarios volatiles y no volatiles se muestran en la Figura 2. La descomposicion de
hidroperdxidos a través de la escision del enlace O-O del hidroperoxido (AE 44
Kcal/mol) a la forma alcoxil e hidroxil, es termodinamicamente mas favorable que la
escision del enlace O-H que requiere una alta energia de activacion (AE 90 Kcal/mol)
(Shahidi y Zhong, 2010).

QIOH
CH-CH=CH-CHg-
*OH

(I:]o
-CH-CH=CH-CHz2-

+V _HD

OH @]
-CH-CH=CH-CH2- -CH-CH=CH-CH:-
Hidroxi Cetonas

Figura 2. Mecanismo de formacion de compuestos secundarios de oxidacion con funciones
hidroxi y ceto (Shahidi y Zhong, 2010).

Los compuestos secundarios que se forman durante la autoxidacion lipidica se conocen
como compuestos polares (CP), porque poseen una polaridad mayor que los triglicéridos



no alterados. Los CP incluyen: triglicéridos oxidados (TGOx), dimeros de triglicéridos
(TGD), polimeros de triglicéridos (PTG), diglicéridos (DG) y acidos grasos libres (AG)
(Holgado, 2011). Los CP se forman y se acumulan desde el inicio del proceso,
permanecen en la materia grasa, en consecuencia, tienen un impacto nutricional y
bioldgico al ser ingeridos con el alimento.

1.1.2. Evaluacion de la oxidacion lipidica y la estabilidad oxidativa

Para determinar el nivel de oxidacién de aceites y materias grasas se han desarrollado un
gran namero de métodos analiticos, no obstante, no existe un Unico método que permita
evaluar el grado de oxidacion de manera precisa, por lo tanto, la aplicacion de métodos
combinados resulta ser lo mas adecuado (Frankel, 2005).

Las técnicas cromatograficas pueden ser utilizadas tanto para la deteccion de
compuestos primarios (hidroperéxidos) como de compuestos secundarios (compuestos
polares) de oxidacion. Para evaluar los compuestos secundarios de oxidacion, la
determinacion de CP ha resultado ser uno de los métodos méas exactos, representativos y
reproducibles, proporcionando una medida directa de la degradacion de un lipido
(Dobarganes et al., 1988; 2007). La determinacion de CP se realiza por cromatografia de
adsorcion (AOCS, 1993), la cual se basa en separar la fraccion polar (triglicéridos
alterados) de la fraccion no polar (triglicéridos no alterados) de una muestra de aceite o
grasa, a traves de una columna de adsorcién de silica gel activada, utilizando solventes
organicos (éter de petroleo y éter dietilico) como fase de elucion. Por otra parte, la
cromatografia de exclusion por tamafio HPSEC (Marquez-Ruiz et al., 2007; Velasco et
al., 2010) permite determinar la distribucion de compuestos polares en especies de
deterioro térmico, oxidativo e hidrolitico. Algunos estudios realizados demostraron que
el uso de columnas de 500 A° permite la separacién mediante inyeccion directa, pero si
estas columnas se utilizan en serie con columnas de 100 A° la separacion es mas
efectiva. La cromatografia liquida de exclusion por tamafio (HPSEC) se correlaciona
bien con el método de cromatografia en columna abierta, los resultados son
reproducibles y requiere menor cantidad de muestra y de solventes (Marquez-Ruiz et al.,
2007). Existen otras técnicas como Rancimat (AOCS, 1993), que permiten medir la
estabilidad oxidativa de lipidos en forma acelerada, donde la materia grasa es sometida a
calentamiento en presencia de un flujo de aire, determinando el tiempo de induccién

(TI).

Para prevenir y retardar la formacion de productos de oxidacion en las matrices
lipidicas, la herramienta méas utilizada es la adicion de antioxidantes sintéticos y/o
naturales (Yanishlieva, 2004).



1.2. Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos organicos de origen natural o sintético, que en
determinadas concentraciones son capaces de retrasar o prevenir la oxidacion de
sustratos  oxidables (Halliwell, 1995). Los antioxidantes sintéticos como:
hidroxibutilanisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terbutil-hidroguinona (TBHQ) y
galato de propilo (GP) son ampliamente utilizados en la industria de alimentos, debido a
su bajo costo. Sin embargo, estos compuestos son volatiles y se descomponen a altas
temperaturas. Ademas, existen controversias por su potencial toxicidad y los posibles
efectos adversos a la salud (Sultana et al., 2007; Schinella et al., 2000). En este contexto,
la tendencia actual en la industria de alimentos es emplear antioxidantes naturales,
eficientes y seguros como sustitutos a los antioxidantes sintéticos (Yu et al., 2005;
Kosaraju et al., 2006).

Los antioxidantes naturales son metabolitos secundarios, ampliamente distribuidos en
vegetales, hongos y en los tejidos de algunos animales donde cumplen funciones
biologicas y de proteccion (Halliwell, 1995; Barclay y Vinquist, 2003). Entre los
principales antioxidantes naturales se encuentran los tocoles (tocoferoles vy
tocotrienoles), carotenoides y uno de los grupos mayoritarios corresponde a los
polifenoles (Harbone y Williams, 2000). Los polifenoles incluyen una amplia gama de
compuestos, desde moléculas simples como los &cidos fendlicos hasta compuestos
altamente polimerizados como taninos y lignanos, siendo los flavonoides uno de grupos
mas numerosos e importantes (Manach et al., 2004). Los flavonoides han demostrado
ser eficientes antioxidantes, por lo tanto, representan una alternativa a los antioxidantes
sintéticos (Yanishela y Marinova, 2001; Chambi et al., 2013).

1.2.1. Flavonoides

Los flavonoides son sintetizados como metabolitos secundarios de las plantas y se
encuentran distribuidos en hojas, frutas y flores, donde brindan proteccién frente a
agentes oxidantes y absorben cierta radiacién ultravioleta (Manach et al., 2004; Sansone
etal., 2011).

Los flavonoides (Figura 3) derivan de la benzo-y-pirona, presentan una estructura basica
comun de difenilpiranos compuesto por dos anillos fenil (A y B) unidos a través de una
cadena de tres atomos de carbono, que usualmente forman un heterociclo oxigenado
(anillo C) (Rice-Evans et al., 1996; Manach et al., 2004). La biosintesis de esta unidad
Ce-C3-Cs deriva de dos rutas. El anillo A proviene de una molécula de resorcinol o
floroglucinol sintetizada en la ruta del acetato, mientras que el anillo B se origina en la
ruta del shikimato (Harborne, 1989). Los flavonoides pueden encontrarse en forma libre
(aglicona) o en forma conjugada con uno o mas residuos de azucar (O-glic6sidos),
siendo la D-glucosa el aztcar mas frecuente, en la posicién Cz del anillo C y con menor
frecuencia en la posicion C7 del anillo A (Martinez-Florez et al., 2002).
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Figura 3. Estructura quimica de flavonoides
1.2.2. Accion antioxidante de los flavonoides.

La capacidad antioxidante de los flavonoides (AH) se atribuye a su habilidad para
transferir un atomo de hidrégeno o electrones a radicales libres (como el radical peroxil),
actuando como quebradores de cadena. El radical fenoxil (A®) formado es estabilizado
por resonancia, pero también pueden reaccionar con otros radicales libres para formar
aductos neutros no reactivos (Sansone et al., 2011; Velasco et al., 2010 y Madsen et al.,
2000). Al mismo tiempo, los radicales fenoxil pueden promover el atrapamiento de
radicales libres favoreciendo la terminacién de la oxidacion. La representacion de este
mecanismo se muestra en las figuras 4 (A y B) (Shahidi y Zhong, 2010).

R* + AH ~ " RH + A ROO*— ROOA

RO* + AH — ROH + A° A* + RO*—» ROA

ROO* + AH — ROOH + A* A*—» AA
A B

Figura 4. Ecuaciones que describen la accion antioxidante de los flavonoides (A) y
reacciones de terminacion con el radical flavonoide (B).



Algunos criterios estructurales que confieren una mayor actividad antioxidante a los
flavonoides son:

e Presencia de estructura orto-dihidroxi en el anillo B; que le confiere una mayor esta-
bilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacién de los electrones (Bors et
al., 1997; Rice-Evans et al., 1996).

e Presencia de un doble enlace 2,3 en conjuncion con la funcion 4-oxo del anillo C
(Letan, 1996).

e Presencia de grupos hidroxilos en posicién 3y 5 (OH) en el anillo A y funcién 4-oxo
en el anillo C desglicosilado. Asi, por ejemplo, el potencial antioxidante de querceti-
na es mas activo que su glicosido 3-O-rutinina (Quideau et al., 2011).

e La actividad antioxidante depende de los sustituyentes en la molécula, esta habilidad
decrece con sustituyentes voluminosos que dificultan la reaccion por impedimento
estérico (Velasco et al., 2010).

La actividad antioxidante de los flavonoides dependera de diversos factores,
principalmente de la estructura quimica, la estabilizacién del antioxidante radical, la
cinética de la reaccion la cual involucra la velocidad a la cual el antioxidante reacciona
con radicales especificos, las condiciones experimentales, la concentracion del
antioxidante y accesibilidad del antioxidante al lugar de accién, determinado por el
caracter lipofilico o hidrofilico, la naturaleza del sustrato y la presencia de otros
componentes en la matriz alimenticia (Shahidi y Zhong, 2010; Frankel, 2005).

1.2.3. Uso de flavonoides libres en la estabilizacion de matrices lipidicas

En general, la relacion estructura-actividad antioxidante de los flavonoides se ha
estudiado principalmente en matrices hidrofilicas y en matrices lipidicas los estudios aln
son limitados. Algunas investigaciones han evaluado la actividad antioxidante de los
flavonoides en la estabilidad de materias grasas, por ejemplo en linoleato de metilo a
temperaturas menores a 60 °C, encontrando que la actividad antioxidante de los
flavonoides depende del nimero de grupos hidroxilos en el anillo B, principalmente en
posicion orto y para; asi como la presencia de un doble enlace en la posicion 2,3 del
anillo C y de la glicosilacion de la molécula (Pekkarinen et al., 1999; Pedrielli y
Skibsted, 2002).

Se reportd que el uso de polifenoles impide o retarda la formacion de hidroperédxidos en
linoleato de metilo almacenado a temperaturas moderadas (40 °C), de acuerdo con el
siguiente orden: miricetina > quercetina > alfa-tocoferol > (+)-catequina > kaempferol >
rutina (Pekkarinen et al., 1999). Pedrielli y Skibsted (2002), reportaron que la quercetina



fue maés eficiente para inhibir la oxidacién de linoleato de metilo, respecto a (-)-
epicatequina y (+)-catequina, a temperaturas de almacenamiento de 50 °C. En aceites de
origen vegetal se evalud el efecto de la adicion de flavonoides libres (pelargodinina,
cianidina, quercetina y mirecitina) y acido galico, en aceite de maiz refininado a
distintos tiempos de fritura, mostrando un aumento de la estabilidad oxidativa del aceite
de maiz, de acuerdo con el siguiente orden acido galico>quercetina, mirecitina >
cianidina > pelargodinina (Naz et al., 2008). Estudios realizados en aceite de algodon
con la adicion de quercetina, (+)-catequina y luteolina, almacenados a 70 °C, reportaron
un alto efecto antioxidante de los flavonoides (Tsimogiannis y Oreopoulou, 2007). En
aceite de linaza prensado en frio almacenado a 60°C, la adicién de las isoflavonas, como
genisteina presentd un efecto limitado, en la proteccion contra la oxidacion (Russin et
al., 2006). En aceite de canola almacenado a 95°C, la adicion de polifenoles extraidos y
purificados del té negro (teaflavinas y catequinas) mostraron una mayor proteccion
antioxidante de las catequinas respecto a las teaflavinas (Su et al., 2004). En otra
investigacion realizada con aceite de canola (65°C) con antioxidantes mirecitina, (-)
epicatequina, rutina, quercetina y morina, se encontrd una alta proteccion de todos los
flavonoides (Wanasundara y Shahidi, 1998). Con respecto a la estabilidad oxidativa de
grasas de origen animal con flavonoides se han realizado estudios en matrices como
grasa de cerdo (70°C), donde se evalu6 el potencial antioxidante de baikaleina,
quercetina, dihidroquercetina, genistina y daidzeina, siendo la baikaleina la que presentd
la mas alta proteccion (Antoshina et al., 2005). En aceite de sardina (60 °C) adicionado
de catequina, morina 0 quercetina, mostraron un alto efecto protector (Nieto et al.,
1993).

La variabilidad de los resultados encontrados en los distintos estudios de estabilidad
oxidativa realizados con flavonoides, han demostrado un efecto alto, moderado o bajo en
matrices lipidicas, lo que indica que la actividad antioxidante depende del tipo de
flavonoides, el tipo de matriz (insaturacion de la materia grasa), condiciones
experimentales (temperatura de almacenamiento y presencia 0 ausencia de oxigeno,
entre otras) y las técnicas utilizadas para medir la oxidacion lipidica (formacién de
peréxidos, tiempo de induccion y formacién de compuestos polares, entre otros).

No obstante, el inconveniente de aplicar flavonoides en forma libre a materias grasas es
su inestabilidad frente a condiciones ambientales, procesamiento y/o almacenamiento
(oxigeno, luz y temperatura). Por otro lado, su limitada solubilidad podria afectar la
disponibilidad del flavonoide (Chebil et al., 2007, Sansone et al., 2011), siendo
necesaria la adicion de concentraciones elevadas para obtener los efectos deseados. Sin
embargo, los niveles excesivos pueden causar la prooxidacion y la aceleracion de la
oxidacion lipidica (Stockmann y Schwarz, 2005).

En este contexto, la pregunta que surge es: ¢;cOmo mejorar la permanencia del
flavonoide en la matriz lipidica y su efectividad? En este sentido, la encapsulacion
representaria una potencial tecnologia para proteger, aumentar la estabilidad de los



flavonoides y controlar su liberacion en matrices lipidicas (Fang y Bhandari, 2010,
Deladino et al., 2008; Sansone et al., 2011, Palma et al., 2014). Actualmente, se dispone
de limitada informacién sobre el efecto de la adicion de microparticulas de flavonoides
sobre la oxidacion de matrices lipidicas. En esta investigacion se encapsulara
epicatequina (E), naringenina (N) y quercetina (Q) (seleccionados en base a sus
diferencias estructurales, Figura 5), considerando que las mciroparticulas de flavonoides
adicionados a matrices lipidicas podrian aumentar el tiempo de induccion e incrementar
la estabilidad oxidativa.
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OH
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Figura 5. Estructura quimica de los flavonoides epicatequina (E), naringenina (N) y quercetina

Q).

1.3. Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica mediante la cual compuestos activos, solidos o
liquidos, dispersos en una solucion o medio liquido, se introducen en una matriz o
sistema pared de naturaleza polimérica, con el propdésito de proteger los activos de
distintos factores ambientales (humedad, pH, oxigeno y temperatura entre otros), de su
interaccion con otros componentes del alimento o bien para controlar la liberacion del
activo (Desai y Park, 2005; Zuidam y Shimoni, 2010).



ecubrimiento

N B c
Nucleo

Figura 6. Representacion de distintos tipos de microparticulas: A) reservorio B)
matricial y C) matriz revertida. Unicamente se muestran encapsulados de forma
esférica, pero también pueden ser de forma cilindrica, ovalada o irregular
(Adaptado de Zuidam y Shimoni, 2010 y Desai y Park, 2005).

La microencapsulacion en general permite producir microcapsulas o microesferas
dependiendo del tipo de material y del proceso de encapsulacion (Gharsallaoui et al.,
2007). En la Figura 6, se muestra una representacion esquematica de los principales
tipos de microparticulas.

Los sistemas tipo reservorio presentan una estructura mas simple, el material activo o
nucleo se encuentran en el interior incluido en una especie de reservorio, rodeado por un
material de recubrimiento, pared o encapsulante, formando una o varias capas
conceéntricas uniforme (Figura 6A). Mientras que, en los sistemas de microparticulas tipo
matricial el compuesto activo se encuentra altamente disperso y en forma continua en la
matriz polimérica. Parte del compuesto activo puede quedar expuesto superficialmente
en la particula (Figura 6B). También se pueden obtener sistemas mixtos o de matriz
revertida (Figura 6C), cuando se usa mas de un método de encapsulacion y/o se adiciona
otro encapsulante para aumentar la proteccién y controlar la liberacion (Zuidam y
Shimoni, 2010; Desai y Park, 2005; Krishnaiah et al., 2014).

1.3.1. Encapsulacion de flavonoides.

En la actualidad, las técnicas usadas para la encapsulacién se basan en procesos
quimicos y procedimientos fisicos. Cada método presenta ventajas y limitaciones, de
este modo la seleccion del método de encapsulacion dependera de las propiedades del
activo o producto que se quiera encapsular, el tamafio deseado y el estado fisico de las
microparticulas, asi como la aplicacion y la liberacion en un sistema (Guevara-Breton y
Jiménez-Munguia, 2008).
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Para la encapsulacion de flavonoides, se han utilizado distintas técnicas: coacervacion
(Deladino et al., 2008), atrapamiento por liposoma, inclusiébn en complejos, co-
cristalizacion, nano-encapsulacion (Hu et al., 2008, Wu et al., 2008), liofilizacion,
emulsificacion y secado por atomizacion (Fang y Bhandari, 2010; Robert et al., 2016).
En la Tabla 1 se presenta un resumen de estudios realizado sobre encapsulacion de
flavonoides empleando distintas técnicas de microencapsulacion.

En esta investigacion se empleara la técnica de secado por atomizacion (spray-drying),
que es el método de encapsulacion méas empleado en la industria de alimentos, por la
versatilidad de las aplicaciones, la facilidad de industrializacion y por los bajos costos de
produccion (Krishnaiah et al., 2014; Nazzaro et al., 2012; Fang y Bhandari, 2010).

Tabla 1. Diferentes métodos de encapsulacién de flavonoides.

Flavonoides Agente Encapsulante Método Referencias

Quercetina PCL (E-caprolactone) Nanoparticulas Kumar et al., 2015
Pluronic F127 (mg)

Quercetina Alginato y quitosano Reticulacién idnica Hazra et al., 2015

Epicatequina,

Inulina e Hidroxipropil

Secado por atomizacion

Palma et al., 2014

quercetina 'y celulosa
naringenina
Quercetina Quitosano/Goma Xantan Secado por atomizacion Caddeo et al., 2014
Hidrogel
Naringenina y Glicerinay Vesiculas de multicapas Kerdudo et al., 2014
Rutinina. propilenglicol.
Quercetina 'y Poli (D-4cido lactico-co Nanoparticulas Pool et al., 2012
catequina glicdlico)
Quercetina 'y Acetato-ftalato de Secado por atomizacion Sansone et al., 2011
Naringenina celulosa (CAP)
Quercetina Polivinil alcohol (PVA) y Nanoparticulas Wu et al., 2008
Eudragit
Naringina 'y Acetato ftalato de Secado por atomizacion Lauro et al., 2007
Naringenina celulosa (CAP)
Quercetina 'y Acetato ftalato de Secado por atomizacion Lauro et al., 2005
Rutina celulosa (CAP),

1.3.2. Secado por atomizacion.

La encapsulacién por secado por atomizacion o aspersion (spray-drying) ha tenido un
crecimiento importante en el area de alimentos, inicialmente para la produccion de
solidos a partir de liquidos. Actualmente, su aplicacion se ha ampliado a la estabilizacion
de compuestos labiles (Fang y Bhandari, 2010; Sansone et al., 2011; de Souza et al.,
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2013) y a la liberacion controlada de activos bajo condiciones especificas (Beirao da
Costa et al., 2012; Garcia et al., 2013).

El secado por atomizacion es un método fisico, que involucra distintas etapas: 1)
preparacion de la solucion, dispersion o emulsion y 2) atomizacion continua de un
liquido (solucion, dispersion o emulsion) en forma de finas gotas, en una corriente de
aire caliente, donde se produce transferencia de calor y masa, dando como producto final
un polvo. Entre las ventajas de esta técnica, se encuentra que es un metodo recomendado
para materiales sensibles a altas temperatura, porque los tiempos de secado son cortos (5
a 30 s). En esta técnica se obtienen microparticulas en polvos principalmente del tipo
matricial (Figura 6B), las particulas obtenidas presentan bajos contenidos de humedad y
baja actividad de agua (Murugesan y Orsat, 2011; Gharsallaoui et al., 2007, de Vos et
al., 2010) favoreciendo la preservacion del producto durante el almacenamiento y la
estabilidad microbioldgica.

Para la encapsulacion de compuestos bioactivos por secado por atomizacion, los agentes
encapsulantes deben presentar una alta solubilidad del polimero o al menos ser
dispersables en medio acuoso, permitiendo incorporar una alta cantidad de sélidos, y una
baja viscosidad en las soluciones concentradas (Gharsallaoui et al., 2007). Entre los
principales polimeros utilizados se encuentran las proteinas (lacteas, de origen vegetal y
las extraidas a partir del colageno de animales como la gelatina), lipidos y polisacaridos
(gomas y alginato entre otros). La seleccion del agente encapsulante dependera del
material a encapsular, de las caracteristicas deseadas en el producto final y de la
aplicabilidad de las microparticulas (Garcia-Ceja y LOpez-Malo, 2012). En esta
investigacion, la inulina (In) se selecciond como agente encapsulante, por su habilidad
para encapsular compuestos bioactivos y porque es insoluble es sistemas lipidicos,
actuando como una matriz inerte (Garcia et al., 2013; Fernandez et al., 2014).

1.3.3. Uso de microparticulas de flavonoides en la estabilizacion de matrices
lipidicas

Se dispone de limitada informacién sobre el efecto de la adicion de microparticulas de
antioxidantes sobre la oxidacién de matrices lipidicas. En investigaciones previas,
microparticulas de polifenoles de té (Deng y Yu, 2004), microparticulas de quercetina
con etilcelulosa y proteina de soya (Chun et al., 2005) y microparticulas de flavonoides
extraidos de Cuscuta chinensis con p—ciclodextrina, goma arébica y etilcelulosa (Chun
et al., 2006) exhibieron actividad antioxidante, mostrando un efecto protector frente a la
oxidacion de aceites. En la investigacion realizada por Palma et al. (2017) adicioné a
metil linoleto microparticulas de E y Q con inulina y capsul, encontrando que las
microparticulas de Q aumentaron la estabilidad oxidativa (T1) y retardaron la formacién
de compuestos de oxidacion.
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1.3.4. Disefio de microparticulas con flavonoides

En esta tesis se disefiaron microparticulas de flavonoides con inulina como agente
encapsulante (polimero insoluble en matrices lipidicas), utilizando dos tipos de
formulaciones:
a) microparticulas con inulina de diferentes grados de cristalinidad (Parte I)
b) microparticulas con inulina y la incorporacion de un agente canalizante que sea
soluble en matrices lipidicas (aislado proteico de soja (APS)) (Parte II)

La inulina es un polisacarido de origen natural, que se extrae principalmente de la
chicoria (Cichorium intybus), quimicamente es un fructooligosacarido (FOS)
ligeramente ramificado (1-5%), compuesto principalmente por unidades de fructosa
unidas mediante enlaces [3-(2-1) con una unidad de glucosa al final de la cadena (Figura
7). La inulina es un biopolimero reconocido generalmente como seguro (GRAS)
(Stevens et al., 2001).

OH

OH

OH OH

Figura 7. Estructura de la inulina
(Fuente: de Vos et al., 2010).

En la encapsulacion por secado con atomizacion, la evaporacion rapida de la solucion
durante el secado conduce a un material en forma sélida principalmente de naturaleza
amorfo. Los sdlidos en estado amorfo son definidos como no cristalinos, donde las
moléculas se encuentran en un estado desordenado con movilidad molecular limitada.
Ademas, las microparticulas amorfas se asocian con pegajosidad (stickiness), es decir, a
fendmenos de cohesion particula-particula y particula-pared del secador (Chiou y
Langrish, 2007; Woo et al., 2008), lo cual lleva a un bajo rendimiento y ademas puede
afectar las propiedades de flujo (Das y Langrish, 2012). En contraste, los solidos
cristalinos tienen una estructura molecular ordenada, reduciendo significativamente el
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efecto de pejagosidad “stickines” e incrementando la estabilidad durante el
almacenamiento (Chiou y Langrish, 2007, Das y Langrish, 2012). Previos reportes,
sugieren que diferentes grados de cristalizacion en polvos pueden ser obtenidos
controlando las condiciones operacionales durante el proceso de secado (Islam et al.,
2010a; Langrish, 2008). Estudios en lactosa y sucrosa, sugieren que la cristalinidad de
los productos obtenidos por secado por atomizacion es fuertemente dependiente de la
temperatura de transicion vitrea de los componentes (Langrish, 2008). Por otra parte, la
velocidad de cristalizacion de los sélidos durante el secado depende de la diferencia
entre la temperatura de las microparticulas (que se aproxima a la temperatura del aire de
salida del secador) y la temperatura de transicion vitrea de las microparticulas (Tg)
(Islam et al., 2010b).

En el caso particular de la inulina, el grado de cristalinidad depende principalmente de la
temperatura de alimentacion de la dispersion y de la temperatura del aire de entrada al
secador, que condiciona la solubilidad de la inulina y la viscosidad de la dispersion.
Ronkart et al. (2007), encontraron que la temperatura de secado (120-230°C) y la
temperatura de alimentacion de la dispersion (40-95°C), tuvieron un efecto significativo
en la morfologia de las microparticulas y el grado de cristalinidad.

El aislado proteico de soja (APS), es un biopolimero reconocido como seguro (GRAS),
se obtiene a partir de la proteina de soja desgrasada por extraccion con alcali, seguida
por precipitacion acida (pH 4,5) (Choa et al., 2007). La inclusion de APS en la
formulacién de una microparticula, se debe a su solubilidad en sistemas lipidicos, que
permitiria la formacidn de canales en las microparticulas (Song et al., 2005) y controlar
la liberaciéon de flavonoides encapsulados en sistemas modelos linoleato de metilo y
aceite de girasol.

1.4. Caracterizacion de microparticulas

Para estudiar el estado fisico de las microparticulas (amorfo-semicristalino) se emplean
técnicas como: calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Difraccion de Rayos X
(DRX).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC): esta técnica de gran versatilidad, permite el
andlisis, caracterizacion del estado fisico del compuesto activo dentro de la matriz
polimérica y la determinacion de las propiedades térmicas de materiales poliméricos y
encapsulados. La técnica mide el flujo de calor suministrado a una muestra en un
proceso de enfriamiento o calentamiento, con relacion a una de referencia, lo que
permite registrar los cambios endotérmicos y exotérmicos a un intervalo de temperaturas
y una velocidad controlada. Es de gran utilidad para identificar las transiciones térmicas;
como las de primer orden que producen peaks (ejemplo, la cristalizacion de grasa, agua
y azUcares, gelatinizacién de almidones, desnaturalizacion de proteinas, entre otras) y las
de segundo orden, que ocasionan un salto en el flujo caldrico, sin calor latente asociado,
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como la transicion vitrea (Tg) su determinacién es importante para inferir la estabilidad
de los productos. Por otra parte, estas transiciones térmicas fusion (Tm) y degradacion
(Td), permiten identificar la naturaleza amorfa o cristalina de un material polimérico.

Difraccion de rayos X (DRX): esta técnica permite la determinacién experimental de
estructuras y especialmente la identificacion cualitativa y cuantitativa de compuestos
cristalinos. Por lo tanto, a partir de DRX es posible identificar el sistema cristalino de la
muestra analizada y obtener informacion tridimensional acerca de la estructura interna
del cristal. Esta técnica es ideal para muestras en polvo policristalinas, es decir, aquellas
que presentan varios cristales diminutos con orientaciones completamente aleatorias. La
Ley de Bragg, describe la difraccion de rayos X, se fundamenta en la emisién de un haz
de rayos X sobre los planos paralelos y la recepcién de los rayos X difractados por un
detector mientras se varia el angulo de incidencia y la intensidad de rayos X difractados
en funcion del angulo 2 Tetha. Cuando la onda que se difracta en el plano superior y la
onda que se difracta en el plano inferior a la salida estdn en fase y se cumple esta
condicion se produce un reforzamiento de las ondas difractadas, que produce una sefial
de rayos X muy intensa. Que puede ser detectado con un detector adecuado en el
extremo opuesto y nos indica el &ngulo en que se produce la difraccion.

Microscopia electrénica de barrido: los métodos que se utilizan normalmente para
analizar y caracterizar morfologicamente las microparticulas son la microscopia
convencional de luz (LM) y Microscopia electronica de barrido (SEM). Estas técnicas
permiten determinar la forma y estructura externa de las microparticulas; sin embargo,
ambos tienen ciertas limitaciones cuando se requiere analizar la estructura interna de
tales particulas. En el caso de la microscopia convencional de luz esta limitada por la
dispersion o emision de luz de las estructuras fuera del plano focal éptico, mientras que
SEM, usualmente requiere de un pretratamiento y recubrimiento con un material
conductor.

Microscopia confocal de luz polarizada: en esta investigacion se utilizé la microscopia
confocal de luz laser (CLSM) para la caracterizacion y el estudio de la formacién de
canales de las microparticulas de flavonoides-In-APS. La CLSM es una técnica que
permite la reconstruccion tridimensional y el andlisis de imagen de las microparticulas,
permite alcanzar altos niveles de sensibilidad y resolucién microscépica, proporciona
imagenes de varias secciones coplanares en todo el objeto. Es necesario el uso de un
fluorocromo (colorante fluorescente usado para crear contraste en determinadas zonas)
el cual se usa como marcador de los compuestos activos, sustancias y/o polimeros. La
seleccidon del fluorocromo depende de su solubilidad en el medio o matriz donde se va a
aplicar (Lamprecht et al.,, 2000). Los ensayos de este estudio fueron disefiados
empleando como fluorocromo Rojo de Nilo, por ser un compuesto soluble en matrices
lipidicas
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1.5. Interaccion entre flavonoides y tocoferoles

Los flavonoides y los tocoles (tocoferoles y tocotrienoles) son compuestos que pueden
estar presentes en forma natural en distintos aceites vegetales. Los tocoferoles son
moléculas formadas por un grupo cromano y una cadena lateral fitilo. Existen cuatro
isdbmeros de los tocoles (a-, B-, y- y 8-), que se diferencian estructuralmente dependiendo
de la posicién del grupo metilo (Figura 8).

Tocoferol R, R,
a- CH, CH,
B- CH, H
y- H CH,
5- H H

Figura 8. Estructura quimica de los tocoferoles (Shahidi y
Zhong, 2010)

Tocoferoles y tocotrienoles han demostrado su efectividad en la inhibicion de la
oxidacidn lipidica en sistemas bioldgicos y en matrices lipidicas (Marmesat et al., 2010).
La interaccion positiva entre tocoferoles y flavonoides ha quedado sustentada por la
evidencia cientifica, aunque el mecanismo especifico ain no est4d determinado. Se
considera que la regeneracion del a-tocoferol a partir de flavonoides, se debe a que los
flavonoides presentan un menor valor redox, lo que favorece la transferencia de un
proton al radical tocoferoxil reduciendolo (Zhou et al., 2000; Pazos et al., 2007).

Algunas investigaciones han sugerido posibles interacciones entre polifenoles y
tocoferoles, principalmente con el a-tocoferol. A temperaturas moderadas, se demostrd
que el o-tocoferol se puede regenerar a partir de uno o mas flavonoides (quercetina
mirecitina y rutina) en linoleato de metilo a 40°C (Pekkarinen et al., 1999). Asi también,
se reporto la regeneracion del o-tocoferol a partir de quercetina y catequina en linoleato
de metilo a 50°C (Pedrielli y Skibsted, 2002). Mientras que, estudios realizados a mayor
temperatura (100°C) en aceite de girasol, se encontrd que el flavonoide mirecitina fue
regenerado a partir de alfa-tocoferol (Marinova et al., 2008).

En emulsiones (o/w) y liposomas se observo la regeneracion del a-tocoferol a partir de
quercetina (Pazos et al., 2007). En liposomas de fosfatidilcolina se evalu6 el efecto de (-
)-epicatequina, galato de (-)-epicatequina y quercetina, en combinacion con o-tocoferol
en la prevencion de la oxidacion, encontrandose que todos los flavonoides previenen la
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degradacion del a-tocoferol (Terao et al., 1994). La interaccion entre flavonoides y a-
tocoferol también ha sido demostrada en peliculas biodegradadables que contienen
tocoferol y quercetina de liberacion controlada, para la prevencion de la oxidacion
lipidica (Chen et al., 2012). En la presente investigacion se evaluo la interaccion entre
los flavonoides y el a-tocoferol por ser un antioxidante que se encuentra en forma
natural en el aceite de girasol.
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1.6. Hipdtesis

La estabilidad oxidativa de sistemas lipidicos (linoleato de metilo y aceite de girasol)
evaluada a través del tiempo de induccion y formacion de compuestos polares mejorara
con la adicion de microparticulas de flavonoides. La estabilidad oxidativa de las

matrices lipidicas dependera de la estructura de los flavonoides y aumentard con un
mayor grado de cristalinidad de las microparticulas y con la presencia de un agente
canalizante, aumentando el tiempo de induccién y disminuyendo la formacion de
compuestos polares.

1.7. Objetivos
1.7.1. Objetivo general

Disefiar y elaborar sistemas de microparticulas de flavonoides (epicatequina,
naringenina, quercetina) y estudiar el efecto del grado de cristalinidad (flavonoide-
inulina) y agente canalizante (flavonoide-inulina-aislado proteico de soja) sobre la
estabilidad oxidativa de matrices lipidicas (linoleato de metilo y aceite de girasol).

1.7.2. Objetivos especificos

1. Estudiar el efecto de la temperatura de alimentacion en la elaboracion de
microparticulas de flavonoide-inulina bajo condiciones dptimas sobre la morfologia,
cristalinidad y propiedades fisicoquimicas.

2. Estudiar el efecto del grado de cristalinidad de las microparticulas de flavonoides
sobre la oxidacion de linoleato de metilo y aceite de girasol, evaluando tiempo de
induccion y formacion de compuestos polares.

3. Estudiar la relacion flavonoide/inulina, agente canalizante (APS) y temperatura de
entrada al secador sobre la eficiencia de encapsulacion y recuperacion del flavonoide
aplicando metodologia de superficie de respuesta (MSR).

4. Caracterizar fisicoquimicamente las microparticulas flavonoide-inulina-APS,
obtenidas bajo condiciones 6ptimas.

5. Estudiar el efecto del agente canalizante (APS) sobre la oxidacion de linoleato de

metilo y aceite de girasol, evaluando tiempo de induccién y formacién de compuestos
polares.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

- Flavonoides: (-)-Epicatequina (E) > 90%, Naringenina (N) > 90%, y Quercetina
(Q) > 90% se obtuvieron de Sigma-Aldrich.

- Agente encapsulante: inulina (In) HP Raftilina® (DP>23) se obtuvo de Alfa-
Chile S.A.

- Agente canalizante: aislado proteico de soya (APS) se obtuvo de la empresa
Prinal.

- Reactivos: alfa-tocoferol > 90% y Rojo de Nilo se adquirié en Sigma-Aldrich
(Chile).

- Matrices lipidicas: linoleato de metilo (LM) > 99%, se adquiri6 en Sigma-
Aldrich y aceite de girasol (Helianthus annus), Natura AGD alimentos naturales
sin antioxidantes afiadidos, se adquirié de un supermercado local de la Region
Metropolitana, Santiago.

2.2. METODOS

Parte I: Efecto del grado de cristalinidad de las microparticulas de flavonoides
sobre la estabilidad oxidativa de matrices lipidicas.

2.2.1. Preparacion de las microparticulas flavonoides-inulina con distintos grados
de cristalinidad

Las microparticulas de flavonoides de epicatequina (E) y quercetina (Q) con inulina (In)
como agente encapsulante (E-In y Q-In), se elaboraron por secado por atomizacion bajo
condiciones Optimas de relacion E/In'y Q/In (1:41 y 1:43, respectivamente) de acuerdo a
Palma et al. (2014). La In (13,94 g y 14,62 g para E-In y Q-In, respectivamente) se
disolvioé en agua destilada (68,85 y 68,34 g respectivamente) a 70 °C, con agitacion
constante. Posteriormente, la solucion resultante se enfrié a temperatura ambiente y se
adicionaron los flavonoides E 6 Q (0,34 g) disueltos en etanol (17,21 y 17,07 g para E-In
y Q-In, respectivamente), agitando durante 30 min y sonicando durante 20 minutos (230
W, 50 H, FS-30H Fisher Scientific, USA).

La solucion resultante se aliment6 a un mini-secador Spray-Dryer B-290 (Buchi, Suiza)
con alimentacion y flujo de aire en paralelo, a dos temperaturas de alimentacion 15 +
1°C y 90 = 2°C (E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90). Ademas, se elaboraron
microparticulas de inulina vacias (sin flavonoide) en las mismas condiciones
experimentales, las cuales se utilizaron como controles (In-15 y In-90). Las condiciones
de secado fueron: temperatura del aire de entrada al secador, flujo de aire, velocidad de
alimentacion y presion de atomizacion de: 160 °C, 600 L/h, 2 mL/min y 5 bar,
respectivamente
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2.2.2. Caracterizacion de las microparticulas

La caracterizacion de los seis sistemas de microparticulas (In-15, In-90, E-In-15, E-In-
90, Q-In-15 y Q-In-90) obtenidas bajo las condiciones sefialadas, se realiz6 de acuerdo
con los parametros que se describen a continuacion:

2.2.2.1. Determinacion de eficiencia de encapsulacion de los flavonoides

Flavonoides superficiales: las microparticulas (100 mg) de los sistemas E-In-15, E-In-
90, Q-In-15 y Q-In-90, se trataron con 4 mL de metanol y agitacion suave. El
sobrenadante se transfirid a un matraz volumétrico de 25 mL y se aford con una solucion
de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) que contenia acido acetico glacial (1%)
(Robert et al., 2012) y una alicuota de cada muestra se inyect6 en el HPLC. Los analisis
se realizaron en triplicado.

Los flavonoides totales: las microparticulas (100 mg) de los sistemas E-In-15, E-In-90,
Q-In-15 y Q-In-90, se trataron con 3 mL de agua:etanol:acetona (50:25:25 v/v/v), se
agitaron en un vortex por 1 min, posteriormente se ultrasonicaron por 20 minutos y se
centrifugaron a 452.8 g por 3 min. El sobrenadante se transfirié a un matraz aforado de
50 mL, este procedimiento se repitié dos veces, y posteriormente el matraz se afor6 con
una mezcla de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) que contenia un 1% de acido
acetico glacial (Palma et al., 2014) y una alicuota de cada muestra se inyectd en el
HPLC. Los andlisis se realizaron en triplicado.

La eficiencia de encapsulacion y la recuperacion de flavonoides se calcularon de
acuerdo a las ecuaciones 1y 2, respectivamente.

Flavonoidestotales — Flavonoides superficiales

EE (%) =

x100 (1)

Flavonoides totales

Flavonoides totales en el polvo

RF{%) =

x100 (2)

Flavonoideztotales en la solucion de alimentacidn

Procedimiento cromatografico de determinacion de flavonoides

El anélisis de los flavonoides E y Q se realizé por HPLC, el equipo utilizado estaba
compuesto por una bomba Merck Hitachi L-6200 y un detector de areglo de diodo
Waters 996 acoplado a un computador con software Empower 2. Se utilizé una columna
C18 (3 um, 4,6 d.i. x 150 mm, Atlantis®, Waters, Irlanda). Para la determinacion de Q se
utiliz6 una fase movil isocratica de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/v/v) que
contenia acido acético glacial (1%) a un flujo de 1mL/min; mientras que para la
determinacion de E se utilizo una fase movil isocratica de A:B (80:20 v/v); donde la fase
A fue agua (Millipore, Merck) con 2,5 % de &cido acético glacial y la fase B fue una
mezcla de acetonitrilo:fase A (80:20 v/v). El contenido de flavonoides de las
microparticulas se cuantifico utilizando las curvas de calibracion de E 0 Q (1-100 pg/mL
con un coeficiente de correlacion R?=0,9983 y R?=0,9980, respectivamente). La
deteccidn de E y Q se realizd a 280 y 368 nm, respectivamente.
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2.2.2.2. Humedad

El contenido de humedad en las microparticulas (In-15, In-90, E-In-15, E-In-90, Q-In-15
y Q-In-90) se determind por el método gravimétrico en estufa de aire forzado a 105°C de
acuerdo con el método AOAC 930.15 (AOAC, 1996).

2.2.2.3. Actividad de Agua

La determinacion de actividad de agua en los sistemas de microparticulas (In-15, In-90,
E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) se realiz6 a 25°C en un equipo Hygrolab 2
(Rotronic, Basserdorf, Suiza) por triplicado.

2.2.2.4. Higroscopicidad

La higroscopicidad de las microparticulas se determind de acuerdo con el método
descrito por Cai y Corke (2000). Las microparticulas (1g) (In-15, In-90, E-In-15, E-In-
90, Q-In-15 y Q-In-90) se colocaron en vidrios de reloj, en un desecador sellado
herméticamente que contenia una solucién saturada de Na;SOs a 25 °C (humedad
relativa de 93 %). Después de una semana se pesd cada uno de los seis sistemas y la
higroscopicidad se calculé de acuerdo a la ecuacion 3:

humedad adsorbida (g)

Higroscopicidad (%) = x100 (3)

microparticulas (g)

2.2.2.5. Determinacion de cristalinidad

El grado de cristalinidad de flavonoides puros (E y Q) y microparticulas (In-15, In-90,
E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) se determind por difraccion de rayos X (DRX),
utilizando un Difractometro D8 (AXS D8 Advance, Germany con detector lineal
LynxEyer). Las condiciones de medicion fueron: A: 1,5406 A correspondientes al anodo
de Cu (40 KV /30 mA). El difractograma se obtuvo a una velocidad de escaneo de 0,01°
cada 0,5 segundos y rango angular de medicion de 5 a 80°.

Todas las muestras se midieron entre 24 y 28 horas después del proceso de obtencién. El
grado de cristalinidad se calculé como la relacién entre la diferencia de la intensidad de
la region cristalina (260=20) y la intensidad de la region amorfa, respecto a la intensidad
de la regidn cristalina, utilizando el software Difrac Suite 2 (Diffrac.EVA v2.1).

2.2.2.6. Termogramas de microparticulas

El andlisis térmico de los flavonoides (E y Q) y las microparticulas (In-15, In-90, E-In-
15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) se realiz6 mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC-2STARe system, Suiza), utilizando el software Analysis Stare. Cada una de las
muestras de microparticulas (10 mg) se colocaron en capsulas de aluminio y se cerraron
herméticamente, como referencia se utiliz6 una capsula de aluminio vacia (control). El
programa de temperatura cubrié desde 25°C hasta 300°C a una velocidad de 5°C/min y
una velocidad de nitrogeno liquido de 20 mL/min.
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2.2.2.7. Morfologia de las microparticulas

Las caracteristicas morfologicas de las microparticulas de flavonoides (E-In-15, E-In-90,
Q-In-15 y Q-In-90) se obtuvieron empleando un Microscopio electronico de barrido
(SEM) LEO 142 OVP (LEO Electron Microscopy Ltd., Cambridge, UK) operado a
20Kv. Las microparticulas se cubrieron con oro/Paladio usando una bomba de vacio
Varian Vacum Evaporator PS 10E. Las imagenes captadas se colectaron digitalmente
usando el software EDS 7424 (Oxford Instruments, Oxford UK).

2.2.2.8. Tamafo y distribucion de particula.

El tamarfio de particula para las microparticulas de flavonoides (E-In-15, E-In-90, Q-In-
15 y Q-In-90) se determind por difraccion de luz laser (DLL, HORIBA light scattering
LV 950-V2) con un lente de 300 mm. Las muestras en polvos se dispersaron en etanol.
Los resultados entregados por el equipo incluyeron la distribucion del tamafio de
particula y el valor D,3).

2.2.3. Ensayos de estabilidad oxidativa para aceite de girasol con y sin
microparticulas de flavonoides con distinto grado de cristalinidad.

2.2.3.1. Caracterizacion inicial del aceite de girasol
El aceite de girasol (AG) se caracterizd, de acuerdo con la composicién en acidos grasos
por cromatografia de gases, indice de perdxidos, compuestos polares y el contenido de
tocoferoles por HPLC como se detalla a continuacion:

2.2.3.1.1. Determinacion de la composicion de acidos grasos

La elaboracion de los ésteres metilicos se realizo de acuerdo al método AOCS Ce-2 66,
(AOCS, 1993). Para la determinacion del perfil de &cidos grasos del aceite se utiliz6 un
cromatografo de gases Hewlett Packard (HP) 5890 serie 11 con detector de ionizacion de
Ilama (FID) y columna SP-2560 (0,25 um film x 0,20 d.i. x 100 m, Supelco, USA),
utilizando como gas portador hidrégeno. Se utilizé un split de 1:100, con un flujo de 1
mL/min. El volumen inyectado fue de 0,5 puL. La temperatura inicial del horno fue de
160 °C, durante 3 min y luego se increment6 con una velocidad de 1 °C/min, hasta
alcanzar 230 °C. La temperatura del inyector y del detector se fijé en 240 °C (Anexo 1).
La identificacion se realiz en base a los tiempos de retencidn de un estandar conocido
(GLC refere, Nu-check, USA). Los resultados se expresaron como porcentaje de ésteres
metilicos.

2.2.3.1.2. Indice de perdxidos
El indice de peroxido (PV) se determind segun el método de IUPAC (1992). El indice de
perdxido se expresdé como miliequivalentes de peroxido/kg de aceite (Anexo 2).

2.2.3.1.3. Determinacion de Tocoferoles

La determinacion del contenido de tocoforelos del AG se realiz6 por HPLC, de acuerdo
con el método AOCS Ce 8-89 (AOCS, 1993). El equipo de HPLC estuvo compuesto por
una bomba Merck-Hitachi L-7110 A (Merck, Darmstadt, Alemania), inyector Rheodyne
77251, loop 20 pL y un detector de fluorescencia Merck-Hitachi 5440 acoplado a un
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computador con software Clarity. Se utiliz6 una columna LiChroCART Superspher Si-
60 (5 um tamafio de particula, 4 mm d.i. x 250 mm, Merck, Alemania). Se utiliz6 como
fase movil hexano:2-propanol (99,5:0,5 v/v) con un flujo de 1 mL/min. La deteccion se
realizd a una longitud de onda de 290 y 330 nm de excitaciobn y emision,
respectivamente. La identificacion y cuantificacion se efectu6 por comparaciéon de los
tiempos de retencion de la muestra y un estandar de tocoferoles (Merck, Darmstadt,
Germany) (Anexo 3).

2.2.3.2. Ensayos de estabilidad oxidativa

2.2.3.2.1. Tiempo de Induccion (Rancimat)

Las microparticulas vacias (In-15 e In-90) y las microparticulas de flavonoides (Q-In-15,
Q-In-90, E-In-15 y E-In-90) se adicionaron a LM (3 g) (Sistemas: LM; LM+In-15;
LM+In-90; LM+E-In-15; LM+E-In-90; LM+Q-In-15; LM+Q-In-90) y AG (39)
(Sistemas: AG; AG+In-15; AG+In-90; AG+E-In-15; AG+E-In-90; AG+Q-In-15;
AG+Q-1In-90) en una concentracion equivalente a 200 mg flavonoide/kg (LM 6 AG).

El tiempo de induccion en los sistemas sefialados se determind de acuerdo con el método
oficial AOCS Cd 12b-92 (AOCS, 1993) (Anexo 6). Se utiliz6 un equipo Rancimat (679
Metrohm AG, Suiza) bajo condiciones aceleradas de oxidacion a 60 °C y burbujeo de
oxigeno (20 L/h). Los ensayos se realizaron en triplicado.

2.2.3.2.2. Estabilidad oxidativa durante almacenamiento en placa

Las microparticulas vacias (In-15 e In-90) y las microparticulas de flavonoides (Q-In-15,
Q-In-90, E-In-15 y E-In-90) se adicionaron a AG en una concentracion equivalente a
200 mg flavonoide/kg AG. Los sistemas de AG (3g) (AG; AG+E-In-15; AG+E-In-90;
AG+Q-In-15 y AG+Q-In-90) se colocaron en tubos (1x10 cm) destapados en una placa
de calentamiento (Merck, Darmstadt, Alemania), con agitacion constante durante 35 dias
a 60°C. Los tubos se retiraron en intervalos de tiempos definidos (3, 7, 11,14, 21, 28 y
35 dias). En cada muestra se analizd el contenido de tocoferoles por HPLC (AOCS,
1993, como se describid en el punto 2.2.3.1.3) compuestos polares (AOCS, 1993) y en la
muestra inicial y final se determind distribucién de compuestos polares (Dobarganes et
al., 1988; IUPAC,1992). Los ensayos se realizaron en duplicado.

2.2.3.2.3. Compuestos polares (CP)

Los CP se determinaron mediante cromatografia de adsorcion en columna abierta
(AOCS, 1993). Se prepararon columnas de vidrio (15 x 1cm) con silica gel (5g) como
fase estacionaria. La silica gel se activo previamente (160 °C por 4 h) y se ajusté a una
humedad de un 5% con agua destilada. El aceite (1 g) se deposit6 en la parte superior de
la columna y luego se aplico la fase movil. La primera fraccion (60 mL éter de petro-
leo:éter etilico (87:13 v/v)) correspondié a los triglicéridos no alterados y la segunda
fraccion (50 mL de éter etilico) correspondié a los compuestos con polaridad mayor a
los triglicéridos. Finalmente, en cada fraccion se removio el solvente en un evaporador
rotatorio. Los CP se determinaron gravimétricamente y se expresaron en porcentaje con
respecto al contenido de aceite analizado (Anexo 4).
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2.2.3.2.4. Cromatografia de exclusion por tamafio (HPSEC)

La separacion y quantificacion de los compuestos polares se realizO mediante
cromatografia de exclusién por tamafio (HPSEC), de acuerdo con el método IUPAC
(1992) y Dobarganes et al. (1988) (Anexo 5). El equipo estuvo compuesto por una
bomba Waters 510, un inyector Rheodyne 7725i con un loop de 10 puL y un detector de
indice de refraccion HP 1037 (Agilent). La separacion se realizd utilizando dos
columnas Ultrastyragel de 100 °A y 500 °A (25 cm x 0,77 cm d.i., Hewlett—Packard,
Avondale, PA, USA) conectadas en serie. La fase movil correspondio a tetrahidrofurano
(THF) grado HPLC, con un flujo de 1 mL/min. Las muestras (20 mg) se disolvieron en
tetrahidrofurano (50 mg/mL) y se inyectaron en el equipo HPSEC. Los grupos de
compuestos separados y cuantificados fueron: polimeros de triglicéridos (PTG), dimeros
de triglicéridos (DTG), triglicéridos de mondmeros oxidados (TGOXx), diglicéridos (DG)
y &cidos grasos libres (AGL).

PARTE Il: Efecto del agente canalizante en microparticulas de flavonoides sobre la
estabilidad oxidativa de matrices lipidicas.

2.2.4. Preparacion de microparticulas flavonoides-inulina-aislado proteico de soya
Las microparticulas de flavonoides epicatequina (E), naringenina (N) y quercetina (Q)
con inulina (In) como agente encapsulante y aislado proteico de soya (APS) como
agente canalizante ((E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS)) se prepararon aplicando un
disefio Box-Behnken con 15 experimentos para cada sistema (12 experimentos y tres
puntos centrales). La relacion flavonoide/Inulina (1:20-1:50), temperatura de entrada de
aire (120-160 °C) y APS (0-17 g) fueron las variables independientes, mientras que las
variables de respuesta fueron la eficiencia de encapsulacion (EE) y la liberacion de
flavonoides en hexano a los 14 dias de almacenamiento (LH) a 30 °C. Las condiciones
Optimas de formulacién y proceso se realizaron aplicando la metodologia de superficie
de respuesta y la funcién deseabilidad, donde se maximiz6 la eficiencia de
encapsulacion (EE) y se minimizo la liberacién del flavonoide (LH) para cada sistema
estudiado.

La In (6,8-17 g) y el agente canalizante APS (0-1,7 g) se disolvieron en agua destilada a
70 y 40 °C, respectivamente con agitacion constante. Ambas soluciones se mezclaron, se
enfriaron a temperatura ambiente y se adicionaron los flavonoides E, N y Q (0,34 g)
disueltos en etanol (16-18 g) con agitacién constante (250 rpm) durante 30 min y luego
se sonicd durante 20 minutos (230 W, 50 H, FS-30H Fisher Scientific, USA) a
temperatura ambiente. La solucidn resultante se aliment6 a un mini-secador (Spray-
Dryer B-290, Buchi, Suiza) con alimentacion y flujo de aire de secado en paralelo. El
flujo del aire, velocidad de alimentacidn y presion de atomizacion alcanzaron un valor
de 600 L/h, 2 mL/min y 5 bar, respectivamente para todos los sistemas estudiados. Los
polvos obtenidos se almacenaron en un recipiente plastico cerrado a -20°C hasta su
analisis.
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2.2.5. Caracterizacion de microparticulas de flavonoides con inulina.

La caracterizacion de las microparticulas E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS), se
realizd mediante la cuantificacion de flavonoides superficiales, totales y eficiencia de
encapsulacion (EE) por HPLC, en similares condiciones descritas en el punto 2.2.2.1.

2.2.5.1. Liberacién de flavonoides (LH) desde las microparticulas a los 14 dias (t14)
de almacenamiento en hexano.

La liberacién de flavonoides (E, N y Q) desde las microparticulas de los sistemas E-(In-
APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS) se evalud en hexano. Las microparticulas (500 mg) se
colocaron en bolsas de filtro de celulosa y se introdujeron en frascos schott que
contenian hexano (100 mL) con 0,5 % de Span. Los frascos se taparon y almacenaron en
estufa a una temperatura de 30 °C (Memmert, modelo UFE 500, Alemania) en
oscuridad. Se tomaron alicuotas de 2 mL a los 14 dias de almacenamiento. Las muestras
se trataron con 3 mL de una solucion de agua:metanol:acetonitrilo (45:40:15 v/viv) que
contenia un 1% de acido acético glacial, se agitaron en un vortex por 1 min y se
centrifugaron a 452,8 x g por 3 minutos. La fase agua:metanol se removié y se transfirio
a un matraz aforado (5 mL). El procedimiento se repitidé con 2 mL del sovente de
extraccion. Los extractos se juntaron y se inyectdé en el HPLC. La determinacion de
flavonoides se realizd de forma similar al procedimiento cromatografico del punto
2.2.2.1.

2.25.2. Preparacion y caracterizacion de microparticulas obtenidas bajo
condiciones ¢ptimas.

Una vez determinadas las condiciones 0ptimas de encapsulaciéon para cada flavonoide,
se prepararon tres sistemas de microparticulas (E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS))
bajo condiciones Optimas de relacién flavonoide/In y temperatura del aire de entrada al
secador. El contenido de APS se fijé en 5% (expresado respecto a la inulina). Ademas,
como controles se elaboraron microparticulas de In-APS sin flavonoides y
microparticulas de flavonoides sin agente canalizante (E-In y Q-In), considerando la
temperatura de entrada y relacion flavonoide/In 6ptimas. Las condiciones de preparacion
de las soluciones, las condiciones operacionales de secado y la determinacién de la
eficiencia de encapsulacion, humedad, actividad de agua e higroscopicidad de los
sistemas de microparticulas obtenidos E-In, Q-In, In-APS, E-(In-APS) y Q-(In-APS)
fueron similares a las descritas en los puntos 2.2.2.1. al 2.2.2.4.

2.2.5.3. Morfologia y tamafio de particulas

Las caracteristicas morfologicas de las microparticulas de flavonoides sin APS (E-In 'y
Q-In) y con 5% de APS (In-APS, E-(In-APS) y Q-(In-APS)) fueron estudiadas usando
un microscopio electronico de barrido (SEM). Las microparticulas se cubrieron con
oro/Paladio usando una bomba de vacio Varian Vacum Evaporator PS 10E y analizada
usando LEO 142 OVP (LEO Electron Microscopy Ltd., Cambridge, UK). Operado a
20Kv las iméagenes captadas fueron colectadas digitalmente usando el software EDS
7424 (Oxford Instruments, Oxford UK).
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2.2.5.4. Tamanfo y distribucién de particula.

El tamafio de particula para las microparticulas de flavonoides se determind por
difraccion de luz laser (DLL), HORIBA light scattering LV 950-V2 con una lente de
300 mm. Las muestras en polvos se dispersaron en etanol previo a su andlisis. Los
resultados entregados por el equipo incluyen la distribucién del tamafio de particula y el
valor D,3).

2.2.5.5. Estudio de la formacion de canales en las microparticulas

Para estudiar y confirmar la formacion de canales en los sistemas de microparticulas In-
APS, E-(In-APS) y Q-(In-APS) que contienen el polimero de APS (formador de canales)
se uso la técnica de Microscopia confocal (LSM 700, Carl Zeiss, Germany). Los ensayos
se realizaron utilizando Rojo de Nilo al (0,1%) el cual se disolvié en el AG. Los
sistemas de AG (3 g de aceite con Rojo de Nilo) se colocaron en tubos (1x10 cm) y las
microparticulas de flavonoides de Q-In y Q-(In-APS) se dispersaron en una
concentracion equivalente a 200 mg flavonoide/kg (AG) para cada sistema. Las
dispersiones se agitaron durante 14 dias a 300 rpm en una placa calefactora con
termocupla a 60 °C (en las mismas condiciones que los ensayos de estabilidad en placa,
punto 2.2.3.2.2). Las muestras se analizaron a dos longitudes de ondas; 488 nm para rojo
de Nilo y 405 nm para DAPI (4,6-diamidino 2-fenilindol) mientras que la sefal
fluorescente fue colectada en 580 y 456 nm para Rojo de Nilo y DAPI respectivamente.
Para analizar las imagenes se usé el Software CLSM imaging was ZEN 2012 (Blue
Editions, Carl Zeiss, Alemania).

2.2.6. Ensayos de estabilidad oxidativa

2.2.6.1. Tiempo de Induccion (Rancimat)

Las microparticulas sin APS (E-In'y Q-In) y las microparticulas de flavonoides con APS
(In-APS), E-(In-APS) y Q-(In-APS)) se adicionaron a LM (3 g) (Sistemas: LM , LM+E-
In, LM+Q-In, LM+ In-APS LM+E-(In-APS), LM+N-(In-APS), LM+Q-(In-APS)) y AG
(3g) (Sistemas: AG, AG+E-In. AG+Q-In. AG+In-APS, AG+E-(In-APS), AG+N-(In-
APS) y AG+Q-(In-APS))) en una concentracion equivalente a 200 mg flavonoide/kg
(LM 6 AG).

El tiempo de induccion en los sistemas sefialados se determind de acuerdo con el método
oficial AOCS (1993) (Anexo 4). Se utilizé un equipo Rancimat (679 Metrohm AG) bajo
condiciones aceleradas de oxidacion a 60 °C y burbujeo de oxigeno (20 L/h). Los
ensayos se realizaron en triplicado.

2.2.6.2. Estabilidad oxidativa de LM y AG durante almacenamiento

2.2.6.2.1 Almacenamiento con burbujeo de oxigeno: las microparticulas de flavonoides
sin y con APS se adicionaron a LM y AG en una concentracion equivalente a 200 mg
flavonoide/kg AG. Los sistemas de LM (4 g) sin y con APS (LM, LM+E-(In-APS),
LM+N-(In-APS), LM+Q-(In-APS)) y AG (4 g) sin y con APS (AG, AG+E-(In-APS) y
AG+Q-(In-APS)) se colocaron en tubos y se almacenaron a 60 °C (Rancimat, Metrohm,
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Herisau, Suiza) con un flujo de aire de 20 L/h. Se tomaron alicuotas a intervalos de
tiempos definidos. En cada muestra se determind la formacion de compuestos de
oxidacion (monomeros oxidados (TGOxs), dimeros (DTG), polimeros (PTG),
diglicéridos (DG) y AGL (acidos grasos libres)) por cromatografia liquida de exclusion
por tamafio (HPSEC) (Marquez-Ruiz et al., 2007), como se describié en el punto
2.2.3.2.4. Los experimentos se realizaron en duplicado.

2.2.6.2.2. Almacenamiento sin burbujeo de oxigeno: las microparticulas de
flavonoides sin y con APS se adicionaron a AG en una concentracion equivalente a 200
mg flavonoide/kg AG. Los sistemas de AG (3g) sin (AG+E-In y AG+Q-In) y con agente
canalizante (AG+E-(In-APS), AG+Q-(In-APS)), se colocaron en tubos de vidrio (1x10
cm) destapados en una placa de calentamiento (Merck, Darmstadt, Alemania), a 60 °C,
regulado con una termocupla y agitacién constante durante 35 dias. Se tomaron muestras
en intervalos de tiempos definidos y en duplicado (dias 0, 3, 7, 11,14, 21, 28 y 35). En
cada muestra se analiz6 el contenido de tocoferoles por HPLC (AOCS, 1993a, como se
describié en el punto 2.2.3.1.3) compuestos polares por cromatografia en columna
(AOCS, 1993, como se describid en el punto 2.2.3.2.3) y distribucién de compuestos
polares (Dobarganes et al., (1988) y método oficial IUPAC (1992) como se describid en
el punto 2.2.3.2.4). Todos los ensayos se realizaron en triplicado

2.2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Las determinaciones de las condiciones optimas de encapsulacion para los sistemas de
microparticulas de flavonoides con agente canalizante, se obtuvieron mediante
metodologia de superficie de respuesta (MSR) y la funcion deseabilidad. Para evaluar
las diferencias estadisticas entre los sistemas estudiados para el proceso de secado
(contenido de flavonoides, recuperacion de flavonoides y eficiencia de encapsulacion),
la caracterizacién de las microparticulas (humedad, actividad de agua, higroscopicidad,
tamafio de particula) y los ensayos de estabilidad (tiempo de induccion, factor de
proteccién, compuestos polares , retencion de a-tocoferol y distribucion de compuestos
de oxidacion HPSEC) se aplicé andlisis de varianza (ANOVA) de una via y la prueba de
rango multiple de Tukey. Todos los resultados se procesaron utilizando el software
Statgraphics Plus version 7.0, con un nivel de significancia de un 95% (Manugistics
Inc.Statistical Graphics Corporation, 1993, Rockville, MA, USA).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. PARTELI: Efecto del grado de cristalinidad de microparticulas de flavonoides
con inulina sobre la estabilidad oxidativa de matrices lipidicas.

Se elaboraron microparticulas de flavonoides con inulina (E-In-15, E-In-90, Q-In-15y
Q-In-90) y microparticulas con inulina vacias (In-15 y In-90) a dos temperaturas de
alimentacion (15 y 90 °C).

Es bien conocido que, durante el secado por atomizacion, cuando una dispersion o
solucion es secada con aire caliente, conduce a la formacién de particulas con
estructuras principalmente amorfas, debido a que los cortos tiempos de secado no
permiten la cristalizacién (Chiou y Langrish, 2007, Das y Langrish, 2012). En esta
investigacion, el término “cristalinidad” es usado para describir el comportamiento
donde polvos obtenidos por secado con atomizacion son transformados a parcial o
completamente cristalinos.

3.1.1 Grado de cristalinidad de las microparticulas: Difraccion de Rayos X (DRX)

En la Figura 9 (A-H), se muestran los espectros de DRX para quercetina, epicatequina,
microparticulas de inulinas vacias (In-15 y In-90) y microparticulas con flavonoides (E-
In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90). El grado de cristalinidad se calculé como la relacién
del area del peak cristalino respecto al area total en el difractograma, utilizando el
software Difrac Suite 2.

Los difractogramas de Q y E (Figuras 9A y 9B, respectivamente) muestran sefiales
caracteristicas de su estructura cristalina con un perfil de difraccion bien definido y
angulos especificos de diferentes intensidades. Estas sefiales se observan entre 26=10-
28° para Q y 206=9-50° para E, que corresponden a estructuras altamente cristalinas
(Kumar et al., 2015 y Pool et al., 2012). Ademas, los difractogramas de Q mostraron
peaks de diferentes intensidades entre angulos de 26=10,7- 27,4° y 26=8-30°. Los
resultados para el perfil de DRX de Q son similares a los reportados por Hazra et al.
(2015) y Caddeo et al. (2014) con valores de 20=10,7-27,4° y 20=8-32°,
respectivamente.
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Figura 9 Espectro de Difraccion de Rayos X de: (A) quercetina, (B) epicatequina, (C) In-15, (D)
In-90, (E) E-In-15, (F) E-In-90, (G) Q-In-15y (H) Q-In-90.

En relacion con las microparticulas vacias de In-15 (Figura 9C), se identificaron peaks
caracteristicos del estado semicristalino (26=10-25°, grado de cristalinidad de 55,7%).
En contraste, en In-90 (Figura 9D) se observd un incremento de las regiones amorfas,
con un grado de cristalinidad de 18,6%. De acuerdo con los resultados de esta
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investigacion se puede sefialar que el grado de cristalinidad de la inulina después del
secado por atomizacion dependi6 de la temperatura de alimentacién, donde una menor
temperatura de alimentacion favorece la formacion de estructuras mas cristalinas para la
inulina. En la literatura existe limitada informacion sobre el efecto de la temperatura de
alimentacion como una medida para controlar el grado de cristalinidad en polvos.
Ronkart et al. (2007), reportaron que a temperaturas de alimentacién sobre 70 °C se
favorece la formacion de inulina en polvo con zonas amorfas y a temperaturas de
alimentacion de 40 °C se favorece la formacion de inulina en polvo con zonas cristalinas
(=55%). En el presente estudio se obtuvieron microparticulas con zonas cristalina a una
temperatura de alimentacién menor (15 °C) respecto a la utilizada por Ronkart et al.
(2007). Este resultado indicaria que no solo la temperatura de alimentacion esta
relacionada con el grado de cristalinidad, sino que también la temperatura del aire de
entrada al secador tiene un rol sobre la cristalinidad de los polvos. En el estudio
realizado por Ronkart et al. (2007) encontraron que al incrementar la temperatura del
aire de entrada al secador de 120 a 230 °C se favorecen polvos con zonas amorfas. Chiou
y Langrish (2007), también reportaron el efecto de la variacion de la temperatura del aire
de entrada al secador (134 y 210 °C) sobre el grado de cristalinidad de lactosa obtenida
por secado por atomizacion. A temperaturas del aire de entrada al secador de 210 °C las
muestras fueron mas cristalinas (62%) y a temperaturas inferiores a 134°C se obtuvieron
polvos menos cristalinos (52%).

Las microparticulas de E-In-15 (Figura 9E) y Q-In-15 (Figura 9G), mostraron la
aparicion de nuevos peaks (260=10-40° y 26=10-50°), que sugieren la presencia de una
nueva estructura flavonoide-inulina. Las microparticulas con flavonoides alcanzaron
valores de cristalinidad de 61,2% para E-In-15 y de 60% para Q-In-15, mostrando que la
incorporacion de flavonoides a la In-15 aumentd la cristalinidad de las microparticulas
respecto a las microparticulas vacias In-15 (55,7 %). Ademas, no se observan peaks
caracteristicos de los flavonoides puros (E y Q), confirmando que los flavonoides se han
encapsulado y dispersado dentro de la matriz polimérica.

En los difractogramas de E-In-90 (Figura 9F) y Q-In-90 (Figura 9H), no se observan
peaks definidos, lo que comprueba la desaparicion de estructuras cristalinas,
aumentando las regiones amorfas en las microparticulas (Caddeo et al., 2014). Las
microparticulas E-In-90 y Q-1n-90 alcanzaron valores de cristalinidad de 1,73% y 2,3%,
respectivamente; mostrando que la incorporacion de flavonoides a la In-90 disminuyo el
grado de cristalinidad con respecto a las microparticulas vacias de In-90 (18,6 %). Estos
resultados indican que las moléculas de E y Q han sido encapsuladas o dispersadas
dentro de la inulina formando un complejo amorfo con la matriz polimérica. Similares
resultados se reportaron en nanoparticulas de Q usando la técnica de nanoprecipitacion
con polivinil alcohol como agente encapsulante (Wu et al., 2008) y en microparticulas
de Q con alginato y quitosano (Hazra et al., 2015).

En base al perfil de los difractogramas para los flavonoides Q y E, microparticulas

vacias (In-15 y In-90) y microparticulas con flavonoides (E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y
Q-In-90) y la determinacion cuantitativa del porcentaje de cristalinidad, confirman que
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fue posible obtener microparticulas con diferentes grados de cristalinidad. Las
microparticulas elaboradas a temperaturas de alimentacion de 15 °C (In-15, E-In-15 y Q-
In-15) presentaron un grado de cristalinidad de 55,7%, 61,2% y 60% respectivamente.
En contraste, los sistemas elaborados a temperaturas de alimentacién de 90 °C (In-90, E-
In-90 y Q-In-90) presentaron un bajo grado de cristalinidad de 18,6%, 1,73% y 2,3%
respectivamente, con predominio de zonas amorfas. Es posible entonces afirmar que la
seleccion de los parametros apropiados de secado, como la temperatura de alimentacion
permiten minimizar o maximizar el grado de cristalinidad de los polvos. Jeong et al.
(2003) encontraron una correlacién entre el historial térmico de muestras preparadas a
diferentes temperaturas (25, 40 y 50 °C) y la microestructura cristalina de las
microparticulas de papaverina con poli-(e-caprolactona).

3.1.2. Termogramas de las microparticulas por calorimetria diferencial de barrido

El andlisis por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) nos permite analizar las
caracteristicas estructurales y las transiciones térmicas de las microparticulas. Los
termogramas de DSC para los flavonoides Q y E, microparticulas vacias (In-15 y In-90)
y microparticulas con flavonoides (E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) se muestran en
la Figura 10 (A-H).

Los termogramas de los compuestos puros E y Q (Figura 10A y 10B, respectivamente),
se caracterizaron por presentar un peak endotérmico centrado en 246,4 °C y 322,3 °C,
respectivamente, atribuido a la temperatura de fusion (Tm) de la fase cristalina del
compuesto. Estos peaks son similares a los publicados anteriormente por Caddeo et al.
(2014) y Kumar et al. (2015) para Q con valores de 319 °C y 321,08 °C,
respectivamente.

Los termogramas de las microparticulas vacias In-15 e In-90, se muestran en las Figuras
9C y 9D, respectivamente. Para In-15 se observa un amplio peak endotérmico alrededor
de los 25 y 125 °C atribuido a la pérdida de agua, asociada a los grupos hidrofilicos del
polimero. La siguiente zona, cercana a los 210 °C corresponde al proceso de fusion de la
fase cristalina, y de acuerdo con el termograma, la descomposicion (Td) de estas
particulas puede tener lugar a temperaturas superiores a los 300 °C. Este
comportamiento concuerda con el obtenido por Ronkart et al. (2007), para
microparticulas de inulina obtenidas utilizando temperaturas de alimentacion entre 40 y
95 °C. En los termogramas de In-90, se observa un peak endotérmico (230 °C). Estos
resultados indican que un incremento en la temperatura de alimentacion aumenta la
solubilidad de la inulina y disminuye la cristalinidad.

La investigacion realizada por Hébette et al. (1998), demostro la formacion de dos tipos
de cristales durante la cristalizacion de soluciones de inulina, dependiendo de la
temperatura y del grado de polimerizacion de la inulina. Ademas, confirmd que la
cristalizacion de inulina corresponde a un modelo de dos fases de capas de lamelas,
donde los cristales estan separados por regiones amorfas, explicando la existencia de las
enddtermas. Asi, en algunos polimeros cristalinos se presentan siempre como mezclas de
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regiones cristalinas y amorfas. La presencia de zonas amorfas es inevitable, ya que
siempre quedaran zonas con segmentos de cadenas desordenadas en mayor o menor
proporcion debido al propio proceso de cristalizacion (Ronkart et al., 2007).

Figura 10. DSC termogramas: (A) Epicatequina, (B) Quercetina, (C) In-15, (D) In-90, (E)
E-In-15, (F) Q-In-15, (G) E-In-90 y (H) Q-In 90.
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Las Figuras 10E y 10G, corresponden a los termogramas de E-In-15 y E-In-90
respectivamente, en ambas curvas de DSC, no se observaron transiciones térmicas
correspondientes a E. Sin embargo, en el termograma de E-In-15 (Figura 10E) se
observo una transicion endotérmica cercana a 76 °C, correspondiente a la pérdida de
agua de las microparticulas y dos nuevas sefiales correspondientes a peaks endotérmicos
alrededor de 175,1°C y 229,23°C, lo que sugiere interacciones entre la inulina y
epicatequina formando una nueva estructura. Mientras que, el DSC para E-In-90 (Figura
10G), present6 una transicion endotérmica a 70 °C, debido a la pérdida de agua y un
peak endotérmico bien definido a los 230 °C, lo que sugiere que la E podria encontrarse
dispersa en un estado amorfo de alta energia con la matriz polimérica de inulina. Un
efecto similar report6 Pool et al. (2012) en nanoparticulas de catequinas.

Los termogramas obtenidos para Q-In-15 y Q-In-90 se presentan en la Figura 10F y
10H, respectivamente. En el perfil de DSC de Q-In-15 (Figura 10F), no se observo el
peak caracteristico de la quercetina, pero se observaron dos nuevas transiciones
endotérmicas en 178,7 y 229,5 °C, que sugieren interacciones entre la inulina y la Q,
resultando en la formacion de una nueva organizacién estructural en la matriz polimérica
(Kumar et al., 2015 y Pool et al., 2012). EI mismo comportamiento mostré Q-In-90
(Figura 10H), donde pueden apreciarse tres transiciones endotérmicas, la primera a
60°C, y las otras dos transiciones a 160,1°C y 229,3°C. Este comportamiento podria
estar relacionado, con la hipotesis de dos poblaciones de cristales presentes que resultan
en peaks de fusion en el andlisis térmico, pero también a la liberacion de agua de
cristalizacion (Ronkart et al., 2007). Estos resultados son similares a los reportados para
Q encapsulada con acetato-ftalato de celulosa (Sansone et al., 2011). Por otro parte,
cuando los productos son cristalinos la temperatura de transicion es mas débil y por lo
tanto la Tg no se observa (Ronkart et al., 2007 y 2009).

3.1.3. Caracterizacion fisicoquimica de microparticulas por secado con
atomizacion.

En la Tabla 2, se presenta la caracterizacion de microparticulas de flavonoides con

inulina (E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) y microparticulas con inulina vacias (In-
15 y In-90) a dos temperaturas de alimentacién (15 y 90°C).
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Tabla 2. Caracterizacion de

microparticulas de flavonoides con inulina a dos temperaturas de

alimentacion.
Parametros In-15 In-90 E-In-15 E-In-90 Q-In-15 Q-1n-90
Retacion F/ln . . 1:41 1:41 1:43 1:43
T° de
dimenacionee)  15%1 90+ 2 151 90+ 2 151 90 +2
T del ai
de entrada (-C) 160 160 160 160 160 160
Grado de
cristalinidad (%) 55,7 186 61,2 1,73 60,0 23
EE Flavonoi
gy oo : : 688+10° 41,6+07% 678+19° 51,1428
RF Flavonoid
oy e . . 820+£20° T791+05° 757+19° 781+10°
Flavonoid
totales (Mg/t) . . 195+048° 188401 172£01% 17,702
Humedad %) B7027°  85%01°  62:01°  72%01%  63%01°  7,0:03"
Actividad d
agua(a)  015%003 013%00° 022%01° 027£001° 027£01° 042%01°
e
oo T 2502000 467160 2543020 47002 249305 474208
Tamafio de
particula Das . . 44+001* 56+005° 44+003 6104
(um)

T°: temperatura; F: flavonoides; E: epicatequina; Q: quercetina; In: inulina; EE: eficiencia de encapsulacion; RF:
recuperacion de flavonoides. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre los sistemas.

La EE esta relacionada con la interaccion flavonoide-polimero principalmente por
puentes de hidrogeno. La EE de E y Q (Tabla 2) fue significativamente mayor para
aquellos sistemas elaborados con temperaturas de alimentacion menores (E-In-15 y Q-
In-15), mostrando que las microparticulas con mayor grado de cristalinidad favorecen la
EE. Este resultado sugiere que, a temperaturas de alimentacion menores, la inulina deja
los grupos OH mas expuestos, favoreciendo la interaccion flavonoide-inulina. Por otra
parte, no se observoé diferencias significativas en la EE entre E (flavanol) y Q (flavonol)
cuando la temperatura de alimentacion fue de 15°C (Quideau et al., 2011).
Contrariamente, cuando la temperatura de alimentacion fue de 90°C la EE fue
significativamente mayor para Q aunque ambos flavonoides presentan 5 grupos OH, la
Q presenta un grupo carbonilo en la posicion 4 del anillo C, sugiriendo que cuando la
inulina esta en estado amorfo, los puentes de hidrégeno favorecen la interaccion entre
los OH y carbonilo de Q con los OH de inulina.

El parametro de recuperacion corresponde a las pérdidas de flavonoides durante el
proceso de secado por atomizacién. En general, la recuperacién de los flavonoides E'y Q
después del secado, alcanzd valores sobre 75% para las microparticulas de todos los
sistemas estudiados. La alta recuperacién de flavonoides durante el secado por
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atomizacion podria ser atribuida a la rapida formacion de la costra y/o a los bajos
tiempos de residencia en la camara de secado, ya que las particulas alcanzan altas
temperaturas por periodos de tiempo muy cortos (Gharsallaoui et al., 2007).

Con respecto al contenido de flavonoides totales no se observan diferencias
significativas entre las microparticulas obtenidas a diferentes temperaturas de
alimentacion para los sistemas de E (E-In-15, E-In-90) y para los de Q (Q-In-15y Q-In-
90). Mientras que, al comparar entre los flavonoides (E versus Q), las microparticulas
con E presentaron un contenido de flavonoides totales después del secado,
significativamente mayor respecto a las de Q, en linea con una mayor recuperacion para
E.

Las microparticulas mas amorfas (E-In-90 y Q-In-90) presentaron contenidos
significativamente mayores de humedad respecto a los sistemas semicristalinos (E-In-15
y Q-In-15). Ronkart et al. (2009) reportaron que cuando ocurre la cristalizacion, los
polvos pueden presentar menos humedad como parte del ordenamiento de estructuras
cristalinas, y la desorcion de humedad de los polvos. En relacion con los valores de aw,
los valores estdn dentro del rango descrito en la literatura de 0,2-0,5 para polvos
obtenidos por secado por atomizacion (Ahn et al., 2008) y que ademé&s permiten
asegurar una calidad microbiolégica. Por otra parte, los valores de aw de las
microparticulas amorfas (E-In-90 y Q-In-90), fueron significativamente mayores que los
sistemas mas cristalinos (E-In-15 y Q-In-15).

Las microparticulas de los sistemas amorfos (In-90, E-In-90 y Q-In-90) mostraron
valores de higroscopicidad significativamente mayores (p<0,05) respecto a los sistemas
cristalinos (In-15, E-In-15 y Q-In-15). Estos resultados son consistentes con lo descrito
en la literatura, donde se ha sefialado que los polimeros con predominio de zonas
amorfas tienden a ser mas higroscépicos y cohesivos respecto a aquellos cristalinos
(Chan y Chew, 2003). Por lo tanto, los resultados de este estudio muestran el efecto de la
temperatura de alimentacion sobre las propiedades fisicas y quimicas de los sistemas de
microparticulas de E y Q obtenidas por secado con atomizacion.

3.1.3.1. Microscopia electronica de Barrido (SEM) y distribucién de tamafio de
particula por difraccién de luz laser (DLL) de las microparticulas.

La Figura 11 (A-D), muestra las microfotografias SEM de los sistemas de
microparticulas de epicatequina y quercetina con dos grados de cristalinidad (E-In-15,
E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) y la distribucion del tamafio de particula medido por
difraccion de luz laser (DLL).

Las microparticulas de los sistemas E-In-15 (Figura 11A) y Q-In-15 (Figura 11C),
ambas con mayor predominio de zonas cristalinas mostraron particulas no fundidas con
forma esférica, superficie lisa y algunas particulas presentan irregularidades en la
superficie. Sin embargo, en las fotos SEM es dificil diferenciar las zonas cristalinas. Las
imagenes de SEM para las particulas con mayor indice de cristalinidad son concordantes
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con las imagenes SEM obtenidas por Ronkart et al. (2007) para los polvos de inulina
mas cristalinos, donde las particulas son sustancialmente agregados esféricos de cristal.
Este comportamiento sugiere que durante el proceso de atomizacion las particulas
obtenidas adquieren una forma similar a la de la gota original formada durante el
proceso de secado (Reverchon y Spada, 2004).

En contraste, las imégenes SEM de E-In-90 (Figura 11B) y Q-In-90 (Figura 11D),
mostraron particulas preferentemente amorfas, con una forma irregular, un alto grado de
aglomeracion. En sistemas con mas zonas amorfas, el origen de las aglomeraciones
puede ocurrir por la colision entre las particulas durante la atomizacion y/o las altas
temperaturas de alimentacion, que favorecen la union y/o fusion de gotas durante el
secado (Sansone et al., 2011). Estas aglomeraciones se pueden considerar como un
aumento del tamafio de las microparticulas, debido a que pequefias particulas se
combinan para formar agregados mas grandes (Ronkart et al., 2007).

La distribucion de tamafio para los sistemas de microparticulas fue unimodal en un
rango de 0,7- 10 um (Figuras 11 A-D), valores que estan dentro del rango reportado para
microparticulas obtenidas por secado con atomizacién (Gharsallaoui et al., 2007). En
esta investigacion los resultados indican que la temperatura de alimentacion de las
dispersiones puede determinar la morfologia y el tamafio de las particulas (Das3). Las
microparticulas elaboradas con mayor temperatura de alimentacién (predominio de
zonas amorfas, E-In-90 y Q-In-90) presentaron tamafios de particula significativamente
mayores (5,6 y 6,1 um, respectivamente), respecto a aquellas elaboradas con
temperaturas de alimentacion menores (predominio de zonas cristalinas, E-In-15 y Q-In-
15) con 4,4 um (Tabla 2).
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3.1.4. Estabilidad oxidativa de LM y AG con microparticulas de flavonoides con
distinto grado de cristalinidad.

3.1.4.1 Tiempo de induccion (Rancimat)

En la Tabla 3, se presenta el tiempo de induccién (TI) y el factor de proteccion (FP),
para LM y AG sin y con la adicion de microparticulas de flavonoides con inulina (alto y
bajo grado de cristalinidad) en cantidades equivalentes a 200 mg flavonoide/kg (ML o
AG), evaluados en un equipo Rancimat (con burbujeo de oxigeno) a 60 °C.

Tabla 3. Tiempo de induccion y factor de proteccion para linoleato de
metilo y aceite de girasol sin y con la adicion de microparticulas de
flavonoides (200 mg/kg (ML o AG)) de distinto grado de cristalinidad

Sistemas Tiempo de induccién Factor de
(ThH (h) proteccion
X+ DE (FP)
LM (control) 10,7 £ 0,22 -
LM+E-In-15 12,0 +1,6%® 0,81
LM+E-In-90 12,7 £0,1° 1,18
LM+Q-In-15 97,5+2,2° 9,09
LM+Q-In-90 144,1 + 1,5¢ 13,4
AG (control) 175,3 + 6,6° -
AG+E-In-15 2254+ 4,3° 1,28
AG+E-In-90 235,6 * 4,4 1,34
AG+Q-In-15 249,2 +7,3° 1,42
AG+Q-In-90 294,0 +1,6° 1,68

LM: linoleato de metilo; AG: aceite de girasol; Q: quercetina; E: epicatequina, In: inulina. Los
resultados se expresan como X (promedio) + DE (desviacion esténdar) (n=3). Letras
diferentes (a-d) indican diferencias significativas entre sistemas para LM 6 AG.

Los resultados obtenidos para los sistemas de LM muestran que la adicion de
microparticulas de Q (LM+Q-In-15 y LM+Q-In-90), incrementan significativamente
(p<0,05) el TI y FP respecto al control (LM). En particular, el sistema LM+Q-In-90
presentd el valor més alto de Tl (144,1 h), mostrando que el predominio de zonas
amorfas favoreceria la dispersion de las microparticulas en el LM y la difusion de la Q
para ejercer su accion antioxidante y aumentar la estabilidad oxidativa de LM. En el
caso de las microparticulas con E, el sistema LM+E-In-90 aumentd levemente, pero
significativamente (p<0,05) el TI respecto del LM-control. Sin embargo, no se encontrd
un efecto del grado de cristalinidad entre LM+E-In-15 y LM+E-In-90 sobre el TI. Las
diferencias entre E y Q se pueden explicar por la mayor polaridad de E (menor
solubilidad en LM) y/o por la fuerte interaccion entre epicatequina-inulina, que limitaria
la difusion de E hacia el LM y por lo tanto su accion antioxidante, como repoto Palma et
al. (2014).

Los resultados de estabilidad oxidativa (Tl y FP) para AG con microparticulas de
flavonoides, mostraron que en general los sistemas de AG presentaron valores de Tl
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mayores en comparacion con los sistemas de LM. Estas diferencias pueden atribuirse a
la presencia de componentes menores en el AG, como los tocoferoles, principalmente el
a-tocoferol (547,6 + 9 mg/kg), que también actla como antioxidante.

La adicion de microparticulas de E (E-In-15 y E-In-90) y Q (Q-In-15 y Q-In-90) al AG
aumento significativamente el Tl y el FP respecto al AG-control. En particular, los
sistemas que presentaron los mejores efectos antioxidantes fueron los elaborados con Q
(Q-In-15 y Q-In-90). El sistema AG+Q-In-90 presentd el mayor TI (294 h), lo cual esta
en linea con los resultados encontrados para LM, donde las microparticulas amorfas
presentaron un Tl mayor. Contrariamente, los sistemas de AG con microparticulas de E
(E-In-15 y E-In-90) no presentaron diferencias significativas en TI, mostrando que el
grado de cristalinidad no tuvo un efecto sobre la estabilidad oxidativa del AG. Las
diferencias en el TI entre microparticulas de E y Q muestran el efecto de la estructura
quimica del flavonoide sobre la estabilidad oxidativa del AG. Asi, el incremento en la
estabilidad oxidativa del AG dependeria de las caracteristicas estructurales de los
flavonoides, cristalinidad de las microparticulas y/o de la liberacion del flavonoide en el
medio y/o interaccion flavonoide- a-tocoferol (Marinova et al., 2008).

3.1.4.2. Almacenamiento en placa

En la Tabla 4, se muestra la evolucién de los compuestos polares para los sistemas de
AG sin y con la adicion de microparticulas de flavonoides con inulina de distinto grado
de cristalinidad, durante el almacenamiento en placa (sin burbujeo de oxigeno) por 35
dias a 60 °C.

Tabla 4. Evolucion de la formacion de compuestos polares para AG sin y con la adicion de
microparticulas de flavonoides de distinto grado de cristalinidad (200 mg/kg AG), almacenados
en placa a 60°C.

Compuestos Polares (%)

(Dias) AG AG+E-In-15 AG+E-1n-90 AG+Q-In-15 AG+Q-1n-90
X+ DE

0 3,8+0,8% 3,7+0,14% 3,7+0,14° 3,7+0,1% 3,7+0,142
3 42+0,6° 4,4+0,07°2 42+0,16° 51+0,3° 5,6 +0,15°
7 8,3+0,4°% 56+0,8% 66+1,62 6,6+22% 7,1+0,48°
11 9,6 +0,3° 8,2+0,2* 840,72 80+0,72 8,7+0,3%

14 13,4+ 04" 7,9+0,48°2 12,6 +0,4° 8,6 £0, 4° 8,8+0,78?
21 152 +1, 02 139+ 2,72 149 +122 147+1, 0% 11,8+25?
28 23,4+0,5° 21,1+0,8™ 21,2+ 0,7 20,0 +1,4%® 17,3+2,8°
35 36,3+0,5° 36,0 +0,6° 35,8 +0,57° 30,8+16° 235+1,8°

AG: aceite de girasol; E: epicatequina; Q: quercetina; In: inulina. Los resultados se expresan como X: promedio = DE: desviacion
estandar. Letras distintas (a-d) indican diferencias significativas (p<0,05) entre los sistemas a cada tiempo de almacenamiento.

En la Tabla 4, se observa que los CP aumentaron en funcién del tiempo de
almacenamiento. El contenido de CP super6 el 25%, valor maximo permitido por el
Reglamento Sanitario de los Alimentos de Chile (RSA, 1996) para todos los sistemas de
AG con microparticulas de flavonoides, excepto para el sistema de AG+Q-In-90
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(23,5%). Los sistemas de AG con microparticulas de Q (Q-In-15 y Q-In-90) presentaron
valores de CP significativamente menores con respecto al AG (control) en el dia 35 de
almacenamiento, donde el sistema AG+Q-In-90 presentd6 un valor de CP
significativamente (p<0,05) menor en comparacion con el sistema AG+Q-In-15. Este
comportamiento se puede explicar en base a la microestructura de las microparticulas de
Q, ya que las microparticulas con predominio de zonas amorfas (Q-1n-90) tienen mayor
superficie de contacto con el AG (André et al., 1996), lo cual favoreceria la difusion de
Q hacia el AG y por lo tanto disminuye la formacion de CP (Jeong et al., 2003 y
Sansone et al., 2011). Contrariamente, no se encontraron diferencias significativas en el
valor de CP entre los sistemas de AG+E-In-15 y AG+E-In-90 al final del estudio de
estabilidad (35 dias), mostrando que el grado de cristalinidad de las microparticulas no
tuvo un efecto sobre la formacion de CP.

Los valores de Tl y CP mostraron una mayor actividad antioxidante para los sistemas de
AG con microparticulas de Q respecto a aquellos con microparticulas de E; tanto para
microparticulas con predominio de zonas amorfas como para aquellas con predominio
de zonas cristalinas, sugiriendo que el efecto antioxidante es dependiente del tipo de
flavonoide. Es conocido que la actividad antioxidante de los flavonoides esta
relacionada con sus caracteristicas estructurales (Quideau et al., 2011, Shahidi y Zhong,
2010). En este caso, Q y E tienen el mismo numero de grupos hidroxilos, pero la Q tiene
un doble enlace conjugado en posicion 2,3 del anillo C y un grupo carbonilo en posicion
4 del anillo C, ambos grupos favorecen la estabilidad del radical fenoxil por resonancia,
asi como también la actividad antioxidante de Q (Elhamirad y Zamanipoor, 2012; Letan,
1996).

En la Tabla 5 y la Figura 12, se presenta la distribucion de compuestos polares para el
AG sin y con microparticulas de flavonoides (E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) (200
mg/kg AG) a los 3 y 35 dias de almacenamiento en placa a 60°C.

Tabla 5. Distribucion de compuestos polares para AG sin 'y con la adicion de microparticulas de
flavonoides de distinto grado de cristalinidad (200 mg/kg AG), almacenados en placa a 60°C.

Sistemas Dias TGOx DTG PTG DG AGL
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0)
AG (control) 3 3,0+1,02 0,2+0,062 0,0 +0,018 0,9+0422 0,2+0,128
AG+E-In-15 3 3,0+£0,03® 0,2+0,01® 0,04+0,01* 0,9 +0,05 0,2+ 0,017
AG+E-In-90 3 25+001* 0,2+0,05® 0,1+0,01? 1,1 +£0,072 0,2 +0,028
AG+Q-In-15 3 3,2+0,1%® 0,3+0,01° 0,1+0,01° 1,1+0,12 0,3+0,018
AG+Q-In-90 3 38+06* 03+0,06> 0,1+002®® 12+0,28 0,3+0,1?
AG (control) 35 16,3+0,68 10,1 +0,4° 8,2+0,3" 1,22 + 0,42 0,33 +£0,08
AG+E-In-15 35 14,4 + 0,52 9,9+0,07° 10,8+0,1¢ 1,0 £ 0,022 0,2+0,018
AG+E-In-90 35 16,7 £0,82 9,8+0,2° 8,0+£1,2¢ 1,1 £ 0,062 0,3+ 0,052
AG+Q-In-15 35 165+15 7,7+1,6° 53+1,6° 1,0+0,058 0,3+0,122
AG+Q-1n-90 35 15,8 + 2,08 44+ 218 19+1,02 1,0+0,18 0,3+0,102

AG aceite girasol; PTG: polimeros de triglicéridos; DTG: dimeros de triglicéridos; TGOXx: triglicéridos oxidados; DG: diglicéridos;
AGL: é&cidos grasos libres. Las letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) entre los sistemas a cada tiempo de

almecenamiento.
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En general, la Tabla 5 muestra que para todos los sistemas de AG sin y con
microparticulas de flavonoides hubo un aumento en la formacion de TGOx, DTG y PTG
a los 35 dias de almacenamiento, mientras que, los DG y AGL se mantuvieron en
niveles similares a los encontrados en el aceite inicial, debido a que en las condiciones
de estabilidad estudiada el deterioro térmico y oxidativo prevalece frente al hidrolitico
(Velasco et al., 2010).

Los TGOx (Tabla 5, Figura 12) son los compuestos mayoritarios formados durante el
almacenamiento de los sistemas de AG. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) en el nivel de TGOx al final del estudio (35 dias) entre los
sistemas estudiados, indicando que el nivel de compuestos de oxidaciéon primaria fue
similar en todos los sistemas, independientemente de su grado de cristalinidad y tipo de
flavonoide. Respecto a los compuestos de oxidacion secundarios (DTG y PTG), los
DTG fueron significativamente menor (p<0,05) para el sistema de AG con
microparticulas de Q amorfas (AG+Q-In-90) (4,4 + 2,1%) a los 35 dias de
almacenamiento.

40
35
30
25
20
15
10

CP (%)

AG0 E-In15 E-In9%0 Q-In15 Q-In9%0 AG35 E-Inl15 E-In9 Q-Inl5 Q-In9%0

mAGL 8DG OTGOx aDTG BmPTG

Figura 12. Distribucion de compuestos polares para aceite de girasol (AG) sin y con la adicion
de microparticulas de flavonoides (200 mg/kg AG) de distinto grado de cristalinidad (E-In-15,
E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90) a los 3 y 35 dias de almacenamiento a 60 °C. PTG: polimeros de
triglicéridos; DTG: dimeros de triglicéridos; TGOX: triglicéridos oxidados; DG: diglicéridos;
AGL.: acidos grasos libres.

La evolucion de los PTG mostro que coincide con lo que se esperaria conforme la
degradacion progresa en cualquier proceso de polimerizacién de los aceites, aumentando
la formacion de compuestos de peso molecular méas elevado en funcion del tiempo
(Marmesat et al., 2010). Los PTG fueron significativamente menor (p<0,05) para el
sistema de AG con microparticulas amorfas Q-In-90 (1,9 = 1,0 %), respecto al sistema
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de AG con microparticulas cristalinas Q-In-15 (5,3 + 1,6 %). Este mismo
comportamiento se encontré para el sistema de AG con microparticulas de E.

Los resultados sugieren que ademas del grado de cristalinidad hay otros factores que
afectan la formacién y distribucién de CP como: la estructura del flavonoide, la
polaridad del flavonoide, solubilidad del flavonoide en el medio lipidico, la interaccion
inulina-flavonoide que afecta la liberacion al medio e interacciéon del flavonoide con
otros componentes de la matriz lipidica, son factores determinantes en la difusién del
flavonoide al aceite (AG) y por lo tanto en su actividad antioxidante (Palma et al., 2014
y 2017).

3.1.4.3. Evolucién de tocoferoles en sistemas con AG

En la Figura 13 (A y B) se observan las graficas de la retencion del contenido de -
tocoferol y la formacion de CP para los sistemas de AG con microparticulas de distinto
grado de cristalinidad para E (E-In-15, E-In-90) y para Q (Q-In-15 y Q-In-90),
respectivamente.

110 40 110 40
100+

1004
35

/' '

904

@
o
n

80

=]
o

)

704

-~

o
n
[}
o

60

@D
(=]

50

o
o

\
\

404

(04) saiejod sojsandwon
ey
<

Alfa-Tocoferoles (%
Alfa-Tocoferoles (%)

\
\
AN
w [=]
(%) salejod sojsandwon

30+

F
-
o
w
o

-
o

204

n
o

-
o
n
()]

o

o
o

il
(=]

0 I5 1l0 - {5 2|0 2‘5 ?;O 3|5 0 5 10 = 15 20 25 30 35
Dias Dias

Figura 13. Formacion de CP (simbolos sélidos) y la retencién del a-tocoferol (simbolos sin

relleno) para aceite AG control (e o), A) AG+E-In-90 (m 1), AG+E-In-15 (v, V) y B) AG+Q-

In-90 (m 0) AG+Q-In-15 (v, V)

En general, se puede observar en la Figura 13 que la retencion del a-tocoferol muestra
una disminucién durante el tiempo de almacenamiento en todos los sistemas estudiados
y que el final del tiempo de induccion estuvo marcado por el agotamiento del o-
tocoferol como ha sido reportado previamente por Martin-Polvillo et al. (2004).

En la Tabla 6, se presentan las constantes de velocidad de degradacion de primer orden
de los tocoferoles en AG sin y con la adicion de microparticulas de flavonoide con dis-
tinto grado de cristalinidad (E-In-15, E-In-90, Q-In-15 y Q-In-90), calculadas como la
pendiente de un grafico del logaritmo natural del porcentaje de retencion de a—tocoferol
versus el tiempo de almacenamiento (Anexo 8).
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Tabla 6. Constantes de velocidad de degradacion de primer orden
para a-tocoferol en sistemas de aceite de girasol sin 'y con la adicion
de microparticulas de flavonoides de distinto grado de cristalinidad

Sistemas Kobs (dias™)
a-tocoferol
10X + 10°DE
AG 17,3 £0,40°
AG+E-In-15 16,9 +0,01°
AG+E-In-90 16,6 £ 0,06°
AG+Q-In-15 15,6 +0,01¢
AG+Q-In-90 14,3+0,17¢

AG: aceite de girasol; Q: quercetina; E: epicatequina, In: inulina. kobs: constante de
velocidad de degradacion del a-tocoferol. Los resultados se expresan como X
(promedio) + DE (desviacion estandar) (n=3). Letras diferentes (a-e) indican
diferencias significativas entre sistemas.

Los sistemas de AG con microparticulas de E y Q (Tabla 6) presentaron constantes de
velocidad de degradacion de a-tocoferol significativamente menores y una mayor
retencion de a-tocoferol (Figura 13) con respecto al AG (control), sugiriendo la
existencia de una interaccion flavonoide-a-tocoferol. Este comportamiento se puede
explicar por un mecanismo de regeneracion entre flavonoide y tocoferoles, donde los
flavonoides pueden regenerar a los tocoferoles o viceversa (Pekkarinen et al., 1999;
Pedrielli y Skibsted, 2002; Marinova et al., 2008).

La Tabla 6 y Figura 13 muestran que los sistemas (AG+Q-In-90) con mayor predominio
de zonas amorfas presentd una constante de velocidad de degradacion de a-tocoferol
significativamente menor respecto al sistema con predominio de zonas cristalinas
(AG+Q-In-15), lo cual se puede explicar por la mayor liberacion de Q desde
microparticulas amorfas hacia el AG que permite la interaccion de quercetina con a-
tocoferol y regeneracion de éste ultimo. Resultados similares al presente estudio donde
flavonoides (quercetina, mirecitina y rutina) regeneran al a-tocoferol se reportaron en
linoleato de metilo a temperaturas de 40°C (Pekkarinen et al., 1999). Asi también, se
sugirio la regeneracion del a-tocoferol a partir de quercetina y catequina en linoleato de
metilo a 50°C (Pedrielli y Skibsted, 2002). La regeneracion del a-tocoferol a partir de
flavonoides, se debe a que los flavonoides presentan un menor valor redox, lo que
favorece la transferencia de un protdn al radical tocoferoxil reduciendolo (Zhou et al.,
2000: Pazos et al., 2007).

En los sitemas con E no se encontrd6 un efecto de la microestructura de las
micropaticulas sobre la constante de degradacion de a-tocoferol. Las diferencias entre
las microparticulas de Q y E se pueden explicar por las diferencias en el potencial redox
de los flavonoides (Zhou et al., 2000: Pazos et al., 2007) y/o estructura quimica del
flavonoide (Zhou et al., 2000) y/o polaridad de los flavonoides y/o liberacion de
flavonoides hacia el AG.
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3.2. PARTE II: Efecto del agente canalizante en microparticulas de flavonoides
sobre la estabilidad oxidativa de matrices lipidicas

3.2.1. Microeparticulas de flavonoides con inulina y aislado proteico de soya.
Epicatequina (E), Naringenina (N) y Quercetina (Q) se encapsularon con inulina (In)
(agente encapsulante) y aislado proteico de soya (APS) (agente canalizante), empleando
el método de secado por atomizacion (E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS)). En base
a estos antecedentes, en esta investigacion se aplicé un disefio Box-Behnken, con 15
experimentos para cada sistema estudiado (E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS)), las
variables independientes estudiadas fueron: la relacion flavonoide/In, el contenido de
APS (agente canalizante) y la temperatura de entrada del aire al secador. Las variables
de respuestas fueron: la eficiencia de encapsulacion (EE) y la liberacion de flavonoides
(LH) al dia 14 de almacenamiento en hexano (ti4). Para determinar las condiciones
optimas se utilizé la metodologia de superficie respuesta (MSR), para cada sistema
estudiado. Aplicando la funcion deseabilidad que permite asignar un puntaje entre 0 y 1
donde 1 representa la maximizacion de EE y 0 la minimizacion de la liberacion del
flavonoide (LH).

En las Tablas 7-9, se presentan las condiciones experimentales, la EE de los flavonoides,
y la liberacion en hexano al dia 14 de almacenamiento (ti4) para los sistemas de
microparticulas (E-(In-APS), N-(In-APS) y Q(-In-APS)), respectivamente.

Tabla 7. Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion, recuperacion de epicatequina
y liberacién en hexano para el disefio Box Behnken de E-(In-APS)

Relacion APS* Temperatura EE (%) LH (%)
E/In ) del aire de (X £ DS) (X £ DS)
entrada (°C)
1:20 0,85 120 42,2 +37 825+1,6
1:20 0,0 140 27,1+23 828+15
1:20 1,7 140 23,0+4,1 76,2 +3,1
1:20 0,85 160 275+14 84,0+0,9
1:35 0,0 120 52,6 £1,4 84,6 2,8
1:35 1,7 120 54,3+0,9 791+14
1:35 0,85 140 46,5+0,2 79,0+ 1,1
1:35 0,85 140 39,8+0,3 84,1+13
1:35 0,85 140 63,3+1,9 80,2+0,0
1:35 0,0 160 46,2 £ 1,7 77,712
1:35 1,7 160 479+14 81,2+0,7
1:50 0,85 120 525+0,1 59,1+0,2
1:50 0,0 140 29,1+1,6 79,7+22
1:50 1,7 140 29,6 £2,2 83,3+19
1:50 0,85 160 38,6 +0,6 80,3+0,3

E: epicatequina; In: inulina; *APS: aislado proteico de soya calculado en base al peso de inulina; EE:
eficiencia de encapsulacién; LH: liberacion de flavonoides en hexano a los 14 dias de almacenamiento; X:
promedio; DS: desviacion estandar.
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Tabla 8. Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacion, y liberacién de
naringenina, en hexano para el disefio Box Behnken de N-(In-APS)

Relacion APS* Temperatura EE (%) LH (%)

N/In (9) del aire de (X +DS) (X £ DS)
entrada (°C)

1:20 0,85 120 229+1.2 0,0
1:20 0,0 140 32,1+0,1 18,2+2,4
1:20 1,7 140 34,2+0,8 17,3+3,1
1:20 0,85 160 40,5+0,2 18,6+4,4
1:35 0,0 120 29,7+0,9 0,0
1:35 1,7 120 24,2+0,9 0,0
1:35 0,85 140 36,2+1,6 10,1+0,6
1:35 0,85 140 336+18 8,6+0,9
1:35 0,85 140 33,1+11 9,0£0,7
1:35 0,0 160 441+4.4 15,0 £14,2
1:35 1,7 160 454+ 1.4 14,4+15
1:50 0,85 120 249+04 0,0
1:50 0,0 140 329+29 11,4413
1:50 1,7 140 37,2+0,2 12,1+4,4
1:50 0,85 160 319+11 19,7£1,3

N: naringenina; In: inulina; *APS: aislado proteico de soya calculado en base al peso de inulina; EE: eficiencia
de encapsulacion; LH: liberacion de flavonoides en hexano a los 14 dias de almacenamiento; X: promedio; DS:
desviacion estandar

Tabla 9. Condiciones experimentales, eficiencia de encapsulacién y liberacién de
guercetina en hexano para el disefio Box Behnken de Q-(In-APS)

Relacién *APS Temperatura EE (%) LH (%)

Q/In (9) del aire de (X£DS) (X£DS)
entrada (°C)

1:20 0,85 120 37,1+£0,2 235+0,9
1:20 0,0 140 28012 53,6 +2,7
1:20 1,7 140 38,3+0,07 482+2,1
1:20 0,85 160 54,1+0,61 41,4 +8,3
1:35 0,0 120 36,7+0,17 219+5,0
1:35 1,7 120 26,7+18 134+11
1:35 0,85 140 39,3+0,51 359142
1:35 0,85 140 40,5+0,6 27,3+7,7
1:35 0,85 140 425+1,2 31,1+131
1:35 0,0 160 376+0,2 48,3+4,8
1:35 1,7 160 49,8 +0,81 47,0+6,6
1:50 0,85 120 48,0+1,3 238+14
1:50 0,0 140 473+0,4 50,1+5,7
1:50 1,7 140 31,1+£0,7 57,4+28
1:50 0,85 160 514+17 35,6 +4,2

Q: quercetina; In: inulina; *APS: aislado proteico de soya calculado en base al peso de inulina; EE: eficiencia
de encapsulacion; LH: liberacion de flavonoides en hexano a los 14 dias de almacenamiento; X: promedio; DS:
desviacion estandar.
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Los sistemas de microparticulas E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS) presentaron
rangos de EE de 23,0-63,3%, 22,9-45,4% y 26,7-54,1%, respectivamente. En general, el
sistema con epicatequina (E-(In-APS)) mostré la mayor EE respecto a Q y N, indicando
una mayor interaccion y/o afinidad de la epicatequina con la inulina.

En la Figura 14 (A-C) se muestran los graficos de Pareto para la EE, de los sistemas de
microparticulas E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS), respectivamente. Los criterios
para considerar una variable dependiente en la optimizacién multiple (deseabilidad) fue-
ron el coeficiente de determinacion (R2-ajustado corregido por grados de libertad) y los
residuales (Romero y ZUiiga, 2005). Cuando el R?-ajustado corregido por grados de
libertad fue alto y el valor de los residuales fue menor a 6, la variable fue considerada.
Por otra parte, para todos los casos el “lack of fit” no fue significativo.

Para el sistema E-(In-APS) (Figura 14A) las variables que presentaron un efecto signifi-
cativo (p<0,05) en la EE fueron: la relacion E/In y el contenido de APS en su forma li-
neal, la interaccion entre ambas variables y el contenido de APS en su forma cuadratica.
En el caso del sistema N-(In-APS) (Figura 14B) el anélisis de varianza indicé que Uni-
camente el contenido de APS en su forma lineal, presenté un efecto significativo
(p<0,05) sobre la EE. Los resultados del anlisis de varianza del sistema Q-(In-APS)
(Figura 14C) indicaron que la relacién Q/In y el contenido de APS en su forma lineal,
cuadratica y la interaccién entre ambas variables presentaron un efecto significativo
(p<0,05) (Anexo 7). Aunque la variable temperatura del aire de entrada al secador, no
present6 un efecto significativo en su forma lineal, si se present6 un efecto significativo
en su interaccion con las variables relacion Q/In y contenido de APS. Por lo tanto, los
efectos lineales se consideraron para todos los sistemas, aun cuando no fueron significa-
tivos, porque el efecto lineal es la base del experimento (Romero y Zuifiiga, 2005). El R?-
ajustado para la EE alcanz6 valores de 88,6 %, 78,1 % y 95,4 % para los sistemas E-(In-
APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS), respectivamente.
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Figura 14. Diagramas de Pareto para la eficiencia de encapsulacion en los sistemas A) E-(In-
APS), B) N-(In-APS) y C) Q-(In-APS).
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Figura 15. Diagramas de Pareto para la liberacién de flavonoides en hexano de los sistemas A)
E-(In-APS), B) N-(In-APS) y C) Q-(In-APS).
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Con respecto a la liberacion de los flavonoides en hexano para los sistemas E-(In-APS),
N-(In-APS) y Q-(In-APS), se observé que alcanzaron valores entre 59,1-84,6 %, 0,0-
19,7 % y 13,4-57,4 %, respectivamente. En la Figura 15 (A-C) se muestran los gréaficos
de Pareto para la liberacion de flavonoides en hexano (tis) para los sistemas de
microparticulas E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS), respectivamente. Para el sistema
E-(In-APS) (Figura 15A) las variables que presentaron un efecto significativo (p<0,05)
sobre la variable dependiente liberacion de E, fueron el contenido de APS en su forma
lineal y cuadratica, la relacion E/In y la temperatura del aire de entrada al secador,
ambas en su forma cuadrética, asi como la interaccion entre la relacion E/In con la
temperatura de aire de entrada. Para el sistema N-(In-APS) (Figura 15B), el analisis de
varianza indic6 que el contenido de APS en su forma lineal y cuadrética, y la relacion
N/In en su forma cuadratica presentaron un efecto significativo (p<0,05) sobre la
liberacion de N en hexano. Con respecto, a la Q-(In-APS) (Figura 15C) se encontr6 que
el contenido de APS en su forma lineal y cuadratica y las formas cuadraticas de la
relacion Q/In y temperatura del aire de entrada fueron significativas (p<0,05) sobre la
liberacion de Q en hexano (Anexo 7).

En general, todos los sistemas de microparticulas de flavonoides de este estudio
mostraron que un aumento en el contenido de agente canalizante (APS), aumentd la
liberacion de los flavonoides en hexano (ti4). El valor de R?-adjustado explicé el 96,7%,
87,8% y 79,4% de la variabilidad en la liberacion de los flavonoides en hexano (tis),
para E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS), respectivamente.

Con el propdsito de determinar las condiciones dptimas para la elaboracion de las
microparticulas de los tres sistemas estudiados E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS),
se aplicd la funcion deseabilidad, donde se maximizé la eficiencia de encapsulacion y se
minimizo la liberacion del flavonoide. En la Figura 16 (A-C), se muestran los graficos
de Superficie Respuesta para los sistemas de microparticulas E-(In-APS), N-(In-APS) y
Q-(In-APS), respectivamente. La optimizacion multiple para las variables de respuesta
EE (maximizacion) y LH (minimizacion), se alcanz6 a valores mayores de contenido de
In y de temperaturas del aire de entrada al secador mas altas para E-(In-APS) (Figura
16A); a valores intermedios de In para N-(In-APS) (Figura 16B), y a valores mayores de
contenido de In y de temperatura del aire de entrada al secador para Q-(In-APS).
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Figura 16. Graficos de superficie de respuesta para el disefio Box-Behnken de los sistemas A)
E-(In-APS), B) N-(In-APS) y C) Q-(In-APS).

La Tabla 10, muestra las condiciones dptimas para la elaboracion de las microparticulas
E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-(In-APS), eficiencia de encapsulacion y liberacion en
hexano (t14) de los flavonoides.

Tabla 10. Condiciones 6ptimas, EE y LH (t14) para los sistemas E-(In-APS), N-(In-APS) y Q-
(In-APS)

Sistemas E-(In-APS) N-(In-APS) Q-(In-APS)
Relacién F/In 1:50 1:39 1:20
APS (%) 0,40 0,12 0,0
TO del aire de entrada (°C) 160 120 132
EE (%) 65,4 31,1 51,3
LH (%) 53 0,84 22,3

F: flavonoide; Q: quercetina; N: naringenina; E: epicatequina; In: inulina; APS: aislado proteico de soya (% respecto a la inulina);
EE: eficiencia de encapsulacion; LH: liberacion de flavonoides en hexano a los 14 dias de almacenamiento (ty4).

En los tres sistemas de microparticulas estudiados se obtuvieron distintas relaciones
F/In, temperatura del aire de entrada al secador y contenido de APS. Estos resultados
demuestran que las condiciones Optimas de encapsulacion por secado por atomizacion
son especificas para cada flavonoide. Para los ensayos posteriores, se utilizaron
solamente las microparticulas formuladas con E-(In-APS) y Q-(In-APS) debido a que
en las microparticulas de N-(In-APS) no se observé un efecto antioxidante en los
ensayos previos realizados.
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3.2.2. Caracterizacion de las microparticulas obtenidas bajo condiciones dptimas.
Se prepararon microparticulas de E-(In-APS) y Q-(In-APS) bajo condiciones dptimas de
relacion F/In y temperatura del aire de entrada al secador. EI contenido de APS se fijo en
un 5% (expresado respecto a la inulina). Ademas, se elaboraron microparticulas sin
flavonoides (In-APS) y microparticulas de flavonoides sin APS (E-In y Q-In) bajo
condiciones dptimas descritas por Palma et al. (2014), como controles.

La Tabla 11 muestra la caracterizacion de los sistemas de microparticulas de
flavonoides: con APS (E-(In-APS) y Q-(In-APS)) y sin APS (E-In y Q-In).

Tabla 11. Caracteristicas fisicas y quimicas de los sistemas de microparticulas sin APS (E-Iny

Q-In) y con APS (E-(In-APS) y Q-(In-APS)) obtenidos bajo condiciones éptimas.

Sistemas E-In-APS Q-In-APS E-In Q-In
F/In ratio 1:50 1:20 1:41 1:43
APS (%) 5 5 0 0
Temperatura del 160 132 145 160
aire de entrada (°C)

F totales* (mg/g polvo) 14,9 £ 0,42 18,7 £0,3° 18,6 £0,1° 15,9 +£0,11°
EE de flavonoides (%0) 71,4 +3,2¢ 50,6 + 0,68? 68,7 £ 0,6° 59,6 +0,57°
RF de flavonoides (%0) 79,4 + 2,42 98,4 +1,84° 82,0+0,6% 70,1 +0,52°
Humedad (%) 3,6 £0,4° 5,7+0,01° 3,7+0,07° 2,6 £0,222
Actividad de agua (aw) 0,13 £+ 0,06° 0,24 +0,01°¢ 0,21 +0,01° 0,14 £ 0,012
Higroscopicidad (g/100g) 46,9 = 0,46% 48,4 + 0,50° 46,6 + 0,02 47,8 + 0,70
Tamario de particula 75+0,31°¢ 10,3+ 0,45¢ 5,1 + 0,052 57+0,17°

D(4,3)(um)

F: flavonoides; E: epicatequina; Q: quercetina In: inulina; APS: aislado proteico de soya; F totales*: después de secado; X:
promedio; SD: desviacion estdndar (n=3). Letras diferentes (a-d) indican diferencias significativas entre sistemas de
microparticulas (p <0,05).

La eficiencia de encapsulacion para las microparticulas de E (E-In-APS y E-In) fueron
significativamente mayor respecto a los sistemas de Q (Q-In-APS y Q-In). Aunque
ambos flavonoides E y Q poseen 5 grupos hidroxilos, las diferencias en la EE
(interaccién polimero-flavonoide) encontradas en este estudio sugieren que la
conformacién molecular de los flavonoides, puede favorecer la disponibilidad de los
grupos hidroxilo del flavonoide y favoreceria la interacion entre los grupos hidroxilos
(OH) de la inulina y los de la E mediante puentes de hidrégeno. Por otra parte, la mayor
EE en el sistema E-In-APS se podria atribuir al mayor contenido de inulina y/o sélidos
que aumenta la velocidad de formacion de la costra sobre la superficie de la gota durante
el secado (Gharsallaoui et al., 2007). La adicion de APS en las microparticulas con
inulina, tuvo un comportamiento diferente para E y Q. En las microparticulas de Q la
incorporacion de APS disminuy6 la EE de Q-In-APS (50,6 %) respecto a Q-In (59,6%).
Sin embargo, para las microparticulas de E se observd que E-In-APS fue
significativamente mayor que para (E-In) atribuible a las condiciones operacionales de
secado.

Eficiencias de encapsulacion similares a la de este estudio se han reportado para
microparticulas de E (69,9 %) y Q (61,8%) con inulina como agente encapsulante y
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capsul como agente canalizante por secado por atomizaciéon (Palma et al., 2014); para
microparticulas de Q (63%) con quitosano/goma xantana obtenidas por secado con
atomizacién y posteriormente comprimidas en tabletas (Caddeo et al., 2014). Mientras
que, en la encapsulacion por secado con atomizacion de Q empleando acetato ftalato de
celulosa en combinacién con carboximetilcelulosa y con dodecilbenzensulfonato de
sodio se alcanzaron EE entre 62 y 81% (Sansone et al., 2011). Microparticulas de Q
obtenidas por secado por atomizacion usando trimetilato de acetato de celulosa en
distintas proporciones presentaron EE entre 64 y 96 % y se reportaron EE levemente
inferiores usando acetato ftalato de celulosa entre 64 y 88% (Lauro et al., 2005).

Para la recuperacion de flavonoides (RF) se alcanzaron valores sobre el 70%, lo cual
puede ser atribuido a los cortos tiempos de secado (Ersus y Yurdagel, 2007) y/o a la
rapida formacion de la costra, que permite una rapida difusion de agua y retencién del
activo (Gharsallaoui et al., 2007). Los sistemas E-(In-APS) y Q-In presentaron los
menores valores de recuperacion, atribuido a las mayores temperaturas del aire de
entrada al secador (160°C) que induce una mayor pérdida de flavonoides debido a
reacciones de oxidacién y/o degradacion (Bravo, 1998; Elhamirad y Zamanipoor, 2012).

En la Tabla 11, se puede observar que para todos los sistemas estudiados el contenido de
humedad vario entre 2,6 y 5,7 %; dentro del rango cominmente reportado para secado
por atomizacion (Sun-waterhouse et al., 2012). Estos resultados estan principalmente
relacionados con la temperatura del aire de entrada al secador utilizada en la elaboracion
de las microparticulas, donde a menor temperatura del aire de entrada al secador, mayor
es el contenido de humedad. Los valores de aw para los sistemas estudiados se
encontraron entre 0,13 y 0,24 (Tabla 11). Una baja aw (menos 0,5) conduce a una
disminucion en el riesgo microbiano y a un aumento en la vida media, ya que las
reacciones quimicas y de degradacion disminuyen cuando decrece la actividad de agua.
En general, las microparticulas de flavonoides en polvo elaboradas utilizando inulina
tuvieron baja aw, sin embargo, varias reacciones de oxidacion pueden ocurrir a aw
minima, por ello es importante asegurar la estabilidad y la calidad final de los polvos
(Sun-waterhouse et al., 2012).

El tamafio de particula para las microparticulas sin y con APS (Tabla 11) elaboradas
bajo condiciones Optimas presentaron una distribucion unimodal, dentro del rango
reportado para particulas obtenidas por secado con atomizacion (Zuidam y Shimoni et
al., 2010; Gharsallaui et al.,2007). Las microparticulas sin agente canalizante (E-In y Q-
In) presentaron un tamafio de particula significativamente menor (p<0,05), respecto a
aquellas microparticulas con APS (E-(In-APS) y Q-(In-APS)). Este resultado, muestra
que la incorporacion de APS en la formulacion aumenta el tamafio de las
microparticulas.

3.2.2.1. Estudio de la morfologia de las microparticulas

La morfologia de las microparticulas sin flavonoides (In-APS), sin APS (E-Iny Q-In) y
con APS (E-In-APS y Q-In-APS) obtenidas bajo condiciones dptimas se presentan en la
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Figura 17(A-E). Las microparticulas sin flavonoides (In-APS, Figura 17A) presentan
particulas individuales con superficies rugosas y desiguales. En contraste, las
microparticulas de E-In y Q-In (Figura 17B y C, respectivamente) muestran formas y
tamanos irregulares, formando aglomerados. Este comportamiento se asocia con la
contraccion de las particulas, que se produce después del endurecimiento de la superficie
externa seguido por la expansién de las burbujas de aire o vapor atrapadas dentro de la
gota durante las ultimas etapas del proceso de secado (Fernandez et al., 2014).

En la Figura 17 (D-E), se muestran las microfotografias de las microparticulas con APS
obtenidas bajo condiciones Optimas. Las microparticulas de E-(In-APS, Figura 17D) son
més esféricas, con superficie lisa, no presentan grietas, ni hendiduras y se observan
libres de poros, se aprecia un mayor numero de particulas con forma mas redondas.
Mientras que, las microparticulas de Q-(In-APS, Figura 17E), muestran formas
irregulares, con tamafios heterogéneos. Se ha demostrado que entre mas fuertes son las
interacciones quimicas entre los diferentes componentes, las particulas son mas
compactas y con superficies mas lisas (Liang et al., 2017).

Figura 17. Microfotografias por microscopia electrénica de barrido (SEM) para microparticulas
sin flavonoide A) In-APS, microparticulas sin APS B) E-In y C) Q-In, y microparticulas con
APS D) E-(In-APS), E) Q-(In-APS), x 2000.

3.2.2.2. Estudio de la formacion de los canales en las microparticulas con APS
Para estudiar la formacion de canales en las microparticulas de flavonoides-(In-APS) se

empled la Microscopia Confocal, que es una herramienta que permite la visualizacién de
la superficie externa y especialmente la estructura interna de diversos tipos de
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microparticulas. La Figura 18 (A y B) muestra las fotografias obtenidas por microscopia
confocal a los 14 dias de almacenamiento, para Q-(In-APS) y Q-In, respectivamente. Se
utilizaron dos canales fluorescentes: laser rojo (Figura 18 1A y IB) y laser azul (Figura
18 1A y 1IB) para excitar el AG y APS, respectivamente. Las Figuras 18 I1IA y 18 11IB
corresponden a la superposicion de la imagen del laser azul y el rojo, lo cual permite
distinguir entre el aceite en el interior de la microparticula y la estructura base de las
microparticulas.

Figure 18. Imagenes de microscopia confocal laser de A) Q-In-APS y B) Q-In. (1) Laser rojo (A
y B), () laser azul (A'y B) y Il superposicion de imagenes de laser rojo y azul (Ay B).

Las imagenes de Q-(In-APS) muestran que el AG esta localizado dentro de la
microparticula (Figura 18A). Este resultado podria ser explicado por la disolucion del
APS por el aceite, formando canales dentro de la microparticula, favoreciendo la
interaccion entre el flavonoide encapsulado y el AG, y asi su difusion hacia el aceite
donde ejerce su accion antioxidante. Ademads, también podria tener lugar el
hinchamiento de inulina en el medio lipidico lo que también permite la difusion de los
flavonoides hacia el aceite. En contraste, para los sistemas con microparticulas Q-In, el
aceite se localiza principalmente en la superficie (Figura 18B). Estos resultados
muestran que el APS es capaz de formar canales dentro de las microparticulas,
permitiendo que el flavonoide se libere al medio lipidico.



3.2.3. Ensayos de estabilidad oxidativa

Los ensayos de estabilidad oxidativa de microparticulas de flavonides sin agente
canalizante (E-In y Q-In) y con agente canalizante (E-(In-APS) y Q-(In-APS)) se
realizaron empleando dos matrices lipidicas: linoleato de metilo (LM) y aceite de girasol
(AG).

El perfil de acidos grasos del AG fue determinado por cromatografia de gases (CG), la
composicion inicial fue la siguiente: 51,3+0.1 % de C18:206; 37,3 £0,1 % de C18:109
cis; 5,73 £ 0,01 % de C16:0; 3,27 £ 0,04 % de C18:0; 0,85 + 0,1 % de C20:109. El valor
inicial de compuestos polares (CP), indice de perdxido y contenido inicial de tocoferoles
fue de 4,20 + 0,04 %, 0,37 £ 0,1 mEq O./kg y 548 mg/kg de aceite, respectivamente.

3.2.3.1. Estabilidad oxidativa en condiciones aceleradas

Se estudid la estabilidad oxidativa de los sistemas de LM y AG sin y con microparticulas
de flavonoides-In-APS, evaluando el tiempo de inducién y la formacién de compuestos
de oxidacion, en condiciones aceleradas de oxidaciéon: burbujeo de oxigeno y
temperatura de 60°C.

3.2.3.1.1. Tiempo de Induccion

La Tabla 12, muestra los resultados obtenidos para el tiempo de induccién (TI) y el
factor de proteccion (FP) para LM y AG con y sin la adicién de microparticulas de
flavonoides (200 mg flavonoide/kg (LM o AG)) en Rancimat a 60°C con burbujeo de
oxigeno.

Tabla 12. Tiempo de induccion y factor de proteccion de linoleato de metilo y
aceite de girasol sin y con la adicion de microparticulas de flavonoides (200 mg/kg
(LM 6 AG)) en Rancimat a 60°C.

Sistema Tiempo de induccién Factor de proteccion
Q) (FP)
X £ DS (h)
LM (control) 10,9+0,72 -
LM + E-In 13,7+1,1° 1,25
LM + Q-In 90,7 £2,9° 8,32
LM + E-(In-APS) 15,7 £0,8° 1,44
LM + Q-(In-APS) 99,3 +0,9¢ 9,10
AG (control) 180 + 5,1¢ -
AG + E-In 182 + 6,22 1,01
AG + Q-In 205 + 4,4 1,14
AG + E-(In-APS) 223 +£9,2° 1,23
AG + Q-(In-APS) 279 +8,7¢ 1,55

LM: linoleato de metilo; AG: aceite de girasol; Q: quercetina; E: epicatequina; In:inulina; APS: aislado proteico
de soya; X: promedio; DS: desviacion estandar (n=3); Letras diferentes (a-d) indican diferencias significativas
entre sistemas.
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En la Tabla 12, se observa que los valores de TI fueron significativamente mayores para
AG, en comparacion a los de LM. Sin embargo, los factores de proteccion fueron
mayores en los sistemas con LM con adicion de microparticulas, principalmente para Q
(Q-In y Q-In-APS), respecto al AG, lo que se puede atribuir a la presencia de otros
componentes menores en el AG, como a-tocoferol (antioxidante natural) presente en
forma endogena en AG que también actia como antioxidante. Investigaciones previas
indican un efecto sinérgico entre tocoferoles y flavonoides (Chen et al., 2012; Marinova
et al., 2008).

Las microparticulas sin flavonoides In-APS utilizadas como un control, no presentaron
ningun efecto sobre el incremento en la estabilidad oxidativa de LM y AG, descartando
cualquier efecto dependiente de la composicion del polimero sobre la actividad
antioxidante.

Sistemas con linoletao de metilo (LM). En los sistemas de LM se observa que la adicion
de microparticulas de flavonoides sin APS (E-In y Q-In) y con APS (E-(In-APS) y Q-
(In-APS)) aumentaron significativamente (p<0,05) el TI, respecto al control (Tabla 12).
Los sistemas con microparticulas de Q presentaron los Tl mas altos, siendo el TI del
sistema con Q-In-APS (99,3 h) mayor que el sistema con Q-In (90,7 h). Estos resultados
sugieren que el LM podria disolver el APS formando canales dentro de las
microparticulas que favorecen la difusion de Q al medio lipidico. Sin embargo, no hubo
diferencias significativas en el TI entre los sistemas con E-In y E-In-APS, lo cual puede
ser atribuido a una alta interaccion entre E-In y/o a la mayor polaridad de E (factor de
apolaridad 5 y 19 para E y Q, respectivamente) que puede afectar su difusién al medio
lipidico. Los mayores valores de TI para los sistemas que contienen Q son concordantes
con los mas altos factores de proteccion (FP) encontrados en este estudio.

Sistemas con aceite de girasol (AG). La adicidén de microparticulas de Q con y sin APS
al AG, aumento significativamente el T1'y FP, siendo el sistema con Q-(In-APS) el que
presenté el mayor efecto. Con respecto a las microparticulas de E, la adicion de
microparticulas E-In a AG no presentd un efecto significativo sobre el TI del AG,
mientras que el Tl de AG aumento significativamente cuando se adicion6 APS a las
microparticulas E-In. Por lo tanto, estos resultados muestran que el APS puede favorecer
la difusién de flavonoides al medio lipidico debido a la formacién de canales dentro de
las microparticulas. Esta diferencia no se encontré en LM, lo cual se puede explicar por
la mayor polaridad de AG respecto al LM que facilitaria la difusion de E.

Por otro parte, los resultados muestran la influencia de la estructura quimica del
flavonoide sobre las propiedades antioxidantes en medios lipidicos. Asi, los mayores Tl
en LM y AG con Q-microparticulas respecto a E-microparticulas (Q-In vs. E-In y Q-(In-
APS) vs. E-(In-APS)), podria ser atribuido a la estructura quimica de estos flavonoides.
La Q tiene cinco grupos OH, que se distribuyen en el anillo A (dos grupos OH), anillo B
(dos grupos OH en posicién orto) y C (1 grupo OH), un doble enlace en posicién 2,3 y
un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C. Mientras que, E carece del doble enlace
en posicion 2,3 y del grupo 4-carbonilo en el anillo C. Por lo tanto, la capacidad de Q de
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donar un hidrégeno para estabilizar el radical peroxilo es mayor que la de E, porque el
fenoxil radical de Q se estabiliza por resonancia (Tsimogiannis y Oreopoulou, 2006).

Otros factores, ademas de las caracteristicas estructurales de los flavonoides como la
solubilidad y la polaridad pueden afectar la capacidad antioxidante de los flavonoides en
aceites. Se ha descrito que los antioxidantes hidrofilicos son més efectivos en sistemas
lipidicos “in bulk” que los antioxidantes lipofilicos (Shahidi y Zhong, 2010). La teoria
de la paradoja polar (Porter, 1993) indica que la actividad de los antioxidantes en
sistemas “in bulk” depende de su constante de particion entre la interfase aire-aceite, 10s
antioxidantes hidrofilicos tienen la habilidad para concentrarse en esta interfase donde la
oxidacion es prevalente, mientras que los antioxidantes lipofilicos se disuelven en la fase
lipidica, en consecuencia, serian menos efectivos. Cuvelier et al. (2000) determiné la
polaridad de distintos compuestos por cromatografia en capa fina, encontraron un factor
de apolaridad de 5 y 19 para E y Q, respectivamente. Q tienen mayor polaridad que E y
tendrian una mayor capacidad antioxidante al distribuirse con mayor facilidad en la
interfase aceite-aire. Por lo tanto, la efectividad de los antioxidantes utilizados en este
estudio dependeria de su polaridad y de las caracteristicas estructurales (Laguerre et al.,
2015, Shahidi y Zong, 2010).

En general, el efecto antioxidante observado para Q es concordante con los resultados
reportados por Palma et al. (2017) para microparticulas de flavonoides elaboradas con
inulina como agente encapsulate y capsul como agente canalizante, donde las
microparticulas de Q-In-capsul adicionadas a LM (60°C) mostraron alta estabilidad
oxidativa incrementando el Tl de LM.

3.2.4.1.2. Formacion y distribucion de compuestos de oxidacion

En los ensayos de TI, se demostré que la adicion de microparticulas de flavonoides-In-
APS mejoraron la estabilidad oxidativa de LM y AG. En este contexto, la evolucion de
los compuestos de oxidacion y su distribucion se estudiaron en LM y AG sin y con
microparticulas de flavonoides (E-(In-APS) y (Q-(In-APS)) en condiciones aceleradas
de oxidacion (burbujeo de oxigeno y 60°C), como se muestra en la Figura 19 (A-F).

En los sistemas con LM (Figuras 19 A-C) sin y con la adicion de microparticulas de
flavonoides (E-In-APS y Q-In-APS), se observa que los monémeros oxidados son los
primeros compuestos en formarse, porque son caracteristicos de los estados iniciales o
tempranos de oxidacion. Cuando la oxidacion avanza, aumenta la formacion de
compuestos de polimerizacion, indicando el inicio de la propagacion (Dobarganes y
Marquez-Ruiz, 2007) y que corresponde al Tl (Tabla 12).

La formacion y distribucion de compuestos de oxidacion en las muestras de AG (Figura
19 D-E) con y sin microparticulas de flavonoides se determind por inyeccion directa al
HPSEC (Dobarganes et al., 1988). Se cuantificaron los polimeros y dimeros, pero no los
monomeros oxidados, debido a que los mondmeros oxidados y los triglicéridos no
oxidados eluyen al mismo tiempo de retencion, porque presentan pesos moleculares
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similares (Méarquez-Ruiz et al., 2003). En los sistemas con AG se observa que el inicio
de la formacion de polimeros coincide con el TI (Tabla 12)
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Figura 19. Formacion y distribucién de compuestos de oxidacién en LM y AG sin y con microparticulas
flavonoides-In-APS, sometidos a condiciones aceleradas de oxidacion (burbujeo de oxigeno y 60°C). A)
LM, B) LM+E-(In-APS), C) LM+Q-(In-APS), D) AG, E) AG+E-(In-APS), F) AG+Q-(In-APS).

(®) mondmeros oxidados, (m) dimeros y (A) polimero.

En los sistemas de LM y AG se encontr6 que las microparticulas de flavonoide (Q y E)-
In-APS retardaron la formacion de compuestos de oxidacion y previnieron las
reacciones de polimerizacion, siendo aquellos sistemas con Q los que presentaron mayor
estabilidad.
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3.2.3.2. Estabilidad oxidativa durante almacenamiento en placa
3.2.3.2.1. Formacion de compuestos polares durante el almacenamiento en placa

En la Tabla 13, se muestra la evolucién en el contenido de compuestos polares para los
sistemas de AG sin y con la adicion de microparticulas de flavonoides, sin APS
((AG+E-In y AG+Q-In)) y con APS ((AG+E-(In-APS) y AG+Q-(In-APS)), durante el
almacenamiento a 60°C en placa (sin burbujeo de oxigeno) durante 35 dias de
almacenamiento. Se puede apreciar que el contenido inicial de CP del AG es inferior al
5%, lo cual indica un aceite de buena calidad (Masson et al., 1997; Velasco et al., 2010).

Tabla 13. Evolucion del contenido de compuestos polares en AG sin y con la adiccion
de microparticulas de flavonoides con APS y sin APS (200 mg/kg AG), almacenados
en placa a 60°C.

Compuestos polares (%)

X+ DE
Tiempo AG AG+E-(In-APS)  AG+Q-(In-APS) AG+(E-In) AG+(Q-In)
(Dias)

0 3,8+0,8° 3,8+0,8° 3,8+0,8° 3,8+0,8° 3,8+0,8°
3 4,2+0,62 3,6 £0,012 6,5+0,1° 4,0 +0,362 7,6 +0,1¢
7 8,3+0,4? 8,6 £ 0,22 8,7+0,7° 8,7 £ 0,062 8,7+0,1°
11 9,6 +£0,3? 9,8+0,3? 9,6 £0,5° 9,9 £0,07? 11,1+0,5%
14 13,4 £ 0,42 10,6 £ 0,52 10,4 + 0,52 11,4 +0,4° 11,8 +0,7°
21 15,2 +1,0¢ 12,8 +£1,0® 11,9+0,18 139+23%  145+0,6®
28 23,4+05° 16,4 +0,5° 227+27° 254 +51° 23,7+ 1,8
35 36,3+0,5" 29,9 + 0,042 28,0+ 122 334+40%® 315+33%

AG: aceite de girasol; E: epicatequina; Q: quercetina; APS: aislado proteico de soya; In: inulina; X: promedio; DE:
desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre los sistemas.

Los resultados mostraron un aumento gradual en el contenido de los compuestos polares
(CP) con el tiempo de almacenamiento en todos los sistemas estudiados. No obstante, a
los 35 dias de almacenamiento los sistemas de AG con microparticulas con APS (Q-(In-
APS) y E-(In-APS)) disminuyeron significativamente (p<0,05) el contenido de CP,
respecto al AG. Contrariamente, los sistemas de AG con microparticulas sin APS (E-In
y Q-In) no mostraron diferencias significativas en el contenido de CP, respecto al AG.
Por otro lado, los valores de CP a los 35 dias de almacenamiento fueron mayores para
los sistemas de AG con microparticulas sin APS respecto a aquellos con APS, aunque
estas diferencias no fueron significativas, sugieren la influencia del APS como agente
canalizante sobre la estabilidad del aceite.

En aceites con flavonoides libres, se ha reportado la relacion entre las caracteristicas
estructurales de los flavonoides y la actividad antioxidante, donde se encontrd que el
namero y posicion de los grupos hidroxilo en el anillo B (principalmente orto y para), la
presencia de un doble enlace 2,3 en el anillo C y la glicosilacién del hidroxilo (3-OH)
del anillo C, influyen en la actividad antioxidante en matrices lipidicas (Palma et al.,
2014, Pekkarinen et al., 1999). Sin embargo, en este trabajo no se encontraron
diferencias significativas para CP a los 35 dias de almacenamiento entre AG+Q-(In-
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APS) y AG+E-(In-APS) y entre AG+(Q-In) y AG+(E-In), mostrando que el tipo de
flavonoide no presentd un efecto sobre la estabilidad oxidativa de AG.

El hecho de que las diferencias entre las microparticulas sin y con incorporacion de APS
no fueron significativas al final del estudio (dia 35), en contraste con las diferencias
encontradas en los ensayos de Rancimat, puede atribuirse a las diferentes condiciones
aplicadas. En los ensayos con método de Rancimat (TI), la oxidacion se acelera como
resultado del burbujeo del aire y se observan diferencias en ausencia y presencia de
agente canalizante y tipo de flavonoides sobre el TI. Mientras que en los ensayos en
placa (sin burbujeo de oxigeno) con almacenamiento a largo plazo, la influencia de la
estructura de los flavonoides entre E y Q, no se observo; asi como tampoco el efecto de
un agente canalizante. Como ha sido reportado previamente por Velasco et al. (2009), el
efecto combinado de las variables involucradas en la oxidacion, entre las cuales el
oxigeno puede ser o no un factor limitante, puede tener una importante influencia en las
diferencias comparativas entre las muestras cuando se ensayan durante un
almacenamiento a largo plazo.

3.2.3.2.2. Distribucion de compuestos polares durante el almacenamiento en placa

En la Tabla 14, se presenta el contenido de la fraccién polar para los sistemas de AG
control y con la adicién de microparticulas de flavonoides sin (E-In y Q-In) y con agente
canalizante (E-(In-APS) y Q-(In-APS)) durante el almacenamiento en placa a 60°C.

La distribucion de compuestos de oxidacion de la fraccion polar de los sistemas de AG
sin y con adicion de microparticulas de flavonoide durante 35 dias de almacenamiento a
60°C, los compuestos identificados se agruparon por el tipo de deterioro (polimeros de
triglicéridos PTG, dimeros de triglicéridos DTG vy triglicéridos oxidados TGOX,
diglicéridos DG y acidos grasos libres AGL).
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Tabla 14. Distribucién de los compuestos de oxidacion en aceite de girasol sin y con
microparticulas de flavonoides, sin y con agente canalizante (APS), almacenados en placa a
60°C.

Distribucion de Compuestos de oxidacion (%o)

Sistemas
(Dias) TGOX DTG PTG DG AGL
AG (control) 3 3,0+0,71 0,2+0,04 0,0+0,0 0,9+0,42 02+0,1
AG (control) 35 16,28+ 0,6°¢ 10,1 +0,4¢ 8,2+0,3" 1,2+0,4° 0,3+0,0%
AG+E-(In-APS) 3 2,60 +,03 0,3+ 0,06 Nd 0,5+0,03 0,2+0,06
7 5,9+0,30 0,7+ 0,04 0,1+0,001 1,4+0,14 0,4+0,11
11  59+091 1,5+ 0,32 1,2+0,62 1,1+0,17 0,3+0,04
14 5,2+ 1,23 1,6+0,14 1,3+0,36 5,1+3,00 0,3+0,02
21 8,5+ 0,16 2,2+ 0,37 0,8+0,08 1,1+0,02 0,2+0,01
28 11,1+ 0,44 2,2+0,10 1,1+0,03 1,5+ 0,06 0,3+0,01
35 13,6+ 0,56% 6,9+ 0,172 7,3+0,18° 1,7+0,57° 0,4 +0,04¢
AGH+E-In* 35 17,6+ 1,5¢ 8,9+ 0,7 4,7+0,12 1,3+0,27% 0,3 +0,06®

AG+Q-(In-APS) 3 4,6+ 0,09 0,4+0,01 0,1+0,01 1,0+£0,02 03%0,01
7 2,2+ 0,54 0,9+0,09 0,5+0,02 1,0+0,21 0,02+0,01
11 6,8 +0,56 0,5+0,09 0,1+0,02 1,3+0,13 0,8+0,02
14 7,5+ 0,54 0,5+0,09 0,1+0,02 0,8+0,13 0,2+0,02
21 8,1+ 0,03 2,1+0,01 0,4+0,02 1,13+0,0 0,3+0,0
28 12,6+ 2,11 3,3+0,25 0,9+0,36 1,8+0,14 050,08
35 12,2+ 0,24* 9,1+047* 53+0,14% 1,1+0,07% 0,4+0,02"

AG+Q-In* 35 16,9+2,9° 7,641,622 52 +3,8° 1,2+0/48* 0,2+0,07*

AG: aceite de girasol; TGOx: monémeros oxidados; DTG: dimeros; PTG: polimeros; DG: digliceridos; AGL: 4cidos grasos libres;
Letras distintas (a-d) indican diferencias significativas (p<0,05) entre sistemas a los 35 dias de estudio; *dia 35 de almacenamiento.

En general, los resultados muestran que en todos los sistemas estudiados, los TGOXx son
los compuestos detectados mayoritariamente y corresponden a los primeros estados de
oxidacion. En particular, el sistema de AG+ Q-(In-APS) disminuyad significativamente la
formacion de TGOx con respecto al AG (control) y con repecto a los sistemas de AG
con microparticulas sin APS (AG+E-In y AG+Q-In). El efecto del agente canalizante se
observd al comparar los sistemas AG+Q-(In-APS) vs AG+(Q-In) y AG+E-(In-APS) vs
AG+(E-In) en el dia 35 de almacenamiento, donde los sistemas con APS presentaron un
contenido significativamente menor de TGOx respecto a los sistemas sin APS. Sin
embargo, el tipo de flavonoide no tuvo un efecto significativo sobre el conteido de
TGOXx en el dia 35 de almacenamiento.

Similar a los TGOX, la evolucion de DTG y PTG se incrementa conforme progresa la
oxidacion y la aparicion de polimeros corresponde al inicio de la propagacion en AG. En
el presente estudio, la adicion de Q-(In-APS), Q-In y E-In a AG, mostré el efecto
protector de las microparticulas (Q y E) en retardar las reacciones de polimerizacion en
el AG, a los 35 dias de almacenamiento. Sin embargo, no se encontro un efecto claro del
agente canalizante y tipo de flavonoide sobre el contenido de DGT y PTG.
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El predominio de los compuestos (PTG, DTG y TGOXx) de degradacion termooxidativa
encontrada en este estudio, corresponden a la formacion que se esperaria conforme la
oxidacion progresa en aceites (Velasco et al., 2010).

3.2.3.2.3. Evolucién de tocoferoles en sistemas con AG durante el almacenamiento
en placa

En las Figuras 20 (A 'y B), se muestra la formacion de CP y retencion de a-tocoferol para
los sistemas de AG (control), AG con microparticulas de flavonoides sin y con agente
canalizante (APS), durante el almacenamiento en placa, para epicatequina y quercetina,
respectivamente.

El principal tocoferol presente en el AG, es el a-tocoferol, con un contenido de 548
mg/kg AG. El estudio de su evolucion se fundamente en investigaciones previas donde
se describe una interaccion entre flavonoide y a-tocoferol (Pekkarinen et al., 1999;
Pazos et al., 2007).
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Figura 20. Formacién de CP (simbolos sélidos) y retencion de a-tocoferol (simbolos abiertos)
en aceite girasol control AG (e 0), A) AG+E-In (m 0) y AG+E-In-APS (v,v) B) AG+Q-In (m
o) y AG+Q-In-APS (v,V) durante los ensayos de almacenamiento en placa a 60°C.

De acuerdo con las Figuras 20 A y B, la retencion del a-tocoferol durante los estudios de
almacenamiento en placa (sin burbujeo de oxigeno), se puede observar que a medida que
aumenta el tiempo de almacenamiento, se produce un incremento gradual en la
formacion de compuestos polares. En general, entre los dias 14 a 21, la oxidacion se
acelera en todos los sistemas debido a la disminucion en la retencion del contenido de a-
tocoferol, siendo significativamente mayor (p<0,05) para AG control. Por otra parte,
como lo indican las Figuras 20 B (AG+E-In y AG+E-(In-APS)) y 20 A (AG+Q-In y
AG+Q-In-APS), después de 11 dias de almacenamiento, todos los sistemas de AG con la
adicion de microparticulas sin APS (Q-In y E-In) presentaban una mayor retencion de a-
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tocoferol y los sistemas con APS (Q-(In-APS) y E-(In-APS)) una menor retencion de a-
tocoferol, similar al AG. Los flavonoides y tocoferoles compiten por los radicales
peroxilo pero al mismo tiempo puede ocurrir una regeneracion entre flavonoide y
tocoferoles, donde flavonoides regeneran tocoferoles o viceversa (Pekkarine et al., 1999;
Pedrieell y Skibsted, 2002; Becker et al., 2007). El mecanismo que describe la
interaccion entre flavonoides y tocoferoles no esta aun bien definido (Marinova et al.,
2008). Pero la interaccion entre estos compuestos ha quedado demostrada en distintas
investigaciones, como lo reportd Chen et al., (2012), quienes encontraron un efecto
sinérgico-antioxidante entre quercetina y o-tocoferol, debido a la regeneracion de
tocoferol oxidado por quercetina en sistemas de peliculas comestibles.

En la Tabla 15, se presentan las constantes de velocidad de degradacion de primer orden
de los tocoferoles AG y AG con la adicion de microparticulas de flavonoide sin APS (E-
Iny Q-In) y con APS (E-(In-APS) y Q-(In-APS)) calculadas como la pendiente de un
grafico del logaritmo natural del porcentaje de retencion versus el tiempo (Anexo 9).

Tabla 15. Constante de velocidad de degradacion de primer orden
para a-tocoferol en sistemas de aceite de girasol sin y con la adicion
de microparticulas de flavonoides sin APS y con APS.

Sistemas Kobs (dias™)
a-tocoferol
10%X + 10°DE
AG 17,3 +£0,12
AG + E-In 15,0x+0,1°
AG + Q-In 14,7 £ 0,04¢
AG + E-In-APS 17,2 £ 0,001
AG + Q-In-APS 16,1 +0,03°

AG: aceite de girasol; Q: quercetina; E: epicatequina, In: inulina, APS: aislado proteico
de soya,; Kobs: constante de velocidad de degradacion del a-tocoferol. Los resultados se
expresan como X (promedio) + DE (desviacién estandar) (n=3). Letras diferentes (a-d)
indican diferencias significativas entre sistemas.

Los sistemas de AG con adicion de microparticulas de flavonoides de E y Q sin APS
presentaron constantes de velocidad de degradacion de a-tocoferol significativamente
menores con respecto al AG (control) y a los sistemas con APS (E-(In-APS) y Q-(In-
APS)). Por otra parte, la formacion de CP a los 35 dias de almacenamiento fue menor en
los sistemas de AG con microparticulas con APS (aunque no significativa) como se
mostr6 en la Tabla 13. Estos resultados sugieren que una mayor velocidad de
degradacion de a-tocoferol y un menor contenido de CP (dia 35) en los sistemas de
AG+microparticulas de flavonoides con APS, se podria explicar por una mayor
degradacion de tocoferol por su accion antioxidante y/o una mayor velocidad de
degradacion de tocoferol para regenerar los flavonoides, los cuales protegerian a los
sistemas de la oxidacion.

Estos resultados estan en linea con los encontrados para CP durante el almacenamiento
en placa donde no se encontraron diferencias significativas al final del estudio de
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estabilidad (dia 35), lo que sugiere que cuando se alcanza un nivel de oxidacion
avanzado, no existe influencia de la estructura quimica del flavonoide (E y Q) y de la

presencia de APS en las microparticulas en los estudios de almacenamiento en placa (sin
burbujeo de oxigeno)
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CONCLUSIONES

El grado de cristalinidad de microparticulas de flavonoides E y Q elaboradas con
inulina por secado por atomizacion dependio de la temperatura de la solucion de
alimentacion. Las microparticulas elaboradas con menor temperatura de alimentacion
presentaron mayor predominio de zonas cristalinas y mayor eficiencia de
encapsulacion. Asi, la temperatura de alimentacion en el secado por atomizacion seria
una estrategia para controlar otras propiedades de las microparticulas como el tamarfio
de particula, la humedad y morfologia entre otras, lo que condiciona la aplicabilidad
de las microparticulas en sistemas alimentarios.

El grado de cristalinidad de microparticulas de flavonoides (Q y E) con inulina (200
mg/kg) influy6é sobre la estabilidad oxidativa de linoleato de metilo y aceite de
girasol a 60°C, dependiendo del tipo de flavonoide. En microparticulas de E no se
encontré un efecto del grado de cristalinidad sobre el TI (con burbujeo de oxigeno) y
compuestos polares (almacenamiento en placa), mientras que las microparticulas de
Q con predominio de zonas amorfas aumentaron el T1 y disminuyé la formacién de
compuestos polares.

En microparticulas de flavonoides con inulina como agente encapsulante y APS
como agente canalizante, se confirmo la formacion de canales, en una matriz lipidica
por microscopia confocal de barrido laser. EI mecanismo involucraria la disolucion
de moléculas de APS por el medio lipidico, formando canales dentro de la red
polimérica que favoreceria la interaccion flavonoide encapsulado con el medio
lipidico y por lo tanto la difusion del flavonoide hacia el medio lipidico

La incorporacion de un agente canalizante (APS) en microparticulas de flavonoides
(Q y E) con inulina (200 mg/kg) a matrices lipidicas (linoleato de metilo y aceite de
girasol) aumentan en el TI de los sistemas lipidicos, retardan la formacién de
compuestos de oxidacion y previenen reacciones de polimerizacion, siendo mas
evidente en las microparticulas con Q. La magnitud del efecto dependié del tipo de
flavonoide (polaridad, solubilidad, interaccion flavonoide-inulina) y del tipo de
matriz lipidica.
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ANEXO 1
Determinacion de la composicion de acidos grasos.

El anélisis de los acidos grasos del aceite de girasol (AG) se realizé de acuerdo con el
siguiente procedimiento.

Reactivos

KOH en metanol.

Hexano p.a.

Estandares (Calbiochem, Merck, Darmstadt, Alemania)

Procedimiento

Derivatizacion de &cidos grasos: metilacion en frio con una solucién metandlica de
hidroxido potasico: se peso el aceite (100 mg) en un matraz aforado, se agregd 500 pL
de KOH en metanol y 3 mL de hexano. Posteriormente se agitd por 30 s y se dejo
reposar por 30 min.

Determinacion por cromatografia de gases (CG): se inyectd 0,5 puL de la fase superior
(hexano) al cromatdgrafo de gases HP 5890 serie Il equipado con detector de ionizacion
de llama, sistema Split y columna capilar BPX 70 de 50 m de largo, 0,25um de espesor
de film y 0,25 mm de didmetro interno.

La temperatura inicial del horno fue de 160 °C, durante 3 min y luego se programo con
un incremento de 1 °C/min, hasta alcanzar 230 °C. La temperatura del inyector y la del
detector correspondio a 240 °C. El gas portador correspondio a hidrégeno.

Para identificar a los acidos grasos, se compararon los tiempos de retencion relativos de
la muestra de aceite con los tiempos de retencion de un estandar inyectado previamente.
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) ANEXO 2
Indice de peroxidos

El indice de peroxido (PV) se determind segun el método de IUPAC (2.411) Este méto-
do permite determinar todas aquellas sustancias (miliequivalentes de perdxido por Kg de
grasa) que oxidan el ioduro de potasio KI, los cuales pueden ser principalmente peroxi-
dos originados por la oxidacion del aceite. La técnica se fundamenta en una titulacion
iodométrica y se basa en la capacidad oxidante de los peroxidos para liberar iodo a partir
de ioduro de potasio.

Procedimiento

Se peso el aceite (5 g) en un baldn de fondo plano de 250 mL, en una balanza analitica.
Se adicionaron 30 mL de solucion de acido acético:cloroformo (3:2 v/v) agitando sua-
vemente hasta lograr su disolucion. Se afiadié 3 g de KI'y 0,5 mL de H20 destilada, se
agitd y se dejo en reposo en oscuridad durante 1 min. Posteriormente se agregaron 30
mL de H20 destilada, 0,5 mL de una solucién de almidon (1% p/v) como indicador y se
tituld con una solucion de tiosulfato de sodio 0,01N hasta la desaparicion del color azul,
empleando una microbureta. El indice de peréxido se calculd en base a la siguiente
ecuacion:

B (V1—Vo) xNx100

IP
P

Donde:

Vo= mL de Tiosulfato de sodio usado para el blanco.

V1= mL de Tiosulfato de sodio usado en la muestra.
N= Normalidad del tiosulfato de sodio
P=Peso de la muestra (g)
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ANEXO 3

Determinacién de tocoferoles en aceite de girasol (AG) inicial y sometido a
calentamiento en placa con adicion de microparticulas de flavonoides.

Reactivos

Hexano HPLC

Estandares de tocoferoles alfa, beta, gama y delta (Merck, Darmstadt, Alemania).
Matraz aforado de 10 ml color ambar.

Procedimiento

Las muestras de aceite se filtraron y se pesé 100 mg en un matraz ambar (10 mL). Lue-
go, se aford con hexano HPLC, se agité suavemente (30 s) en vortex y posteriormente se
inyecto (20 pL) al HPLC.

La identificacion y cuantificacion de tocoferoles se realizd por comparacion con los es-
tandares de tocoferoles de concentracion conocida, mediante la siguiente formula:

(axC*V=xD)
(A*P)

ppm Tocoferoles =

Donde:

a = Area del peak del tocoferol en la muestra

C= Concentracion de tocoferol en el estandar (ug/mL)
V= Volumen del matraz aforado (mL)

D= Factor de dilucién

A= Area del peak del tocoferol en el estandar

P=Peso de la muestra (g)
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ANEXOS 4

Cromatografia en columna para determinacion de compuestos polares en el aceite
de girasol (AG) sin y con la adicion de microparticulas, sometidos a calentamiento
en placa.

Determinacion del porcentaje de compuestos polares por cromatografia en columna
abierta (AOCS Cd 20-91,1993).

Reactivos

Eter de petroleo: éter etilico (87:13 v/v)

Eter etilico p.a.

Silica gel 60 (tamafio de particula: 0,063-0,2 mm, Merck) ajustada a un contenido de
humedad de un 5%.

Arena de mar p.a.

Columna de vidrio (10 mm didmetro interno, 150 mm longitud, con llave de paso). En la
parte superior contiene balén de 100 mL conectado a la columna

Procedimiento

Se peso 1 g de las muestras de aceite en una balanza analitica, registrando el peso exac-
to. La silica gel se activd a 160 °C por 4 h, luego se ajusto la humedad a un 5% (p/p),
con agua destilada. Se colocaron matraces de 100 mL en una estufa a 100°C durante 30
min y se dejaron enfriar en el desecador, luego se registro el peso de los matraces.

Preparacion de la columna

Se coloc6 algoddn en la base de la columna. Para rellenar la columna se preparo la silica
(5g) con 10 mL de éter de petréleo:eter etilico (87:13 v/v) y se se adiciono a la columna,
asegurandose de traspasar toda la silica, evitando la formacion de burbujas por medio de
suaves golpes en las paredes de la columna con una espatula plastica. Posteriormente, se
adiciond arena de mar (500 mg). El aceite se sembrd con pipeta asteur, enjuagando el
dedal varias veces con la fase movil (éter de petrdleo: éter etilico (87:13 v/v)), luego la
columna se eluy6 con 60 mL de la fase mdvil, con un flujo de 1 mL/min. En un matraz
esmerilado de 100 mL se recolectd toda la fraccion | (compuestos no polares). La fase 11
(compuestos polares) se eluyd con éter etilico (60 mL) a un flujo de 1 mL/min. Final-
mente, ambos matraces se llevaron a evaporador rotatorio hasta remover todo el solven-
te, se colocaron en estufa por 10 min y luego en un desecador. Para eliminar el oxigeno,
se agregd nitrogeno y se pesaron hasta alcanzar peso constante.

La fraccion | corresponde a los triglicéridos no alterados y la fraccion 1l a los triglicéri-
dos alterados o compuestos polares totales. El porcentaje de compuestos polares se cal-
cul6 en base a la siguiente ecuacion:

Peso abtenide de la fraccidon
LCP = *

(g) de la muestra

80



ANEXOS 5

Tiempo de Inducciéon (Rancimat) para linoleato de metilo y aceite de girasol sin y
con adicién de microparticulas

Este método se basa en la medicion del tiempo de resistencia a la termooxidacion de un
aceite o materia grasa sometida a calentamiento en presencia de un flujo de constante de
aire. Este proceso produce la oxidacion de las moléculas de acidos grasos en la muestra.
En primer lugar, se forman perdxidos como productos de oxidacion primarios, estos se
descomponen y se forman productos de oxidacion secundarios, entre ellos, acidos orga-
nicos volétiles de bajo peso molecular, por ejemplo, &cido acético y acido férmico. Los
productos de oxidacion de naturaleza volatil son transportados por la corriente de aire a
la celda de medicién donde se dispersaron en una solucion de muy baja conductividad
(agua bidestilada). Alli tiene lugar la medicién continua de la conductividad. EI aumento
de la conductividad indica la presencia de acidos volatiles. El tiempo transcurrido hasta
la formacién de estos productos de reaccion secundarios es lo que se denomina tiempo
de induccion, periodo de induccion o indice de estabilidad oxidativa.

Entrada de aire
| Electrodo

Tubo de
reaccion

Celda de
medida

Soluci6n de
absorcién (agua)

Bloque de
calentamiento

Esquema del funcionamiento del equipo
Rancimat

Procedimiento

Las muestras de aceite se pesaron en una balanza analitica (3 g). El estudio se realizé a
una temperatura de 60 °C. Se agregd 90 mL de agua destilada a cada una de las celdas de
medicién. Se colocaron los electrodos en estas celdas y los tubos que contenian las
muestras en la placa calefactora del equipo. Se conect6 el flujo de aire, verificandose
que la conductividad inicial de los electrodos no sobrepasara los 2 uS/cm. Las determi-
naciones fueron realizadas por triplicado, determinando como parametro el tiempo de
induccion (T1) y los uS/cm en un equipo Rancimat 892 Professional (Metrohm).
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ANEXO 6
Cromatografia de exclusion por tamafio (HPSEC).

A partir de la fraccion de compuestos polares de las muestras de aceite AG, se pueden
separar mediante cromatografia liquida de exclusion, 5 grupos de compuestos de peso
molecular diferenciado, que en general, se distribuyen en 3 grupos diferentes. El grupo
de deterioro térmico que corresponde a los polimeros de triglicéridos (PTG) y dimeros
de triglicéridos (DTG) caracteristicos de la alteracion térmica. EI grupo de los triglicéri-
dos oxidados (TGOx) originados exclusivamente por el oxigeno del aire y que constitu-
yen el deterioro oxidativo y los compuestos de hidrdlisis atribuidos a la accion de la hu-
medad que corresponden a diglicéridos (DG) y acidos grasos libres (AGL).

Equipo: Merck Hitachi L-6200, detector de indice de refraccion Merck RI-71, integrador
Merck Hitachi 2500. Columnas: dos columnas PL-gel, Hewlett Packard (250 cm de lar-
go x 4,6 mm d.i. x 100 y 500 A de tamaiio de poro), conectadas en serie, empacadas con
un copolimero de estirenodivinilbenceno altamente entrecruzado (5 um tamario de parti-
cula).

Condiciones de analisis HPLC.

Fase movil: tetrahidrofurano (THF) grado HPLC
Velocidad de flujo: 1 mL/min

Tiempo de corrida: 20 min por muestra.

Procedimiento.

Las muestras de los sistemas de LM, AG (control) y de AG con adicién de microparticu-
las de E, N y Q, se disolvieron en THF, obteniendo una concentracion entre 7 a 12
mg/mL. La identificacion de las especies de deterioro térmico, oxidativo e hidrolitico se
realizd por comparacion de los tiempos de retencidn de los peaks obtenidos en las mues-
tras con patrones de especies de deterioro térmico, oxidativo e hidrolitico. EI contenido
de las diferentes especies de deterioro se calculé:

(A= PTG/Z A)

PTG(%) = P
DTG(%) = (4 Dg;;’@ A
TGO(%) = (4* Dg;;f‘g A)
p(se) - 1 29/
AGL(%) = (A= ACGFL,.’E A)
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Donde:

A: area del peak correspondiente.
Y A= suma de todas las areas de los peaks.
CP= porcentaje de compuestos polares en el aceite.

% PTG: porcentaje de polimeros de triglicéridos en el aceite

% DTG: porcentaje de dimeros de triglicéridos en el aceite

% TGOX: porcentaje de polimeros de triglicéridos oxidados en el aceite
% DG:  porcentaje de polimeros de diglicéridos en el aceite

% AGL: porcentaje de polimeros de acidos grasos libres.
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ANEXO 7

Anédlisis de varianza para la eficiencia de encapsulacion y la liberacién de
flavonoides (LH) en hexano (t14), para el disefio Box-Behnken de los sistemas de

microparticulas de flavonoides (E, N y Q) con inulina y aislado proteico de soya
Analisis de varianza - Optimizacion sistema de microparticulas E-(In-APS)

7.1. Andlisis de Varianza de eficiencia de encapsulacion para el disefio Box-
Behnken de E-(In-APS) con inulina como agente encapsulante y APS

como agente canalizante

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |F-ratio p-Valor
A:Relacién 123,245 1 123,245 7,46 0,0412
B:APS 110,261 1 110,261 6,67 0,0492
C:Temperatura 30,0313 1 30,0313 1,82 0,2354
AA 2,5641 1 2,5641 0,16 0,7098
AB 117,722 1 117,722 7,13 0,0444
AC 97,0225 1 97,0225 5,87 0,0599
BB 1362,31 1 1362,31 82,47 0,0003
BC 17,64 1 17,64 1,07 0,3488
CcC 41,231 1 41,231 2,50 0,1750
Total error 82,5992 5 16,5198

Total (corr.) 2027,44 14

R-cuadrada = 95,9259 percent
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 88,5926 percent
Error estandar del est. = 4,06446
Error absoluto medio = 1,80222
Estadistico Durbin-Watson = 1,69496 (P=0,1336)
Autocorrelacion residual de Lag 1=-0,107982

7.2. Andlisis de Varianza para la liberacion en hexano (t14) para el disefio Box-
Behnken de E-(In-APS) con inulina como agente encapsulante y APS como

agente canalizante

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |F-ratio p-Valor
A:Relacién 16,82 1 16,82 1,14 0,3349
B:APS 5196,9 1 5196,9 351,49 0,0000
C:Temperatura 45,6013 1 45,6013 3,08 0,1394
AA 295,763 1 295,763 20,00 0,0066
AB 18,0625 1 18,0625 1,22 0,3194
AC 115,563 1 115,563 7,82 0,0382
BB 206,31 1 206,31 13,95 0,0135
BC 0,64 1 0,64 0,04 0,8434
CC 393,621 1 393,621 26,62 0,0036
Total error 73,9275 5 14,7855

Total (corr.) 6247,03 14

R-cuadrada = 98,8166 percent
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 96,6865 percent
Error estandar del est. = 3,84519
Error absoluto medio = 1,88333
Estadistico Durbin-Watson = 1,69653 (P=0,1342)
Autocorrelacion residual de Lag 1= 0,138571
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7.3. Optimizacion conjunta.

Optimizar Deseabilidad
Valor 6ptimo = 0,806163

Factor Bajo Alto Optimo
Relacion 20,0 50,0 50,0
APS 0,0 1,7 0,400802
Temperatura 120,0 160,0 159,999
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Analisis de varianza - Optimizacion sistema de microparticulas N-(In-APS)

7.4. Andlisis de Varianza de eficiencia de encapsulacion para el disefio Box-
Behnken de N-(In-APS) con inulina como agente encapsulante y APS
como agente canalizante

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio |F-ratio p-Valor
A:Relacion 0,98 1 0,98 0,10 0,7628
B:APS 453,005 1 453,005 46,96 0,0010
C:Temperatura 0,605 1 0,605 0,06 0,8122
AA 33,2308 1 33,2308 3,45 0,1226
AB 28,09 1 28,09 2,91 0,1486
AC 1,21 1 1,21 0,13 0,7377
BB 5,76923 1 5,76923 0,60 0,4743
BC 11,56 1 11,56 1,20 0,3235
CC 28,9477 1 28,9477 3,00 0,1438
Total error 48,23 5 9,646

Total (corr.) 616,729 14

R-cuadrada = 92,1797 percent

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 78,1032 percent
Error estandar del est = 3,1058

Error absoluto medio = 1,34

Estadistico Durbin-Watson = 1,84409 (P=0,2025)
Autocorrelacion residual de Lag 1=-0,0111575

7.5. Analisis de Varianza para la liberacion en hexano (t14) para el disefio Box-
Behnken de N-(In-APS) con inulina como agente encapsulante y APS como
agente canalizante

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |F-ratio p-Valor
A:Relacion 14,8513 1 14,8513 2,29 0,1903
B:APS 574,605 1 574,605 88,76 0,0002
C:Temperatura 0,10125 1 0,10125 0,02 0,9053
AA 54,9664 1 54,9664 8,49 0,0333
AB 0,3025 1 0,3025 0,05 0,8374
AC 0,64 1 0,64 0,10 0,7659
BB 45,6626 1 45,6626 7,05 0,0451
BC 0,1225 1 0,1225 0,02 0,8960
CC 10,1541 1 10,1541 1,57 0,2658
Total error 32,3692 5 6,47383

Total (corr.) 741,94 14

R-cuadrada = 95,6372 percent

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 87,7842 percent
Error estandar del est = 2,54437

Error absoluto medio = 1,28222

Estadistico Durbin-Watson = 2,62523 (P=0,7337)
Autocorrelacidn residual de Lag 1=-0,429214

7.6. Optimizacion conjunta.
Optimizar Deseabilidad
Valor 6ptimo = 0,615469

Factor Bajo Alto Optimo
Relacion 20,0 50,0 38,6063
APS 0,0 1,7 0,126739
Temperatura 120,0 160,0 120,0




Analisis de varianza - Optimizacion sistema de microparticulas Q-(In-APS)

7.7. Andlisis de Varianza de eficiencia de encapsulacion para el disefio Box-
Behnken de Q-(In-APS) con inulina como agente encapsulante y APS
como agente canalizante

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio |F-ratio p-Valor
A:Relacion 50,5012 1 50,5012 14,72 0,0122
B:APS 246,42 1 246,42 71,85 0,0004
C:Temperatura 1,71125 1 1,71125 0,50 0,5115
AA 26,0108 1 26,0108 7,58 0,0401
AB 46,24 1 46,24 13,48 0,0144
AC 175,562 1 175,562 51,19 0,0008
BB 64,4878 1 64,4878 18,80 0,0075
BC 123,21 1 123,21 35,92 0,0019
CC 193,854 1 193,854 56,52 0,0007
Total error 17,1492 5 3,42983

Total (corr.) 968,797 14

R-cuadrada = 98,2298 percent

R-cuadrada (ajustada por g.l.)= 95,0436 percent
Error estandar del est. = 1,85198

Error absoluto medio = 0,907778

Estadistico Durbin-Watson = 1,95296 (P=0,2635)
Autocorrelacion residual de Lag 1=-0,091086

7.8. Analisis de Varianza para la liberacion en hexano (tia) para el disefio Box-
Behnken de Q-(In-APS) con inulina como agente encapsulante y APS
como agente canalizante

Source Sum of Squares Df |[Mean Square F-Ratio P-Value
A:Relacion 0,005 1 0,005 0,00 0,9912
B:APS 1005,76 1 1005,76 27,23 0,0034
C:Temperatura 7,80125 1 7,80125 0,21 0,6651
AA 344,431 1 344,431 9,32 0,0283
AB 9,3025 1 9,3025 0,25 0,6371
AC 40,3225 1 40,3225 1,09 0,3440
BB 370,463 1 370,463 10,03 0,0249
BC 12,96 1 12,96 0,35 0,5794
CC 465,924 1 465,924 12,61 0,0164
Total error 184,699 5 36,9398

Total (corr.) 2508,53 14

R-cuadrada = 92,6372 percent

R-cuadrada (ajustada por g.1.)= 79,3841 percent
Error estandar del est. = 6,07781

Error absoluto medio = 3,00556

Estadistico Durbin-Watson = 2,18999 (P=0,4215)
Autocorrelacion residual de Lag 1=-0,168146

7.9. Optimizacion conjunta.
Optimizar Deseabilidad
Valor 6ptimo= 0,844454

Factor Bajo Alto Optimo
Relacion 20,0 50,0 49,3674
APS 0,0 1,7 7,74558E-9
Temperatura 120,0 160,0 131,875




ANEXO 8
Gréafico de Ln (% retencion de alfa-tocoferol) vs. tiempo de almacenamiento para los

sistemas de AG sin y con la adicion de microparticulas con distinto grado de
cristalinidad.
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Tabla 8.1. Ecuaciones de la recta para el logaritmo natural de la retencion del a-tocoferol en
sistemas de aceite de girasol sin y con la adicion de microparticulas de flavonoides de distinto
grado de cristalinidad

Sistemas Ecuaciones de la recta R?
AG y = -0,1735x + 4,6 0,6942
AG+E-In-15 y =-0,1686x + 4,6 0,7456
AG+E-In-90 y =-0,1657x + 4,6 0,8043
AG+Q-In-15 y =-0,1557x + 4,6 0,8679
AG+Q-In-90 y =-0,1439x + 4,6 0,8146

AG: aceite de girasol; Q: quercetina; E: epicatequina, In: inulina.
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ANEXO 9

Gréfico de Ln (% retencién de alfa-tocoferol) vs. tiempo de almacenamiento para los
sistemas de AG sin y con la adicion de microparticulas sin y con agente canalizante.
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Tabla 9.1. Ecuaciones de la recta para el logaritmo natural de la retencion del a-tocoferol en
sistemas de aceite de girasol con microparticulas de flavonoides sin y con agente canalizante.

Sistemas Ecuaciones de la recta R?
AG y = -0,1735x + 4,6 0,6942
AG+E-In y = -0,1524x + 4,6 0,8914
AG+Q-In y = -0,1327x + 4,6 0,9273
AG+E-(In-APS) y =-0,1716X + 4,6 0,7258
AG+Q-(In-APS) y=-0,162x + 4,6 0,8682

AG: aceite de girasol; Q: quercetina; E: epicatequina, In: inulina.
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