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Resumen
Titulo: Evaluacion de diferentes concentraciones de materiales de pared para la
microencapsulacion de polifenoles extraidos de cascara de cacao™
Autores: Erika Johana Sogamoso Gonzélez, Yaiza Vanessa Moscote Chinchilla**

Palabras clave: Polifenoles, secado por aspersién, antioxidantes, cascara de cacao.

Descripcion: Los polifenoles son compuestos activos con alta capacidad antioxidante que son
estudiados por sus beneficios a la salud, estos se encuentran en diversos sistemas bioldgicos, dentro
de los cuales esta el cacao, objeto de este estudio, en el que se evalud la encapsulacion de
polifenoles extraidos de cascara de cacao CCN-51 mediante secado por aspersion, a una
temperatura de entrada (TE) de 150°C, caudal de gas (QG) de 500 L/h y caudal de aire (QA) de
30 m¥/h; para tres encapsulantes: Alginato de sodio, goma arébiga y quitosano con diferentes
relaciones de extracto de polifenoles y material de recubrimiento. Tanto los extractos como los
encapsulados fueron sometidos a pruebas de capacidad de absorciéon de radicales de oxigeno
(ORAC), método Folin-Ciocalteu, HPLC/UV-vis y HPLS/MS. Con los resultados se estimo el
rendimiento, eficiencia de carga y eficiencia de encapsulacion. De forma general, se observé una
disminucion en la capacidad antioxidante y la cantidad total de polifenoles entre el extracto pre y
post encapsulacion. El rendimiento oscilé entre 45.33% y 63.67%, donde el valor maximo se
alcanz6 usando la goma ardbiga como encapsulante a una relacion 1:11, el mismo material de
pared logré el mayor valor de la eficiencia de carga de un 34.77%, para una relacién 1:3, finalmente
la eficiencia de encapsulacion alcanz6 el mayor valor de 89.46% con alginato de sodio a una

relacién 1:3 como encapsulante.

*Trabajo de grado
**Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Director Luis Javier
Lopez Giraldo. Codirectora Astrid Natalia Gonzalez Morales.
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Abstract
Title: Evaluation of different concentrations of wall materials for the microencapsulation of
polyphenols extracted from cocoa husk. *
Authors: Erika Johana Sogamoso Gonzalez, Yaiza Vanessa Moscote Chinchilla**

Key words: Encapsulant, polyphenols, spray drying, antioxidant, cocoa husk.

Description: Polyphenols are bioactive compounds known for their positive effect on human
health due to their high antioxidant capacity. These compounds are present in various species,
encompassing cocoa, which is the subject of this study. The cocoa husk polyphenols extracts were
encapsulated by spray drying (inlet temperature of 150°C, gas flow rate of 500 L/h and an air flow
rate of 30 m3/h) using three different encapsulants (sodium alginate, gum Arabic and chitosan).
For each encapsulant, different polyphenol extract-to-coating material ratios were applied.
Analyses were performed on the polyphenol extracts and encapsulated samples, including Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC), the Folin-Ciocalteu method, HPLC/UV-Vis and
HPLS/MS. The results were used to estimate the yield, loading efficiency and encapsulation
efficiency. In most instances, a decrease in antioxidant capacity and total polyphenol content was
observed between the pre- and post-encapsulation extracts. The yield ranged from 45.33% to
63.67%, with the maximum value obtained from the samples in which the gum Arabic was used
as encapsulant (ratio 1:11). The same wall material achieved the highest loading efficiency of
34.77%, at a ratio of 1:3. Finally, the encapsulation efficiency reached its highest value of 89.46%

with sodium alginate (ratio of 1:3) as the encapsulant.

*Barchelor Thesis
** Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Director Luis Javier
Lopez Giraldo. Codirectora Astrid Natalia Gonzalez Morales.
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Introduccion

El cacao (Theobroma cacao) es una planta autoctona de centro y Suramérica, a nivel
nacional el departamento con la mayor produccién es Santander, con una produccion en el 2023
de 59831 toneladas lo que represent6 un 34.43% de la produccion nacional (Federacién Nacional
de Cacaoteros, 2023). Este fruto es un insumo esencial de la produccion de chocolate, proceso en
el cual se generan multiples subproductos, siendo la céscara de cacao uno de los principales, este
representa de un 67% al 76% del fruto (Campos-Vega et al., 2018), el aprovechamiento de este
residuo es relevante, pues contienen polifenoles los cuales tienen un gran potencial en la industria
farmacéutica o alimentaria dadas sus propiedades antioxidantes (Jiménez, 2020).

No obstante, estas caracteristicas se ven significativamente disminuidas por factores como:
exposicion a la luz, alta temperatura, humedad entre otras. Con una baja absorcion oral y rapida
eliminacién del cuerpo (Aglera Bolea, 2017). Razon por la cual es pertinente la integracion de
técnicas de encapsulamiento que permitan la preservacion de estos compuestos activos. Entre estas
se encuentran: secado por aspersion, coacervacion (simple o compleja), liofilizacion, extrusion y
gelacion idnica (Salgado Padilla, 2020).

En este caso la tecnologia de encapsulacién escogida fue el secado por aspersién, debido a
su alta eficiencia, rapidez, y bajo costo, ademas de su capacidad para generar particulas uniformes
con un control preciso sobre sus caracteristicas (Sosnik y Seremeta, 2015). El proceso implica
atomizar una solucion que combina el extracto con el encapsulante, la cual es expuesta a un flujo
de aire caliente, formando un polvo seco mediante la rapida evaporacion del solvente (Arenas-Jal
et al., 2020).

El factor mas determinante para lograr un encapsulamiento eficiente es la seleccion de la

matriz encapsulante, esta debe tener bajo costo, baja higroscopicidad, capacidad de emulsificacion,
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no reaccionar con el componente activo, baja viscosidad a altas concentraciones, entre otros
requisitos (Rios-Aguirre y Gil-Garzon, 2021). Igualmente, es importante seleccionar la relacion
extracto: encapsulante méas conveniente, evitando afectar el producto final (tamafio y morfologia),
eficiencia y retencion del extracto en las capsulas. En este sentido, en el presente proyecto se
determiné cual es el encapsulante y relacion extracto: encapsulante usando secado por aspersion
que conduce a los mejores rendimientos y eficiencias de encapsulacion, asi como retencion del

compuesto activo en el encapsulamiento de polifenoles extraidos de céscara de cacao.
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1. Objetivos
1.1 Objetivo general
Determinar el material de pared y relacion extracto polifendlico: agente encapsulante
optimos en la encapsulacion de polifenoles de céascara de cacao CCN-51 mediante secado por
aspersion con base a la eficiencia de encapsulacion, eficiencia de carga y rendimiento.
1.2 Objetivos especificos
- Establecer las propiedades antioxidantes y el perfil de compuestos polifenélicos de los
extractos de cascara de cacao que seran encapsulados.
- Evaluar la eficiencia y rendimiento de encapsulacion.

- Seleccionar la concentracion y el material de pared que conduzca a los mayores

rendimientos y eficiencias de encapsulacion.
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2. Marco conceptual
2.1 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos naturales o sintéticos que pueden prevenir o retardar el
dafio oxidativo debido a que reducen la oxidacion causada por los radicales libres en biomoléculas
expuestas a este tipo de estrés (Bazinet y Doyen, 2017). Los antioxidantes naturales ayudan en el
fortalecimiento inmune humano contra las enfermedades cronicas, protegiendo al ser humano de
los efectos nocivos de los radicales libres (Ahmad y Al-Shabib, 2020); presentan un potencial
antioxidante mas alto en comparacion con los sintéticos que hace a los antioxidantes naturales mas
valiosos y deseables, para ser usados como coadyuvantes o aditivos (Novoveska et al., 2019).

Los mas utilizados en la industria de alimentos, farmacéutica y cosmética son los
antioxidantes naturales de origen vegetal, en estos organismos los compuestos fenélicos como:
acidos fendlicos, flavonoides, lignanos, estilbenos y taninos son los responsables de la actividad

antioxidante (Amarowicz y Pegg, 2019).
2.2 Polifenoles

Los compuestos polifendlicos son metabolitos secundarios que tienen en su estructura un
anillo aromatico (minimo un anillo), unido a grupos hidroxilo (uno 0 méas) (Espinosa Manrique
etal., 2016). Estos compuestos en su mayoria son de origen vegetal, encontrandose en frutas,
verduras, legumbres, etc.; asimismo, en productos derivados como el vino o cerveza, en alimentos
especificos como: cacao, té, café y en la mayoria de las especias. En la figura 1 se muestran las
estructuras quimicas basicas para acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos y lignanos, hay algunos
que no hacen parte de ninguna de las clasificaciones previas como los alcoholes fenolicos (Péerez-

Jimenez J., 2019). El grupo principal de los polifenoles son los flavonoides, estos se encuentran
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comunmente en alimentos como el té, el cacao y varias frutas, donde destacan compuestos como
la epicatequina y la catequina (Vazquez-Ovando et al., 2016).
Figura 1.

Estructura quimica de las diferentes categorias de los polifenoles.
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Nota. Adaptado de Pérez-Jiménez J. Polifenoles de la dieta y enfermedades cardiometabdlicas.
ANALES RANM [Internet]. Real Academia Nacional de Medicina de Espafia; An RANM - Afo
2019 - nimero 136(03):298-307. DOI: http://dx.doi.org/10.32440/ar.2019.136.03.rev11l

2.3 Céscara de la mazorca de cacao

Es la corteza que recubre la mazorca del cacao, esta varia en color (verde, amarillo, rojo)
dependiendo de la variante o clon y su grado de maduracion. Ademas, posee componentes como:
fibra dietaria, proteina y componentes bioactivos (se encuentran incluidos los polifenoles), esta es
considerada como desecho debido a que no tiene una aplicacién definida en la industria chocolatera
(Fernanda Gonzalez Arias et al., 2021). El cacao estd compuesto principalmente de tres grupos de

polifenoles: las catequinas (la epicatequina corresponde al 98% de catequinas) o flavan 3-ol que


http://dx.doi.org/10.32440/ar.2019.136.03.rev11
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representan el 37% del total; las antocianinas con cerca del 4% y las proantocianidinas con el 58%

(Sotelo C. Et al., 2015).
2.4 Técnicas de encapsulacion

En el encapsulamiento de polifenoles se han estudiado técnicas donde dependiendo de
propiedades como la biocompatibilidad, biodegradabilidad, tamafio de particulas, propiedades
fisicoquimicas y coste de procesos, se escoge la adecuada para cada caso, estas metodologias
incluyen los procesos como el secado por aspersion, coacervacion simple y compleja, extrusion,
liofilizacion y la gelacién ionica (Salgado Padilla, 2020).

La técnica de liofilizacién es una opcidn con alta retencién, pero de alto costo de operacion
(Garcia-Amezquita et al., 2015); la extrusion, aunque es continGa y rapida, para compuestos
termosensibles es menos eficiente por las altas temperaturas (Arroyo Lobo, 2015); la coacervacién
se necesita un alto control de la temperatura y es mas compleja operativamente; y finalmente, en

la gelacion idnica se tiene un dificil control en el tamafio de las particulas (Gomez et al., 2018).
2.4.1 Secado por aspersion

El secado por atomizacidn es una técnica en la cual el material de recubrimiento y el
extracto a encapsular se disuelven en una solucién, que ingresa a una cadmara de secado donde
entra en contacto con un flujo de aire caliente, el cual evapora rapidamente el contenido liquido,
resultando en polvos secos que posteriormente son almacenados (Arenas-Jal et al., 2020).

Es una metodologia flexible, puede ser desarrollado tanto a escala de laboratorio como a
escala industrial; los costos son menores en comparacion a otros métodos de encapsulacion; se
producen particulas generalmente esféricas y con tamafio uniforme, facilitando su manejo. Ademas,
en esta se obtienen altos valores de eficiencia, lo que significa una alta retencion de polifenoles en

las microcapsulas (Sosnik y Seremeta, 2015). No obstante, la limitacion se encuentra en la decision
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del agente encapsulante para la alimentacion del proceso, que puede ser mitigada optando por un
material de pared adecuado.
2.5 Agentes encapsulantes

Son sustancias empleadas para el recubrimiento y proteccion (luz, calor, humedad, etc.) De
medicamentos o nutrientes mediante una técnica de encapsulacion, formando una pelicula delgada
alrededor del agente activo a atomizar. Hay varios tipos de encapsulantes dependiendo de su
naturaleza quimica: gomas, celulosas, carbohidratos, proteinas, lipidos y material inorganico
(Rios-Aguirre y Gil-Garzén, 2021).
2.5.1 Goma Arabiga

Es una de las gomas mas antiguas obtenida a partir de la savia de especies de arboles de la
Acacia; sus caracteristicas principales son su alta solubilidad en agua (hasta 50%) y la baja

viscosidad que desarrolla (L6pez Velasco y Sabogal Forero, 2018).
2.5.2 Quitosano

Entre sus fuentes se encuentra la quitina, paredes celulares de algunas plantas y hongos,
con amplias aplicaciones como encapsulante en la industria cosmética, farmacéutica, tratamiento
de aguas, entre otros. Se conoce por su formacion de peliculas, biodegradabilidad y
biocompatibilidad (Poveda Arias, 2018).

2.5.3 Alginato de sodio

Son utilizados como encapsulante por su capacidad de formacion de geles, son solubles en

agua, biodegradables, con estructura de polisacaridos y derivados de dos fuentes: el alga marrén

de la familia Phaeophyceae y las bacterias Azotobacter sp. And Pseudomonas sp. (Hasnain et al.,

2020).
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3. Estado del arte

El encapsulamiento de compuestos activos es un area de investigacion en constante
evolucion, con aplicaciones significativas en sectores como el farmacéutico, el alimentario, entre
otros. La técnica de secado por aspersion ha emergido como una metodologia prominente para este
proposito. Numerosos estudios han subrayado la influencia de condiciones operativas en los
encapsulados, entre las que estan: la temperatura de entrada del aire, flujo de alimentacién y flujo
de gas de secado, las cuales facilitan o dificultan el encapsulamiento. Asi mismo, la seleccion del
tipo de encapsulante y relacion extracto:encapsulante inciden en la calidad del producto,
rendimiento y eficiencia (Diaz-Montes, 2023). A continuacion, se detallan investigaciones
relevantes en el contexto del encapsulamiento por secado por aspersion:

Rajabi et al. (2015) emplearon goma ardbiga, maltodextrina y gelatina, para encapsular un
extracto de azafran, usando un Mini Spray Dryer BUCHI (B-191) con bomba peristaltica a TE
(temperatura de entrada) de 180+5 °C y relacion de 1:2 [E(extracto):AE(agente encapsulante)],
obteniendo valores de EE (eficiencia de encapsulamiento) que oscilaron entre 54.57% a 90.06%;
concluyendo que la EE y la retencion de los componentes activos aumentan al incrementar la
cantidad de sélidos totales en la emulsion de alimentacion en el secado.

Igualmente, da Silva Janior etal. (2023) usaron goma ardbiga en combinacion con
maltodextrina como agentes encapsulantes en el secado por atomizacion de extractos de cascara
de ciruela, empleando un Mini Spray Dryer modelo MSD 1.0, Labmaqg do Brasil, establecieron
que las condiciones 6ptimas para la mayor retencién de los polifenoles del extracto de ciruela son
150°C de Tg, 0.8 L/h de Qa y un 100% de goma arabiga como material de pared, resultando en

valores de EE del 98%, lo cual indica una alta retencion de polifenoles en la capsula.
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Por otra parte, los autores Lauro et al. (2017) encapsularon extracto de naranja usando
alginato de sodio y 6-ciclodextrina 1:1 (EP: AE) como materiales de pared en un Mini Spray
Dryer (Buchi B-191), operando a 120°C de Te y un rango de Ts de 68°C a 71 °C, realizaron estudios
para estimar la mejor concentracion del alginato de sodio y pruebas de capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno (ORAC), obteniendo que la mejor concentracion del alginato de sodio era del
2% p/v con unarelacién 1:3 (EP: AE), resultando en capsulas de menor tamafio de particula 1.5+0.5
pum, menor contenido de humedad y una EE del 80%, las condiciones de operacion lograban una
disminucion de la acumulacion.

Pulido y Beristain (2010) encapsularon &cido ascorbico usando quitosano como material
de pared, operando a una Te de 180 + 5 °C y una Ts de 110 = 5 °C; el rendimiento de la
microencapsulacion fue cercano al 80%; para la evaluacion del desempefio de las capsulas estas
fueron almacenadas a una temperatura de 35°C a distintas aw (actividad de agua); obteniendo que
a medida que aumenta la actividad de agua se evidencié una mayor degradacion en la morfologia
de las capsulas.

Renddn Galindo et al. (2010) usaron como material de pared una combinacion de quitosano
con goma de mezquite, para encapsular aceite de linaza; con los siguientes parametros de operacion:
unarelacion E:AE de 1:2, unaTe de 170 £ 5°C y una Ts de 95 = 5 °C. Los autores concluyeron que
las microcapsulas con formacidn de una estructura mas fina y densa tienen la mayor capacidad de
retencion del extracto, debido a que disminuyen la difusion del aceite de linaza durante el secado.

Considerando las conclusiones de los autores antes mencionados, se utilizaran como
materiales de pared: goma arabiga, quitosano y alginato de sodio, de manera individual a tres
relaciones extracto: encapsulante, buscando identificar cual de los 3 encapsulantes y a qué relacion

se logran reportar los mejores rendimientos y eficiencias. No se realiz6 la combinacion goma
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ardbiga-maltodextrina, debido a que la segunda es un polimero de glucosa que afecta de forma

significativa la glucemia en la sangre (Angarita Davila, 2016) y, se pretende que las capsulas sean

destinadas a la formulacion de alimentos nutracéuticos para personas con diabetes y obesidad.

De igual forma, considerando la encapsulacién de polifenoles realizada por Pefiaranda

Huerta (2019) se fijan los parametros de operacion de la siguiente manera: Te de 150°C teniendo

en cuenta que en sus resultados reportan que el rendimiento y la temperatura son directamente

proporcionales y el maximo rendimiento se alcanzé en el intervalo entre 140 — 160°C, temperatura

que es suficiente para el secado; Qa de 30 m%h, considerando que el maximo Qa que puede trabajar

el equipo es de 35 m3/h.

4. Metodologia

El desarrollo de la experimentacion se realiz6 progresivamente siguiendo el proceso descrito

en la Figura 2, el cual esté dividido en varias fases.

Figura 2.

Fases metodoldgicas de la investigacion y variables a estudiar.
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4.1 Etapa 1: Extraccion y caracterizacion de los polifenoles

Para la obtencidn de los polifenoles a encapsular se inicié con la extraccion de estos a partir
de la céascara de cacao de variedad CCN-51; empleando la metodologia de Toro Uribe (2018) con
algunas modificaciones. Luego de la extraccion, para realizar su caracterizacion y determinar el
perfil polifenolico presente se emplearon tres técnicas diferentes: usando HPLC/MS y HPLC/UV-
Vis identificaron los tipos de polifenoles presentes en el extracto, se utilizo el método de Folin-
Ciocalteu para conocer la cantidad total de polifenoles, ORAC para conocer el potencial
antioxidante del EP.

A continuacién, se describen de forma detallada los procedimientos realizados en secciones

separadas y progresivas.
4.1.1 Extraccién de los Polifenoles

Inicialmente, las céascaras fueron lavadas de forma manual, cortadas en un tamafio de 1
cm? y tratadas térmicamente para inhibir la enzima polifenol oxidasa. En seguida, las muestras se
enfriaron en agua con hielo durante 30 min, y se enjuagaron. Luego, se secaron en horno y
molieron hasta obtener un tamafio de particula aproximado de 2 mm.

Posteriormente, se inicid el proceso de extraccion, con una relacion de 1 g de céscara seca
por cada 30 ml de solucidn al 75 % de etanol/agua (v/v), esta se colocé en un bafio de ultrasonido
(Ultrasonic LC 30H, Elma, Singen, Alemania) por 15 min. Después, comenzo6 la extraccion
utilizando una placa caliente con agitador magnético (IKA C-MAG HS7. Alemania) y un termopar
(IKA ETS-D5, Alemania); las muestras duraron 30 min en las placas con la agitacion constante.
El extracto resultante se centrifugd (4000 rpm, 4°c, 15 min) y el sobrenadante obtenido se filtro al

vacio con papel filtro Whatman N°1. El etanol presente en el extracto se elimino por evaporacion
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al vacio (Roto-evaporador) obteniendo extracto crudo, éste se liofilizd. Finalmente, los EP se

refrigeraron y almacenaron en la oscuridad para su analisis.
4.1.2 Contenido total de polifenoles método Folin-Ciocalteu

La determinacion del contenido total de polifenoles en la muestra se realizé aplicando el
método de Folin-Ciocalteu (Duque Acevedo et al., 2020) con algunas modificaciones. Para este
analisis, se usé acido galico como estandar (C7HeOs) y se gener6 una curva de calibracion
(Apendice A) a diferentes concentraciones entre 0.10 a 1.00 mg/ml.

El procedimiento parti6 de la mezcla del &cido galico/extracto (90 pl) con el reactivo Folin-
Ciocalteu (1.5 ml al 10% v/v), esta se incub6 por 5 min en la oscuridad a temperatura ambiente,
posteriormente se agrego el agente alcalino: carbonato de calcio (Na.COs ;1.5 ml al 20% v/v), se
mezcld por 15 s en vortex e incubd por 60 min a temperatura ambiente. Finalmente, se midid la
absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro (MULTISKAN GO thermoscientific). Este proceso
se realizo6 por duplicado para cada muestra.

Se empleo6 la ecuacidn obtenida en la curva de calibracién (Apéndice A) y se determind la
concentracion expresada en miligramos de equivalentes de acido galico por gramo de extracto
liofilizado (mg EAG/g EL).

4.1.3 Capacidad antioxidante (Técnica ORAC)

Se midio con el ensayo de capacidad de absorcidn de radicales de oxigeno (ORAC), con la
metodologia de Pico-Hernandez etal. (2020). Como elementos se emplearon: Lector de
microplacas (Synergy HT Multi-Detection, Biotek Instruments, Inc. Winooski, VT, EE.UU.),
solucion AAPH, fluoresceina, trolox (patron). Para este se realiz0 la respectiva curva de

calibracion con un patron de Trolox de 3-25 pmol por gramos de cacao seco con la ecuacion 1:
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(Molaridad del trolox> _ ABCymuestra — ABCglanco

ORAC =
ABCrrolox — ABCplanco

k (Ec. 1
Masa de la muestra *k(Ec.1)

En esta prueba de capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno, se llenaron 96 pozos
de las microplacas con 150l de la solucion de fluoresceina de trabajo (se prepard un dia antes
aforando 971.65ul en 50ml de Buffer ph de 7.4), en 40 de los pozos de las microplacas se deposito
un volumen de 25 pl de soluciones con los polifenoles (a concentraciones definidas), otros 40
pozos con 25l de la solucién Trolox para realizar la curva de calibracion, y los pozos restantes de
las microplacas se usaron como blanco y control (Pico-Hernandez et al., 2020).

Las microplacas fueron incubadas por 10 min a 37°C en el lector de microplacas Thermo
Scientific Fluoroskan Ascent, posteriormente se depositaron 25ul de una solucion del reactivo

AAPH (0.207g del reactivo en 5ml).
4.1.4 Cuantificacion y perfil polifenélico mediante HPLC/UV-Vis y HPLC/MS

Para la cuantificacion mediante HPLC/UV-vis se emple6 el método por Quiroga Ruiz y
Herrera Sanchez (2019) descrito en el apéndice D, para este se usaron los siguientes materiales:
ultrasonido, metanol, acido acético, vortex, extracto liofilizado, filtros PDVF de 0.45 um, agua
tipo |, epicatequina, catequina y procianidina B1 y B2. Seguidamente se realizd el analisis
HPLC/UV-vis (por duplicado para cada muestra) utilizando un LC/MS de trampa de iones
(modelo 6320, Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). EI método se emple6 para
identificar, separar y cuantificar fracciones con diferente grado de polimerizacion: (1)
monomeros, (1) dimeros y (111) oligdmeros presentes en el extracto.

Para ello, primero se generaron curvas de calibracion de catequina y epicatequina
(Apéndice B). Estas se elaboraron utilizando soluciones estandar con concentraciones conocidas

de ambas sustancias. El procedimiento se realizé con el propdsito de establecer las concentraciones
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de catequina y epicatequina dentro de las capsulas en estudio. Utilizando las curvas obtenidas y el
area bajo la curva de los analitos en cada una de las muestras de cépsulas, se determino la

concentracion de los principales polifenoles presentes en el extracto.
4.2 Etapa 2: Encapsulacion de polifenoles y evaluacion de variables de respuesta

Luego de la obtencion del extracto, se continué con el encapsulamiento siguiendo el
procedimiento establecido por Michel Barba (2018) con algunas modificaciones, como materiales

de pared se utilizaron: goma arabiga, alginato de sodio y quitosano (todos de grado alimenticio).
4.2.1 Encapsulacion de polifenoles

Inicialmente, se dispersé 1 gr EP en la solucidn de recubrimiento; se empled una relacion
EP(extracto polifendlico liofilizado):AE(agente encapsulante) de 1:3, 1:7 y 1:11 para la goma
arabiga y EP:AE de 1:1, 1:2 y 1:3 para el alginato de sodio y el quitosano. La relacion EP:AE
difiere dependiendo del encapsulante debido a la alta viscosidad que tienen el alginato y quitosano
al momento de preparar la solucién. Esta fue preparada con agua destilada y el AE con una relacion
de solidos en la solucion de (p/v) de 4% para la goma arabiga y al 1% para el alginato de sodio y
el quitosano. La solucion de recubrimiento con quitosano se realizd partiendo de una solucion
acuosa de acido acético al 1% (v/v) a la cual se le adiciona quitosano a una concentracion de 1%
(p/v) (Pulido y Beristain, 2010).Las soluciones con el AE se ubicaron en una plancha a 55°C con
agitacion a 5000 rpm durante 20 min para lograr la homogenizacion completa. Luego, para
aumentar la uniformidad en la solucién se empled un agitador Ultraturrax a 7000 rpm por 5
minutos.

Finalmente, se secd la solucidon obtenida usando el equipo Mini Spray Dryer S-300
operando a las siguientes condiciones: Qg 8 ml/min para la goma arabiga, 6 ml/min para el alginato

de sodio y quitosano (debido a la viscosidad se disminuyd el flujo para evitar obstrucciones en el



27
EVALUACION DE ENCAPSULANTES PARA LA ATOMIZACION DE POLIFENOLES

equipo), con una TE de 150°C (valor de temperatura que incrementa la eficiencia de
encapsulamiento sin la degradacion de polifenoles), Qg de 500 L/h y un Qa de 30 m3/h (maximo
permitido por el equipo). Por Gltimo, las capsulas se almacenaron en viales de vidrio ambar,

protegidas de la luz y en refrigeracion.
4.2.2 Cuantificacion de polifenoles y capacidad antioxidante de los encapsulados

Para la caracterizacion de las capsulas y determinar los valores de las variables de
respuesta, se debe evaluar el contenido total polifenolico y la capacidad antioxidante del contenido
al interior de los encapsulados.

Para la cuantificacion del contenido total de polifenoles en las capsulas (Ctp) fue necesario
la rotura de estas, para ello, se empled la metodologia descrita por Nori et al. (2011) con algunas
modificaciones, asi: se agregd 1ml de una solucién de citrato de sodio al 10% p/v a 0.1 gr de
microcépsulas, se aumentd el ph a 12.0 agregando una solucion de naoh de 0.1 mol/L se agitd en
vortex durante 2 min, luego el ph se neutralizé agregando 0.2 mol/L de hcl. Posteriormente, se
agreg6 2.5 ml de etanol, la mezcla se agitd durante 2 min en vortex y se centrifugd a 4000 rpm por
20 minutos. Luego de esto, al sobrenadante obtenido se le aplicaron los métodos: HPLC/UV-Vis,
Folin-Ciocalteu y ORAC descritos en el inciso 4.1. Estas pruebas permiten identificar cual de los
materiales de pared empleados retuvo mejor los polifenoles y si se preservo la capacidad

antioxidante en estos.
4.3 Etapa 3: Disefio experimental y andlisis de variables.

Se realizd un andlisis de varianza ANOVA multifactorial completamente aleatorizado, las
variables para el disefio experimental fueron: tipo de material de pared (goma arabiga, quitosano

y alginato) y relaciones de EP:AE (baja, mediay alta).
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Tabla 1.

Disefio experimental para el analisis de las variables.

Agente Relacion EP:AE
Encapsulante Baja Media Alta
Goma arabiga (GA) 1:3 1:7 1:11
Alginato (ALG) 1:1 1:2 1:3
Quitosano (QUI) 1:1 1:2 1:3

Manteniendo las demas condiciones de operacion fijas, establecidas al inicio del secado.
Las variables de respuesta fueron: rendimiento y eficiencia, esto se sustenta en la literatura de
secado por aspersion en investigaciones realizadas por: Dario Lopez et al. (2009), Ribeiro et al.
(2019), Akhavan Mahdavi etal. (2016), Pacheco Parraga y Topanta Quishpe (2022), estas
variables son determinantes para garantizar altos valores de retencion.

A partir del analisis estadistico y una optimizacion realizada acon un programa estadistico,
se selecciond la concentracion y el material de pared que resultd con los mayores rendimientos y
eficiencias de encapsulacion.
4.3.1 Evaluacion del rendimiento del secado

Se empled la ecuacion 2, mencionada por Gonzalez-Gonzalez et al. (2022) que permite la
determinacion del rendimiento de secado.

Pc

—C )+100 (Ec.2
PAE+PP>* (Ec.2)

R(%) = (

Donde, Pc es el peso del polvo de capsulas obtenido al finalizar el secado; Pag y Pp
corresponden al peso del agente encapsulante y al peso de los extractos de polifendlicos secos

(respectivamente) al momento de la preparacion de la solucion.
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4.3.2 Evaluacion de la eficiencia de encapsulamiento

La eficiencia de encapsulamiento (EE) es una variable operacional del secado, segun
Grassia et al. (2021) es la relacion entre el contenido total de polifenoles dentro de las capsulas
(Ctp) y el contenido superficial de polifenoles fuera de las capsulas (Csp), expresado como porcentaje
(ecuacion 3).

Crp— C
u) « 100 (Ec.3)
CTP

BE (%) = (

Para la determinacion del contenido superficial de polifenoles (Csp) se utilizo la

metodologia empleada por Grassia et al. (2021) con algunas modificaciones, en la que se prepard

una solucion con 0.1 g de los encapsulados y una dilucion de metanol y etanol (1:1). Estos se

agitaron en vértex por 5 min; luego, se tomaron 50 pl del sobrenadante. Finalmente, se aplico el
procedimiento de Folin-Ciocalteau.

En el caso del contenido total de polifenoles (Ctp), se tomaron 50ul del sobrenadante

obtenido a partir de la centrifugacion en la rotura de las capsulas (Nori et al., 2011) y se utilizé la
metodologia Folin-Ciocalteau.
4.3.3 Eficiencia de carga

Se emplea para conocer la cantidad real de polifenoles que se encapsularon, considerando
las diversas modalidades de pérdida, las cuales no son tenidas en cuenta en la anterior ecuacion de
eficiencia. Para determinar la eficiencia de encapsulacion segun el contenido total de polifenoles

se utilizara la siguiente ecuacion:

EC(%) = (M) 100 (Ec. 4)

Crpi*Pp



30
EVALUACION DE ENCAPSULANTES PARA LA ATOMIZACION DE POLIFENOLES

Donde P es el peso de las capsulas obtenidas, cipr es el contenido total de polifenoles luego
de la rotura de las capsulas, Py es el peso de la muestra de extracto de polifenoles a encapsular, y

Cypi €S el contenido total de polifenoles del extracto de la cascara de cacao.

5. Resultados
5.1 Extraccion y caracterizacion de polifenoles

Se realizaron varias extracciones siguiendo la metodologia descrita en la seccion 4.1,
utilizando 20 g de cascara de cacao CCN-51 en cada una, hasta procesar un total de 1400 g. El
extracto crudo obtenido, se dividié en 12 lotes para ser liofilizados (obteniendo una masa total de
244.84 g de extractos liofilizados). Como se observa en la figura 3, estos presentan una textura
granulosa y ligeramente pegajosa, con una coloracién marrén. Debido a su alta higroscopicidad se
deben almacenar en un recipiente hermético para prevenir la absorcion de humedad.

Figura 3.

Extractos obtenidos a partir de la cascara de cacao CCN-51.
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En la tabla 2, se observan la cantidad de céscara de cacao tratada por lote y la cantidad
extracto liofilizado obtenido en cada uno, asi como el rendimiento promedio de extraccion.

Tabla 2.

Cantidad de c4scara tratada por lote y extracto de polifenoles obtenidos.

Cascara I.DOIV,O . -
Lote polifendlico Rendimiento
tratada [g] I]
1 60 9.826 16%
2 60 11.605 19%
3 120 19.161 16%
4 120 21.601 18%
5 120 19.581 16%
6 120 20.188 17%
7 120 20.112 17%
8 120 21.837 18%
9 140 25.103 18%
10 140 27.255 19%
11 140 24.014 17%
12 140 24.553 18%
Promedio 20.403 17.42%
Desviacion (n=12) 5.174 1.08%

El rendimiento promedio de la extraccion de polifenoles fue de 17.42+1.08%, un valor que
se alinea con estudios previos como el Mufioz et al. (2015) quienes reportaron un rendimiento
global del 15% para extractos fenolicos de Champa (Campomanesia lineatifolia), este se realiz6 a
tres temperaturas 20, 50y 70 °C, usando agua, etanol y mezcla etanol-agua (7:3) como disolventes.

Al completar todas las extracciones de polifenoles, se integraron los distintos lotes del
extracto en un lote final homogéneo, que fue utilizado para los analisis de caracterizacion y

cuantificacién las propiedades antioxidantes del extracto.
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5.1.1 Identificacion de los polifenoles y cuantificacion mediante HPLC/MS y HPLC/UV-vis

La identificacion de compuestos presentes en el extracto del lote final se realizo a través
de cromatografia liquida de ultra-alta resolucion con detector de masas Orbitrap (UHPLC-ESI+-
Orbitrap-HRMS) por CROM-MASS (Centro de Cromatografia y Espectrometria de Masas) de la
Universidad Industrial de Santander (Apéndice D).

Tabla 3.

Perfil de compuestos polifendlicos del extracto de cascara de cacao CCN-51.

Concentracion en

Tipo de polifenol Compuesto muestra [mg/g]
Epicatequina (EC) 0.915
Catequina (C) 0.025
Epigalocatequina galato (EGCQG) <1*107
Apigenina <5%10°¢
Epicatequina galato (ECG) <5%10°¢
. Epigalocatequina (EGC) <5%10°
Flavonoides Luteolina <5%10°
Naringenina <5%10°¢
Pelargonidina 3-glucosido <5%10°°
Pinocembrina <5%10°
Quercetina <5%107°
Rutina <5*10°¢
Cafeina 0.01
Metilxantinas Teobromina 0.005
Teofilina <5%10°
Acido vanilico 0.04
Acido rosmarinico <1.25*%10*
Acido p-hidroxibenzoico <2*107
Acidos fenolicos Acido trans-cindmico <2*10°°
Acido p-cumérico <5%10°¢
Acido cafeicol <5%10°°
Acido fertilico <5*10°
Fenoles diterpenoidesy ~ Acido carndsico <2*10°°
triterpenoides Acido ursélico <5%10°

En la Tabla 3 se presenta el perfil de compuestos presentes en el extracto obtenido,

destacando la presencia de polifenoles del tipo flavonoide como epicatequina y catequina. Asi


https://uis.edu.co/fc-ceinv-crom-mass-en/
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como del tipo acido fendlico como el acido vanilico. Ademas, se puede ver presencia de otras
sustancias como metilxantinas, tales como la cafeina y teobromina, caracteristicas por su presencia
en la cascara de cacao, segun lo sefialado por Sotelo C. Et al. (2015). Adicionalmente, se cuantifico
la presencia de epicatequina y catequina en cada una de las extracciones realizadas y en el lote
final, obteniendo las concentraciones utilizando HPLC/UV-vis, una técnica mas sencilla. Las
concentraciones en las extracciones se encuentran en los intervalos de 2.191-2.738 mg/g y 0.535-
0.771 mg/g, respectivamente.

Se observd la presencia de procianidinas en los resultados de HPLC/UV-Vis (Apéndice E).
Sin embargo, estas no fueron identificadas en los analisis por HPLC/MS con interfaz de electro
nebulizacion (ESI), la cual es una metodologia efectiva para la deteccion de ese tipo de compuestos
(Wong-Paz etal., 2021). Esto sugiere que los resultados de HPLC/UV-Vis presentan estas
desviaciones por factores como el solapamiento de picos con otras sustancias que presentan la
absorcién de luz en el mismo rango o por reacciones de epimerizacion.

Este fendmeno fue documentado en otros estudios como el realizado por Rha et al. (2021)
donde experimentaron solapamiento entre sustancias como la rutina y epicatequina galato.
Ademas, es relevante destacar que el espectro de compuestos fendlicos normalmente presenta
bandas de maxima absorbancia entre los 200 y 300 nm (Sarria Villa et al., 2021), este varia
dependiendo de la naturaleza del compuesto, donde aquellos con: maxima absorbancia y tiempos
de retencidn que exhiban valores muy préximos entre si, tienen alta probabilidad de solaparse, lo
que puede dar lugar a anomalias en los resultados analiticos (Rha et al., 2021). Debido a esto, los
investigadores recomiendan una cuidadosa interpretacion en los picos del cromatograma de

HPLC/UV-Vis.
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El factor de las reacciones de epimerizacion (Apéndice F) donde un epimero se transforma
en otro epimero a partir del cambio de configuracion en sus centros quirales. Las procianidinas
estan constituidas de unidades de catequinay epicatequina, en cuyos centros quirales puede ocurrir
estas reacciones, dando lugar a tres epimeros potenciales, en el contexto de las catequinas la
transformacion que més prevalece es a epicatequina, de igual manera esto puede darse de manera
inversa (Kothe et al., 2013). Segun los académicos: Gil Quintero (2012) y Kothe et al. (2013)
pueden presentarse en momentos donde la muestra haya sido expuesta a: altas temperaturas, ph
bajo (&cido), luz, tiempo de almacenamiento prolongado y exposicion al oxigeno (oxidacion).

Investigadores como Benitez-Correa et al. (2023) evaluaron la extraccion de polifenoles a
partir de cascara de cacao, un subproducto del procesamiento de granos de cacao fermentados,
secos y tostados en Perd. Utilizando una solucion de etanol al 70%, lograron obtener 0.68 + 0.03
mg/g de epicatequina 'y 0.38 + 0.01 mg/g de catequina. Estos valores son menores a los reportados
por HPLC/UV-vis (Epicatequina: 2.191-2.738 mg/g y Catequina: 0.535-0.771mg/g) en la
investigacion. Las diferencias en los resultados pueden deberse a variaciones en el origen y el

procesamiento de la materia prima, asi como en los métodos de extraccién empleados.
5.1.2 Contenido total de polifenoles método Folin-Ciocalteu para el extracto polifendlico

Se realizé la curva de calibracion siguiendo la metodologia de Folin-Ciocalteu descrita en
laseccion 4.1.2, en el apéndice A se encuentra la curva de calibracion obtenida para el acido galico,
con la recta y el R% En la Tabla 4 se reportan los valores de concentracion de polifenoles
expresados en miligramos equivalente de acido galico por gramos de extracto de polifenoles

liofilizado (mg EAG/ g EL), calculados usando la curva de calibracién.
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Tabla 4.

Contenido polifenolico en lote final del extracto.

No. DO
Muestra (promedio) Mg EAG/g EL

1 0.655 79.205
2 0.862 98.261
3 1.242 96.821
4 1.303 99.648
5 1.127 99.399
6 0.944 114.065
7 0.601 73.526
8 0.775 91.749
9 0.602 72.740
10 0.816 89.635
11 0.644 80.222
12 0.853 90.979
Lote final 90.979
Desviacion (n=12) 12.874

El valor-P calculado para estos datos fue mayor al umbral de significancia de 0.05,

indica que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias.

El extracto polifendlico presentd un contenido total de polifenoles de 90.47 + 12.87 mg
EAGI/gel, cifra que se encuentra dentro del intervalo obtenido por Villamizar-Jaimes y Lopez-
Giraldo (2017) quienes obtuvieron concentraciones en un rango de 60 a 91 mg EAG/ g para la
extraccion de polifenoles de céscara de cacao de cinco variedades estudiadas. Asi mismo, se
encuentra dentro del rango obtenido por Rachmawaty et al. (2019), que oscila entre 49.92 y 94.92
mg EAG/ g, la cascara tratada es de Sulawesi Occidental, Indonesia. Investigadores como Ordofiez
et al. (2019) obtuvieron 17.8+1.3 mg EAG/ g, cuyos resultados son menores a los de este proyecto,

la materia base (cascara de cacao) procedio de la cooperativa Agroindustrial Naranjillo, Perd.

Los resultados también fueron superiores a los encontrados para extractos polifenélicos

extraidos de grano de cacao como los reportados por: Ibarra Cabrera (2018) quienes extrajeron
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polifenoles de diferentes clones en la region de Narifio, los valores del CTP se encontraron entre
35.34+0.70 2 56.33+£1.19 mg EAG/g, Zapata Bustamante et al. (2013) emplearon los clones: CCN
51,I1CS 1, ICS 60, ICS 95y TSH 565 del municipio Miranda en el departamento de Cauca, donde
ICS 60 y TSH 565 resultaron en los mayores valores en granos sin fermentar de CTP de 21.69 y
38.64 mg EAG/g respectivamente, en los granos fermentados ICS 1 alcanz6 los mayores valores

de CTP en un intervalo de 22.58 y 50.23 mg EAG/g.

Es relevante sefialar que la cantidad de polifenoles cambia dependiendo de la regién de
cultivo del cacao (altitud, temperatura, humedad, tipo de suelo), el tipo de clon o variedad de cacao
utilizada pues puede cambiar su composicién y caracteristicas agrondémicas, finalmente las
condiciones de cultivo (sombra, fertilizacion, manejo de suelo, nutrientes del suelo) influyen en la
generacion de metabolitos secundarios como los polifenoles (Urbanska y Kowalska, 2019)

(Benitez-Correa et al., 2023).

5.1.3 Capacidad antioxidante (Técnica ORAC)

A partir de los resultados obtenidos de la prueba descrita en la metodologia de la seccion
4.1.3, se estimaron las areas bajo la curva para la muestra y los Trolox, posteriormente se aplica la
Ecuacion 1, obteniendo los siguientes resultados para los extractos liofilizados de la cascara de
cacao previamente tratada.
Tabla 5.

Capacidad antioxidante en lote final del extracto.

Lote CA [umol TE/g]
1 1534.69 + 354.59
2 2551.53 £480.78
3 1064.35 £ 175.7
4 1515.21 £262.78
5 1125.27 £ 257.96
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6 2301.06 £231.78

7 1073.75 £ 185.26

8 1191.58 +262.79

9 1842.32 +£282.23

10 2272.18 +742.46

11 1400.56 + 158.04

12 1454.62 +£270.27
Lote final 1610.59
Desviacion (n=24) 513.62

El valor promedio de la capacidad antioxidante del extracto polifendlico liofilizado es
1610.59+513.62 pmolet/g, que es similar al obtenido por Zapata Bustamante et al. (2015) quienes
emplearon polifenoles extraidos del grano de cacao con el valor de 1473.22+65.15 pumolet /g. No
obstante, estos resultados son mayores a los reportados por Caceres-Roa et al. (2023) quienes
trabajaron polifenoles extraidos de la cascara de cacao y obtuvieron valores de 1002.59+110.21
pumolet/g para la capacidad antioxidante, estan en el mismo orden de magnitud.

Estudios como Dobrinas etal. (2021), reportan que la capacidad de polifenoles esta
directamente relacionada con el contenido de polifenoles, esto se evidencia en este trabajo donde
los lotes que presentaron mayor contenido de polifenoles se reportaron las mayores capacidades
antioxidantes. Finalmente, se puede inferir que los extractos obtenidos en este trabajo tienen un
alto contenido de polifenoles y capacidad antioxidante lo que aumenta su potencial para la

implementacion de estos en formulaciones alimentarias y farmaceuticas.

5.2 Encapsulacién de polifenoles y evaluacion de variables de respuesta
En el proceso de la obtencion de las capsulas debido a la alta viscosidad de los
encapsulantes (quitosano y alginato), se observé una adherencia del material encapsulante y de EP

en la cdmara de secado del equipo como se observa en la figura 4.
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Figura 4.

Formacion de las capsulas en la cdmara de secado.

En la figura 5 se visualizan las capsulas generadas, estas se mantuvieron en refrigeracion
y en un ambiente oscuro para su posterior analisis.
Figura 5.

Encapsulados obtenidos para los encapsulantes goma arébiga, alginato y quitosano.
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Después del secado se formaron las microcapsulas, las cuales presentaron una textura
polvorienta fina. En la figura 5, se evidencia una variacion cromatica atribuible a los materiales de
la pared utilizados: goma arabiga exhibe un tono rojizo, el alginato se manifiesta en un color
blanquecino y el quitosano muestra un matiz amarillento. Asi mismo, para muestras en las que se
emple6 la misma relacién se observd mayor cantidad de encapsulados recuperados en la goma
ardbiga, esto se debe a la adherencia del quitosano y alginato a la cAmara de secado.

Con las cépsulas obtenidas, se realiza su ruptura siguiendo la metodologia de Nori et al.
(2011), con algunas modificaciones. El material fragmentado fue utilizado para realizar las pruebas

descritas en las secciones 4.1.1, 4.1.2 y la metodologia HPLC/UV-Vis.

5.2.1 Contenido total y superficial de polifenoles en las capsulas

El contenido superficial y total de polifenoles presente en los encapsulados se cuantificd
por duplicado, en la tabla 5 se observa el promedio obtenido para cada variable evaluada.
Tabla 6.

Contenido polifendlico total y superficial de los encapsulados.

Relacion Material de Pared Cps Crp
EP:AE [mgeag/gee]* [mgeag/gee]*
1:3 2.631+£0.209 12.655+0.052
1:7 Goma Aréabiga 0.722+0.030  3.374+0.105
1:11 0.678+0.271  3.048+0.120
1:1 3.238+0.844  17.522+0.504
1:2 Alginato de sodio 3.097+0.104  13.068+0.308
1:3 1.512+0.174  11.808+1.306
1:1 0.999+0.202  9.357+1.167
1:2 Quitosano 1.308+0.848  5.041+0.107
1:3 0.320+0.020  1.744+0.371

*mgeag/gee: Miligramos equivalentes de &cido galico por gramos de extracto encapsulado.
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En el caso de la goma arabiga con una relacion EP:AE de 1:3, se obtuvo el mayor valor de
Crp, alcanzando una magnitud de 12.655+0.052 mgeag/gee. Nguyen et al. (2024) reportaron datos
similares, con un Crp de 14.950+0.70 mgeag/gee al utilizar una mezcla de maltodextrina y goma
ardbiga en una proporcion de 8:2 (w/w) para la encapsulacion de un extracto polifendlico de
cascara de cacao, con una relacion EP:AE de 1:1. Al ajustar la proporcion de maltodextrinay goma
ardbiga a 9:1 (w/w), estos autores obtuvieron un Ctp de 14.910+0.36 mgeag/gee. De manera
similar, Vargas-Munévar et al. (2024) reportaron un Ctp de 18.0+1.2 mgeag/gee utilizando goma
ardbiga para encapsular polifenoles de granos de cacao (clones CCN51, ICS-1, ICS-65, TSH-565,
IMC-67 y ICS-60) con procedencia de Tolima, Colombia. Los valores se encuentran en el mismo
rango de magnitud que los resultados obtenidos en este estudio.

En cuanto al alginato de sodio (1%) en una relacion 1:1 proporciond un valor de
17.522+0.504 mgeag/gee, lo cual representa el valor més alto entre los encapsulantes
implementados para relaciones bajo y medio en la presente investigacion. En contraste, Lauro et al.
(2017) reportaron un Ctp de 33.50£0.21 mgeag/g, utilizando el mismo compuesto al 2% para
encapsular un subproducto de naranja sanguina rico en polifenoles, lo que gener6 resultados que
casi duplican a los obtenidos en el presente estudio. Esta diferencia se debe a las propiedades
quimicas y la composicién del extracto empleado, ademéas de la concentracion del alginato de
sodio en la solucién E (extracto):AE (agente encapsulante).

Empleando quitosano al 1% como material de pared en una proporcion de 1:1 produjo el
Crp (dentro del rango evaluado para este AE) mas alto, con un valor de 9.357 + 1.167 mg EAG/g
EE. Estos resultados son consistentes con los reportados por Nguyen etal. (2024) quienes
encapsularon cascara de cacao utilizando una combinacion de maltodextrina, goma arabiga y

quitosano en una relacion de 8:1:1 (p/p), obteniendo un C+p de 12.640 + 0.570 mg EAG/g.
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5.2.2 Capacidad antioxidante (Técnica ORAC) para los encapsulados

En la siguiente tabla, se presentan los resultados obtenidos de la cuantificacion de la
capacidad antioxidante mediante la técnica ORAC de cada uno de los encapsulantes.
Tabla 7.

Capacidad antioxidante para los encapsulados.

Relacion  Material Capacidad Antioxidante

EP:AE  de Pared [umol ET/gee]*
___________ 1 3 Goma 1200.90+189.49
___________ 17 Arébiga 1142.15+67.98

1:11 1033.73+485.58
___________ 1 1 Alginato 1030.99+153.37

1:2 . 983.46+114.05
----------------------------- de sodio

1:3 665.58+129.30

1:1 665.58+129.30
"""""" 1:2  Quitosano 554.95+195.96
"""""" 1:3 461.84+86.06

*umol ET/g: Micromol equivalente de Trolox por gramo.

Se observa que el valor mas alto de capacidad antioxidante para cada uno de los
encapsulantes es logrado en la relaciéon baja. De manera descendente, la goma arabiga tiene una
capacidad antioxidante de 1200.90+£189.49 umol ET/g, siendo el valor maximo para el rango de
AE vy relaciones EP:AE estudiados, seguidamente el alginato de sodio resultando en
1030.99+153.37 pumol ET/g y en altima instancia el quitosano logra el valor de 665.58+129.30
pmol ET/g.

Vargas-Munévar et al. (2024) encapsularon granos de cacao CCN51 empleando goma
arabiga (al 16%) por liofilizacién y secado por aspersién, con la primera metodologia se generd
un valor de 1309.79+22.38 umol ET/g, no obstante, con la segunda se obtuvo un 492.54+19.35

pmol ET/g. En otras investigaciones como la realizada por Valeriano Tonon (2009) quien
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encapsul6 pulpa de acai con goma arabiga (6%) result en 2408.87 + 58.24 umol ET/g. En los
datos reportados se evidencian diferencias debido a: la metodologia de encapsulacion, extracto,
concentracion del encapsulante, procedencia del encapsulante y proceso de extraccion.

En estudios previos, como el de da Silva Carvalho et al. (2019), quienes encapsularon
extracto de Jussara (Euterpe edulis Martius) con alginato de sodio al 2% p/p obtuvieron un valor
de 1606.0 = 67.6 umol TE/g, el cual es mayor al reportado en el estudio. Ademas, al combinar
alginato con quitosano (1% p/p), obtuvieron 844.6 + 53.0 umol TE/g, lo que sugiere posibles
interacciones entre los encapsulantes (tipo de material y concentracion) que afectan la eficiencia
del proceso y la estabilidad del compuesto bioactivo.

La mayor retencion de polifenoles se logra al emplear la goma ardbiga como material de
pared. Esto es debido a las propiedades de cada uno de los materiales de pared en condiciones de
temperaturas elevadas, la goma arabiga forma una matriz sélida y estable, mientras que el alginato
y el quitosano forma un gel que facilita la formacién de una pelicula de solucion en la cdmara de
secado (Figura 4) debido a su alta viscosidad, por esto, en comparacién con la goma arabiga, se
obtienen resultados de cantidad total de polifenoles y capacidad antioxidante menores.

Un factor adicional que respalda la preferencia por la goma arabiga como encapsulante son
sus buenas propiedades emulsionantes, alta compatibilidad con los ingredientes activos sin afectar
su funcionalidad, alta solubilidad, baja viscosidad y un aumento en la temperatura de transicion

vitrea, variable que influye en la estabilidad y formacion de encapsulados (Ramirez et al., 2015).
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5.2.3 Identificacion y cuantificacion de los polifenoles mediante HPLC/UV-Vis

En la tabla 8, se presentan los resultados de concentracion de epicatequina y catequina
presentes en los encapsulados. Esta técnica se emplea para confirmar la presencia de compuestos
fenolicos en las capsulas.
Tabla 8.

Concentracion de epicatequina y catequina presentes en los encapsulados.

Relacion Epicatequina Catequina
Encapsulante
EP:AE [mg/gee] [mg/gee]
1:3 G 1.4529 0.4732
17 Ar;?gaa 14753 0.4524
1:11 1.4649 0.4427
1:1 1.4794 0.4954
1:2 Alginato 1.4701 0.4529
1:3 1.4134 0.4524
1:1 1.5359 0.4625
1:2 Quitosano 1.4495 0.4485
1:3 1.4081 0.4456

En los resultados se evidencia una disminucion general en la concentracion de epicatequina
y catequina en los encapsulados, en comparacion con los niveles observados en el extracto
polifendlico liofilizado (EP) usando HPLC/UV-vis: 2.151 mg/g de epicatequina y 0.605 mg/g de
catequina.

Empleando quitosano y el alginato de sodio en la relacion baja (1:1), se obtuvieron las
concentraciones mas altas de polifenoles. Para la epicatequina, las concentraciones fueron de
1.5359 y 1.4794 mg/gee, mientras que para la catequina fueron de 0.4625 y 0.4954 mg/gee,

respectivamente para cada AE. Ademas, se visualiza una tendencia similar a la obtenida en los
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resultados del contenido total de polifenoles, donde al incrementar la relacion EP:AE disminuye
la concentracion de la epicatequina, catequina y concentracion de polifenoles.

En los encapsulados de goma ardbiga se presentd una propension diferente para estos
grupos de polifenoles, donde la catequina mantiene el mismo comportamiento inverso de
disminucion al incrementar la relacion EP:AE, siendo el més alto de 0.4732 mg/gee (relacién de
1:3) y la epicatequina tiene un aumento en la relacién media (1:7), en el cual se alcanza el mayor

valor de 1.4753 mg/gee y disminuye en la relacion alta (1:11).

5.3 Evaluacion de la eficiencia y rendimiento de la encapsulacion.
En esta fase se procede a la aplicacion de las Ecuaciones 2, 3y 4 (seccion 4.3.1; 4.3.2y
4.3.3) con las que se realizaron los célculos de las variables: rendimiento, eficiencia de carga y

eficiencia de encapsulamiento. Los resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 9.

Resultados para las variables de rendimiento y eficiencia.

Relacion Encapsulante Eficiencia Rendimiento Eficiencia

EP:AE encapsulamiento Carga
1:3 Goma 79.22% 62.15% 34.77%
1:7 Ardbiga 78.59% 63.63% 18.99%
1:11 77.94% 63.67% 25.72%
1:1 81.58% 45.33% 17.57%
1:2 Alginato 76.29% 47.88% 20.75%
1:3 89.46% 50.40% 26.04%
1:1 77.61% 45.75% 9.50%
1:2 Quitosano 82.79% 54.15% 9.06%

1:3 89.38% 52.38% 4.14%
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5.3.1 Rendimiento de la operacion

En la Figura 6, se presenta una grafica que ilustra el comportamiento del rendimiento bajo
diferentes condiciones operativas. Esta figura permite analizar el rendimiento del proceso en
funcion de las variables: tipo de encapsulante y relacion EP:AE.

Figura 6.

Rendimiento de la operacion discriminado por encapsulante y relacion EP:AE.
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En esta se observa un aumento del rendimiento al incrementar la relacion EP:AE tanto en
la goma arabiga como el alginato de sodio, al realizar el andlisis estadistico se determin6 que la
desviacion de rendimiento entre las diferentes relaciones para la goma arabiga no es significativa.
Finalmente, el quitosano presenta un maximo en la relacion media, con resultados porcentuales
similares a los obtenidos con el alginato de sodio.

Los mayores valores de rendimiento se obtuvieron para la relacion alta de los

encapsulantes: goma arabiga (1:11) y alginato (1:3), en contraste, la relacion media (1:2) es la que

mas favorece el rendimiento para el quitosano.
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5.3.2 Eficiencia de encapsulamiento

En esta seccion se presenta la gréafica de eficiencia de encapsulamiento (Figura 7), la cual
es primordial para evaluar el impacto del cambio de encapsulante y la relacién EP:AE en el proceso
del secado, bajo condiciones controladas y para identificar los factores que favorecen la operacion.

Figura 7.

Eficiencia de encapsulamiento discriminado por encapsulante y relacion EP:AE.
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La eficiencia de encapsulacion muestra comportamientos divergentes entre los materiales
estudiados. En el caso de la goma ardbiga y quitosano, se tienen tendencias completamente
opuestas: en el primero, al aumentar la relacion EP: AE disminuye el valor de la eficiencia, mientras
que en el segundo ocurre lo contrario, al aumentar EP:AE, aumenta la eficiencia. En el alginato se
presenta un minimo en la relacién media y un crecimiento mayor para la relacion alta, siendo este
el maximo dentro del rango estudiado.

El valor mas alto de la eficiencia de encapsulamiento es logrado en la relacion alta del

alginato (1:3) con 89.46%, seguidamente con el quitosano se obtiene un 89.38% con la relacion
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alta (1:3). En contraste, la goma arabiga ocupa la quinta posicién, con una eficiencia del 79.22%

bajo la misma relacion de 1:3.

5.3.3 Eficiencia de carga

A continuacion (Figura 8) se exhibe el comportamiento de la eficiencia de carga de forma
detallada, de manera que se pueda identificar el material y relacion EP:AE que conducen a una
mayor retencion de polifenoles en las capsulas.

Figura 8.

Eficiencia de carga discriminado por encapsulante y relacion EP:AE.
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En la Figura 8 se puede visualizar que la eficiencia de carga para el quitosano tiene un
comportamiento inverso: al aumentar el EP:AE, disminuye el valor del pardmetro. Como material,
el alginato reporta una tendencia directa: el incremento de la relacion EP:AE, incrementa el
resultado de la variable. La goma arabiga presenta un minimo en el rango estudiado para la relacion
media (1:7).

En esta variable, el valor maximo dentro de todos los casos estudiados es de 34.77%, que

se alcanza con la goma arabiga en una relacion baja (1:3). Le sigue el alginato, con un 26.04% en
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una relacion alta (1:3). En la sexta posicion, se encuentra el quitosano, que logra un 9.50% en la

relacion 1:1 (valor maximo alcanzado en el rango de relaciones establecidas para el quitosano).

5.4 Seleccion de la relacion EP:AE y encapsulante para maximizar las variables de respuesta

En la tabla 9 se resumen los resultados de los valores obtenidos para: eficiencia de
encapsulacion, eficiencia de carga y rendimiento. A continuacion, se establece el comportamiento
obtenido para cada variable, discriminando por tipo de encapsulante.

Con la goma arabiga (relacion 1:3) se alcanzan los valores maximos de eficiencia de
encapsulamiento (79.22%) y eficiencia de carga (34.77%). La relacion 1:11 muestra el mayor
rendimiento con un 63.67%, sin embargo, la desviacion entre los valores para este encapsulante
no es significativa, por lo tanto, la relacién AE:EP no tiene un efecto sobre el rendimiento. En
investigaciones anteriores reportaron resultados similares trabajando con este encapsulante como:
Nikolic et al. (2018) quienes obtuvieron valores de eficiencia de encapsulacion entre 74.66 y
87.29% al encapsular un extracto de aronia negra con goma arabiga, o Tolun etal. (2016)
atomizaron un extracto de uva empleando goma arabiga y maltodextrina en proporcion (4:6) que
resultd en valores entre 38.9 y 58.5%.

En el caso del alginato de sodio, se obtuvieron los maximos resultados en una relacion 1:3,
alcanzando una eficiencia de encapsulamiento del 89.46%, un rendimiento del 50.40% y una
eficiencia de carga del 26.04%. Lauro et al. (2017) utilizaron alginato en una proporcion de 1:3
para encapsular un extracto enriquecido en polifenoles de naranja sanguina, logrando un
rendimiento de encapsulacion del 60%, cercano al obtenido en el presente estudio. Por otra parte,

Pasukamonset et al. (2016) encapsularon Clitoria ternatea con alginato obteniendo una eficiencia
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de encapsulacién cercanas a las nuestras con un rango entre los valores 74.17 + 0.83% y 84.87 +
0.29%

Usando quitosano se obtuvo una tendencia donde la mayor eficiencia de encapsulacién se
alcanzo en la relacion 1:1 (89.23%), en la relacién media se logré el mayor valor de rendimiento
(54.15%) y eficiencia de carga (9.50%). Autores como Altin et al. (2018) obtuvieron una eficiencia
de encapsulamiento menor con un valor del 73.6% al encapsular c&scara de cacao con quitosano
como encapsulante. Estudios anteriores como el de Reis Pimienta et al. (2018), quien encapsulo el
extracto polifendlico de cascara de Jabuticaba con quitosano (1:6) resultando en un rendimiento
que varié entre 29.63% a 37.65%.

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos en las diferentes variables de respuesta, se
realiz6 una optimizacion para maltiples variables y se gener0 la siguiente grafica (Figura 9) para
el rango de deseabilidad de los resultados.

Figura 9.
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A partir de una optimizacion cuyo objetivo es maximizar la eficiencia de encapsulacion, la
eficiencia de cargay el rendimiento, se busca que la relacion AE:EP y el material de pared generen
los valores mas altos posibles. Cuantos mayores sean estos valores, mayor serd la deseabilidad de
esa combinacion de variables. La gréfica muestra regiones que representan el valor de
deseabilidad, calculado en funcién de los intervalos de valores obtenidos en la optimizacion.

Los mejores resultados para alginato y quitosano en esta optimizacion se encuentran en la
relacion alta (1:3) con una deseabilidad dentro del rango de 0.4-0.5. La mayor deseabilidad
obtenida es el intervalo 0.6 - 0.7 correspondiente a la region de la goma arabiga con relaciones de
1:3 (baja) y 1:11 (alta). De estas, la relacion 1:3 present6 el mayor porcentaje en la eficiencia de
carga, variable crucial para la aplicacion de las capsulas en fortificacién de alimentos, ya que
determina la cantidad real de polifenoles retenidos en el material de encapsulacion. Lograr una
mayor eficiencia de carga permite una mayor concentracion de polifenoles por cépsula, lo que
reduce la cantidad total de cépsulas necesarias en la formulacion. Esto contribuye en la
disminucion del riesgo de saturacion en el producto final y a minimizar las alteraciones en las

propiedades organolépticas.

6. Conclusiones
- El extracto liofilizado present6 un contenido considerable de polifenoles de 90.47 + 12.87
mg EAG/gel y alta capacidad antioxidante de 1610.59 = 513.62 pmol ET/g, con la
epicatequina como el compuesto predominante a una concentracion en el intervalo de
2.191-2.738 mg/g.
- Las variables estudiadas muestran que la concentracion y el tipo de encapsulante influyen

significativamente en los resultados. EI maximo rendimiento (63.67%) y eficiencia de
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carga (34.77%) se obtuvieron con goma arabiga a relaciones 1:11 y 1:3, respectivamente.
Finalmente, la eficiencia de encapsulacién mas alta (89.46%) correspondio al alginato de
sodio (1:3), destacado la importancia de la optimizacién del proceso.

- Aunque el alginato de sodio (1:3) y el quitosano (1:1) lograron valores competitivos en
eficiencia de encapsulacion y rendimiento, la optimizacion del proceso priorizd la goma
ardbiga (1:3) como el encapsulante més adecuado. Esto se debe a su elevada eficiencia de
carga y su prometedor rendimiento, el cual se encuentra solo un 1.52% por debajo del valor
méaximo alcanzado. Ademas, genera una eficiencia de encapsulacion del 79.22%.

- Lagomaarabiga en relacion extracto polifendlico: agente encapsulante de 1:3 se determina
como el material de pared 6ptimo para la microencapsulacion de los polifenoles extraidos
de cascara de cacao CCN-51 mediante secado por aspersion, ya que optimiza el

rendimiento, la eficiencia de carga y la eficiencia de encapsulacion.

7. Recomendaciones
- Basandose en investigaciones que muestran una mejoria en variables como rendimiento y
eficiencia de encapsulacion al emplear mezclas de materiales de pared, se recomienda
explorar combinacion de diferentes agentes encapsulantes con la goma arabiga con el fin
de potenciar las propiedades de encapsulacion.
- Se recomienda realizar las pruebas de HPLC/MS para los encapsulantes con el fin de

obtener un perfil polifenolico mas detallado y cuantificaciones con mayor precision.
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Apéndices

Apéndice A.  Curva de calibracion con &cido galico
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Al compuesto se le aplico la prueba de Folin-Ciocalteu, con la micropipeta se depositan 50
ul del acido galico, 1.5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 10 veces en agua destilada) y
1.5 ml de solucion de carbonato de sodio (7.5% p/v) en un tubo de ensayo, esta solucién es
mezclada en vortex y se deja reposar por 60 min en un ambiente oscuro (esta prueba fue realizada

por duplicado). A la mezcla se le midio la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro.

Apéndice B. Curvas de calibracion para epicatequina y catequina.
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A partir de los cromatogramas obtenidos para cada una de las muestras de capsulas, se
calcula un éarea bajo la curva, que representa la cantidad de analito presente en la muestra. El

tiempo de retencion para la catequina es de 6.35 min y para la epicatequina es de 13.35 min.

Apéndice C.  Descripcion metodologia del HPLC/MS por CROM-MASS.

Para la preparacion de la muestra se disolvieron 0.2 g de extracto liofilizado en 10 ml de
agua tipo I, posteriormente se almacend en un frasco de vidrio &mbar para evitar la exposicion a
la luz y fue enviado al laboratorio en condiciones de refrigeracion.

En los resultados se reporta que la muestra se disolvié en una mezcla de metanol: agua (1:1
v/v) con &cido formico 0.2% v/v, se agitd en vartice por 5 min y se realizé una sonicacién por 5
min, posteriormente se procedio con la inyeccién al equipo cromatografico.

El equipo es un cromatografo liquido de ultra-alta eficiencia (UHPLC), Dionex Ultimate
3000 (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, EE.UU.), equipado con una bomba binaria de gradiente
(HP G3400RS), un inyector automatico de muestras (WPS 300TRS) y una unidad termostada para
la columna (TCC 3000).

La interfaz del anélisis LC-MS fue la electronebulizacién (ESI) y el espectrometro de
masas fue de alta resoluciéon y contaba sistema de deteccién de corrientes de iones Obitrap,
operando en modo positivo con un voltaje de capilar de 3.5 kv.

Para identificar los compuestos se empled el modo de adquisicion full scan y la extraccion
de corrientes ionicas correspondientes a las moléculas protonadas [M+H]+ de los compuestos de
interés, la medicion de masas fue con exactitud y precision de Appm < 1. Se realiz6 una revision
de las relaciones isotopicas y patrones de fragmentacion. Para la cuantificacion de los analitos de

interés se emplearon las curvas de calibracion en base a los materiales de referencia certificados.
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Apéndice D.  Descripcion metodologia del HPLC/UV-vis

Se emple6 el método por Quiroga Ruiz & Herrera Sanchez (2019), para cada uno de los 12
lotes se realizé por duplicado. Para la preparacion de la muestra se tomaron 0.02 g de extracto
liofilizado del lote y se disolvieron en 5 ml de una solucién formada por 85% de 4cido acético al
0.3% y 15% de metanol, se colocaron en vértex y posteriormente se usaron filtros PDVF de 0.45
pm para depositar la solucién resultante en viales de vidrio &mbar de 1 ml.

La identificacion de: (i) mondmeros, (ii) dimeros y (iii) oligbmeros presentes en el extracto
se llevé a cabo utilizando un LC/MS de trampa de iones (modelo 6320, Agilent Technologies,

Waldbronn, Alemania) ubicado en el laboratorio del grupo de investigacién de Ciencia y

Tecnologia de Alimentos (CICTA).

Apeéndice E.  Perfil de polifenoles por HPLC/UV-Vis para los extractos

Lote 1 (por duplicado).
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount

min mAU™min mAU %, %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.308 0.000 0.175 0.05 3.81 na.
n.a. |Cafeina n.a. na. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. ‘Procianidinas B-2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 Epicatequina 13.275 0.368 3.062 53.94 66.83 n.a.
2 B-1 13.842 0.314 1.345 46.01 29.36 n.a.
Total: 0.683 4.582 100.00 100.00
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU %, %

n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.129 0.020 0.114 2.28 273 n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
n.a. |"Procianidinas B-2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 Epicatequina 13.267 0.548 2.782 62.64 66.51 n.a.
3 B-1 13.833 0.307 1.286 35.09 30.75 n.a.
Total: 0.875 4.182 100.00 100.00
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Lote 2 (por duplicado).

Integration Results

No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU %, %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.321 0.033 0.228 2.47 3.80 n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. na. n.a.
n.a. ‘Procianidinas B-2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 Epicatequina 13.267 0.841 3.706 62.13 61.76 n.a.
2 B-1 13.833 0.479 2.066 35.39 34.43 n.a.
Total: 1.354 6.000 100.00 100.00
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. na. na. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.329 0.036 0.299 1.72 3.44 n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.717 0.073 0.253 347 2.91 n.a.
3 Epicatequina 13.262 1.266 4 996 60.09 57.54 na.
4 B-1 13.829 0.732 3.135 34.71 36.11 n.a.
Total: 2107 8.683 100.00 100.00
Lote 3 (por duplicado).
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU %, %
n.a. |Teobromina n.a. na. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.333 0.004 0.082 0.40 2.05 n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |"Procianidinas B-2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 Epicatequina 13.267 0.604 2.631 66.24 65.68 n.a.
3 B-1 13.833 0.304 1.293 33.36 32.27 n.a.
Total: 0.912 4.006 100.00 100.00
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.317 0.023 0.147 2.38 3T n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |"Procianidinas B-2 n.a. na. n.a. n.a. na. n.a.
2 Epicatequina 13.267 0.567 2.574 59.16 59.20 n.a.
3 B-1 13.833 0.369 1.627 38.46 37.43 n.a.
Total: 0.958 4.348 100.00 100.00
Lote 4 (por duplicado).
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU %, %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.325 0.004 0.073 0.56 1.96 n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. ‘Procianidinas B-2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 Epicatequina 13.267 0.499 2553 65.60 68.56 na.
3 B-1 13.837 0.258 1.098 33.85 29.48 n.a.
Total: 0.761 3.724 100.00 100.00
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Integration Results

No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. na. na. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.487 0.005 0.000 0.46 0.00 n.a.
na. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |"Procianidinas B-2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 Epicatequina 13.267 0.593 2.821 59.06 62.17 n.a.
3 B-1 13.833 0.407 1.717 40.48 37.83 n.a.
Total: 1.005 4.538 100.00 100.00
Lote 5 (por duplicado).
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. [Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.296 0.021 0.101 9.17 5.68 n.a.
2 B-1 8.229 0.034 0.015 14.56 0.85 n.a.
n.a. |[Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |"Procianidinas B-2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
3 Epicatequina 13.354 0.161 1.437 69.52 80.70 n.a.
4 B-1 13.737 0.016 0.228 6.75 12.77 n.a.
Total: 0.232 1.781 100.00 100.00
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.308 0.021 0.104 543 4.66 n.a.
2 B-1 8.229 0.057 0.036 14.77 1.60 n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
S “Procianidinas B-2 9.883 0.028 0.123 7.33 548 n.a.
4 Epicatequina 13.350 0.280 1.980 72.46 88.26 n.a.
na. |B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Total: 0.387 2.243 100.00 100.00
Lote 6 (por duplicado).
Integration Results
No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.404 0.023 0.063 12.06 8.30 n.a.
na. |B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
na. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.596 0.017 0.104 9.03 13.79 n.a.
3 Epicatequina 13.354 0.149 0.587 78.91 77.90 n.a.
na. |B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Total: 0.189 0.753 100.00 100.00
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Integration Results

No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.425 0.016 0.041 8.92 5.34 n.a.
na. |B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.592 0.009 0.086 5.03 11.13 n.a.
3 Epicatequina 13.362 0.129 0.547 7213 70.93 n.a.
4 B-1 13.842 0.025 0.097 13.91 12.59 n.a.
Total: 0.179 0.771 100.00 100.00
Lote 7 (por duplicado).
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |[Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.412 0.020 0.054 9.25 5.82 n.a.
na. |[B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |[Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.596 0.018 0.121 8.40 13.01 n.a.
3 Epicatequina 13.358 0.149 0.676 69.81 72.54 n.a.
4 B-1 13.846 0.027 0.080 12.54 8.62 n.a.
Total: 0.213 0.932 100.00 100.00
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. [Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.383 0.017 0.051 8.64 5.56 n.a.
na. |[B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. [|Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 "Procianidinas B-2 9.583 0.016 0.113 8.35 12.25 n.a.
3 Epicatequina 13.358 0.130 0.638 67.05 69.33 n.a.
4 B-1 13.958 0.031 0.118 15.96 12.86 n.a.
Total: 0.194 0.920 100.00 100.00
Lote 8 (por duplicado).
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.367 0.018 0.064 6.82 4.43 na.
na. |B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. na.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.904 0.018 0.125 6.95 8.60 n.a.
3 Epicatequina 13.342 0.222 1.214 85.92 83.62 n.a.
4 B-1 13.696 0.001 0.049 0.31 S5 n.a.
Total: 0.258 1.452 100.00 100.00
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Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.317 0.019 0.083 5.86 4.80 na.
na. |B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
na. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.887 0.019 0.116 5.90 6.69 n.a.
3 Epicatequina 13.337 0.244 1.305 76.88 75.59 n.a.
4 B-1 13.954 0.036 0.223 11.36 12.92 n.a.
Total: 0.317 1.726 100.00 100.00
Lote 9 (por duplicado).
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.387 0.011 0.044 5.38 4.66 n.a.
na. |B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.875 0.002 0.072 0.92 7.71 n.a.
3 Epicatequina 13.342 0.164 0.745 82.84 79.47 n.a.
4 B-1 13.862 0.021 0.077 10.87 8.16 n.a.
Total: 0.198 0.938 100.00 100.00
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. [Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.367 0.015 0.060 6.31 oI55 na.
na. |[B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.912 0.006 0.071 246 6.53 n.a.
3 Epicatequina 13.346 0.164 0.769 70.85 70.96 n.a.
4 B-1 13.929 0.047 0.184 20.37 16.96 n.a.
Total: 0.231 1.084 100.00 100.00
Lote 10 (por duplicado).
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.404 0.014 0.043 6.18 3.71 n.a.
na. |B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.912 0.013 0.092 5.95 7.92 n.a.
3 Epicatequina 13.337 0.177 0.949 80.55 81.52 na.
4 B-1 13.929 0.016 0.080 7.32 6.85 n.a.
Total: 0.219 1.164 100.00 100.00
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Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAU % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.292 0.022 0.103 9.66 7.40 n.a.
na. |B-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.908 0.006 0.074 2.83 5.32 n.a.
3 Epicatequina 13.337 0.124 0.829 54.62 59.64 n.a.
4 B-1 13.933 0.074 0.384 32.89 27.64 n.a.
Total: 0.226 1.389 100.00 100.00
Lote 11 (por duplicado).
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mALU*min mAL % %
n.a. |Teobromina na na na na na na
1 Catequina 6.375 0014 0.051 6.34 468 na.
na. |[B-1 n.a. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. na. na. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9.900 0.004 0.080 178 733 n.a.
3 Epicatequina 13.329 0.182 0.882 82.41 80.91 n.a.
4 B-1 13.962 0.021 0.077 9.46 7.08 na.
Total: 0.221 1.091 100.00 100.00
Integration Results
No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAU*min mAL % %
n.a. |Teobromina n.a. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
1 Catequina 6.383 0.024 0.070 915 553 na.
n.a. B-1 n.a. n.a. na. na. n.a. n.a.
n.a. |Cafeina n.a. n.a. na. n.a. n.a. n.a.
2 “Procianidinas B-2 9546 0.002 0.084 074 6.68 na.
3 Epicatequina 13.346 0177 0.861 68.23 68.50 n.a.
4 B-1 13.937 0.057 0.242 21.88 19.29 na
Total: 0.259 1.257 100.00 100.00
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Apéndice F. Configuraciones estereoquimicas de las catequinas y procianidina B2, con los

posibles productos de epimerizacion.

: OH
Catechins
OH
| / ]
@ O
T3
\l/\/\OH
OH
procyanidin dimer B2
(—)-epicatechin-(43—8)-(—)-epicatechin Catechins
i (—)-epicatechin: C-2 :C3 =
possible epimerization products: (+)-catechin: c2 o -C-3 /
1—)—eplcu:chin-(4/'ia8)-(—)-culct:1in xcatechiii (:3/ -C-3 o
(—)-catechin-(43—8)-(—)-epicatechin . . . .
agh : - (+)-epicatechin: C-2 > :C-3 7
(—)-catechin-(43—8)-(—)-catechin

Nota. Adaptado de Kothe, L., Zimmermann, B. F., & Galensa, R. (2013). Temperature
influences epimerization and composition of flavanol monomers, dimers and trimers during
cocoa bean roasting. Food Chemistry, 141(4), 3656-3663. DOI:
10.1016/j.foodchem.2013.06.049

Se postuld que los cambios en la configuracién estereoespecifica de la procianidina B2
estan restringidos a las posiciones C-2 (no existe informacion sobre cambios en la configuracién
de los otros estereocentros). Bajo este contexto, la epimerizacion podria ocurrir en dos posiciones
de los dimeros de procianidina, generando asi tres productos epiméricos potenciales por cada
dimero.

En el caso de las catequinas (con centro quiral en la posicion 2), se favorece la absorcion
del isomero (+) en comparacion con el isémero (—) y el epimero mas comun en que esta puede

transformarse es la epicatequina (esta situacion es igual de manera inversa).
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Apéndice G.  Analisis de varianza para el rendimiento de secado.

Fuenie Suma de Cuadrados |G | Cuadrado Medie | Razon-F | Valor-P
Acencapsulants 460,784 1 460,734 32,16 0,0001
Birelacion EP-AE | 38,3002 1 38,3002 407 0,0666
LY 33027 1 33027 2305 0,0004
AB 13,0816 1 13,0816 0,91 03582
EE 13,0673 1 13,0673 1,03 03254
Error total 171,927 12 [143272

Total (corr.) 1049 43 17

Al realizar el analisis de varianza para la variable del rendimiento para secado por aspersion
se estudid la variabilidad de este en piezas separadas para la evaluacion de cada uno de sus efectos,
donde 2 efectos tienen un valor P menor que 0.05 (nivel de confianza del 95 %).

Se obtuvo un R2 de 76.791% el cual es adecuado para comparar modelos con diferente
numero de variables independientes, se obtuvo un valor P mayor que el 5%, lo cual indica que no

hay autocorrelacion serial entre los residuos con un nivel de significancia del 5 %.

Gréfica de efectos principales para rendimiento de secado
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Gréfica de interaccion para rendimiento de secado.
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Los mejores valores de rendimiento se obtienen para la goma arabiga con relacion EP:AE

de 1:11, siendo los minimos los del alginato y con valores intermedios para el quitosano, un

comportamiento evidenciado es que para la mayor relacién de cada encapsulante se tienen los

mayores valores.

Valores optimos para la maximizar el rendimiento de secado.

Factor Bajo Alto Optimo
Encapsulante 1.0 3.0 1.0
Relacion EP:AE 1.0 3.0 2.23822

Andlisis de varianza para el rendimiento de secado — Suma de cuadrados tipo I11.

Fuenie Suma de Cuadrades |G | Cuadrade Medio | Racon-F | Falor-P
EFECTOS PRINCIPALES

Acencapsulante T4, 889 2 395,445 23,53 0,0003
E:Relacion EP:AE 73,3639 2 36,683 2,18 0,1683
INTERACCIONES

AB 33,7976 4 844941 050 0, 7349
RESIDUOS 151,147 ] 16,7941

TOTAL (COREEGIDO) 10492 17
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Debido a que un valor P es menor a 0.05 este factor (encapsulante) tiene un efecto

significativo sobre el rendimiento del secado por aspersion con un 95.0% de nivel de confianza.

Apéndice H. Analisis de varianza para la eficiencia de encapsulacion.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Racon-F | Falor-P
Acencapsulante 63,6136 1 63,6136 345 0,0881
Birelacion EP-AE 112,547 1 112,547 im 0,0317
Al 9.3025 1 0.30235 0,49 0. 4979
AB 83,1513 1 83,1513 447 0,0560
EE 43,7382 1 43,7382 230 01554
Error total 228 460 12 (18,0391

Total (corr.) 344 841 17

En este caso un efecto tiene un valor P menos que 0.05 ya que estos son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.00 %, el estadistico R2 indica que el modelo
ajustado de esa manera explica el 58.0669 % de la variabilidad en la eficiencia para la operacion.
La desviacion estandar de los residuos es de 4.3634, en conclusion, debido a que el valor P es
mayor al 5.0% no hay indicacién de autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de
significancia del 5.0%

Grafica de efectos principales para eficiencia de encapsulacion.
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Analisis de varianza para la eficiencia de encapsulacion— Suma de cuadrados tipo I11.

Fuente Suma de Cuadradss |Gl | Cuadrado Medio | Racon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

Acencapsulante 74,8856 2 374428 2,20 01671
ERelacion EF:AE 136,139 2 78,0693 438 0,0424
INTERACCIONES

AB 160,404 40,101 233 01317
RESIDUOS 133,373 ] 17,0415

TOTAL (CORREGIDO) 544,802 17

75

Debido a que un valor P es menor al 0.05 del factor Relacion EP:AE, tiene un factor

estadisticamente significativo sobre la eficiencia del secado por aspersion con un 95.0% de nivel

de confianza.

Apéndice I.

Analisis de varianza para la eficiencia de carga.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio  |Razom-F | Valor-P
Acencapsulante 1075,03 1 1073,05 41,58 0,0000

Brelacion EF-AE 11,7612 1 11,7612 045 0,5128

A4 78,1456 1 78,1456 3,02 0,1077

AB 67712 1 67712 026 06181

EE 45,0241 1 45,0241 1,74 02116

Error total 310279 12 25,8566

Total (corr.) 152702 17

Gréfica de efectos principales para la eficiencia de carga.
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Gréfica de interaccion para la eficiencia de carga.
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En este caso un efecto tiene un valor P menos que 0.05 ya que estos son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95.00 %. El estadistico R2 indica que el modelo
ajustado de esa manera explica el 79.6807% de la variabilidad en la eficiencia para los
encapsulados, la desviacion estandar de los residuos es de 5.0849.

Analisis de varianza para la eficiencia de carga— Suma de cuadrados tipo I11.

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Racon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

Aencapsulante 11533,02 2 576,51 361,33 0,0000
B Relacion EP:AE 56,8417 2 |284208 17,82 0,0007
INTERACCIONES

AB 302,748 4 |73,6869 47 46 0,0000
RESIDUOS 14,3516 ] 1,50462

TOTAL (CORREGIDO) 1526.96 17

Para el ANOVA se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Ill, la contribucién de cada
factor se mide eliminando los efectos de los demas factores. Los valores P prueban la significancia
estadistica de cada uno de los factores, debido a que los tres valores P son menores que 0.05
significa que los factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre la eficiencia de los

encapsulados.



