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Abstract Nanoencapsulation is defined as a technology
to pack substances in miniature making use of techniques
such as nanocomposite, nanoemulsification, and nanoe-
structuration. It provides final product functionality
(including controlled release of the core) which is expected
to be maintained during storage. Within the food engi-
neering field, protection of bioactive compounds such as
vitamins, antioxidants, proteins, and lipids as well as car-
bohydrates may be achieved using this technique for the
production of functional foods with enhanced functionality
and stability. In this paper, the different techniques that
have been developed for the production of nanocapsules
are discussed, and examples of their application are
provided including regulatory aspects on products of
nanotechnology. Also, it is illustrated a proposal of clas-
sification and characterization of the different structural
arrangements of core-shell materials in nanoencapsulates
composites found in the literature.
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Introduction

The term nanotechnology was coined in 1974; Nario
Taniguchi used it to describe the manipulation of particles
of less than one micrometer, and in 1959, the physicist,
Richard Feynman spread the concept within the atomic
engineering field [1]. Nanotechnology involves research,
technology development, and control of structures within
sizes from 1 to 100 nm. Nowadays, nanotechnology is
applied to creating structures with special properties which
strongly depend on size and structure such as quantum
confinement in semiconductor particles, surface plasmon
resonance in some metal particles, and superparamagnet-
ism in magnetic materials (2, 3].

A number of advances in the food processing fields have
been made on nanotechnology grounds. Preparation of
nano-sized materials can be carried out using “Top down”
methodologies which consist in decreasing the size of
macrostructures down to the nano-size scale or by “Bottom
up” techniques in which arrangements of atoms, mole-
cules, or single particles are induced. The large surface area
per unit mass of nano-sized biomaterials may increase their
biological activity [4] as in the formulations of herbaceous
plants as a result of nanotechnology-based studies [5].
Nanostructures have been used for the inhibition of thermal
polymerization and for eliminating bad odors by catalytic
refining of frying oil using nanoceramics [6]. Also, the
preparation of milk protein nanotubes with potential
applications as carrier materials and enhancers of proper-
ties such as jellification and viscosity has received special
attention [7]. As far as packaging is concerned, there have
been advances on the preparation of nylon and titanium
dioxide nanocomposites as barriers to oxygen in fried foods
packs [8]. Worldwide sales of nanofoods have increased
from 150 millions of dollars in 2002 to 860 in 2004, and it
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is foresight that this figure will reach 20.4 billions in 2010
[9, 10].

Is within the nutraceutical and food safety fields that
applications of nanotechnology have made important pro-
gress; the FDA approved methodologies and techniques
supporting the inclusion of nanotechnology-based ingre-
dients for mass consumption [11]. Examples of these are
the production of vitamins in the form of micelles and of
small (nano) detectors of viruses. These developments
provide the pattern for the further progress in the creation
of new nanostructured products that are capable of
releasing at controlled rates, different compounds of
improved functionality (12, 13].

In this revision, it is aimed to highlight basic and applied
aspects of encapsulation processes in nanotechnology,
stressing production of functional foods. Also, issues on
characterization and elaboration and regulatory issues on
nanoencapsulation-related fields are described.

Regulation

Legal aspects related to the handling and consumption of
nano-sized materials in food applications are important for
deciding on the consumption of these composites and will
have in years to come an important role in mass production
of nanofoods. Currently available information of risks
associated to manipulation of nano-sized products is lim-
ited, and there are not internationally agreed regulatory
parameters related to manipulation of nano-sized food
materials, and thus, many products reach markets without
prior evaluation on safety aspects related to their manipu-
lation [11, 14].

Impact of nanoparticles over human physiology depends
on their chemical nature, surface properties, and manner of
self-assembly [15]. Particles enter human body by inhala-
tion, contact, or ingestion. Particles having a size within the
range of 4-10 um can reach human lungs, whereas particles
having a size smaller than 400 nm may reach alveoli [16].
There is a lack of information on aspects related to
development of foodstuffs which contain manufactured
nanoparticles and on physicochemical properties of nano-
sized particles used as additives during their transit through
the gastrointestinal tract [17].

Regulatory aspects related to nanoproducts are led by the
United States of America. The National Nanotechnology
Initiative (NNI) describes the uses and the applications of
nanotechnology in three main areas: (1) Research and
technology on the development of products at the atomic,
molecular or macromolecular scales in the length of
1-100 nm. (2) Creating and using structures that have novel
properties and functions because of their small sizes. (3)
Ability to control or manipulate on the atomic scale [11].

@ Springer

It is important to mention that although the “nano” term
refers to a magnitude 1077, study of materials of bigger
size but with pores, cracks, incrustations, etc. of nano-size
which add functionality are included in the nanotechnology
study field. This has been illustrated by introducing ther-
modynamic considerations in water sorption analysis of
food-related systems as in the work by Flores-Andrade
et al. [18]. Improved functionality may be observed in
food applications at particle sizes somehow larger than the
1-100 nm range reported earlier. For example, Wullf-Pérez
et al. [19] demonstrated that the colloidal stability of some
nanoemulsions can be precisely controlled by the chemical
structure of its interface. In their work, they used the
amphiphilic uncharged tri-block copolymer Pluronic F68
as surfactant and natural oils from soybean, sesame, and
olive as the organic phase. The more stable resulting
emulsions resulted very appropriate for parenteral admin-
istration and had an average particle size, determined by
dynamic light scattering (DLS), of approximately 500 nm.

Chi-Fai et al. [11] reported 42 bodies worldwide that
support development of nanotechnology and involved in
regulatory aspects. Asia was reported to have 23 entities,
nine of them in Japan; Taiwan and Korea had five each one
and China, four. Europe was the second continent in the list
having four integrated entities, plus other five by United
Kingdom, three by France, and two by Germany and Italy.
United States was reported to have six groups at the time of
releasing the survey; Canada with one and finally, Australia
with three.

Background

Nanoencapsulation is defined as a technology to pack
substances in miniature and refers to bioactive packing at
the nanoscale [20]. Nanocapsules can often release their
content at controlled rates [21] as in the case of hydro-
phobic ion pairing for incorporating lysozyme into elec-
trospun poly(e-caprolactone) (PCL)/poly(ethylene glycol)
(PEG) non-woven membranes. Li et al. [22] reported that
the addition of PEG into the PCL nanofibers not only
improved the hydrophilicity of the membrane but also
played an important role on in vitro'lysozyme release rate.
It was also found that the release rate of lysozyme was
enhanced with the increase in PEG content and with salt
concentration in the medium accelerating the liberation of
the enzyme which kept most of its activity. In another
work, Niu et al. [23] studied the effects of tissue engi-
neering scaffold on the controlled releasing of a synthetic
peptide from porous nano-hydroxyapatite/collagen/poly
(L-lactic acid)/chitosan microspheres (nHAC/PLLA/CMs)
containing different quantities of chitosan which were
prepared by a thermally induced phase separation method.
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Rehydration of food materials can be improved by
encapsulation. Generation of pores, extent of hydrophobic—
hydrophilic balances within them, and capsule-disolvent
large contact areas aid to improve wetting processes. Zimet
and Livney [24] investigated on the use of f-lactoglobulin
(p-Lg) as natural molecular nanocarrier for hydrophobic
molecules and reported the formation of colloidally stable
nanocomplexes of fatty acids (docosahexaenoic) DHA-
loaded f-Lg and low methoxy! pectin below the isoelectric
point of f-Lg (5.2). These authors found that by adding
excess of pectin, the formation of dilutable nanoparticle
dispersions was enabled, and transparent solutions con-
taining 0.05% b-Lg and DHA at a 1:2 (b-Lg:DHA) molar
ratio were formed, having a very good colloidal stability
and average particle size of 100 nm. These nanocomplexes
provided good protection against degradation of DHA
during accelerated shelf life stress tests.

It is also important the encapsulation and delivery of
sensitive health-promoting substances using natural GRAS
(generally regarded as safe) ingredients. Semo et al. [25]
studied systems containing the oil-soluble vitamin D2,
which is essential for calcium metabolism. They demon-
strated the possibility to load this vitamin into casein
micelles (CM), utilizing the natural self-assembly tendency
of bovine caseins. The vitamin was about 5.5 times more
concentrated within the micelles than in the serum. Also,
the morphology and average diameter of the re-assembled
micelles were studied. This study suggested that CM may
be useful as nanovehicles for entrapment, protection, and
delivery of sensitive hydrophobic nutraceuticals within
food products. Also, Preetz et al. [26] prepared three-layer
polyelectrolyte shell capsules and a core consisting of
medium-chain triglycerides. The preparation was based on
a high-pressure homogenized emulsion that was stabilized
by a modified starch. The nanocapsules with an average
size of 130 nm were characterized by Zeta potential,
nuclear magnetic resonance, transmission electron micro-
scopy, and light scattering techniques. All ingredients were
non-toxic and biocompatible.

Preparation of capsules by dehydration and induction of
nanopores on the surface of shell materials can be observed
in the work by Drusch and Berg [27]. The aim of the study
was to investigate the localization of the extractable oil in
spray-dried microencapsulated fish oil prepared under dif-
ferent spray-drying conditions and the impact on lipid
oxidation upon storage. Authors used confocal laser scan-
ning microscopy, scanning electron microscopy, and dif-
ferent extraction procedures and revealed that the
extractable oil in microencapsulated fish oil is mainly
located on the surface and in oil droplets close to the sur-
face. It is noteworthy that the inlet/outlet spray-drying air
temperatures (210/90 °C y 160/60 °C) not only had effects
on surface lipidic contents. Besides, it is possible to

observe formation of nanopores on the surface of the
materials.

The main technological trends in the preparation of
nanocapsules are development of nano-sized capsules,
structuring nano or micro capsules with nano-sized pores
[28], and encapsulation of nano-size particulate com-
pounds. Encapsulation of nanoparticles prepared from
nanoemulsions of different sources of oils and produced by
different homogenization methodologies followed by spray
drying has received a good deal of attention within this
field [29-35].

Different techniques have been developed for the pro-
duction of nanocapsules. In general, these methodologies
may be divided into three main groups [36]: (a) Physical
processes such as spray drying—coating, extrusion, and
spray drying; (b) Physiochemical processes such as simple
or complex coacervation and entrapment into liposomes; (c)
Chemical processes: interfacial ~polymerization and
molecular inclusion. In order to select the most suitable
encapsulation process for a given purpose, it is necessary to
know the required size of the particles, the physicochemical
properties of the core material as well as the nature of the
substance to encapsulate. Other parameters to be taken into
account are the desired or recommended releasing mecha-
nism and associated costs [36]. Techniques for achieving
nanoencapsulation are more complex than those used for
microencapsulation chiefly due to the fact that it is, in
general, more difficult to attain a good nanoencapsulation
process given the complex morphology of the capsule and
core material and the demands of releasing rates [11].
Chemical and physical natures of the core and shell mate-
rials, evaluation of their interactions as well as their pro-
portion in the formulation of the capsules are important
parameters which determine the final properties of the
particles [37]. Castellanos et al. [38] evaluated the effect
of molecular radius and chemical composition of wall
materials onto -chymotrypsin with methoxy poly(ethylene
glycol; PEG) encapsulated in poly(lactic-co-glycolic) acid
(PLGA) microspheres by a solid-in-oil-in-water method.
Encapsulation was evaluated through enzyme kinetics,
thermal stability, and tertiary structure intactness.

Nanoencapsulation is efficient for the development of
functional products and may help t6 solve difficulties such
as loss of functionality during processing or in storage,
incompatibilities between core and shell materials, gener-
ation of bad odors and flavors, deterioration of texture, and
in the case of enzymes, lose of activity [39].

The formation of polymeric nanoparticles in water
which are used for food or medicine is the result of the auto
assembling of nanocomposites containing hydrophobic
complexes in the center of the capsule and the even more
hydrophobic shell [29, 40]. One way to produce amphi-
philic structures is attaching or “grafting” dextran with

@ Springer
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synthetic polymers [41]. This assembly can also be
modified by the addition of hydrophobic functional groups
[42].

Emulsions are mixtures of immiscible fluids. Usually,
one of them, in the form of small droplets, forms the
dispersed phase, and although the natural tendency of the
emulsions is to coalesce, the rate and the extent of these
phenomena will depend mainly on the droplet size of the
emulsion (DSE) and composition of the phases. Depending
on the DSE, emulsions can be classified into micro
(10-100 nm), mini (100-1,000 nm), and macroemulsions
(0.5-100 pm) [43]. Nano-submicron emulsions are kineti-
cally stable systems that can be either transparent
(DSE < 200 nm) or “milky” (DSE= 500 nm) [43, 44].

Interfaces between two immiscible fluids generate a
tension also called interfacial energy which is caused by
the difference in cohesion between the molecules of both
phases. The generation of boundaries or interfaces implies
energy costs proportional to the amount of generated
interface, and the size distribution of droplets forming the
emulsions plays a key role in determining the specific
interfacial tension [45].

Colloidal stability of nanoemulsions can be controlled
by handling the chemical nature and structure of the pha-
ses, and by handling the process of elaboration [19].

Formation of Nanoemulsions

Methods and principles for the preparation of nanoemul-
sions are those based on processes available for the fabri-
cation of traditional-sized emulsions and on the applications
of flow fields, and by using membranes and micro-channels
[46]. In Table 1, a selection of works describing nano-
emulsification techniques and applications in food-related
areas is presented.

Preparation of Emulsions Using Flow Fields

One of the most frequent methods to produce emulsions is
by inducing a very strong flow by agitation, intense mixing,
or by flow through a small opening. Flow around a droplet
induces a shear force that makes the droplets to break up,
forming smaller droplets [55].

o Rotor-stator systems: the flow field between two
elements becomes very intense within a very short
distance. The most important equipments used are the
stirred tanks as well as the colloid and toothed mills
[56].

o High-pressure homogenizers: the mixture is pumped
through a very small hole or gap. The extensional flows

_@_ Springer

break up the large droplets into small ones. Valve and
nozzle systems are used in these cases [57].

e Ultrasound systems: high frequency sound waves
follow a pattern which propagates turbulence and
induces fluctuation of pressure generated by an actuator
which vibrates at specific frequencies. This technology
has not yet been proved as efficient for industrial scale
applications [58].

Preparation of Emulsions by Flow through a Membrane

In membrane treatments, fluid is forced through a
membrane having pores of a certain diameter to decrease
the size of droplets in the downstream side of the
membrane. The main characteristics of these techniques
are that flow fields applied are mild, and energy con-
sumption is lower than for homogenization through a
single orifice [59].

e Cross flow membrane emulsification [60]: if the
purpose is to prepare oil in water emulsions, the
membrane used should be hydrophilic, causing the oil
to emerge out of a pore and forming small droplets on
top of the mouth of pore as shown in Fig. 1.

e Dead-End (“Premix”) membrane emulsification:
coarse pre-emulsions need to be passed a number of
times through the membrane to homogenize size of the
emulsion [59, 61].

Preparation of Emulsions by Flow through Micro-
Channels (Microfluidics)

In this technique, streams of fluids are forced to pass
through a system of micro-channels arranged in a number
of geometries in such a way that the dragging force exerted
by the fluids when moving in the system and contact to
each other causes the breaking down of the droplets. The
operating principle of these equipments is based on shear
stresses developed when the streams get into contact at
high velocities. In all geometries of micro-channel devices
depicted in Fig. 2, the relationship between radiuses of
conducts for different fluids subjected to processing are,
besides working pressure, key factors for obtaining good
quality nanoemulsions with the desired size distribution.
T-Junction geometry is usually applied for oil in water
O/W emulsions, whereas cross and concentric junction
arrangements are used for a wider range of needs such as
preparation of water—oil-water or oil-water-oil emulsions
and also to avoid coalescence of droplets and production of
non-spherical particles.

Kawakatsu et al. [62], who developed this procedure,
found that the size of produced droplets was related to the
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Table 1 Examples of different methods of Isification in food-related arcas
Method Studied system Reference
Phase inversion composition Meyhod used to prepare O/W Isions in the W/oleyl i hlorid [47)
leylamine-C12E10/hexad jonic system, where the oleylammonium acted as a
ic surfactant. N Isions were prepared by i ddition of HCI
watery solutions to the mixtures formed by hexadecane, oleylamine, and CI12E10 or
by progressive addition of p ium hydroxide watery solutions to hexad —oleic
acid-C12E10 mixtures. Progressively the pH d d Iting in a progressive

jonization of the oleylamine. Likewise, the oleic acid was gradually ionized when an
se in pH is produced by the addition of KOH. The preparation conditions were
maintained constant at a stirring rate of 750 rpm and an addition rate of 1.6 mL/min

High pressure homogenization Oil-in-water (O/W) ions were prepared using f as the dispersed phase [48]
and Milli-Q water as the continuous phase. The premix was homogenized using a
high-speed homogenizer at 5,000 rpm for 10 min to form a coarse emulsion, followed
byat tage high p homogenization. Temp and p p-carotene
ation, the quadrics of Isifi ion and the i ions between
p-c and Isifier ¢ ions and between homogenization temperature
and emulsifier concentration p < 0.05 had a significant effect on the stability of the
emulsions
Ultrasonic Nanoemulsion was prepared from a lipid mixture posed of 40 mg chol yl [49]
oleate, 20 mg egg phosphatidylcholine, 1 mg triolein, and 0.5 mg cholesterol (50)

Emulsification of lipids by prolonged ul diation in aq media and the (51)
procedure of two-step ultracentrifugation of the crude emulsion with density (52]
adjustment by addition of KBr to obtain the nanoemulsion

The authors investigated the preparation of O/W Isi ining surf:
and oleoresin capsicum(OC) in four p y , O/W Isions of OC
could be prepared by the ul ication p at the ration of mixture of OC:Tween
80(1:0.7) and by self-assembly method at the ratio of mixture of OC:Tween 80(1:3)
with a particle size of 20~100 nm and having a good stability during storage

Multibond metal alkoxides and ul ic p were used to produce
nanoemulsions with large interfacial area which had the potential to be casily
separated. The micelle size was observed to be as low as 5.1 nm. Viscosity and
apparent vapor pressure reduction were also observed. The alcohol/soybean oil molar
ratio was a main factor for apparent vapor pressure reduction

In this work, the authors created remarkably small P ow Isions with
average diameters as low as 40 nm from sunflower oil. This was possible using
ultrasound or high shear homogenization and a surf: / rfactant/oil system that

is well optimized. The minimum droplet size was obtained when both droplet
deformability (surfactant design) and the applied shear (equipment geometry) were
optimal. Oil stability was unaffected by the sonication process

Microfluidization Pre-emulsions were prepared by dissolving sodium dodecylsulphate, (0.-5.6 wt%) and (53]
polyethylene glycol (0-18.9 wt%) in distilled deionized water and then adding the oil [54]
(15 vol%) using mixer Emulsions were prepared using a Microfluidics M-1 10Y
MicrofluidizerTM by subjecting p Isions to five passes at 1,000 bar, which was

the maximum practical limit with the air supply of the Microfluidizer. Examination of
the Ostwald ripening of mixed oil nanoemulsions found that the entropy gain
associated with oil demixing provided a thermodynamic barrier to Ostwald ripening

The authors prepared nanoemulsion with a MicroFluidizer Pr P ining delta,
alpha, and gamma pherol, these Isions have enh d anti-inflammatory
properties and increased bioavailability, with gamma tocopherol, in particular

pared to their suspensi

geometry of the channel but independent of the flow.  Nanoencapsulation Procedures

Micro-channels can be found on different sizes with

various geometries. Microfluidics devices deal with small Polymerization

amounts of fluids and have the potential to significantly

change the way of processing dispersed food systems Polymerization of miniemulsions causes the encapsulation
[63). by separation of phases during the process. Amphiphilic

@ Springer



. N Tesis Doctoral
Estudio sobre la distribucion de a- tocoferol en microcapsulas obtenidas en secado por aspersion

Food Eng. Rev.

EMULSION

Flow

Fig. 1 Cross flow membrane emulsification

oligomers are used as surfactant agents to prepare the
miniemulsion (oil particles from 50 to 500 nm dispersed in
water). Due to the properties of amphiphilic oligomers, the
molecules can auto assembly in the water/oil interface
through ultrasonication. To form these products, a water-
soluble initiator such as potassium persulfate may also be
added, and from the mixture, the water-soluble radicals
will emerge. After several additions of monomers, oligo-
radicals begin to be active on the surface and are captured
by mini packets of oil, causing that the active radicals of
the surface link to the interface of those mini packets and
water. Polymerization is carried out on the interface where
the chains of the polymer gradually grow, allowing the
formation of the core. Important factors during this process
are the hydrophobicity and the structure of the oligomers
which also have an influence on the morphology of the
nanocapsules [64]. Ren et al. [65] prepared liquid-core
nanocapsules by cross linking an amphiphilic copolymer
at an oil-water interface. The hydrophilic copolymer
poly|(ethylene oxide)-co-glycidol] was first obtained by
anionic polymerization of ethylene oxide and ethoxyethyl

glycidyl ether, then the hydroxyl groups on the backbone
were recovered after hydrolysis and partially modified by
hydrophobic conjugated linoleic acid. The copolymer with
multiple linoleate pendants was absorbed at an oil-water
interface and then cross linked to form stable nanocapsules.
The mean diameter of the nanocapsule was below 350 nm,
and the particle size could be adjusted by manipulating the
emulsification conditions. It was found that the nanocap-
sules were stable in water for at least 5 months.

Another work highlighting several advantages of poly-
merization was carried out by Liang et al. [66] who
investigated whether the entrapment of peptides within
poly(alkyl cyanoacrylate) nanoparticles could be increased
by functionalizing the peptide, so that it could copoly-
merize with the alkyl cyanoacrylate monomer; nanoparti-
cles were prepared using both an aqueous micellar and a
water-in-oil micro-emulsion polymerization template.
Using the micellar template, nanoparticles could not be
produced in the presence of acryloyl peptide, and rather, an
agglomerated mass was formed on the stirrer. In contrast,
nanoparticles could be prepared using both acryloyl and
parent peptide using the water-in-oil micro-emulsion tem-
plate. Encapsulation efficiency was more than twofold
greater for the functionalized peptide.

Assembling Using Layer by Layer Techniques

By using layer-by-layer (LBL) techniques, it is possible to
manufacture nano-scale films achieving a precise control of
their thickness and uniformity [67]. LBL is based on
adsorption of opposite-charged polyelectrolytes contained
in a solution with a solid substrate having a charged surface
[67-72]. Interactions among layers are affected by the pH
and ionic strength of the system [73, 74]. In food areas, this
technique has a wide range of applications such as the
development of new edible coatings with improved func-
tionality for fresh and minimally processed fruits as well as

Fig. 2 Channel arrangements MAIN CHANNEL MAIN CHANNEL
in m}CI’Oﬂ}IldICS devu:?:s, ) Rm WATER
a T-junction b Cross junction I__‘
¢ Concentric junction EXTERNAL MAIN
LATERAL CHANNEL * —— CHANNEL
CHANNEL —p
l LATERAL S e
CHANNEL — — INTERNAL ———p —
—_— —— CHANNEL
«— [w —p
— OIL EXTERNAL ~ ——r
CHANNEL
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for the protection of aromatic compounds from those fruits
[74].

In other works, this technique was applied as strategy to
fabricate the nano-multilayer wall for micro and submi-
crocapsules by the LBL of polyelectrolytes, particularly
polymers such as chitosan (CHI) and alginate (ALG) for
drug-controlled release. By means of the LBL technique,
immobilized enzymes of urease and superoxide dismutase
on polystyrene nanoparticles presented a decrease in
enzyme bioactivity but an increase in their storage stability.
LBL self-assembly of CHI and ALG was used directly on
indomethacin (IDM) microcrystals to reduce the releasing
rates. The LBL multilayers have been used to encapsulate
the drug-loading microparticles made from solvent evap-
oration or adsorption using porous CaCO3 microparticles to
enhance the loading capacity and suppress the initial burst.
Increasing the number of layers, raising the deposition
temperature, and cross linking of the neighboring layers
slowed down the enzymatic desorption of polyelectrolyte
multilayer films and the releasing rate of encapsulated drug
[75]).

Liposomes

Liposomes trapped in water-soluble compounds have been
used in pharmacology and cosmetology. The encapsulation
of antimicrobials in liposomes helps preserving their
effectiveness and stability in various applications [13].
Principles involved in the formation of liposomes are those
based on hydrophobic/hydrophilic interactions between
lipid/lipid and lipid/water. The added energy (ultrasonica-
tion, homogenization, agitation, or heat) generates settle-
ment of lipids in the form of bicapillar vesicles to attain
thermodynamic equilibrium in the aqueous phase [76] as
shown Fig. 3.

The capacity of liposomic carriers to encapsulate anti-
microbial compounds depends on the interaction between
the liposome membrane and the membrane of the bacteria.

i ¥
i $: MEMBRANE
o - 2 S‘mv‘?
’._‘\ 4 ENERGY
e IMPUT T
: e i l\\
e ey,
MOLECULAR o { )
5 MICELLE
LIPIDIS E 4 (SINGLE LAYER)
“‘-'&wmp?

Fig. 3 Forming a liposome membrane (bi and single layer
arrangements)

It has been observed that addition of positively charged
nisin to a phospholipid anion such as diglycerol phosphate
generates electrostatic interactions causing neutral lipo-
somes to group together, thus generating hydrophobic
interactions [77]. In another work, nanoliposomes were
prepared from different lipids (Phospholipon 90H, Phosp-
holipon 100H, dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC),
stearylamine (SA), dicetyl phosphate (DCP), and choles-
terol) and were tested for their capacity to encapsulate nisin
Z and target bacteria (Bacillus subtilis and Pseud
aeruginosa). Nisin was entrapped in different nanolipo-
somes with encapsulation efficiencies (EE) ranging from
12 to 54%. Anionic vesicles possessed the highest EE for
nisin, while increasing the cholesterol content in the lipid
membranes up to 20% molar ratio resulted in a reduction in
EE. Stability of nanoliposome-encapsulated nisin was
demonstrated for at least 14 months at 4 °C (DPPC:DCP:
CHOL vesicles) and for 12 months at 25 °C (DPPC:SA:
CHOL vesicles) [78].

Other works such as those by Xia et al. [79] showed the
effectiveness of food-related compounds to elaborating
nanoliposomes. Coenzyme Q10 (CoQ10) was incorporated
into nanoliposomes composed of egg yolk phospholipid,
cholesterol, and Tween 80, and the influence of CoQ10 on
the nanoliposomal structure was investigated. CoQI0
incorporation can suppress the increase in the z-average
diameter of nanoliposomes during storage for 8 months at
4 °C. The liposomal lipid peroxidation caused by Fe(III)/
ascorbate was also significantly inhibited. Fluorescence
probe studies indicated that CoQ10 incorporation increases
microviscosity of the nanoliposomes. Results suggested
that CoQ10 might intercalate between lipid molecules and
perturb the bilayer structure.

Dialysis

In this process, the core compound is added to the
copolymer into an organic solvent. After repeated dialysis
procedures against water, encapsulation is achieved [80].
Nanoparticles formed by using amphiphilic copolymers
have been used as carriers of hydrophobic compounds [12]
which form a shell that serves as a carrier of lipophilic
drugs and stabilizes particles in aqueous dispersions, thus
improving the kinetic stability of the capsules over those
obtained by other methodologies [37]. Final product may
be subjected to dehydration to stabilize capsules [81, 82].
There are not many application of dialysis in the nanofoods
field, however, fundamentals of this methodology can be
applied to situations such as those described by Min et al.
[83] who prepared by chemical conjugation, hydropho-
bically modified glycol chitosan (HGC) nanoparticles
containing water insoluble camptothecin (CPT). Insoluble
anticancer drug, CPT, was easily encapsulated into HGC
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nanoparticles by a dialysis method, and the drug-loading
efficiency was above 80%. CPT-encapsulated HGC (CPT-
HGC) nanoparticles formed nano-sized self-aggregates in
aqueous media (280-330 nm in diameter) and showed
sustained release of CPT for 1 week.

Proposal of a Classification and Characterization
of Nanocapsules

The properties and appearance of nanocapsules depend, by
far, on their size and on the size of particles forming the
core. Particles called nanocapsules are those having a nano-
size diameter, a micro porous structure or nano-sized core
compounds, and combination of them as proposed in
Fig. 4. The characterization of these materials includes the
evaluation of their shape, texture, and appearance.

In the case of nanocapsules obtained by spray drying, it
is important to characterize not only the nanoemulsion but
also, the final dehydrated product. It is important to specify
that it is not possible to assure that the final powder will
have a similar distribution of sizes than the emulsion feed
to the spray drier. Pre-emulsification, emulsification, and
atomization in the drier may induce several phenomena
including breakage or coalescence of particles [84].

There are various tools used to evaluate the particle size
of nanoemulsions and nanopowders. The most commonly
reported is the dynamic light scattering technique (DLS)
which measures the Brownian motion of particles [85]. The
smaller the particles, the faster will move; speed of motion
is called translational diffusion coefficient (D) which is
related to the radius of particle and obtained by means of
the Stokes—Einstein equation as illustrated in Fig. 5.

The Zeta potential measures the overall charge a particle
acquires in a specific medium giving an indication of the
stability of a system. If particles have a large Zeta potential

Non-porous
capsules

(c)

Fig. 4 Proposal of different nanostr ion p in capsules. a

Nanoparticles

D= Translational diffusion

k= Boltzman constant
kT Ry= Hydrodynamic radius
N= Viscosity of solution
T= Absolute temperature

Oooo/p'

oo O

(@] D=
6nn R

Fig. 5 Hydrodynamic radius and Stokes-Einstein equation

(negative or positive), they will repel each other, this
means a higher stability than a neutral particles charge. The
Zeta potential is a measure of the net charge, and there may
be significant charge heterogeneities that can lead to
aggregation, even though, the net Zeta potential suggests
otherwise [86]. Geéze et al. [87] conducted pioneer works
on characterization of nanoparticles by DLS, cryo-trans-
mission electron microscopy, and Zeta potential within the
food field. In their work, amphiphilic p-cyclodextrins
(fCDa) were synthesized by statistically grafting hexanoyl
carbon chains. The obtained derivative was used to prepare
submicronic colloidal nanosphere suspensions using a
nano-precipitation method. The fresh suspensions con-
tained particles with diameters ranging from 60 to 100 nm.
The long-term stability of the aqueous nano-dispersions
was investigated. An unexpected good physical stability of
the suspensions after 3-year storage at room temperature
was observed. This behavior appears to be related to the
small size and structural organization of the nanoparticles.
The mean diameters determined from light scattering
experiments were consistent with those measured from
electron micrographs.

Different types of microscopes such as optic, confocal
[88], transmission electronic [31], scanning electron
(SEM), high-resolution transmission electron (HRETM),
and atomic force (AFM) [40] have been used for the
characterization of nanoparticles. Spectroscopic techniques

(d)

a nano-sized core; d Nanop: i p

Non-porous nanocapsule containing a nano-sized core; b Non-porous
microcapsule containing nano-sized cores; ¢ Porous nanocapsule
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coupled to SEM provide chemical composition by applying
high angle annular dark field imaging (HAADF) and
energy dispersive X-ray spectroscopy (XRD). Besides
these high spatial resolution techniques, the use of X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS) may provide a coarse
but sensitive view of the surface of particles. Some of the
advantages of optical microscopes over the electronic ones
are that the latter cannot see the actual features of the
sample, since they deliver a generated image by electronic
interactions between sample and electrons. Moreover,
when using electronic vision systems, sample is more
prone to be disrupted [89, 90]. A non-destructive micro-
scopic technique with potential use in nanofoods-related
areas is the environmental scanning electron microscope
(ESEM); by using ESEM, it is possible to acquire images
involving a minimum of manipulation of the objects in
such a way that the presence of artifacts is minimized [91].

Freeze-fracture transmission electron microscopy was
used to investigate the morphology of small unilamellar
vesicles with a diameter of approximately 100 nm [92]. In
this work, three different lecithins (SLP-WHITE, SLP-
PC70 from Tsuji Oil Mill Co. Ltda Japan and PL30S from
QP Co. Ltda Japan) were used for preparing liposomes.
Also, their physicochemical properties were examined by
using a confocal laser scanning microscopy (CLSM) and
by measurements of trapping efficiency. CLSM observa-
tion showed that the particle size of liposomes prepared
from SLP-WHITE was significantly smaller than those
from other lecithins. In addition, liposomal solution pre-
pared from SLP-WHITE remained well dispersed for at
least 30 days, while two other liposomal solutions showed
a phase separation due to aggregation and/or fusion of
liposomes. SLP-WHITE liposomes were then prepared by
using a homogenizer and a microfluidizer, aiming at
improving the efficiency of preparation and the liposome
stability.

Recently, Zabar et al. [93] studied amylase as vehicle
for the nanoencapsulation of unsaturated fatty acids.
Authors used three different structural strata of V-amylose,
and nanostructures were examined by using XRD, DLS,
nuclear magnetic resonance (NMR) as well as small angle
x-ray scattering (SAXS). Using these methods, it was noted
that decreased degree of fatty acid unsaturation induces the
formation of organized and well-defined structures. SEM
observations showed that structural trends extended even
into the microscopic level. This study also showed that
increased fatty acid unsaturation impairs structuration of
amylase inclusion complexes.

Despite being able to observe and characterize samples
obtained by different procedures, it is still difficult to
identify the actual location of the different components of
the nanoparticles. Possible interactions between core and
wall materials are still difficult to evaluate [88]. Wall

Trapped material

Exterior of the capsule L

Wall material

T
Interior of the capsule l

(a) (b) (c) (d)

Fig. 6 Possible (a, b, c, d) locations of trapped material in capsules

materials can act just as containers or may interact with
core substances either holding them into the capsule or
fixing them on their surface and even imbibing them as
shown in Fig. 6. Confocal microscopy which delivers
optical planes of the observed object may allow studying
three-dimensional wall-core arrangements, and therefore
the spatial location of their components.

Perspectives and Trends

Nanoencapsulation is a process that has been developed
within the pharmaceutical field, and that has been applied
on food-related fields for production of nanofoods and
related products. There are, however, a number of issues
that will have to be looked after for such application to
become widely accessible by industry and consumers.
Regulatory issues on nanofoods are still being developed,
and it is expected that national bodies will increase ini-
tiatives to control, administrate, and promote proper
development of nano-sized food-related products. Complex
phenomena involved in nanotechnology and nanoengi-
neering are related to interactions among different phases
encountered in procedures in which, difficulties on solving
turbulent—turbulent, laminar—turbulent multiphase interac-
tions play key roles toward the developing of robust
knowledge-base for designing pieces of equipments, pro-
cesses, and products. Different disciplines and techniques
are having increased and important roles in food nano-
technology such as advanced non-linear dynamics, solid
state physics, biotechnology, computer vision systems
together with novel interpretations of traditional concepts
such as interfaces and product architecture. Also, the
multiplicity of interactions among*compounds frequently
found in nanotechnology applications at molecular and
atomic levels must be extensively and intensively studied
with techniques that, in several cases, are still in the pro-
cess of being developed, and that must be officially
accepted by regulatory bodies. The main issues related to
commercialization of nanoencapsulated composites are
those derived from the evaluation of the practical use of
nano-foods, including the appraisal of the advantages of the
usage of these products against traditional ones of the same
composition and bigger size.
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Conclusion

Nanoencapsulation provides final product functionality
(including controlled release of the core) which is expected
to be maintained during storage. As far as production is
concerned, stages of the process are important and deter-
mine structuring of the capsule. Trends in nanocapsule and
nanoemulsion construction are related to manufacture,
observation, and measurement of capsules as well as to the
evaluation of the distribution of the size of the particle and
interaction of wall and core materials and control of coa-
lescence. It is expected that food engineering practice will
make important profit of nanoencapsulated products in the
near future given enhanced functional properties and sta-
bility. Diffusion of active compounds through the capsule
has not been well understood and is, nowadays, a subject of
major attention given the scale (nano) at which core sub-
stances migrate and interact with other components of the
product. It is important to highlight that research and
development on preparation of nanocapsules will include
results of recent investigations on processes and equip-
ments as well as on characterization techniques and will
consider continuing adapting a number of tools from fields
such as the medical, pharmaceutical and from physical,
engineering, and chemical sciences.
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RESUMEN

En este trabajo se evalud la distribucién del a-tocoferol (AT) en microcapsulas obtenidas por secado por
aspersion a partir de nanoemulsiones generadas por dos técnicas de homogenizacion diferentes.
Inicialmente se estudid el efecto de la atomizacion en la distribucidn de tamafio de particula a emulsiones
con 20% de sélidos (maltodextrina, goma arébiga y AT en diferentes proporciones: 3:2:1, 3:2:2, 3:1:1,
2:2:1 y 2:1:1 respectivamente). Se determiné el efecto de la atomizacion como técnica de
homogenizacion en la cantidad de AT extraible y encapsulado en polvos obtenidos a partir de dichas
emulsiones sometidas a dos pasos por boquilla (atomizacion fuera del secador y atomizacién durante el
proceso de secado) y en los polvos obtenidos de las emulsiones que pasaron s6lo una vez por boquilla
(durante el proceso de secado). Esta cuantificacion del AT extraible y encapsulado se hizo a partir de
extracciones con cloroformo con el fin de no romper o modificar la cdpsula. Los resultados de eficiencia
de encapsulacion total se compararon con la suma de AT extraible y encapsulado sin encontrarse
diferencias significativas en los dos procesos. Por lo menos en uno de los varios parametros
morfométricos evaluados (area, diametro de Feret, perimetro maximo, perimetro y factor de forma) se
evidenciaron diferencias significativas entre los dos procesos de homogenizacion (dos pasos por boquilla
y un paso por boquilla) antes y después de la extraccién del AT. La microestructura de los polvos también
se evalud a través de la dimensién fractal de textura y contorno, evidenciandose también diferencia para
los polvos obtenidos de las emulsiones homogenizadas (dos pasos boquilla) y no homogenizadas antes y
después de la extraccion. En general se determind que la cantidad inicial de AT controla la cantidad de
AT extraible, pero es el acomodamiento y las relaciones de los materiales de pared, durante el proceso de
atomizacion, los que determinan la cantidad de AT encapsulado. Finalmente, se evalué el efecto de la
microfluidizacion en la cantidad de AT extraible y encapsulado en 21 diferentes combinaciones de
maltodextrina, goma ardbiga y AT determinadas a partir de un disefio de superficie de respuesta de dos
factores (concentracion de AT: 17, 19, 20 y 25% y ciclos de microfluidizacion: 0, 1 y 2). Se determind
que la eficiencia maxima de encapsulacion depende de la cantidad inicial de AT en la emulsion y variara
en una relacién de segundo orden segun los ciclos de microfluidizacion que se utilicen. Asi mismo se
encontro una relacion entre el tamafio de la emulsion y la cantidad de AT cuantificado, un mayor nimero
de pasos en el microfluidizador disminuira el tamafio de la nanoemulsion con concentraciones iniciales
bajas (17-20%) de tocoferol. También se estableci6 el perfil de acomodamiento del AT por microscopia
confocal y se correlacionaron las eficiencias de encapsulacion de todos los polvos con su respectiva

coordenada de color “a” hallando una relacion de segundo orden.
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ABSTRACT

In this study was evaluated the distribution of a-tocopherol (AT) in microcapsules obtained by spray
drying from nanoemulsions generated by two different homogenization techniques. Initially we studied
the effect of atomization in the particle size distribution of emulsions with 20% solids (maltodextrin, gum
arabic and AT in different proportions: 3:2:1, 3:2:2, 3:1:1, 2:2:1 and 2:1:1, respectively). The effect of
atomization as a homogenization technique was determinate in the amount of AT removable and
encapsulated in the powders obtained from the emulsions subjected to two passes through nozzle (spray
out the spray dryer and during the drying process) and powders obtained from the emulsions that passed
only once per nozzle (during the drying process). The removable and encapsulated AT quantification was
based on extraction with chloroform in order to not break or interrupt the capsule. The results of total
encapsulation efficiency were compared with the sum of removable and encapsulated AT, no significant
differences between the two processes were found. At least in one of the morphometric parameters
evaluated (area, Feret diameter, maximum perimeter, perimeter and shape factor) significant differences
were found between the two processes of homogenization (two passes through nozzle and one pass
through nozzle) before and after extraction of TA. The microstructure of the powders was also evaluated
by the fractal dimension of texture and contour, demonstrating also a difference for the powders obtained
from the homogenized emulsions (two-step nozzle) and not homogenized before and after extraction. In
general it was found that the initial amount of AT controls the amount of extractable AT, but the
accommodation and the relations between the wall materials during the atomization process, determine
the amount of encapsulated AT. Finally, the effect of microfluidization in the amount of removable and
encapsulated AT was evaluated in 21 different combinations of maltodextrin, gum arabic and AT
determined by a response surface design of two factors (AT concentration: 17, 19, 20 and 25% and
microfluidization cycles: 0, 1 and 2). It was determined that the maximum encapsulation efficiency
depends of the initial amount of TA in the emulsion and will vary in a second order ratio according to the
microfluidization cycles used. Also a relationship between the size of the emulsion and the amount of AT
quantified was found, a larger number of steps in the Microfluidizer decrease the size of the
nanoemulsion at low initial concentrations (17-20%) of AT. Also was established the accommodation
profile of AT by confocal microscopy and the encapsulation efficiencies of all powders were correlated

with their respective color coordinate "a" finding a second-order relation.
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1. INTRODUCCION

La microencapsulacion es un proceso en el que sustancias bioactivas (sabores, vitaminas, antioxidantes,
antimicrobianos o aceites esenciales) son almacenadas en pequefias cantidades al ser introducidas en una
matriz o sistema pared (Lekago y Dunford, 2010). El objetivo principal de la encapsulacién es proteger
los compuestos de reacciones con otras sustancias presentes en el alimento. En campos como la ingenieria
de alimentos y la industria farmacéutica, el secado por aspersion se utiliza como una técnica de
microencapsulacion por la cual gotas de liquido, particulas sélidas o gases son atrapados en las peliculas
finas de alimentos o de agentes quimicos de grado microencapsulante (Gharsallaoui et al, 2007;

Champagne y Fuster, 2007; Pérez —Alonso et al, 2008).

Las técnicas de encapsulacién han ido incrementando en nimero y complejidad, debido a los avances
tecnoldgicos de ciencias como la nanotecnologia. La obtencién de nanocapsulas o capsulas
nanoestructuradas se puede realizar utilizando metodologias “Top down” que consisten en disminuir el
tamafio de las emulsiones hasta la escala nanométrica a través de diferentes técnicas de emulsificacion, o
por técnicas “Bottom up” en las que se inducen arreglos de moléculas o particulas individuales hasta
llegar a los tamafios deseados por medio del autoensamblaje (Elder y Oberdérster, 2005; Quintanilla-
Carvajal et al, 2009). La nanoencapsulacion ofrece la conservacion de la funcionalidad del producto
encapsulado (incluyendo la liberacion controlada del compuesto) que se espera, sea constante durante el

almacenamiento.

En el campo de la ingenieria de alimentos, la produccién de productos con mejor estabilidad y
funcionalidad, puede lograrse a través de la proteccion de compuestos bioactivos a través de la
encapsulacion. Es asi como se han desarrollado productos nanoestructurados capaces de liberar y
conservar diversos compuestos como antioxidantes, vitaminas, proteinas y lipidos (Were et al, 2003;
Mozafari et al, 2005). Este tipo de compuestos se han encapsulado bajo diversas técnicas; la
polimerizacion, los sistemas multicapas, los liposomas, la dialisis y la microfluidizacion son algunas de
las metodologias que se emplean para capturar compuestos a partir de emulsiones homogenizadas
(Nisisako, 2008). La encapsulacion de nano-particulas por secado por aspersion se ha desarrollado a
partir de la preparacion de emulsiones nanométricas con diferentes microfluidizadores (Jafari et al, 2007,
Jafari et al, 2008a).

En los Gltimos afios, el énfasis que se ha dado al estudio de la microencapsulacion, se ha concentrado en
mejorar la eficiencia de atrapamiento durante el secado por aspersion tratando de prevenir la pérdida de
materiales volatiles e incrementando la vida de anaquel de los productos obtenidos minimizando la
cantidad de materiales no encapsulados en la superficie de las particulas de los polvos (Madene et al,

2006). Se ha reportado la eficacia de la microfluidizacion como técnica de emulsificacién al disminuir la
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cantidad de material superficial de compuestos lipidicos por secado por aspersion (Jafari et al, 2007,
Jafari et al, 2008b).

El secado por aspersidn es una operacién unitaria en la que pequefias particulas de liquido tienen contacto
con una corriente de gas caliente (generalmente aire) para formar particulas solidas. La nube atomizada o
aerosol, entra en contacto con el aire por tiempos muy cortos, garantizando asi, la preservacion de los
atributos del producto final (Shahidi y Han, 1993). El uso del secado por aspersion en microencapsulacion
consiste en cuatro etapas fundamentales: preparacion de la emulsion, homogenizacion de la dispersion,
atomizacion en la camara de secado y deshidratacién de las particulas atomizadas (Dziezak, 1988;
Shahidi y Han, 1993). Una vez secadas las emulsiones, la cantidad de material en la superficie de las
capsulas y la cantidad de material encapsulado son pardmetros clave para determinar la calidad del
producto. Se ha demostrado, que la superficie de las particulas de polvo individuales de productos lacteos
gue contienen lipidos, esta cubierta casi totalmente por una fina capa oleosa (Kim et al, 2002). Esta
caracteristica determina la fluidez y la humectabilidad de los polvos secos (Vega y Roos, 2006). Existen
diferentes métodos para determinar la cantidad de materiales lipidicos no encapsulados en emulsiones
secadas por aspersion que se basan en la extraccion de las distintas fracciones del aceite no encapsulado
(Drusch y Berg, 2008). El aceite extraible o no encapsulado, se define como aquel que se puede extraer
con disolventes organicos de las microcépsulas sin romperlas (Lekago y Dunford, 2010).

Si bien, la aplicacién de la ciencia y la tecnologia de los alimentos ha permitido desarrollar productos con
mejores propiedades funcionales y de estabilidad, todavia es dificil determinar la ubicacion de los
diferentes componentes de las capsulas. Las posibles interacciones entre los materiales de pared y los
compuestos a encapsular son aun dificiles de evaluar (Goya et al, 2008). Los materiales de pared pueden
actuar como contenedores de los compuestos activos manteniéndolos en la capsula, ya sea fijandolos en
su superficie o embebiéndolos en su estructura (Quintanilla-Carvajal et al, 2009). Conceptos como el de
eficiencia o rendimiento de encapsulacion deben ser replanteados con el fin de distinguir la cantidad de
material encapsulado o atrapado superficialmente o bien embebido en los materiales de pared (Drusch y
Berg, 2006). Es por ésto, que el objetivo del presente estudio, fue el de evaluar la distribucion del alfa-
AT en las microcdpsulas obtenidas a partir de emulsiones de maltodextrina y goma arébiga de diferentes
tamafios (nanoemulsiones), a través de atomizacion antes del secado por aspersion y por la aspersion en el

mismo, asi como por microfluidizacién (homogenizacion por microcanales).
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1.1 EMULSIONES

Las emulsiones son mezclas de fluidos inmiscibles. Usualmente un fluido esta presente en otra fase a

manera de pequefias gotas, llamandose éstas la fase dispersa (Boom, 2008).

1.1.1 Propiedades de las emulsiones

1.1.1.1 Tension interfacial

La tension interfacial o energia interfacial es caracteristica de la superficie entre dos fluidos inmiscibles y
es causada por la diferencia de fuerzas de cohesién entre las moléculas de ambas fases. El generar dicha
interfase requiere un costo energético proporcional a la cantidad de interfase generada. La energia libre
gue se necesita para crear area interfacial es la tension o energia interfacial (en el Sl de unidades, se
expresa en N/m). Esta tensién superficial siempre es positiva con la excepcion de aquella presentada en
las microemulsiones; ésto significa que AG es siempre positiva puesto que hacer pequefias gotas requiere
energia. El sistema intentard reducir la cantidad de interfase generando asi, una fuerza que lleva a la

coalescencia (Cheong et al, 2008).

1.1.1.2 Presion de Laplace

En una gota esférica de un fluido inmiscible en otro, dado que la interfase es curva, la tension interfacial
ejerce una fuerza perpendicular a la interfase dirigida al lado concavo de ésta. Este lado o zona de la
fuerza es proporcional al area interfacial y por eso se puede describir como una presion. En el interior de
las gotas o de otro fluido dominado en sus alrededores por una interfase, la presion siempre es mayor que

en el exterior y entre mas pequefio sea el dominio, mayor sera la diferencia de presion (Boom, 2008).

1.1.2 Estabilidad de las emulsiones

Como la tendencia natural de todas las emulsiones es la de coalecer, se requiere de una fuerza que

estabilice a la emulsion y hay tres diferentes formas de conseguir dicha estabilizacion.

La estabilizacion con surfactantes se da con moléculas que tienen un lado con afinidad mayor a una de
las fases mientras que el otro tiene mayor afinidad al otro liquido. Esto permite conservar las dos fases si
el surfactante se ubica en la interfase. La estabilizacion con polimeros y cristales se genera si se
“engruesa” la fase dispersa agregando algun soluto que ocupe la polaridad de ésta. La estabilizacion con
proteinas funciona como la de polimeros por la gran afinidad que tienen algunos aminoacidos con el agua
(Tadros et al, 2004; Boom, 2008; Wulff-Pérez et al, 2009).
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1.1.3 Caracterizacién de las emulsiones

Las propiedades de una emulsién dependen del tamafio de las gotas que formen a ésta. La apariencia de la
emulsion depende del tamarfio, segln esto, las emulsiones se pueden dividir en micro- (10-100 nm), mini
(nano)- (100-1000 nm) y macro-emulsiones (0.5-100 um) (Windhab et al, 2005). Las nano emulsiones
son sistemas cinéticamente estables que pueden ser transparentes (<200 nm) 6 cremosas (=500 nm)
(Izquierdo et al, 2002; Tadros et al, 2004). Una emulsién presenta diferentes tamafios de particula y la
distribucion es una propiedad importante a diferenciar.

1.1.4  Preparacion de las emulsiones utilizando campos de flujo

El método mas comun para producir emulsiones es el de inducir una corriente muy fuerte de algin flujo,
por agitacion o mezcla o a través de una pequefia apertura. El flujo que se genera en torno a una gota
induce una fuerza de cizallamiento en ésta; cuando la fuerza es lo suficientemente grande, la gota puede

dividirse en varias mas pequefias (Koupantsis y Kiosseuglou, 2009).

* Sistemas de rotor: en este sistema, el campo de flujo entre dos elementos se vuelve muy intenso en una
distancia muy corta. Existen diferentes tipos de equipos, los mas importantes son, el tanque agitado, el
molino y el molino dentado (L6pez et al, 2008).

» Homogenizadores de alta presion: en este caso la mezcla se bombea a través de un agujero muy pequefio
0 aguja. El flujo se frena sobre las grandes gotas generando asi, otras mas pequefias. Estos sistemas se
denominan de valvula y aguja (Lee et al, 2009).

« Ultrasonido: El sonido es un patrén de propagacién de turbulencias de fluctuaciones de presion. Este es
generado por un actuador que vibra con una frecuencia especifica. Esta tecnologia no es particularmente
atil a escalas industriales (Wagner et al, 2008). El Cuadro 1 describe algunas técnicas utilizadas para

generar nanoemulsiones en el campo de los alimentos.

1.1.5 Preparacion de emulsiones por membrana y micro canales

En los tratamientos de membrana, el liquido es forzado a través de una membrana con poros de
determinado diametro para disminuir el tamafio de las gotas. Las principales caracteristicas de estas
técnicas es que los campos de flujo aplicados son leves, y el consumo de energia es menor que para la

homogenizacion a través de un solo orificio (Geerken et al, 2009).

* Membranas y micro canales de emulsificacidon: La principal caracteristica de esta técnica es que el flujo
que se aplica es relativamente bajo y por ende el consumo de energia menor respecto a técnicas como la
de altas presiones. Las caracteristicas de las gotas dependeran de la forma y las dimensiones de los poros

del micro-canal (De Luca et al, 2008).
30



Tesis Doctoral

Estudio sobre la distribucién de a- tocoferol en microcapsulas obtenidas en secado por aspersion

Cuadro 1. Diferentes técnicas para obtencion de nanoemulsiones

Técnica

Sistema estudiado

Referencia

Composicién Fase

Inversa

Meétodo utilizado para preparar emulsiones (O/W) en el sistema ionico
Wi/cloruro de oleilamonio-oleilamina-C;,E;,/hexadecano; las
nanoemulsiones fueron preparadas por la adicion de soluciones acuosas de
HCI, hexadecano, oleilamina y Cy,E;o 0 mediante la adicidn progresiva de
soluciones de K,OH a mezclas de hexadecano-acido oleico-Cy5E4,. EI pH
disminuyd, dando lugar a una ionizacion de la oleilamina. El acido oleico
fue ionizado incrementando el pH con KOH.

Se prepararon nanoemulsiones de f-caroteno utilizando una técnica de
emulsificacién-evaporacion en fase inversa. Fue posible obtener
dispersiones en una escala nanométrica. El tiempo y la velocidad de corte
en la homogeneizacion afectaron la distribucion de tamafio de las
particulas respecto al didmetro medio. Las nanoemulsiones obtenidas
presentaron un Dvs de 9 a 280 nm y en todos los casos, una distribucion
monomaodal.

Maestro et al,
2008

Silva et al, 2011

Homogenizacion a

altas presiones

Se prepararon emulsiones (O / W) utilizando B-caroteno como fase
dispersa y agua Milli-Q como fase continua. La premezcla se homogenizé
a 5000 rpm por 10 minutos formando una emulsién gruesa, seguido por
homogeneizacion a alta presion de dos etapas. Los factores: temperatura,
presion, concentracion de  —caroteno, concentracién de emulsionante, las
interacciones entre el p—caroteno y la concentracién de emulsificante y la
interaccion entre la temperatura de homogeneizacion y la concentracion
del emulsificante afectaron la estabilidad de las emulsiones.

Se encapsularon aceites esenciales a nivel nanométrico para su
incorporacion en jugos de fruta, para mejorar su actividad antimicrobiana
y reducir el impacto en la calidad del producto final. Se elaboré una
mezcla de terpenos y D-limoneno por la homogeneizacion a 300 MPa. Se
obtuvo una mayor actividad antimicrobiana de los compuestos
nanoencapsulados.

Yuan et al, 2008

Donsi et al,
2010

Ultrasonido

La nanoemulsion se prepar6 con una mezcla de lipidos que se
emulsificaron por irradiacion ultrasénica en medio acuoso Yy
ultracentrifugacion en dos fases de la emulsion ajustando densidad.

Preparacion de una nanoemulsién O/W con tensioactivos y oleorresina de
capsicum (OC). Las nanoemulsiones de OC se prepararon por
ultrasonicacion con una relacion de mezcla OC:Tween80 (1:0.7) por el
método de auto-ensamblado OC:Tween80 (01:03).

Se prepararon nanoemulsiones O/W transparentes con  didmetros
promedio de 40 nm a partir de aceite de girasol mediante ultrasonido y
homogenizacion de alto corte y un sistema de surfactante/co-
surfactante/aceite.

Pires et al,
20009.

Ye y Fernando,
2007.

Leong et al,
20009.

Microfluidizacion

Las pre-emulsiones se prepararon disolviendo dodecilsulfato de sodio, (0 -
5.6% en peso) y polietileno glicol (0 - 18.9% en peso) en agua destilada
desionizada, posteriormente se agreg6 el aceite (15% en volumen) con
homogenizador. Las emulsiones se prepararon con un Microfluidizador de
configuracion M-110Y pasando las pre-emulsiones cinco veces a una
presion maxima del equipo de 1000 bar.

Se prepararon con un microfluidizador, nanoemulsiones de alfa y gamma
tocoferol, estas nanoemulsiones mejoraron las  propiedades anti-
inflamatorios e incrementaron la biodisponibilidad de los compuestos.

Wooster et al,
2008.

Kuo et al, 2008.
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» Emulsificacion de “Dead-End” de membrana (premezclas): este proceso parte de una pre-emulsion,
cuando ésta pasa a través de una membrana gruesa, por lo general se obtiene una mezcla de gotas muy
grandes y algunas pequefias, pero a medida que se repite el proceso, el nimero de las pequefias aumenta y
el de las grandes decrece (Geerken et al, 2007; Charcosset, 2009).

1.1.5.1 Microfluidizacién

En esta técnica, se fuerzan corrientes de flujo a través de un sistema de micro-canales dispuestos en una
serie de geometrias. La fuerza de arrastre ejercida por los fluidos al moverse en el sistema y el contacto
entre particulas causa el rompimiento de las gotas. El principio fundamental de estos equipos se basa en
los esfuerzos de corte que se presentan cuando las corrientes de fluido se ponen en contacto a altas
velocidades. La Figura 1 presenta las diferentes geometrias de dispositivos de micro-canales, la presién y
la relacion entre los radios de los conductos para diferentes fluidos sometidos al procesamiento son

factores fundamentales para obtener nanoemulsiones con distribuciones de tamafio homogéneo.

La geometria de cruce en T se aplica generalmente para generar emulsiones de aceite en agua (O/W),
mientras que las geometrias de salida en cruz y concéntrica son arreglos que se utilizan para preparar
emulsiones dobles (agua-aceite-agua o0 emulsiones de aceite-agua-aceite) y para evitar coalescencia o la

produccion de particulas no esféricas (Skurtys y Aguilera, 2008). Kawatsu et al, (2001) al desarrollar este
procedimiento, encontraron que el tamafio de gota de las emulsiones producidas bajo esta técnica estaba

relacionado con la geometria del canal pero era independiente del flujo.

Canal principal

Canal principal Canal
Agua Externo L.
= v | Canal lateral ) Canal principal
. : — — Canal
v Canal lateral ang
Interno
<«— Aceite v —
v Canal
Externo
A J

Y

@ I :
OfW (a) (h) (c)

Emulsiones

Figura 1. Diferentes geometrias en Microfluidizadores. (a) Arreglo T. (b) Arreglo en cruz. (c) Arreglo
Concéntrico. Modificada de Quintanilla-Carvajal et al, 2009.

Un microfluidizador realza los esfuerzos de corte, impacto y cavitacion para emulsificar sistemas liquido-
liquido o para desaglomerar y dispersar sélidos en liquidos. El proceso toma lugar a altos niveles de
energia en una cdmara de interaccion (ClI) y puede utilizar una cdmara adicional llamada Mddulo Auxiliar
de Procesamiento (MAP).
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Son seis las variables que se deben controlar durante la microfluidizacion (Jafari et al, 2008a):
* El tipo de Camara de Interaccion (CI)
* El tipo de la camara auxiliar (MAP)
* El lugar y tamafio de la Cl y la MAP
* La cantidad de presion a aplicar
* El nimero de veces al que se sometera el tratamiento al proceso

» Temperatura de procesamiento

La Cl es un dispositivo patentado que permite asignar las caracteristicas deseadas a emulsiones que bajo
otras técnicas mas econdmicas o convencionales, no es posible. Es un dispositivo con una geometria
Unica sin partes en su interior. Se pueden procesar diversos materiales a través de la Cl a presiones altas,
hasta 275.78 MPa (40000 psi) a partir orificios pequefios (hasta 7 um) para obtener tamafios de particulas

nanomeétricos, homogéneos y procesos escalables y reproducibles (Microfluidics, 1996).

Hay dos tipos de CI, el tipo “Y” y el tipo “Z” cuyos tamafios pueden variar ya sea para requerimientos a
nivel laboratorio o industrial. Estas Cl pueden utilizarse en conjunto con MAP, la cual se puede situar
antes o después segun los resultados que se deseen. Si se ubica antes de la Cl, la MAP funcionara como
mezclador o preprocesador para preparar al material para el paso por los pequefios orificios de la Cl. La

MAP siempre es una camara tipo Z y siempre mas grande que la Cl en capacidad de flujo.

Para una adecuada seleccion de las cdmaras y arreglos a utilizar se deben seguir diversos pasos: Lo
primero que se debe hacer es determinar las caracteristicas del producto, jerarquizando las
particularidades deseadas. Posteriormente se debe seleccionar los tamafios y tipos de la Cl y la utilizacion
y posicionamiento de la MAP. Luego se deben determinar las proporciones de las fases dispersas, el
porcentaje de surfactante y aditivos, el nimero de pasos, y la presion de operacion. Otros parametros

pueden ser la temperatura y el calentar o enfriar los productos antes o después del procesamiento.

Para el caso de las emulsiones, el Microfluidizador produce mejores resultados con emulsiones de tipo
aceite en agua O/W. Se recomienda utilizar la CI del tamafio mas pequefio (7um). También se
recomienda colocar la MAP después de la Cl para producir distribuciones de tamafio de gota més
estrechas. La MAP imparte entre el 10 y el 20% de la presion que ejerce la Cl. Hay un punto al que el
incremento de energia representado como pasos adicionales a través de las cAmaras 0 mayores presiones,
causa un incremento en el tamafio de particula (Schultz et al, 2004). Se deben determinar el nimero de
pasos hasta alcanzar el tamafio deseado. La temperatura por otro lado debe ser controlada como factor
importante para la obtencion de las emulsiones, ya que esta incrementa en 1.7 °C por cada 1000 psi de

presion ejercida (Microfluidics, 1996)
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1.2 NANOENCAPSULACION A PARTIR DE EMULSIONES

En 1959, el significado conceptual de la palabra nanotecnologia empez6 a difundirse gracias a la
Ingenieria Atdmica con el fisico Richard Feynman. Pero en 1974 se constituye con Nario Taniguchi para
describir la manipulacién de particulas menores a una micra. La nanotecnologia involucra la
investigacion, desarrollo tecnoldgico y control de estructuras en dimensiones que comprenden entre 1y
100 nm y entre 100 y 1000 nm para el caso de las emulsiones. Con la nanotecnologia se crean y usan
estructuras que tienen propiedades Utiles; éstas se han ido descubriendo a la luz de los cambios en las
caracteristicas que se observan a medida que el tamafio va disminuyendo; un ejemplo de esto es el oro
gue a nivel atdmico incrementa su conductividad debido al confinamiento espacial y a los efectos

cuanticos que se generan en la superficie atémica (Marotti, 2007; Uskokovic, 2007).

1.2.1 Una nueva tendencia para nanoencapsular

Ya se ha reportado una clasificacion o explicacion a los diferentes conceptos que se dan en la
nanoencapsulacion; de la literatura revisada, este trabajo evidencia tres tendencias para encapsular y las
posibles combinaciones de ellas: la elaboracion de céapsulas tamafio nano (Figura 2 a y c), la
estructuracion de micro o nanocapsulas con estructuras porosas de tamafio nano (Figura 2 ¢, d y e) (Zeller

y Saleeb 1996), o la encapsulacion de compuestos particulados a tamafio nano (Figura 2 a, b, c y d).

El secado por aspersion, es una técnica que permite el desarrollo de éstas tres tendencias. Es asi como se
han conseguido particulas de tamafio nanométrico (Bilensoy et al, 2008); asi también se han encapsulado
particulas nanométricas provenientes de nanoemulsiones de aceite de pescado bajo diferentes
metodologias de homogenizacion (Takashima et al, 2007, Jafari et al, 2007; Jafari et al, 2008a). Es por
esto, que la alimentacion al secador por aspersién (micro o nanoemulsion), es de vital importancia para el
proceso (Moinard-Chécot et al, 2008; Akagi et al, 2007; Luo y Gu, 2007; Luo y Zhoe, 2004).

a) b) c) d) e)

Figura 2. Diferentes maneras en las que se forman nanocépsulas (Quintanilla-Carvajal et al, 2009)

Cabe mencionar que la formacién de nanoparticulas poliméricas en agua, utilizadas para alimentos o
medicamentos, resulta del autoensamblaje para nanoesferas regulares que contienen complejos

hidrofébicos en el centro de la capsula y una coraza mucho mas hidrofdbica (Akagi et al, 2007, Oliva et
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al, 2002). Una forma de asignar estructuras amfifilicas es la de anexar o “injertar” dextranos con
polimeros sintéticos (Gref et al, 2002). También se pueden modificar dichos dextranos con grupos
funcionales hidrofébicos (Nichifor et al, 1999).

1.2.1.1 El secado por aspersion como proceso de encapsulacion de sustancias nanometricas

En la actualidad ya se han encapsulado diversas oleorresinas y aceites en emulsiones de agua. Los
biopolimeros mas utilizados son la goma mezquite, la maltodextrina y proteinas (Perez-Alonso et al,
2003). También se han encapsulado bajo este proceso otros compuestos volatiles y de uso extensivo en la
industria alimentaria (Krishnan et al, 2005; Kanakdane et al, 2007; Perez-Alonso et al, 2003). La mayoria
de los estudios relacionados al secado por aspersidn para microencapsulacion se refieren a la formulacién

de una emulsion para la alimentacion del secador (Gharsalloui et al, 2007).

El tamafio y la forma de particulas atomizadas y la eficiencia de encapsulacién se han relacionado con
diversas condiciones del secado por aspersion, por ejemplo con las temperaturas de entrada y salida, el
flujo de alimentacion o la velocidad del aire de atomizacion (Tonon et al, 2008; Kurozawa et al, 2009;
Tewa-Tagne et al, 2007). Son muy pocos los estudios que han relacionado los dispositivos de
atomizacion como parte del proceso de homogenizacién, a pesar del alto corte de cizalla al que se
someten los productos en el atomizador. Sin embargo Coulter et al, (1951) plantearon esta posibilidad al
explicar que la leche que se atomizaba para un proceso de secado no necesitaba una homogenizacién
previa debido a que la atomizacion per se ya se consideraba un proceso de homogenizaciéon. Otros
trabajos han planteado el uso de boquillas s6nicas como medio de mezclado previo al secado (Lekago y
Dunford, 2010) pero ninguno ha relacionado la atomizacién como agente homogenizador con el fin de

evaluar una reduccion de tamafio y su efecto en la distribucién de los componentes en las capsulas.

Los métodos de liberacion de los compuestos encapsulados en las capsulas se pueden dar por una
disolucion normal en agua, por esfuerzos de cizalla, por temperatura, por reacciones quimicas y
enzimaticas o por cambios en la presion osmética. La liberacion de las sustancias de una microcapsula
puede ser controlada por difusion de la pared de la capsula o por una membrana que cubre la pared. La
permeabilidad a través de la matriz y la solubilidad del componente de la pared de la capsula influyen en
la velocidad de difusion. EI compuesto que va a difundir debe solubilizarse en la matriz y la presion de
vapor de sustancias volatiles en cada lado de la matriz puede ser la fuerza que determine la difusion. La
seleccion de una matriz 0 membrana es importante; la naturaleza quimica, morfologia y temperatura de
transicion vitrea, el grado de hinchamiento y de entrecruzamiento también influyen en la difusion de la

membrana aunque pueden disminuir la velocidad de liberacion (Jafari et al, 2008b).
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1.2.1.2 Parédmetros que afectan la eficiencia de encapsulacién durante el secado por aspersion

Los tamafios de particula que se pueden obtener a partir de procesos de encapsulacion se clasifican en
macro (>5000um), micro (1-5000 pum) y nano (<1 um). En el secado por aspersion se obtienen polvos por
debajo de 1 um y estas cdpsulas se conocen como “multiple-core” ya que el material a encapsular se
dispersa a través de los materiales de pared y el area central estd ocupada por el espacio que genera la

expansion durante las Gltimas etapas del secado (King, 1995).

Se han encapsulado exitosamente diferentes tipos de sabores y aceites con minimas cantidades de
material oleoso en la superficie de las capsulas y méaximas cantidades de retencion. Estos resultados han
suscitado el desarrollo de diferentes tipos de investigaciones en donde se determinan diferentes
parametros del secado por aspersion como los principales factores que afectan la eficiencia de
encapsulacion. Dentro de los principales parametros que influyen en el rendimiento se encuentran el
tamafio de particula del polvo, el tipo de atomizacidn, la temperatura de la alimentacién, el flujo de aire y
humedad en el secador por aspersion, la temperatura de entrada y la temperatura de salida(Jafari et al,
2008b).

El componente mayoritario en una emulsion es el agua, componente que se evapora durante el secado
(>90%), sin embargo la evaporacion de ésta, determina en cierto grado, la retencién de los compuestos a
encapsular. Dos teorias se debaten respecto a este aspecto: segun la teoria de difusion selectiva, cuando la
humedad de la superficie de una particula atomizada se reduce entre un 7 y 23%, esta superficie seca
actia como una membrana semipermeable permitiendo la pérdida (o difusion) del agua facilitando la
retencion de los compuestos encapsulados (Reineccius, 2004). A medida que continta el secado la
difusividad de los compuestos a encapsular se dificulta respecto a la de las moléculas del agua. Es por eso
gue durante las primeras etapas del secado se dan las mayores pérdidas respecto a la retencién de los
materiales (Bhandari, 2005).

King y Hecht (1995) reportan tres etapas en donde se da la pérdida de los compuestos encapsulados: 1)
durante la atomizacién por el amplio contacto de &rea superficial con el aire, la turbulencia y los esfuerzos
de corte de la gota atomizada. 2) después de la formacion de la gota donde se da una rapida perdida de
agua y aun no se forma la membrana semipermeable y 3) cuando la temperatura de la gota excede la de
ebullicion y se forman burbujas dentro de la cdpsula que al explotar arrastran compuestos con ellas.
Ahora bien, durante el proceso de optimizacion de la eficiencia de encapsulacion, las cuatro variables mas

importantes a considerar se describen a continuacion:
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1.2.1.2.1 Las propiedades de los materiales de pared

Los materiales protectores influyen en las caracteristicas de la emulsion, en la retencion de los
compuestos encapsulados y durante la vida de anaquel del producto final. Los materiales hidrolizados
como las maltodextrinas son los mas econdémicos, aportan un sabor suave, presentan baja viscosidad a
altos niveles de sélidos y una excelente capacidad de proteccién para materiales oleosos (Jafari et al,
2008b). Se ha determinado asi que en el uso de maltodextrinas como materiales de pared, los equivalentes
de dextrosa estan directamente relacionados a la capacidad de proteccion, permeabilidad al oxigeno y
eficiencia de encapsulacion (Hogan et al, 2003). Trabajos como el de Re y Lui (1996) reportan un 67% de
retencion de Alilguayacol usando maltodextrina de 10DE frente a un 94% de retencio6n al utilizar almidén
modificado. También se ha reportando el uso de combinaciones con biopolimeros de superficies activas
como las gomas con el fin de conseguir mayores valores de retencion (Krishnan et al, 2005). Las gomas

aparte de poseer buenas propiedades de retencidn actlan como agentes emulsificantes (Fang et al, 2005).

1.2.1.2.2 Las propiedades de los materiales a encapsular

La retencién de los materiales: No solo las propiedades del material pared influyen en las caracteristicas
de la capsula, los materiales a encapsular también influyen en la retencién durante el secado. El peso
molecular y la presion de vapor de los compuestos influyen en dicha eficiencia (Vega y Roos, 2006).

Peso molecular: EI aumento del peso molecular generalmente genera una tasa de difusion mas lenta,
consiguiendo asi, que las moléculas demoren mas tiempo en llegar a la superficie de la gota atomizada
durante el secado, especificamente, en las etapas iniciales del proceso logrando un mayor porcentaje de
retencion. Un segundo factor que promueve la retencién de moléculas de mayor peso molecular se da ya
que la superficie de la gota se convierte en impermeable con mayor rapidez durante el secado y la
difusiéon se detiene por un bajo contenido de humedad. Este comportamiento se observéd al secar dos
ésteres de diferentes pesos moleculares con goma arabiga con diferentes eficiencias de encapsulacion

como resultado (Rosenberg et al, 1990).

Polaridad: La retencién de compuestos también depende de la polaridad, entre mas polar sea el material
se dara una menor retencidn puesto que se solubilizard més facilmente en el agua y tender& a migrar con

el agua que se retira durante el proceso de secado (Voilley, 1995).

Concentracion del material a encapsular: La eficiencia de encapsulacion o la retencion de los compuestos
serd menor a mayores concentraciones iniciales de material oleoso (Tan et al, 2005) pero de la misma
forma se obtendra mayor contenido de aceite en la superficie del polvo (Keogh et al, 1999). Por

ejemplo, Bhandari et al, (1992), reportaron una disminucion del 10% en volatiles de retencion total y un
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aumento del 150% en sustancias volatiles retenidas en la superficie de las particulas de polvo

cuando la concentracion inicial de aceite se incrementé de 20 a 25%.

1.2.1.2.3 Laemulsion inicial

Uno de los pasos clave en la encapsulacion de secado por aspersion de aceites y sabores es la preparacion
de la emulsién de entrada. Los pardmetros importantes a considerar son la concentracion de solidos
totales, la viscosidad, la estabilidad, el tamafio de gota, y el método de emulsificacién que se utilice
(Jafari et al, 2008Db).

Solidos totales en la emulsion: Algunos trabajos reportan que el contenido de sélidos totales en la
emulsion es el factor que determina la retencion de compuestos volatiles y la eficiencia de encapsulacion
de aceites en alimentos durante secado por aspersion (Soottinatanwat et al, 2005). Un alto contenido de
solidos reduce el tiempo necesario para formar una membrana semipermeable en la superficie de la
particula de secado y por ende se incrementa la viscosidad de la emulsidn, dificultando la circulacién de
los compuestos dentro de las gotas. Aunque algunos autores como Sankarikutty et al, (1988) y Rosenberg
et al, (1990) sugirieron que se debe utilizar el contenido de solidos de alimentacion mas alto, otros
trabajos reportan que existe un contenido de sélidos de alimentacion 6ptimo para
el secado por aspersion de aceites (Yuliani et al, 2006). En algin contenido de solidos,
la adicion de mas material pared superara la solubilidad de los compuestos, y estos
al no disolverse no podran proporcionar ningun efecto encapsulador. Liu et al, (1990) pusieron de
manifiesto que la retencion de D-limoneno (mas del 95%) fue independiente de la

la concentracion inicial de sélidos.

Viscosidad de la emulsion: Un aumento en la viscosidad de la emulsion ayudara a la retencion de los
compuestos debido a la reduccion de la circulacién en las gotas y a la rapida formacion de la membrana
semi-permeable. Sin embargo, el aumento de la viscosidad mas alla de un limite 6ptimo provoca una
disminucién en la retencion de los compuestos, debido a una mayor exposicion durante la atomizacion.
Est4 demostrado que una alimentacion mas viscosa produce gotas de tamafios mas grandes haciéndose
més dificil la formacion de gota generando particulas mas irregulares después del secado (Silva et al,
1996).

Estabilidad de la emulsién: La eficiencia de encapsulacion de aceites y sabores en los alimentos se ve

afectada por la estabilidad de la emulsion inicial: una mayor estabilidad de la emulsion de alimentacion

se ve reflejada en un aumento de eficiencia de encapsulacién (Barbosa et al, 2005b).
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Tamafio de la Emulsion: se ha reportado que el tamafio de la emulsion tiene wun
efecto considerable sobre la eficiencia de encapsulacion de aceites y sabores durante el secado por
aspersion (Soottitantawat et al, 2003). Risch y Reineccius (1988) reportaron una retencién superior de
aceite de naranja y una disminucion en la cantidad de aceite superficial mediante la reduccion del tamafio
de la emulsion (0,90 mm) a través de microfluidizacion. Sin embargo trabajos como el Soottitantawat y
et al, (2003), también reportan un incremento de material superficial en los polvos para las emulsiones

con tamafios de gota mas grande.

1.2.1.2.4 Método de emulsificacion

Mongenot et al, (2000) demostraron que el uso de ultrasonido como técnica de homogenizacion
aumentd la calidad de la emulsion de materiales de pared bajos en viscosidad, incrementando la retencion
del aroma encapsulado respecto a una técnica de homogenizacién por alta presién. Jafari et al, (2007),
redujeron la cantidad de material superficial en polvos producidos a partir de emulsiones homogenizadas

por microfluidizacion.

1.2.2  Algunas formas de nanoencapsulacion

El desarrollo de productos funcionales es una innovacion tecnoldgica que ha adquirido adeptos con el
paso de los afios. Las tecnologias que envuelven esta tendencia comprenden la nano y
microencapsulacion, encapsulacion enzimatica, inmovilizacion de compuestos a nivel atdmico, sintesis
polimérica y sistemas de multicapas (“LbL”, por sus iniciales en inglés) entre otros (Lopez et al, 2006;
Luo y Gu, 2007; Krol et al, 2006).

1.2.2.1 Polimerizacién

La polimerizacion de miniemulsiones consigue que la encapsulacion sea provocada por una separacion de
fases durante la polimerizacién. Un oligbmero anfifilico se utiliza como tensoactivo para preparar una
miniemulsion (paquetes de aceites de 50 a 500 nm dispersos en agua). Debido a las propiedades
anfifilicas del oligdbmero las moléculas pueden auto ensamblarse en la interfase de agua/aceite mediante
ultrasonicacion. Cuando un iniciador soluble en agua como lo puede ser el Persulfato de Potasio es
introducido, los primeros radicales solubles en agua empiezan a surgir en ésta. Después de varias
adiciones de mondmeros, los oligoradicales comienzan a ser activos en la superficie y son capturados por
mini paquetes de aceite. Los radicales activos de la superficie con las cabezas de grupos anionicos son
enlazados a la interfase de mini paquetes y el agua. De esta manera la polimerizacion se hace en la
interfase y las cadenas del polimero pueden ir creciendo gradualmente permitiendo la formacion de la

coraza. En esta forma de nanoencapsulacion es ideal que la Unica forma de formacion de particula sea la
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nucleacion de la gota. Y asi mismo se han identificado pardmetros importantes a tener en cuenta: la
hidrofobicidad y/o estructura del oligdmero que influye en la morfologia de la nanocépsula al final del
proceso. A mayor peso molecular del oligémero, menor formacién de particulas (Luo y Gu, 2007; Hu et
al, 2007; Ren et al, 2007; Liang et al, 2008).

1.2.2.2 Sistemas Multicapa

Con la técnica “LbL” se pueden fabricar peliculas a escala hanométrica teniendo un control preciso del
espesor y de la uniformidad de éstas (Varahramyan y Lvov, 2007). La técnica “LbL” se basa en la
adsorcion alternada de polielectrolitos cargados opuestamente que estan contenidos en una solucién sobre
un substrato s6lido de superficie cargada (Sui, 2004; Varahramyan y Lvov, 2007, Cai et al, 2005;
Serizawa et al, 2006). Para la fabricacion de estas estructuras intervienen diversos tipos de interacciones
gue son las responsables del autoensamblaje; las principales son las interacciones electrostaticas (Weiss et
al, 2006). Este tipo de interacciones son importantes ya que los polimeros que se emplean en la técnica
“LbL” poseen una carga eléctrica lo que permite que estos puedan ser usados (Serizawa et al, 2006). Las
interacciones electrostaticas pueden ser de atraccion o repulsion dependiendo de las cargas de los
polimeros, predominando las de atraccidn. Este tipo de interacciones se ve afectado por el pH y la fuerza
idnica del sistema, por ejemplo, un aumento en la fuerza idnica del sistema disminuye la fuerza y la
magnitud de estas interacciones (McClements, 2006). Para el caso de la nanoencapsulaciéon por esta
técnica, se utilizan polimeros con cargas opuestas al material a encapsular con el fin de generar las

atracciones anteriormente nombradas (Serizawa et al, 2006; McClements, 2006).

1.2.2.3 Liposomas

La habilidad de atrapamiento de los liposomas de compuestos solubles en agua, ha sido empleada en
farmacologia y cosmetologia. ElI encapsulamiento de antimicrobianos en liposomas ofrece una buena
solucion para protegerlos y garantizar su eficacia y estabilidad en las aplicaciones alimentarias (Were et
al, 2003). El principio béasico para la formacion de liposomas es la interaccion hidrofébica / hidrofilica
entre lipido/lipido y lipido moléculas del agua. El afiadir energia (ultrasonicacion, homogenizacion,
agitacion o calor) genera el arreglo de los lipidos en forma de vesiculas bicapilares para asignar un

equilibrio termodindmico en la fase acuosa (Mozafari, 2005). En la Figura 3 se puede ver la ilustracion.
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Figura 3. Formaciéon de membranas. Modificada de Mozafari,2005.

Las propiedades funcionales de los acarreadores liposomaticos para encapsular antimicrobianos dependen
de la interaccion entre la membrana del liposoma y la membrana de la célula bacteriana. Se ha visto que
la adicidn de nisina cargada positivamente a un anion fosfolipidico como el fosfatodiglicerol (DG) genera
una interaccion electrostatica en donde al adicionarse liposomas neutros se generan interacciones
hidrofébicas (Colas et al, 2007; Xia et al, 2007)

1.2.2.4 Didalisis

Las nanoparticulas formadas de copolimeros anfifilicos han sido evaluadas como acarreadores de
farmacos hidrofébicos (Xie y Wang, 2005). La coraza que se forma por los compuestos hidrofdbicos
sirve como acarreador de medicamentos lipofilicos y estabiliza las particulas en dispersiones acuosas. La
formacion de particulas depende del método que se utilice. Los mas usados son dialisis y diversos
procedimientos de evaporacion de disolventes (Adams et al, 2003). En el método de dialisis, el
medicamento es afiadido con el copolimero a un disolvente organico que tengan en comun y sea miscible

en agua. Después se repite la didlisis pero contra agua. En este paso es en donde se hace la encapsulacion.

Aungue en el campo de los alimentos no hay trabajos que reporten la dialisis como técnica de
encapsulacion, los fundamentos de esta técnica pueden ser empleados para futuros trabajos como es el
caso de Min et al, (2008) que obtuvieron nanoparticulas de camptotecina, un medicamento hidrofébico y
anti cancerigeno. También se han generado nanocapsulas pero con diferentes tiempos de proceso y secado
del producto final (Xie y Wang, 2005; Hornig y Heinze, 2007).Esta metodologia es mas eficiente y
atractiva que otras, debido a que los productos son més estables en el tiempo y en diversos medios (Li y
Szoka, 2007).
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1.3 MICROENCAPSULACION

La microencapsulacion es un proceso en el que sustancias bioactivas (sabores, vitaminas, antioxidantes,
antimicrobianos o aceites esenciales) de alto o bajo peso molecular son almacenadas en pequefias
cantidades introduciéndolas en una matriz o sistema pared para impedir su desgaste, para protegerlos de
reacciones con otros compuestos presentes en el alimento o para impedir que sufran reacciones de
oxidacion debido a la luz o al oxigeno. Otra ventaja que ofrece la encapsulacion es que un compuesto
encapsulado se liberara gradualmente de la pared o matriz que lo ha englobado o atrapado y se obtienen
productos alimenticios con mejores caracteristicas sensoriales y nutricionales (Gharsallaoui et al, 2007;

Champagne y Fustier 2007). La mayoria de procesos de encapsulacion provienen de una emulsion.

1.3.1 Métodos de microencapsulacion

Se han desarrollado diferentes técnicas para la produccion y obtencion de microcapsulas. En general,
todas estas metodologias se pueden dividir en tres grandes grupos: A) Procesos fisicos: secado por
aspersion, extrusion y recubrimiento por aspersion. B) Procesos fisicoquimicos: coacervacion simple o
compleja y atrapamiento en liposomas. C) Procesos quimicos: polimerizacién interfacial e inclusion
molecular. La seleccion del proceso de encapsulacion segun la aplicacion que se le vaya a dar tiene en
cuenta el tamafio medio de la particula requerida y las propiedades fisicoquimicas del agente
encapsulador y la sustancia a encapsular; las aplicaciones para el material microencapsulado, el

mecanismo de liberacion deseado y el costo (Jafari et al, 2008b).

1.3.1.1 Aspersion por enfriamiento o congelamiento

En esta técnica, el material a encapsular es mezclado con el acarreador y es atomizado en aire frio. Las
microcapsulas son producidas por atomizacion de la emulsién o suspension que contiene el material pared
y la sustancia activa solida o liquida. Las sustancias que se usan como coberturas en la mayoria de los
casos son aceites vegetales (Teunou y Poncelet, 2005). La reduccion de la temperatura produce una
solidificacion del lipido pared y el atrapamiento de la sustancia activa en el centro de la cépsula,

consiguiendo casi siempre microcapsulas insolubles en agua (Madene et al, 2006).

1.3.1.2 Extrusion

La microencapsulacion por extrusion, involucra el paso de una emulsion del material activo y el material
pared (mas la adicion de algun lipido) a través de un dado a alta presion. La extrusion constituye el
segundo proceso mas usado, después del secado por aspersion; especificamente es utilizado para la

encapsulacion de sabores. Un proceso tipico involucra la mezcla de sabores con jarabe de maiz o almidén
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modificado caliente, extrudiendo la mezcla en forma de esferitas (pellets) dentro de un bafio con un
disolvente frio como el isopropanol. El disolvente frio solidifica el jarabe en un so6lido amorfo,
envolviendo los compuestos que imparten sabor. Los sabores extrudidos proporcionan una mayor vida de
almacenamiento comparados con los que no son encapsulados. Las condiciones de temperatura, flujo de
alimentacion y volumen a encapsular son los parametros mas importantes en el resultado; aun asi,
presenta muchos inconvenientes en el producto tales como hendiduras, paredes delgadas o poros en la

estructura de la coraza (Yuliani et al, 2006).

1.3.1.3 Cobertura por lecho fluidizado

Esta tecnologia es caracterizada por tener buenas propiedades de mezclado asi como una eficiente
transferencia de calor y masa ademas de una distribucion de temperatura uniforme en el lecho. En esta
operacion se suspenden las particulas sélidas que se quieren encapsular en una corriente de aire a alta
velocidad dentro de una cdmara con temperatura y humedad controladas, donde el material pared es
atomizado. La cantidad de particulas cubiertas depende de la longitud de la cAmara y del tiempo de
residencia dentro de ésta. La técnica es aplicable a coberturas que funden facilmente como aceites
vegetales hidrogenados, estearinas, acidos grasos, emulsificantes, ceras o coberturas solubles como
almidones, gomas y maltodextrinas (Rosenkranz et al, 2007). En la encapsulacién de sélidos pequefios,

las particulas se fluidizan con un gas o un liquido.

1.3.1.4 Atrapamiento en liposomas

Como se mencionaba en la seccion 1.2.2.3 el principio basico para la formacion de liposomas es la
interaccion hidrofébica / hidrofilica entre lipido/lipido y lipido moléculas del agua (Mozafari, 2005). Se
han utilizado en la liberacién de medicamentos y se conforman de una 0 mas capas de lipidos permitidos
en el procesamiento de alimentos; la permeabilidad, estabilidad, actividad superficial pueden variar con el

tamafio y la composicion del lipido pared.

Existen tres tipos de liposomas: multilamelar, vesiculas de un compartimiento y macrovesiculas. La
sonicacion permite la formacion de las primeras, mientras que las macrovesiculas son formadas por
inyeccion de soluciones de lipido en una solucion reguladora de fosfatos. Los liposomas pueden obtenerse
con cargas positivas por la adicion de aminas o con cargas negativas por la adicion de fosfatidil serina o
diacetil fosfato. Sustancias hidrofilicas e hidrofobicas pueden ser encapsuladas en liposomas; los
compuestos hidrofilicos se disuelven en agua y se mezclan con una pelicula lipidica para formar
liposomas, mientras que los materiales hidrofébicos se embeben en una pelicula delgada de lipido. La
liberacion del principio activo se realiza por difusion a través de la pared que puede ser de una o dos

capas de lipidos; por destruccion de la vesicula, dada una concentracidn critica de iones o por un cambio
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de pH. Se pueden afadir algunas sustancias para reducir la permeabilidad de la membrana e incrementar

la estabilidad de los lipidos en la bicapa tales como el colesterol y tocoferoles (Taylor et al, 2007).

1.3.1.5 Coacervacion

En una solucion coloidal, las cargas pueden orientarse formando puentes que dan origen a una
disminucién de la solubilidad del coloide; como consecuencia una parte del coloide puede separarse en
una nueva fase, convirtiendo al sistema en bifasico. La fase rica en coloide es un estado disperso que
aparece como gotas de liquido amorfo, a las que se les denomina gotas de coacervado. La coacervacion
puede iniciarse de diferentes formas: cambios de pH, temperatura o adicion de una segunda sustancia
como una sal idnica; este método es eficiente pero costoso. Para el proceso de microencapsulacion se han
usado algunos biopolimeros como coberturas (goma ardbiga y grenetina). La microencapsulacién por
coacervacion requiere que el material a encapsular y el material pared se mezclen; la cobertura se

deposita sobre el material activo (Madene et al, 2006).

1.3.1.6 Polimerizacién interfacial

Este método involucra la disolucion de un mondémero hidrofobico polimerizable en un material activo
hidrofébico. La mezcla se dispersa en una fase polar y un catalizador provoca la polimerizacion del
mondmero; el polimero es insoluble en la sustancia activa hidrofobica y se deposita como pared alrededor
de la sustancia activa (Kobaslija, 2006). Los polimeros que forman coberturas adecuadas son poliéster,
poliamidas, poliuretanos y poliureas. La polimerizacion interfacial ocurre entre mondmeros disueltos en
sus respectivas fases inmiscibles; los mondémeros solubles se dispersan en la fase acuosa por medio de
agitacion, la membrana de la capsula se forma por la adicion de un mondmero organico soluble en la fase
continua u organica. Las membranas poliméricas de poliaminas, nylon, poliéster o polifeniléster se
producen por la reaccion entre un mondémero soluble en agua, como poliamina, L-lisina, 1,6-
hexametilendiamina, piperidina, o polifenol y un monémero soluble en medio orgdnico como sebacoil

cloruro, 2,2- dicloroéter (Park y Chang, 2000).

1.4 LOS ANTIOXIDANTES

Se denominan antioxidantes a todos aquellos compuestos que tienen como funcion eliminar los radicales
libres. Los radicales libres son &tomos o moléculas que tienen uno o mas electrones no apareados; éstos
son inestables y tratan de llenar las vacantes electrostaticas. Los radicales de oxigeno centrados bajo
metabolismo normal aerébico son Ilamados especies reactivas de oxigeno. Bajo condiciones normales el
1% de estas especies escapa del control metabdlico y puede atacar cualquier componente bioactivo de la

célula (Berger, 2005). Los antioxidantes actlan a través de diferentes mecanismos; neutralizan los
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radicales, reducen la concentracién de perdxidos y reparan membranas oxidadas entre otras formas.
Pueden ser definidos como cualquier sustancia capaz de retardar o prevenir el desarrollo de rancidez u
otros sabores deteriorativos durante la oxidacién (Rodriguez et al, 2007). La prevencién de esta clase de
reacciones se ha estudiado extensivamente a través de la microencapsulacion; sin embargo, se ha
encontrado que para poder asignar un control en la liberacion de los compuestos es mucho mas eficiente
el uso de tecnologias de nanoencapsulacion o encapsulacion de sustancias nano (Mozafari et al, 2006).

Dentro de los antioxidantes mas importantes estan los tocoferoles.

1.4.1 a-Tocoferol (AT)

La definicion quimica de la vitamina E es relativamente compleja ya que incluye dos grupos grandes de
moléculas: los tocoferoles y los tocotrienoles, cada uno de ellos como treinta y dos esteroisomeros. La
familia de los tocoferoles esta compuesta por incluye cuatro sustancias: AT (vitamina E en el sentido
estricto de la palabra), B-tocoferol, y-tocoferol y é-tocoferol. La estructura quimica de los tocoferoles se
caracteriza por una cadena de carbonos que se une a un anillo aromatico, llamado cromano, con un grupo
hidroxilo y una cadena polipronoide saturada. En los tocotrienoles, la cadena de cadena de carbonos es
insaturada. Mientras que el AT tiene tres grupos metilo y es el mas activo, el p-tocoferol y y-tocoferol
tienen dos grupos metilo y el 3-tocoferol sélo un grupo metilo, este Gltimo es el mas potente, pero el
menos efectivo (Ubaldi et al, 2005).

El AT es uno de los componentes mas efectivos de la Vitamina E y es un antioxidante que se encuentra
en su mayoria en alimentos de origen vegetal. Este compuesto evita la oxidacion de las lipoproteinas o
transportadores en sangre del colesterol y de otras sustancias vinculadas con el desarrollo de ciertos tipos

de cancer (Brunelleschi et al, 2007).

El AT es liposoluble y esencial para el organismo, es un antioxidante que ayuda a proteger los acidos
grasos. Asi mismo, cuida al organismo de la formacion de moléculas tdxicas resultantes del metabolismo
normal como de las ingresadas por vias respiratorias o bucales. Evita la destruccion anormal de glébulos
rojos, evita trastornos oculares, anemias y ataques cardiacos. Se encuentra principalmente en la yema de
huevo, aceites vegetales germinados (soya, cacahuate, arroz, algodén y coco). Vegetales de hojas verdes,

cereales y panes integrales (Lunn, 2007; Blacke, 2007). La estructura del AT se presenta en la Figura 4.

Figura 4. Estructura molecular del a-Tocoferol.
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1.5 CARACTERIZACION DE MATERIALES ENCAPSULADOS

La caracterizacion de polvos se basa en la descripcion de propiedades fisicas y quimicas involucrando
factores como: composicion (contenido de humedad, actividad de agua); tamafio y distribucion de
tamafios de particula; forma y textura entre otros (Barletta y Barbosa, 1993; Barbosa et al., 2005a). El
tamafio de particula es uno de los principales factores en la caracterizacién de polvos. Aungue los
tamafios comunes oscilan entre 50 a 1000 um (Marabi et al., 2007), la nanotecnologia ha conseguido
desarrollar tamafios menores a una um en el campo de los alimentos a través de diferentes técnicas como
la microfluidizacion (Quintanilla-Carvajal et al, 2009). Caracterizar particulas de este tipo no es facil e
implica describirlas en términos de sus propiedades a través de técnicas espectroscopicas o microscépicas
(Perea-Flores et al, 2010). Las caracteristicas fisicas de las particulas individuales son principalmente
determinadas a través del material de origen (Peleg and Normand, 1987) y posteriormente por el
procesamiento al que se les haya sometido (Meraz-Torres et al, 2011). El tamafio (de nm a mm) y la
forma estéan relacionadas con las propiedades fisicas y funcionales de los polvos gque finalmente afectan

otro tipo de propiedades como el flujo o la humectabilidad (Dumoulin, 2008; Meraz-Torres et al, 2011).

1.5.1 Factores determinantes en la caracterizacion de polvos
1.5.1.1 Tamafio y distribucion de la particula

En las ultimas décadas la caracterizacion microscépica ha sido altamente utilizada para relacionar
parametros microestructurales de los alimentos (Mufioz-Herrera et al, 2010). Alamilla et al, (2005),
sugirieron que la caracterizacion de la irregularidad de polvos obtenidos por secado por aspersion puede
darse a través del andlisis fractal. Aunque la microestructura de particulas deshidratadas se ha estudiado
por medio de la microscopia, la aplicacién de Microscopia Electronica de Barrido ha resultado ser una
herramienta (til, que permite la observacion de estas estructuras a mayor detalle (Aguilera et al, 1999;
Chanona et al, 2003; Alamilla et al, 2005; Acevedo et al, 2008). De la misma manera otras técnicas
como la Microscopia Electronica de Barrido ambiental o la Microscopia Confocal han permitido
mayores aplicaciones para el andlisis de materiales biol6gicos como los alimentos (Quintanilla-Carvajal
et al, 2009; Perea-Flores et al, 2010). La morfologia y la composicién de la superficie de los polvos se
debe caracteriza como uno de los principales factores que determinan propiedades funcionales. (Kim et
al, 2003; Acevedo et al, 2008; Yu et al, 2008; Meraz-Torres et al, 2011).

1.5.1.2 Humedad

La humedad afecta las propiedades fisicas de los polvos afectando la composicion quimica, caracteristicas

sensoriales y propiedades de flujo de los alimentos. Alimentos con bajo contenido de humedad presentan
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una mayor estabilidad microbioldgica (Tewa et al, 2007). En el caso de polvos, el contenido de humedad
es lo suficientemente bajo que no permite la proliferacion de microorganismos y proporciona estabilidad
al producto durante su almacenamiento (Lekago y Dunford, 2010). Otros trabajos como el de Flores-
Andrade et al, (2009) sugieren que la mayor estabilidad de un alimento se dard cuando los mecanismos de
difusion del agua sean controlados por la entropia integral del sistema.

1.5.1.3 Actividad de agua (Aw)

La actividad de agua de un alimento relaciona la presion de vapor del agua en el alimento con la presion
de vapor del agua pura. Es muy util para indicar la estabilidad de un producto y también es considerada
una medida indirecta del agua disponible en un producto para participar en diferentes reacciones

deteriorativas y de crecimiento microbianos (Laroche et al, 2005).

1.5.1.4 Potencial Z

Es uno de los parametros fundamentales que controla la interaccion de las particulas en suspension;
cuando particulas cargadas se aproximan entre ellas el que se repelan o no depende del equilibrio entre las
fuerzas de atraccion experimentadas en todos los cuerpos y de las fuerzas de repulsion determinadas por
la magnitud del potencial. En otras palabras, el potencial Z es la medida de la fuerza eléctrica que existe
entre atomos, moléculas y particulas en un liquido. Cuanto mayor sea esta fuerza dispersora, mayor
estabilidad tendrd la solucion y mayor sera su capacidad para acarrear particulas en suspension; o
capacidad de carga (Gonzalez et al, 2007; Luoy Gu, 2007; Kaszuba et al, 2008).

1.5.2 Herramientas para la caracterizacion de materiales encapsulados

1.5.2.1 Microscopia

La caracterizacion de alimentos como técnica de estudio ha ido creciendo a la par de diferentes tipos de
técnicas como lo son la microscopia y el andlisis de imagenes (Perea-Flores et al, 2010). Algunas de las
técnicas mas utilizadas en el campo de los alimentos a partir de la estandarizacion de técnicas en
materiales o histologia, son la Microscopia de Luz, la Microscopia Confocal de Barrido Laser y la

Microscopia Electronica de Barrido Ambiental (James y Smith, 2009).

El microscopio de luz fotdnica es un instrumento que permite el paso de luz visible transmitida a través
de la muestra por medio de uno 0 mas lentes para permitir una vista ampliada de la muestra. El nivel de
observacion supera al de los humanos en un factor de 10°. Su resolucién maxima puede ser de unos

200nm en condiciones adecuadas y con ayuda del aceite de inmersion (Abramowitz y Davidson, 2007).
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La Microscopia Confocal de Barrido Laser (“CLSM” por sus siglas en inglés) es una técnica
relativamente nueva. En este caso la fuente de luz es un rayo laser, una unidad de escaneo y un agujero en
el plano focal posterior que mejora la profundidad de enfoque. EI “CLSM” de nuevo desarrollo es
particularmente adecuado para la adquisicion de imagenes para consiguir una exploracion a diferentes
planos focales (Durrenberger et al, 2001). Por lo tanto, moviendo el plano focal del instrumento por los
pasos de distancia definida (alcance) a través de la profundidad de la muestra, se pueden grabar una pila
de secciones Opticas. La aplicacion de “CLSM” a los materiales de alimentos ha sido particularmente
fructifera en el area de los componentes de los lipidos o grasas ya que son susceptibles de tincion
fluorescente (Aguilera et al, 2000). La posibilidad de combinar “CLSM” con otros tipos de mediciones y
analisis técnicos en los mismos experimentos con etapas disefiadas, ofrece la posibilidad de obtener

informacidn estructural detallada de los sistemas alimentarios complejos (Diirrenberger et al, 2001).

En la Microscopia Electronica, un haz de electrones, se utiliza para formar una imagen magnificada de
muestras e incrementan mil veces el poder de resolucién respecto a las Microscopia de Luz Fotdnica o la
Microscopia Confocal. Cuando un haz de electrones interactla con la muestra, se generan una variedad de
sefiales que pueden ser capturadas para obtener las imagenes. Los dos tipos basicos de microscopios
electronicos son el microscopio electronico de transmision (“TEM” por sus siglas en inglés) y el
microscopio electrénico de barrido (“SEM” por sus siglas en inglés). Hoy en dia, la técnica de
microscopia electrénica ha sido un herramienta Gtil para la investigacion de las microestructuras de los
granos de cereales, pasta, carne entre otros (Witek et al, 2010). Uno de los Gltimos avances en
microscopia electronica es el microscopio electronico de barrido ambiental (“ESEM” por sus siglas en
inglés), que permite ver objetos suaves y humedos, materiales no conductivos, sin tratamiento previo
diferenciandose de la Microscopia Electrénica de Barrido, en el que las muestras deben ser sélidas, secas

y por lo general conductoras de electricidad (Stokes, 2003).

1.5.2.2 Anadlisis de iméagenes

El anélisis de imagenes se ha aplicado en las diferentes ciencias bioldgicas y de materiales para evaluar
cuantitativamente la morfologia, la estructura y la microestructura de los alimentos (Chanona et al, 2008).
El andlisis de imégenes, consiste en extraer informacion de dibujos o fotografias que proporcionen datos
cuantitativos para el analisis y disefio de la microestructura de alimentos (Campos et al, 2007). Una
imagen digital no es nada méas una coleccion bidimensional de datos; de una manera méas profunda se
entiende que una imagen es la distribucion espacial de la respuesta espectral de los elementos que
componen una escena. Por consiguiente, el tratamiento o analisis de imagenes se puede concebir como un
conjunto bien definido y clasificado de técnicas y operaciones que permiten manipular una imagen con el

objeto de describir cuantitativamente diversas propiedades tales como las morfométricas y colorimétricas
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(Quintanilla-Carvajal, 2007), sin la necesidad de la manipulacion humana (Gutiérrez et al, 2008),

disminuyendo o aumentando la escala o resolucion (Quevedo et al, 2002;).

El conocimiento sobre un objeto se obtiene a través de su caracterizacion, informacion que se utiliza
posteriormente para la elaboracion de modelos descriptivos; la clasificacion de un objeto especifico
perteneciente a una imagen es la decision por la cual se determina la categoria a la cual pertenece; tales
decisiones son delimitadas por lo que se conoce como “descriptores”. El conocimiento de un objeto, por

ende, implica su clasificacion (Pedreschi et al, 2004).

1.5.2.2.1 Adquisicidn de imagenes

Se sugiere seguir una metodologia especifica que consta de cinco pasos de los cuales el primero es la
adquisicion de la imagen. Esta puede obtenerse a través de camaras digitales, escaneres o microscopios.
Es importante cuidar la estandarizacion de los factores que pueden influir en la imagen como la

iluminacion o la distancia entre los objetos y la luz (Pedreschi et al, 2004).

1.5.2.2.2 Procesamiento

En este paso se mejora la informacion de la imagen realzando los valores que mas informacion aportaran
al andlisis a traves del cambio a escala de grises y de la utilizacion filtros que mejoran la transformacion
de los datos (Aguilera, 2001).

1.5.2.2.3 Segmentacion de la imagen

La segmentacion divide la imagen en regiones o categorias que corresponden a distintos objetos o partes,
clasificando todos los pixeles (0 es blanco y 1 negro) para asi poder extraer la parte de la imagen donde se

encuentra la informacion de interés para el estudio (Pedreschi et al, 2004).

15.2.2.4  Extraccion de parametros de la imagen

Hace referencia a la extraccion de las caracteristicas estructurales de los objetos en las imagenes como

tamarfio, forma, color y textura (Pedreschi et al, 2004).

En el andlisis de imagenes se pueden evaluar diferentes caracteristicas morfométricas, conocidas también
como descriptores; los descriptores se pueden dividir en tres grupos: los de dimensionalidad, que
permiten a través de los programas de computo especificos, la medicion de diversas caracteristicas del

objeto tales como area, perimetro, didmetro de Feret, longitud maxima entre otros; los de forma que
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describen la representacion gréafica del objeto de estudio con referencia aproximada a una figura
geométrica Euclidiana; entre éstos se encuentran los factores de forma circular y eliptica, excentricidad,
esfericidad y convexidad y finalmente los de textura que proporcionan la informacion suficiente para
describir la regularidad de un objeto; por ejemplo la compacidad, rugosidad y sinuosidad (Lira, 2002).

Se han aplicado numerosos descriptores para interpretar los cambios en la textura de alimentos cuando
son procesados; en la biotecnologia vegetal y en el cultivo de células vegetales para determinar la relacion
entre agregados celulares, en la produccion de flavonoides (Jiménez et al, 2005) entre otros (Alamilla et
al, 2005; Chanona et al, 2008; Perea-Flores et al, 2010; Camacho et al, 2010) y en la cuantificacion de
pigmentos en los que se reportan resultados significativos utilizando las coordenadas RGB (Miyanaga et
al, 2000).

Generalmente el conocimiento mas preciso en cuanto a la morfologia del objeto que se esta analizando, se
obtiene con el uso de por lo menos uno 0 mas descriptores de cada una de las categorias. A continuacion
se definiran algunos de los descriptores de mayor utilidad:

e Area: nimero de pixeles (bajo cierta conectividad) que forman un objeto por la escala a la cual se
le observa (Meraz-Torres et al, 2011).

e Compacidad o compactacion: Si la medida se aproxima a 4x se asemeja a un circulo y es mayor
para objetos elongados.

e Factor de Forma: generalizacién de la idea que se tiene a través de la psicovision para figuras
geométricas regulares (Barbosa et al, 2005a; Barbosa y Juliano, 2005). Si es irregular se recurre a
la dimension fractal.

e Perimetro: para definir el perimetro es importante establecer la conectividad que guardan los
pixeles que lo componen. Cuando la conectividad es de 4, el perimetro es el nimero de lados que
tienen los pixeles del borde del objeto; en conectividad 8, el perimetro es la distancia entre los
puntos concéntricos de cada uno de los pixeles que bordea el objeto multiplicando también por la
escala a la cual se observa este.

e Rugosidad del perimetro: se calcula por la distribucion de curvaturas de la frontera de un objeto y
se emplea para caracterizar un aspecto geométrico de la forma del mismo (Quintanilla-Carvajal,
2007)

e Longitud maxima: Es la distancia entre los dos puntos mas alejados del objeto (Quintanilla-
Carvajal ,2007)

15.2.25 Clasificacion

Finalmente se utiliza la informacion cuantitativa para clasificar los objetos identificados de las imagenes)
(Pedreschi et al, 2004)
50



Tesis Doctoral
Estudio sobre la distribucién de a- tocoferol en microcapsulas obtenidas en secado por aspersion

1.5.2.3 Dimensién fractal

Por otro lado, en algunos campos del conocimiento, los cambios morfol6gicos que sufren los sujetos de
estudio, no han podido ser explicados satisfactoriamente debido a que se han intentado resolver a la luz de
la Teoria Euclidiana sin tener presente que la mayoria de éstos, como en el caso de los objetos que existen
en la naturaleza, son fractales (Chanona et al, 2001). Tal es el caso de hojas en vegetales, estructuras
coraliferas, formas de nubes, los alvéolos pulmonares, la forma de las flores, etc.; incluso algunos
procesos tales como el movimiento browniano, ciertas reacciones enzimaticas, fendmenos de transicion
vitrea y procesos de encogimiento en secado de alimentos son de naturaleza fractal. La dimensién fractal
puede ser utilizada como medio de evaluacién, comparacion y caracterizaciébn de productos ya
encapsulados o compuestos a encapsular bajo diferentes condiciones de elaboracion (Meraz-Torres et al,
2011)

En la mayoria de los campos del conocimiento han surgido situaciones gque al ser analizadas no han
podido ser explicadas satisfactoriamente debido a que se han intentado resolver a la luz de la teoria
Euclidiana, sin tener presente que la mayoria de las figuras existentes son fractales y los fenémenos no
lineales (Chanona et al, 2001). La palabra fractal viene del latin “fractus” que significa roto, y el
correspondiente verbo en latin “frangere” significa romper para crear fragmentos irregulares; fue
introducida por Mandelbort en 1975 para caracterizar aquellos fenémenos espaciales y temporales que

son continuos pero no definidos.

En la geometria Euclidiana un punto tiene una dimension de orden 0, una linea dimensién de uno, un éarea
de dos y finalmente un volumen tiene una dimension de tres. La teoria fractal propone diferentes métodos
para describir la irregularidad inherente de cualquier objeto o fendmeno de la naturaleza, sin importar que
tan lejano o cercano pueda estar a una figura geométrica regular o un movimiento armonico. Este proceso
de descripcion es caracterizado por un parametro conocido como dimension fractal (Df) (Kenkel y
Walker, 1996).

Existen diversas maneras de estimar la dimension fractal de un objeto; la seleccion del método a utilizar
dependera del conocimiento que se quiera alcanzar. Los métodos mas utilizados son los de: Conteo de

cajas y Relacion area-perimetro (Jiménez et al, 2005). A continuacion se presentan algunos ejemplos:

a) Dimension fractal de contorno (Dfc) que se puede determinar con diversos algoritmos por el
método de conteo de cajas (“box-counting”). Para ello, a imagenes binarizadas (2 bits) se les
separa del contorno y se evalta con un tamafio de cajas tal que se vaya incrementando en una

progresion geométrica (Lira, 2002).
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b) Dimension fractal de perimetro (Dfp) que se puede determinar a través del gréfico del logaritmo
natural del &rea contra el logaritmo natural del perimetro maximo del objeto a estudiar; a la
regresion lineal obtenida se le determina la pendiente (m) y la Dfp se obtiene con 1 + m
determinando al perimetro como la variable dependiente y al &rea como la independiente
(Jiménez et al, 2005).

La morfologia de la superficie de algunas particulas de origen bioldgico puede describirse en términos de
su dimensién fractal. La aplicacién se da en productos deshidratados y en los procesos que causan
rugosidad o aislamiento de las particulas cuando son tratadas con alguna sustancia que modifique su
superficie. Lo anterior puede aplicarse a la descripcion y caracterizacion de cépsulas sometidas a un
proceso de extraccién. El tener indices cuantitativos para la descripcion de materiales biol6gicos en
polvo; proporciona parametros que permite mejorar las caracteristicas del producto y mejorar el control

de procesos (Chanona et al, 2001).
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2. JUSTIFICACION

La microencapsulacion de compuestos nano en el campo de los alimentos, permite la creacion de
productos con mejores caracteristicas sensoriales y nutricionales. Sin embargo la encapsulacion de
componentes estructurados a escalas nano no ha sido adn estudiado, ni tampoco la relacion que se entre
los diferentes parametros que influyen en este proceso, es por esto que través del estudio de procesos
como la encapsulacion de compuestos a partir de nanoemulsiones por secado por aspersion, se podra
determinar la distribucién de los componentes encapsulados. Asimismo se conseguira entender la
influencia de las diferentes etapas que conlleva la encapsulacién (elaboracion de emulsién,
homogenizacion y secado), en la eficiencia de los productos obtenidos evaluando parametros como

retencion superficial o matricial.

Con esta investigacién se podra estudiar el proceso de encapsulacion de AT para evaluar la influencia de
las variables del proceso tales como la formacion emulsiones de tamafio nano, el analisis de las
propiedades morfométricas de los polvos obtenidos a partir de estas y su relacion con la eficiencia de
encapsulacion a través de pardmetros como tamafio medio de particula, forma y color con la ayuda de

herramientas espectroscopicas, quimicas y fisicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la distribucion de AT en microcdpsulas obtenidas a partir de nanoemulsiones secadas por

aspersion.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la influencia de parametros como el material pared y el tamafio de emulsion en la
distribucion del AT en las capsulas obtenidas en el secado por aspersion.

o Evaluar el efecto de la atomizacion en la distribucion del AT en las microcapsulas obtenidas por
secado por aspersion.

e Relacionar el efecto de la atomizacién con la eficiencia de la encapsulacion segun la distribucion
del AT.

e Evaluar la distribucién y el acomodamiento del AT mediante técnicas de Microscopia Fotédnica y
Electronica.

o Diferenciar el AT extraible del AT encapsulado en las capsulas obtenidas a través de secado por
aspersion.

e Evaluar el efecto de la microfluidizacion la en la distribucion del AT en las microcapsulas.

4. HIPOTESIS
Se puede determinar la cantidad y distribucién de AT en capsulas obtenidas a través de secado por

aspersion y determinar la influencia de la atomizacion y la microfluidizacion en dicha distribucion a

través de técnicas microscopicas y analiticas.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 MATERIALES

511

Reactivos

() a- Tocoferol (AT) grado HPLC de Sigma Aldrich (Estados Unidos Americanos)
Goma arédbiga de Alfred L. Wolf S.A de C.V. (México, Miguel Hidalgo)
Maltodextrina 20 DE de Qulmica LEFE S.A de C.V. (México, d.f)
Cloroformo J. T, Sigma Aldrich

Anisol

Cloroformo Deuterado J. T Baker

Sulfato de Sodio

Isopropanol J. T Baker

Hexano J. T Baker

Agua destilada

Agua Tipo |

Metanol grado HPLC J. T Baker

Equipos

Boquilla de aspersién neumatica de doble fluido marca Spraying Systems Co., Estados Unidos
Americanos.

Secador por Aspersion experimental SPA-GA960, México (Alamilla et al, 2001).
Homogenizador Broun, México.

Microfluidizador M110Y marca Microfluidics, Reino Unido.

Malvern Zetasizer Nano 90S, Reino Unido.

Rotovaporador R250, Buchi, Suiza.

RMN de 500 MHz Varian NMR System, Estados Unidos Americanos.

Agualab, modelo Decagon, marca Pullman, Estados Unidos Americanos.

Balanza Analitica marca Ohaus, modelo Explorer, Estados Unidos Americanos.

Estufa, marca Equipar, modelo Precision, Estados Unidos Americanos.

Microscopio electronico de barrido ambiental XL30 ESEM Phillips, Estados Unidos Americanos.
Microscopio 6ptico, marca Nikon, modelo Eclipse 50 I, Japon.

Microscopio de barrido confocal laser LSM 710. Carl Zeiss, Alemania.

5.1.3. Programas de computo

o Corel Photo-Paint v. 10.41 (Corel Corporation y Corel Corporation Limited, USA)

e ImageJ v. 1.34s (National Institutes of Health, Bethesda, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/)
e SigmaScan Pro 5.0 (SPSS Science, Chicago, Ill. Inc.)
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o Design Expert v.8.0 (Minneapolis, USA)

5.2 METODOLOGIA

La metodologia desarrollada, se presenta en el diagrama de flujo de la Figura 5.

..............................................................................

..............................

............................................................................

...................

: SECADO POR ASPERSION PARA
: OBTENCION DE POLVO

.....................................................

..................................

i CARACTERIZACION i« : EVALUACION DE :
....................... i....................... g ENCAPSULAC'ON g
i o MICROSCOPIA L S
« OPTICA i e TOTAL :
e ESEM e HPLC (Extraible
: e CONFOCAL +Encapsulado)
: o ANALISIS DE IMAGENES i i o GRAVIMETRICA
: o Polvos i o PARCIAL, utilizando:
o Emulsiones e HPLC (Extraible)
i « DISTRIBUCION DE TAMARO : : Encapsulado :
DE LAS EMULSIONES i e« RMN :
(Zetasizer) : : :
T 2

Figura 5. Diagrama de flujo del trabajo experimental

5.3 EFECTO DE LA ATOMIZACION EN LA DISTRIBUCION DEL a-TOCOFEROL

5.3.1 Preparacion de las emulsiones

Se prepararon diferentes emulsiones variando la composicion entre los materiales de pared (maltodextrina
20 DE y goma arabiga) y el AT como lo muestra el Cuadro 2. Inicialmente se prepard una solucion en
agua tipo 1, posteriormente se agregd el AT y se completd una disolucion al 20% en solutos que se
homogenizd con un mezclador de cuchillas Braun (D.F, México), durante 360 segundos. Todas las
emulsiones se elaboraron completando la misma cantidad de volumen y a temperatura ambiente. Las 5

combinaciones de material pared y material a encapsular que se desarrollaron, cumplen con lo que sugiere
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la literatura: relaciones de materiales de pared: material lipidico 5:1-2.5:1 (Gonzélez et al, 2007; Pérez et

al, 2003). Al producto de este proceso se le llamé Pre-Emulsion (PE).

Cuadro 2. Diferentes proporciones utilizadas para elaboracion de emulsiones

Partes de Maltodextrina Partes de Goma Arabiga alf'?;::isf:lreol
3 2 1
3 2 2
3 1 1
2 2 1
2 1 1

5.3.2 Homogenizacién por medio de Atomizacion

A este proceso se le llam6 Etapa 1. Se aliment6 la PE a una boquilla de aspersién de doble fluido 1/8JJN-
SS (Sprying Systems Co, USA) con aguja limpiadora, utilizando un flujo de 1.14 L/h y una presion de
aire de 0.00012 Kg/m? (Alamilla et al, 2005). El proceso se efectué a una temperatura promedio de 8°C.
Al producto de este proceso se le llamé Emulsion A (EAL). Como este proceso se planted con el fin de
evaluar el efecto que tiene la atomizacion como proceso de homogenizacién en el polvo obtenido
(Coulter, 1951) se compar6 con un segundo procedimiento en el que las PE no pasaron por esta etapa,

este segundo proceso se denominé B.

5.3.3 Secado por aspersion

A este proceso se le llam¢ Etapa 2. La emulsion EAL y una segunda emulsion PE, que no pasé por el
proceso previo de atomizacion, se alimentaron al secador por aspersion a una temperatura de entrada de
190°C y de salida de 100°C; el secador SPA-GA960 estd equipado con una bomba peristaltica para
alimentar el liquido y un ciclon para la recoleccion de polvos. El secado por aspersion bajo estas
caracteristicas se ha estudiado ampliamente (Akagi et al, 2007; Alamilla-Beltran et al, 2001; Jafari et al,
2007; Jafari et al, 2008a; Jinapong et al, 2007; Luo and Gu, 2007; Luo and Zhoe, 2004; Su et al, 2007;
Moinard-Chécot et al, 2008; Tonon et al, 2008; Takashima et al, 2007). Las emulsiones asperjadas en

esta etapa se llamaron por lo tanto EA2 y EB2. La Figura 6 ilustra los dos procesos.
5.3.4 Contenido de humedad
La humedad de los polvos de los procesos A y B (PA y PB respectivamente) se determiné mediante el

método termogravimétrico utilizando una termobalanza (Brainweigh), de acuerdo al método AOAC
32.1.02 (AOAC, 1995).
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(@) (b)

EMULSIONES A2

EMULSIONES

PRE- EMULSIONES Al
(PE)
* l

* Mezclador

EMULSIONES B2

PRE- EMULSIONES
(PE)
* '

* Mezclador b)

Figura 6. Diagrama de los procesos A (a) y B (b)
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador)
B: (Pre-emulsidn y aspersion dentro del secador)

5.3.5 Determinacion de actividad de agua (a.)

La determinacién de la actividad de agua (ay) de los polvos se realizd por medio del Equipo Aqualab

(Decagon, Pullman, USA). Se tomaron lecturas por triplicado de cada uno de los polvos (Yu et al, 2008).

5.3.6  Evaluacién de la encapsulacién

Se desarrollaron diferentes metodologias con el fin de fortalecer los resultados y validar la técnica
propuesta y asi mismo, diferenciar por balance de materia la cantidad de AT en la superficie e interior de
la cépsula. La eficiencia de encapsulacion (EE) se determind como la relacion entre el AT cuantificado en

los polvos y el AT tedrico de las emulsiones como lo representa la ecuacion.

__ (AT cuantificado)x100

EE AT total (1)

5.3.6.1 Resonancia Magnética Nuclear

Inicialmente se realiz6 una extraccion del AT para los polvos analizados por esta técnica. La extraccion

del AT absorbido en la matriz de maltodextrina y goma arabiga se hizo usando 100 mg de muestra 'y 10
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mL de cloroformo, extrayendo bajo agitacion a temperatura ambiente durante 2 min. El proceso de
extraccion se realizo dos veces con 5 mL de cloroformo en cada ocasion, la suspension resultante se filtro
con algoddn, para evitar el paso de material pared y se lavd agregando 2 mL maés de cloroformo.
Posteriormente se evapord el disolvente a sequedad en el rotavapor Bucchi R 205 (Suiza) a presion
reducida y a una temperatura de 50 °C. Para determinar la proporcion relativa de AT en cada muestra, se
utiliz6 una cantidad fija (10 pL) de anisol como estandar interno, pesado directamente en el matraz donde
se concentrd el AT extraido. Cada mezcla se disolvio en 0.8 ml de CDCI; y enseguida se obtuvieron los

espectros de RMN 1H correspondientes (Drush et al, 2006).

Posteriormente los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Protonica (RMN 1H) se realizaron en un
espectrémetro Varian modelo NMR System a una frecuencia de 500 MHz, usando CDCI3 como
disolvente y a una temperatura de 26 °C. Los desplazamientos quimicos (8) fueron dados en partes por
millén (ppm) con respecto a la sefial del tetrametilsilano (TMS), el cual se usé como referencia interna.
Todas las muestras se analizaron por triplicado y los valores de integracién descritos se obtuvieron del
promedio de los tres espectros. Se adquirieron 8 transientes (NT) por cada muestra con un tiempo de
adquisicion (AT) de 2.05 s y un tiempo de espera de 20 s, ésto, para minimizar los efectos de relajacion y

obtener una mayor precision en la integracion.

La cantidad de AT presente en las muestras se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

MIn W,
IenM,

W= )

M = Peso molecular de la muestra problema
M. = Peso molecular del estandar

| = Intensidad de la integral de la muestra problema

= Intensidad de la integral de estandar
n = No. De protones de la muestra problema
ne= No. De protones del estdndar

W, = Peso del estandar
Posteriormente, el algodon que se utilizd para la filtracion se lavo con 10 mL de agua y 2 mL de

cloroformo. Se separaron las fases afiadiendo 20 mL més de cloroformo y retirando humedad con 1 g de

Na,SO,. Finalmente, se cuantificd el AT restante por la misma técnica de rotoevaporacion.
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5.3.6.2 HPLC

Se evalud la extraccion del AT superficial y encapsulado utilizando la misma técnica de extraccion
descrita en el apartado 5.3.6.1. Se procedid, entonces, a evaporar el disolvente a sequedad en el rotavapor
a presion reducida (33406.2 kPA) y a una temperatura de 50 °C. Se agreg6é 1 mL de metanol y se leyd en
columna C18 con dimensiones de 4.6 x 250 mm con fase movil de metanol a un flujo de 1 mL/min. El

volumen de inyeccion fue de 20 uL y un tiempo de retencion de 5 min (Ubaldi et al, 2005).

5.3.6.3 Cuantificacion total del a-tocoferol en los polvos

Se agreg6 un gramo de polvo a 4 mL de agua caliente (50 °C) y agité por 2 min. A las soluciones
resultantes se les adicionaron 45 mL de hexano/isopropanol (3:1v/v). La suspension se agito por 15 miny
posteriormente se centrifugd otros 15 min a 1000 g. La fase organica se colectd y se llevo a sequedad en
el rotavapor a presion reducida y a una temperatura de 50 °C hasta que el residuo de AT se mantuviera en
peso constante y su total se determind como cantidad de g de AT / g polvo (Kim et al, 2009%, Kim et al,
2009b; Kim et al, 2009¢).

5.3.6.4 Indice de atrapamiento

Para el analisis de los resultados obtenidos se propuso el calculo del indice de atrapamiento (1A) de los

polvos entendido como la relacion entre el AT extraible y el AT encapsulado.

1A = AT Extraible
AT Encapsulado

(3)
5.3.6.5 Penetrabilidad (P)

Se determind la distribucion del AT en las polvos (Muestra 3:2:1) antes y después de la extraccion del AT
superficial. El polvo resultante de la extraccion superficial del AT se recolectd en el algodon
anteriormente mencionado de la seccion 5.3.6.1. Se utiliz6 un Microscopio de Barrido Confocal Laser
(LSM 710. Carl Zeiss). Los polvos se colocaron de forma homogénea en un portaobjetos y se les puso un
cubreobjetos. Se selecciond un aglomerado y se analiz6 en el equipo. Se excitaron a 405 nm con 4.0% de
poder del laser, observandose asi la auto-fluorescencia del AT con un objetivo 40X/10.8M27.
Posteriormente se realizé un “scan mode” de “z-stack”. Se planted el calculo de la penetrabilidad (P) que
relaciona el valor de la coordenada de color Lab “a”, de los diferentes cortes obtenidos en el z-stack, con
el valor de la coordenada de color Lab “a maximo” que representa la mayor presencia de AT dentro de la

capsula. Posteriormente los valores de P se graficaron y se obtuvo un perfil del posicionamiento del AT.

60



Tesis Doctoral
Estudio sobre la distribucién de a- tocoferol en microcapsulas obtenidas en secado por aspersion

color "a" (4)

color "a" maximo

[Pt

Se utilizé la coordenada de color “a” por ser la correspondiente al croma verde-rojo, y por ende la

indicada para medir la cantidad de color verde.
5.3.7 Caracterizacion de las emulsiones y el polvo

Se tomaron alicuotas de 20 uL de PE, de EA1 asperjada en la boquilla fuera del secador y de EA2 y EB2
asperjadas en la boquilla del secador; estas alicuotas se colocaron en un portaobjetos y evaluaron en
microscopio optico (Fery y Weinkamer, 2007; Zhao et al, 2008). Otros 2 mL al 20% de s6lidos en peso,
se analizaron en el Zetasizer Malvern Instruments 2000, con sus respectivas diluciones al 10 y 5%,

encontrandose que la ultima fue la mas adecuada para evaluar el diametro hidrodinamico.

Los diferentes polvos obtenidos a partir de las emulsiones que pasaron 1y 2 veces por boquilla (PB y PA

respectivamente) se recolectaron y almacenaron a temperatura ambiente protegidos de la luz y del aire.

5.3.7.1 Estudio Microestructural

Microscopia Optica

El polvo y las emulsiones se colocaron en portaobjetos para ser observadas en el microscopio éptico
Nikon, Eclipse 50 I con iluminacion hal6gena y apertura maxima. La captura de la imagen se realizd con
una camara digital (Nikon Digital Sight DS-2Mv, TV Lens 0.55X DS) conectada a una Computadora
Personal (Intel Pentium R4, 2.666Hz, 2.679 Hz, 1.0GB y un disco duro de 140 GB.), en la que por medio
del Software NIS-Elements F2.30 se capturaron 5 imégenes con un objetivo de 40X para obtener mas de
1000 aglomerados. Las imagenes se adquirieron en blanco y negro a una resolucion de 1600x1200 pixeles

y finalmente se almacenaron en formato bmp.

Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental

Para la evaluacion del grosor de la pared de las capsulas se realizd Microscopia electronica de barrido
ambiental con el Microscopio XL30 ESEM Phillips USA (Jian et al, 2007). Inicialmente se inmovilizo el
polvo sobre cinta de carbono (Nem Tape. Double sized 12mm/2m Nijshin EM. Co., Ltda) en un
portaobjetos y posteriormente se peg6 otro trozo de cinta transversalmente para ser separada y finalmente
adherida a otro portaobjetos para su posterior analisis en ESEM (Drusch y Berg, 2008). De la misma
manera se obtuvieron micrografias de los polvos de los dos procesos (A y B) antes y después de la

extraccion superficial del AT a 500 y 2000X para la determinacion de la dimension fractal de textura.
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También se tomaron micrografias a 3000X para determinar el grosor de las capsulas (Soottitantawat et al,
2005). Este se determind a las microcépsulas de 10 um de tamafios promedio en los dos puntos mas
gruesos de la pared matricial.

Los polvos también se evaluaron en el microscopio éptico (ceprobi) con un filtro w-blue de longitud de
onda de 430 nm para verificar la presencia del AT por la auto florescencia del mismo en las capsulas
(Mayer et al, 2001).

5.3.7.2 Estandarizacion de la imagen

Con el software Image J, se seleccion6 el nivel de Threshold de manera manual con un intervalo de
intensidad de 95-111, para definir el contorno de los aglomerados y emulsiones proporcionando una
imagen binarizada con definicion precisa. Esto consistié en realizarles un cambio a escala de grises (8
bits). Posteriormente se les realizo el “fill holes” y finalmente se guardaron en formato *bmp. A estas
imagenes se les realizo el procesamiento con el software Corel Photo-Paint, para eliminar el “ruido” a las
imagenes. Este proceso se realizé para todas las imagenes obtenidas de cada uno de los polvos de los dos
procesos antes y después de la extraccion del AT no encapsulado.

5.3.7.3 Morfometria

Las imagenes procesadas fueron evaluadas a través del software SigmaScan Pro v.5.0. Las imagenes se
calibraron con una referencia tomada de la cdAmara de Neubauer (regla), capturada a la misma resolucion
(40X). Las mediciones lineales se obtuvieron en um, mientras que las de area fueron en pm?. Los
descriptores morfométricos se seleccionaron también de “settings”; fueron los siguientes: &rea, diametro
de Feret, perimetro, perimetro maximo y factor de forma. A partir de los resultados obtenidos del
diametro de Feret se determind una distribucion del tamafio de particula muestral, respecto a las

frecuencias (Perea-Florez et al, 2010).
5.3.7.4 Determinacion de la Dimensién fractal

A aquellas formas que presentaron irregularidades en sus parametros morfométricos (polvos), se les
evallo la relacion area-perimetro. Los métodos que relacionan area-perimetro se utilizan generalmente
para estimar la dimension fractal (D) de los objetos (en este caso aglomerados) y evaluar su complejidad.
Este método mide el grado en que los perimetros “llenan” un plano de dos dimensiones. La relacion

perimetro-area para un determinado conjunto de aglomerados esta dada por (Kenkel y Walker, 1999):

D
P =kAz ()
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Donde el area A es el numero de pixeles que componen un objeto determinado, el perimetro P es un
recuento del nimero de pixeles de los bordes, y k es una constante de escala. La pendiente de la grafica
log-log érea-perimetro de un conjunto de objetos da una “media” de la dimension fractal (Burrough,
1986). Aglomerados con objetos perfectamente cuadrados tienen una dimension fractal D = 1, mientras
que los que contienen objetos de gran complejidad (alta perimetro: relacion de &rea) tienen una dimension
fractal aproxima al 2. EI método puede ser usado para determinar la relativa “irregularidad” de una

imagen. Por aglomerados, la D se reduce a:

__2Log(P)

D=—"- (6)

Log(4)

Se determiné la Dimension Fractal de contorno (DFc) de los polvos para los dos procesos (A y B) antes y

después de la extraccion.

Dimension Fractal de textura (DFt). EI procesamiento de iméagenes consistio en realizar 15 selecciones,
conocidas como “crops” 0 cortes de cada una de las imagenes a 500X y 2000X, estos crops se
duplicaron y se realizé un cambio a escala de grises (8 bits), y posteriormente se procedioé a su analisis.
De las iméagenes procesadas, se extrajo la dimension fractal de textura la cual se obtuvo mediante el
programa Image J, con el “plugin” “SDBC” (Chen et al., 2003). Se evalu6 para los polvos antes y
después de la extraccion del AT y particularmente para particulas lisas y rugosas de los dos procesos sin

extraccion.

54 EFECTO DE LA MICROFLUIDIZACION EN LA DISTRIBUCION DEL p-
TOCOFEROL

Para determinar el efecto de la microfluidizacion en la distribucion del AT en las capsulas se planted un
disefio experimental de superficie de respuesta de optimizacion con el programa Design Expert 8.0.5. Se
utilizé un modelo se superficie de respuesta para determinar las diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos. Los valores se consideraron significativamente diferentes (p>0.05) para dos
factores. La concentracion del AT se determind como el primer factor cuantitativo. Los ciclos de
microfluidizacion se determinaron como el segundo factor categérico a 3 niveles: 0 ciclos, 1 ciclo y 2

ciclos. El cuadro 3 presenta las diferentes corridas que se desarrollaron del disefio experimental.

Finalmente, se propuso una ecuacion para cada variable de respuesta y se propusieron diferentes niveles
de optimizacién segun estas. Las variables de respuesta que se analizaron fueron: eficiencia del % de
encapsulacion total del AT (% extraible mas % encapsulado), eficiencia del % de encapsulacion total del

AT (por técnica de Kim et al, 2009¢) % AT extraible, % de AT encapsulado, coordenada de color “a”
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méaxima obtenida del analisis de iméagenes de los polvos y tamafio de emulsion. Para los experimentos se
utilizé un Microfluidizador M-110Y (Microfluidics, USA) con cdmara de interaccion “Y” de 7 um y una
camara auxiliar de geometria “Z” en contracorriente. Las emulsiones se procesaron a una presion maxima

de 10,000 psi en cada etapa.

Cuadro 3. Disefio experimental para determinar el efecto de la microfluidizacion en la distribucion del a-
Tocoferol en las capsulas.

Experimento Corrida % a-Tocoferol % Maltodextrina % Goma arabiga Ciclos del microfluidizador

3 1 21.85 39.08 39.08 0
8 2 17.00 41.50 41.50 1
19 3 25.25 37.38 37.38 2
13 4 28.00 36.00 36.00 1
7 5 17.00 41.50 41.50 1
18 6 22.50 38.75 38.75 2
1 7 17.00 41.50 41.50 0
6 8 28.00 36.00 36.00 0
2 9 17.00 41.50 41.50 0
5 10 28.00 36.00 36.00 0
17 11 19.75 40.13 40.13 2
10 12 21.90 39.05 39.05 1
21 13 28.00 36.00 36.00 2
20 14 28.00 36.00 36.00 2
11 15 24.98 37.51 37.51 1
16 16 17.00 41.50 41.50 2
15 17 17.00 41.50 41.50 2
12 18 24.98 37.51 37.51 1
14 19 28.00 36.00 36.00 1
9 20 19.46 40.27 40.27 1
4 21 24.92 37.54 37.54 0

5.4.1 Preparacion de las emulsiones

Las emulsiones se prepararon siguiendo las proporciones del disefio experimental. Inicialmente se prepard
una solucién en agua tipo I, posteriormente se agregd el AT y se completé una disolucién al 20% en
solutos que se homogenizé con un mezclador durante 360 segundos. Todas las emulsiones se elaboraron

completando la misma cantidad de volumen y a temperatura ambiente.
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5.4.2  Secado por aspersion

Las emulsiones previamente elaboradas se alimentaron al secador por aspersion utilizando un flujo de
1.14 L/h y una presion de aire de 0.00012 Kg/m? (Alamilla et al, 2005) a una temperatura de entrada de
190°C y de salida de 100°C (Jafari et al, 2007; Jafari et al, 2008a; Jinapong et al, 2008).

5.4.3 Caracterizacién de las emulsiones y de los polvos

Se tomaron muestras de las emulsiones en todos los pasos propuestos para cada corrida. 1 mL al 20% de
solidos, se analizaron en el Zetasizer Malvern Instruments 90S, a su respectiva dilucion (Fery y
Weinkamer, 2007; Zhao et al, 2008; I1SO 13320:2009; Vignolles et al, 2009).

5.4.4 Evaluacién de la encapsulacién

5.4.4.1 Cuantificacién parcial por HPLC

Extraccion. La extraccion del AT absorbido en la matriz de maltodextrina y goma arabiga se hizo usando
100 mg de muestra y 10mL de cloroformo, extrayendo bajo agitacion vigorosa a temperatura ambiente
durante 2 min. El proceso de extraccion se realizé 2 veces con 5 mL de cloroformo en cada ocasion, la
suspension resultante se filtré con algodon, para evitar el paso de material pared y se lavé agregando 2
mL mas de cloroformo. Posteriormente se evaporé el disolvente a sequedad en el rotavapor a presion
reducida y a una temperatura de 50 °C. Se agregé 1 mL de metanol y se ley6 en columna C18 con
dimensiones de 4.6 x 250 mm con fase mévil de metanol a un flujo de 1 mL/min. El volumen de

inyeccion fue de 20 pL y un tiempo de retencién de 5 min (Ubaldi et al, 2005).

Posteriormente, el algodon que se utilizé para la filtracion se lavé con 10 mL agua y 2 mL de cloroformo.
Se separaron las fases afiadiendo 20 mL mas de cloroformo y retirando humedad con 1 g de Na,SO,.

Finalmente, se cuantifico el AT restante por la misma técnica de HPLC.

5.4.4.2 Cuantificacion total

Se agregd un gramo de polvo a 4 mL de agua caliente (50 °C) y se agitdé por 2 min. A las soluciones
resultantes se agregaron 45 mL de hexano/isopropanol (3:1v/v). La suspensién se agité por 15 min y
posteriormente se centrifugd otros 15 min a 1000g. La fase organica se colecto. La fase organica se llevo
a sequedad en el rotavapor a presion reducida y a una temperatura de 50 °C hasta que el residuo de AT se
mantuviera en peso constante y su total se determind como cantidad de g de AT / g polvo (Kim et al,
2009a; Kim et al, 2009b; Kim et al, 2009¢).
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5.4.4.3 Microscopia Confocal de Barrido Laser

Los polvos obtenidos del secado se evaluaron en un Microscopio de barrido confocal laser LSM 710. Carl
Zeiss. Los polvos obtenidos antes y después de la extraccion, se colocaron de forma homogénea, con
ayuda de un pincel, en un portaobjetos y se les puso un cubreobjetos. Se seleccioné un aglomerado y se
analizdé en el CLSM. Se excitaron a 405 nm con 4.0% de poder del laser, observandose asi la auto-
fluorescencia del AT con un objetivo 40X/10.8M27. Posteriormente se realiz6 un “scan mode ” de z-stack

a los polvos obteniendo de corte de cada 1.7 um.

5.4.4.4 Procesamiento de la imagenes

Con el software Image J, se separaron cada uno de los planos focales del z-stack guardando cada imagen
en formato TIFF. Posteriormente, cada imagen fue analizada con el plugin “color” y “color space
converter” para transformar las coordenadas de color RGB a cada una de las coordenadas Lab.
Finalmente con la opcién “histogram” se obtuvieron los valores de la coordenada de color “a” (verde-

rojo) de cada plano focal.

5.4.4.5 Determinacion de la penetrabilidad y el Indice de Atrapamiento

Para el analisis de los resultados obtenidos se propuso el calculo del indice de Atrapamiento (1A) de los

polvos como la relacion entre el AT extraible y el AT encapsulado.

En este trabajo se propuso el célculo de la Penetrabilidad (P) que relaciona la cantidad de color “a” de
diferentes cortes con el color “a” maximo que representa la mayor presencia de AT dentro de la capsula.
Posteriormente los IP se graficaron y se obtuvo un perfil del posicionamiento del AT. Esta metodologia se
plante6 posteriormente para ver el efecto de la microfluidizacion en la distribucion del AT y se pudo

aplicar a todos los polvos obtenidos.
5.4.4.6 Analisis estadistico
Todas las pruebas analiticas y experimentos de microencapsulacion se realizaron como minimo por

duplicado y en orden aleatorio. Los valores reportados son el resultado del promedio, y fueron analizados

por medio de anélisis de varianza (ANOVA) con a= 0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 EFECTO DE LA ATOMIZACION EN LA DISTRIBUCION DEL a-TOCOFEROL

6.1.1 Contenido de humedad y Actividad de Agua

El contenido de humedad y la a,, de los polvos se presentan en el Cuadro 4. El contenido de humedad de
las microcépsulas secadas por aspersion en boquilla de doble fluido fue el adecuado segun lo
recomendado en la literatura (3-6%) (Masters, 1985). Aunque no se determinaron diferencias
significativas entre los polvos después del analisis estadistico no se presentd ninguna tendencia

especifica.

La actividad de agua (a,) es uno de los factores mas criticos en la determinacién de la calidad de los
alimentos al afectar la vida de anaquel, textura, sabor o aroma. Como era de esperarse todas las muestras
presentaron valores bajos de actividad de agua, los resultados concuerdan con los reportados en la
literatura (Klinkesorn et al, 2006; Lekago y Dunford, 2010).

Cuadro 4. Humedad y Actividad de Agua de los polvos para PA'y PB
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador)
B: (Pre-emulsidn y aspersion dentro del secador)

PA PB
POLVOS Ay Humedad (b.s%0) aw Humedad (b.5%)
3:2:1 0.1097 + 0.0147 5.33+0.2517 0.0877 = 0.0021 5.93+£0.3512
3:2:2 0.2811 + 0.0062 6.90 = 0.1000 0.2857 + 0.0060 6.90 + 0.0000
3:1:1 0.2848 + 0.0100 6.30 £ 0.6110 0.2775 + 0.0055 6.57 + 0.2082
2:2:1 0.2647 + 0.0066 6.63 + 0.2082 0.2690 + 0.0080 6.47 +0.2082
2:1:1 0.2735 + 0.0058 6.50 = 0.1000 0.2774 + 0.0025 6.50 + 0.2000

6.1.2 Cuantificacién del a-Tocoferol en los encapsulados

6.1.2.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

El Cuadro 5 presenta los porcentajes de eficiencia de encapsulacién como resultado de la relacion entre el
contenido real (el que da el equipo) y el contenido tedrico del lavado superficial, determinando asi el AT
disponible en los polvos evaluados. Los términos en la tabla son los referidos en la seccion Materiales y
Métodos.

Estos resultados, indican la importancia que tiene la proporcion entre los materiales pared y el material a
encapsular; el que se agregue mayor cantidad de material pared no garantiza un mayor atrapamiento en la
encapsulacion o menor cantidad de AT en la superficie. Ese es el caso del polvo 3:2:1 que aunque tiene la
menor proporcion de AT, es el que menos atrapa en la capsula pues fue del que mayor cantidad de

antioxidante se pudo extraer.
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Cuadro 5. % de lectura de a-Tocoferol en RMN en los diferentes polvos del proceso Ay B

3:2:1A 3:2:1A 3:2:1B 3:2:1B 3:2:2A 3:1:1A 2:2:1A 2:1:1A
ATDSC ATE ATDSC ATE ATDSC ATDSC ATDSC ATDSC
M 430.72 430.72 430.72 430.72 430.72 430.72 430.72 430.72
Me 108.14 108.14 108.14 108.14 108.14 108.14 108.14 108.14
| 5.6033 1.41 4.85 1.2333 6.3100 7.5800 7.3600 3.83
le 100 100 100 100 100 100 100 100
n 81 81 81 81 81 81 81 81
ne 16 16 16 16 16 16 16 16
We 0.0098 0.0094 0.0096 0.0093 0.0098 0.0095 0.0098 0.0103
w 0.00043 0.0001 0.00034 0.0000899 0.0004 0.0005 0.0005 0.0003
% 25.87 6.22 22.01 5.38 4,96 5.96 5.79 3.01

A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador)
B: (Pre-emulsién y aspersién dentro del secador)

ATDSC: AT Disponible en la Superficie de la Capsula
ATE: AT Encapsulado

Los valores mas altos de AT extraido se obtuvieron en los que la proporcidn de maltodextrina- AT fue
mayor (3:1) y los menores valores se obtuvieron cuando la proporcion goma- AT fue menor (1:1)
resultados que coinciden con el trabajo reportado por Soottitantawat et al, (2005). Las relaciones 3:1 y
2.5:1 de material pared y AT fueron las que atraparon mayor cantidad de AT, lo que coincide con lo
reportado por Gonzélez et al, (2007) y Pérez-Alonso et al, (2003) al utilizar los mismos materiales de
pared. La Figura 7, presenta uno de los espectros de las lecturas del AT y los picos de lectura del anisol y
AT que debieron compararse para determinar la cantidad de AT en la muestra. Cabe resaltar que PA esta
encapsulando menor cantidad de AT al dejar disponible una mayor cantidad respecto a PB, ésto se puede
deber al doble paso por boquilla en donde los glébulos de las emulsiones podrian presentar coalescencia.
Aungue la cuantificacion de AT no se completd por ser una técnica muy costosa y dificil de evaluar, las
tendencias se mantuvieron para los otros tipos de evaluacion de encapsulacion y se comprob6 el no
rompimiento de las capsulas posterior a la extraccion. Los espectros también demostraron la estabilidad

quimica del AT durante el secado por aspersion.
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Figura 7. Espectro de RMN para a-Tocoferol
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La figura 8 presenta las iméagenes de polvos a los que se les realizo la extraccion superficial con diferentes
disolventes utilizados para este tipo de técnicas. Estas imagenes demuestran que el cloroformo es el
solvente que menos alteraciones genera en la superficie de los polvos ya que los materiales de pared no
son solubles en el (USP, 2000).

AccV SpotMagn Det wD F—————— 10ym AccY SpotMagn Det WD —— 10um
150Ky 4.4 2000x GSE 115 2.0 Torr CL ‘ 150 kY 44 2000x GSE 115 2.0 Torr LA

»

AccV SpotMagn Det WD 1 10pm
15.0kV 44 2000x GSE11.2 2.0Torr LH

Figura 8. Imagenes de polvos sometidos a técnicas de extraccion de a-Tocoferol superficial con diferentes
disolventes. A) Cloroformo.b) Acetona. c) Hexano

6.1.2.2 Cuantificacion parcial y total del a-Tocoferol por HPLC e indice de Atrapamiento

La linea de calibracion del AT se presenta en la Figura 9 asi como su ecuacion y el valor de R?

correspondientes.

25000000

20000000 /

15000000 / y = OE+06x
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10000000 / R2=0.997
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0
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mg de Tocoferol/ml de Metanol

Figura 9. Curva tipo del a-Tocoferol en metanol
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El Cuadro 6, presenta los valores de eficiencia de AT (EE) (extraible y encapsulado) y cuantificacion total
de acuerdo a Kim et al, (2009c). Las fracciones se evaluaron y cuantificaron por HPLC segln la curva
tipo para diferentes concentraciones. En el cuadro, también se reporta el indice de Atrapamiento (I1A) de
los polvos como la relacion entre el AT extraible y el AT encapsulado.

Se obtuvieron eficiencias de encapsulacién entre el 46 y 76% (Farias et al, 2007) para todos los casos; sin
embargo, si se presentd diferencia significativa entre los polvos productos de las emulsiones que se
sometieron al proceso de homogenizacion (PA) y no (PB) (p>0.05). Ahora bien, el AT cuantificado como
extraible vari6 significativamente entre los dos procesos mientras que la cuantificacion del AT
encapsulado se mantuvo constante siendo en promedio la tercera parte del AT extraible. No se
evidenciaron contrastes entre los valores de cuantificacion global y la suma del AT extraible y
encapsulado de los polvos. En todos los casos los polvos obtenidos de la doble atomizacion
(homogenizacion) presentaron un mayor valor de cuantificacion que coincide con lo reportado por
Gonzélez et al, 2007 y Pérez-Alonso et al, 2003 al utilizar los mismos materiales de pared en dichas
proporciones (Bruckner et al, 2007).

Es importante resaltar que aunque fueron los polvos producto de las emulsiones homogenizadas aquellos
gue presentaron mayores eficiencias de encapsulacién total, no presentaron los mayores IA; aungue la
presencia de AT es mayor en los polvos producto de las emulsiones que pasan dos veces por boquilla, la
exposicion de AT es mayor y por ende el AT encapsulado menor. EI mejor 1A se presentd para el polvo
PB producto de la emulsién no homogenizada 2:2:1 (0.6). Los polvos PB con mayor cantidad de AT
inicial presentaron mayores 1A que los PA. Los PA con mayores IA los presentaron aquellos con menor
AT inicial. Es posible que las condiciones de homogenizacion modifiquen las propiedades o el
acomodamiento de los polisacaridos y por ende la matriz se conforme de una manera mas eficiente.
También es probable que las cinéticas tanto del secado como del proceso de homogenizacion sean tan
rapidas que aunque las tazas de corte sean las mismas en los dos procesos (homogenizacion y
atomizacion), el tiempo de residencia sea muy corto y los materiales no se alcancen a absorber

debidamente. Una combinacion de estas hipdtesis también son referidas por Vignolles et al, 2009.

Aunque el andlisis puntual de los polvos varia considerablemente en la figura 10 se presentan las
ecuaciones de linealidad entre el AT cuantificado y el extraible para los dos procesos (Sottitantawat et al,
2003). A partir de estos dos ultimos supuestos se puede concluir que la cantidad inicial de AT rige la
cantidad de AT extraible, pero es el acomodamiento y relaciones de los materiales de pared durante el

proceso de atomizacion los que determinan la cantidad de AT encapsulado.
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Cuadro 6. Contenido de a-Tocoferol en los polvos de los procesos Ay B
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador)
B: (Pre-emulsién y aspersién dentro del secador)

Cuantificacion de a-Tocoferol por HPLC Técnica de KIM et al, 2009
EE SIN HOMOGENIZACION EE CON HOMOGENIZACION
POLVOS PB PA
PB PA
%EXxtraible %Encapsulado 1A %EXxtraible %Encapsulado 1A % AT Total
31.15+1.8256"  11.06 + 0.3429° . 32.38+1.1451' 14.06 + 1.9676° | . "
3:2:1 i 0.35+0.0173 i 0.43+0.0538' 42.7+1.9799°" 4575+ 0.7778
42.21 + 2.1686° 46.44 + 3.1127°
33.15 £ 1.4814° 11.97 + 2.3810° . 58.59+1.8453"  16.39 + 0.9209° . .
3:2:2 i 0.36 + 0.0548 i 0.28 £0.0115° 47.15+2.1920° 75.70 + 1.9799°
45.12 + 3.8623° 74.98 + 2.7663°
41.79 £0.8799°  10.93 + 0.5599° 48.48 + 21925  13.67 +0.7372° N o
3:1:1 i 0.26 + 0.0158° o 0.28 +0.0084% 51.45+1.7678” 60.10 + 0.9899
52.73 + 1.6626" 62.15 + 3.3829
33.7+2.1760°  20.12 +0.6322° . 4958+0.9576° 13.46 + 1.0262° . o
2:2:1 N 0.61 + 0.0258 i 0.27 £0.0171° 57.00 +2.1213" 63.30 + 3.1113
53.82 + 2.8082 63.04 + 1.9839
48.03+1.0161°  10.32 + 0.6465° 56.36 + 2.5316'  10.73 + 0.8513" i i
2:1:1 . 0.21 +0.0183¢ i 0.19 + 0.0096° 58.90 + 1.8385°" 68.05 + 2.6163°
58.36 + 1.6626° 67.09 + 3.3829°

Los valores con la misma letra en cada columna y entre columnas no presentaron diferencia significativa
Los valores con la misma letra y * en cada columna y entre columnas no presentaron diferencia significativa
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Figura 10. Relacidn entre el a-Tocoferol cuantificado y extraible para todos los polvos.
A: (Pre-emulsion, homogenizacién fuera del secador y aspersion dentro del secador)
B: (Pre-emulsion y aspersion dentro del secador)

Para corroborar la relacion entre el AT disponible en la superficie de la capsula (AT extraible) y el AT
encapsulado evaluada por RMN y HPLC se tomaron imagenes de Fluorescencia para ver la diferencia
entre los polvos originales y aquellos que ya no tenian el extraible. En la Figura 11 se pueden apreciar
algunas imagenes de Fluorescencia. Las imagenes de los polvos lavados presentan una disminucion en la
intensidad de la fluorescencia, fenémeno que se puede explicar bajo las posibles formas de encapsulacion
en secado por aspersion que sugieren Quintanilla-Carvajal et al, 2009.

Figura 11. Imagenes de Florescencia tomadas con Microscopio Optico a 40X con filtro W-blue

6.1.2.3 Penetrabilidad

Posteriormente se evalué por microscopia confocal uno de los polvos (PA3:2.1) con el fin de determinar

la localizacion del AT y confirmar los resultados que se obtuvieron por el anélisis quimico. En este caso
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se planteo el célculo de la penetrabilidad (P) que relaciona la cantidad del color “a” de diferentes cortes

con el color “a maximo” que representa la mayor presencia de AT dentro de la capsula.

a) b)

Figura 12. Micrografia de PA3:2:1. A) Fluorescencia b) Luz 6ptica c) superposicion deay b

La Figura 12 presenta un aglomerado del polvo PA3:2:1 y el z-stack del mismo polvo. La Figura 13
presenta un aglomerado del polvo PA3:2:1 con su respectivo z-stack después de haber retirado el AT

extraible.

a) b) C) Z-stack

Figura 13. Micrografia de PA3:2:1 despues de la extraccion superficial de a-Tocoferol a) Fluorescencia b)
Luz éptica c) superposicion deay b

Se analizaron los valores Lab de cada uno de los cortes de las Figuras 12 y 13 y se graficaron los valores
de P (relacion entre “a” y “a maximo” respecto a la longitud correspondiente de cada corte en el barrido

del aglomerado para los dos polvos. Ver figura 14.
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Penetrabilidad Penetrabilidad con extraccion
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Figura 14. Gréficas de la Penetrabilidad

La primera seccion de la Figura 14 representa las graficas de los diferentes valores del color “a” para cada
una de las secciones del aglomerado obtenidas en el z-stack antes y después de la extraccion. La segunda
seccion representa la penetrabilidad como la correlacion entre la cantidad de color de cada seccion y la
cantidad maxima de todo el aglomerado, valores de penetrabilidad mas altos significan mayor cantidad de
AT en esa zona del aglomerado. Cabe resaltar que el barrido de color para cada corte del aglomerado

presenta una tendencia uniforme y resalta el acomodamiento del material encapsulado.

Se pudo observar que la extraccion retira el AT superficial de manera uniforme desagregando al polvo en
diferentes aglomerados o particulas mas pequefias. Se ha visto como en polvos que contienen compuestos
lipidicos, la superficie esta cubierta casi completamente por una delgada capa de grasa (Kim et al, 2002) y
asi mismo se ha establecido que las caracteristicas como la humectabilidad, fluidez o aglomeracion se
ven altamente afectadas por la cantidad de material no encapsulado que queda en la superficie (Vega y
Roos, 2006). Trabajos como el de Martins y Kieckbusch (2008) resaltan la influencia que tienen las fases
lipidicas por las fuerzas dinamicas de adhesion que estas generan y su repercusion en la aglomeracion
(Vegay Roos, 2006).

6.1.3 Caracterizacion de las emulsiones

En la Figura 15, se presenta un ejemplo de la imagen original y procesada de las preemulsiones (PE),
emulsiones atomizadas como técnica de homogenizacion (EA1) y emulsiones atomizadas dentro del

secador (EA2). Como fue explicado en la seccion de Materiales y Métodos, todas las imagenes se
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procesaron y posteriormente fueron analizadas con los respectivos programas para determinar los
parametros morfométricos que caracterizaron a los productos obtenidos de los experimentos.
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Figura 15. Ejemplo de las diferentes imagenes que se tomaron de las diferentes emulsiones (3:2:1 PE, EAly
EAZ2) 40X.

La Figura 16, presenta las distribuciones de tamafio de particula, obtenidas a traves del equipo Zetasizer
nano de las diferentes diluciones que se prepararon a partir de PE, EA1 y EA2 correspondientes a la
relacion maltodextrina: goma ardbiga: AT 3:2:1. La mejor disolucion para una lectura adecuada del
nanosizer fue del 5%, puesto que a esta concentracion se evitd la superposicion entre las particulas en el
momento de la lectura (Windhab et al, 2006). El tamafio medio del glébulo para las emulsiones del

proceso A para cada una de las etapas (homogenizacion y secado) fue de 1231.52, 1182.04 y 873.98 nm
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para PE, EAl y EA2 respectivamente. Para el proceso B los valores medios de tamafios presentados
fueron: 1275.5y 1092 nm para PE y EB2.
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Figura 16. Distribucion de Tamafios en Zetasizer de Emulsion 3:2:1 EA2 a diferentes diluciones de la
emulsion original.
La Figura 17, muestra la distribucion de tamafio de particula muestral de las emulsiones del proceso A 'y
B a partir de la respectiva distribucion de frecuencias. Aparentemente, no se evidencia un cambio
significativo a través del paso por las diferentes etapas; en el proceso A, el paso por la Etapa 1
(Homogenizacion fuera del secador) genera una reduccion del tamafio particula, sin embargo la emulsion
de la segunda etapa (Aspersion dentro del secador) presenta un desplazamiento a la derecha superando el
tamafio de particula inicial. En el proceso B se observa un comportamiento similar al pasar por la Etapa 2

(desplazamiento a la derecha), no tan marcado como en el Proceso A.

En el cuadro 7 se pueden observar los valores del didmetro de Feret de las diferentes emulsiones en cada
una de las etapas para los dos procesos. Después de la etapa de homogenizacion la distribucion de tamafio
para todas las etapas fue monomodal y el tamafio maximo de gota en el caso de las preemulsiones fue de
725 nm. El rango de tamafio de las emulsiones no homogenizadas vari6 entre 355y 947 nm y la variacion
entre las emulsiones atomizadas dentro del secador disminuyd en algunos casos en un 20% para aquellas
que no habian sido previamente homogenizadas, caracteristicas que coinciden por lo reportado por
Vignolles et al, (2009). La variabilidad del tamafio de gota de las emulsiones de AT se puede deber a que
estas logran ser “estrelladas o interrumpidas”, ya que se someten a una velocidad de deformacion
durante la etapa de atomizacion tal y como lo sugieren Walstra y Jenness (1984). Ye y Fernandez, (2007)
también observaron pequefias gotas de grasa después de secado por aspersion y encontraron algunas otras

més grandes (hasta 80 micras) que atribuyeron a la coalescencia.
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Figura 17. Distribucién de Frecuencias de Emulsiones para el proceso Ay B (mm).
A: (Pre-emulsién, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador).
B: (Pre-emulsion y aspersion dentro del secador)
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Cuadro 7. Didmetro de Feret de las diferentes emulsiones en cada una de las etapas de los dos procesos.

EMULSIONES PE(nm) (EAL) (nm) (EA2) (nm) (EB2) (nm)
3:2:1 725,51 £ 45.54° 947.31 £80.19° 735.62 £ 40.78° 723.74 £ 30.89°
3:2:2 681.47 +35.76 659.16 + 41.88" 812.73 +38.10" 608.85 + 42.83°
311 659.15 + 29.38 811.50 +52.61° 780.31 £37.21° 627.93 £39.35°
2:2:1 679. 01+ 35.47° 355.72 +20.70 758.74 + 36.01 613.24 + 38.789
2:1:1 701.72 +33.51° 687.54 + 44.55" 696.95 + 38.95° 666.44 + 44.50°

Los valores con la misma letra en cada columna no presentaron diferencia significativa

A: (Pre-emulsién, homogenizacién fuera del secador y aspersion dentro del secador)

B: (Pre-emulsién y aspersion dentro del secador)

Para diferenciar estadisticamente el desplazamiento mencionado, los diferentes parametros morfométricos

fueron analizados estadisticamente por medio de analisis de varianza de una via (ANOVA) con un a=

0.05. Enel Cuadro 8y 9, se presentan los valores medios de los diferentes pardmetros morfométricos que

se obtuvieron del anéalisis de imagenes del proceso A y B respectivamente.

Cuadro 8. Parametros Morfométricos evaluados a las emulsiones del proceso A

EMULSIONES AREA pm? PERIMETRO MAX (um) PERIMETRO (um) FAF%TSS ADE
PE  6.51E-04 + 2.70E-05° 3.29 + 5.26E-02° 2.73+ 4.37E-02° 0.8811 + 1.44E-03°
3:2:1 EAl 1.21E-03 + 8.93E-05" 3.84 + 1.14-02° 3.17+ 9.47E-02° 0.8822 + 1.55E-03%
EA2 556E-04 + 3.07E-05° 2.98 + 4,75E-02° 2.47 + 3.95E-02° 0.8808 + 1.40E-03*
PE  5.37E-04 + 2.24E-05° 3.11+ 4.48E-03% 2.583+ 3.73E-02° 0.8912 + 1.30E-03°
3:2:22  EALl 4.79E-04 + 3.32E-05° 2.66+ 5.52E-03" 2.193+ 4.60E-02° 0.9010 + 1.64E-03°
EA2 6.33E-04 + 2.42E-05° 3.29 + 4 45E-03° 2.723+ 3.70E-02° 0.8830 + 1.29E-03°
PE 5.41E-04 + 2.62E-05° 3.07+ 4.33E-03% 2.53+ 3.60E-03% 0.8818 + 2.10E-03*
3:1:1 EAl 7.34E-04 + 7.74E-05° 3.27+ 9.98E-03% 2.70+ 8.27E-03% 0.8877 + 1.63E-03*
EA2 5.87E-04 + 3.57E-05° 3.15+ 6.12E-03% 2.60+ 5.07E-03% 0.8885 + 1.83E-03*
PE  4.35E-04 + 2.12E-05° 2.77+ 4.85E-03" 3.29+ 4.02E-03" 0.8819 + 1.65E-03*
2:2:1 EAl  1.30E-04 + 9.06E-06 1.45+ 1.70E-03° 1.19+ 1.41E-03° 0.9053 + 1.20E-03°
EA2 5.54E-04 + 2.62E-05° 3.07+5.61E-03% 2.53+ 4.68E-03% 0.8865 + 1.89E-03°
PE  3.68E-04 + 1.67E-05° 2.51+ 4.41E-03° 2.06+ 3.68E-03" 0.8838 + 1.77E-03°
2:1:1 EAl 5.27E-04 + 5.29E-05° 2.79+ 5.74E-03" 2.30+ 4.76E-03" 0.8849 + 1.62E-03°
EA2 5.01E-04 + 3.62E-05° 2.82+ 5.75E-03" 2.34+ 4.77E-03" 0.8796 + 2.01E-03*
A: (Pre-emulsion, homogenizacién fuera del secador y aspersion dentro del secador)
Los valores con la misma letra en cada columna no presentaron diferencia significativa
Cuadro 9. Parametros Morfométricos evaluados a las emulsiones del proceso B
EMULSIONES AREA (um?) PERIMETRO MAX (um) PERIMETRO (um) FAFCOTF?I\;Q ADE

3:9:1 PA  4.82E-04 + 6.15E-05° 2.59 + 7.29E-022 2.12+6.07E-02¢  0.8932 + 2.21E-03?

EB2 4.86E-04 + 2.31E-05° 2.94 + 5.24E-022 2.42 + 4.34E-022 0.8809 + 1.8E-03?

3:9:9 PE  3.88E-04 + 2.36E-05" 2.48 + 4.16E-022 2.04 £ 3.47E-02¢  0.8749 + 1.82E-03?
EB2 4.35E-04 + 6.31E-05° 2.48 + 5.46E-02? 2.04 + 454E-022  0.8829 + 1.82E-03?

311 PE  4.15E-04 + 1.85E-05" 2.70 = 3.57E-022 2.22 +2.97E-02¢  0.8835 + 1.46E-03?
EB2  4.31E-04 + 4.7E-05° 2.55 + 6.06E-022 2.10 £ 5.05E-02¢  0.8826 + 1.56E-03?

991 PE  4.55E-04 + 4.81E-05° 2.73 + 6.46E-022 2.26 £ 5.38E-02¢  0.8800 + 2.06E-03?
EB2 4.13E-04 + 3.90E-05° 2.49 + 6.63E-022 2.05+5.35E-02¢  0.8810 + 2.47E-03?

21:1 PE  4.75E-04 + 4.90E-05° 2.84 + 4.33E-022 2.34 +3.61E-022¢  0.8834 + 1.42E-03?
EB2 5.04E-04 + 4.90E-05° 2.70 + 7.48E-022 2.22 + 6.24E-028  0.8941 + 2.22E-03?

B: (Pre-emulsion y aspersion dentro del secador)

78



Tesis Doctoral
Estudio sobre la distribucién de a- tocoferol en microcapsulas obtenidas en secado por aspersion

Los valores con la misma letra en cada columna no presentaron diferencia significativa

Al comparar EA2 y EB2 para determinar si la homogenizacion (Etapa 1) influia sobre alguna
caracteristica morfométrica en las emulsiones se observaron desplazamientos del tamafio de particula
(incremento o decremento) sin un patron especifico. La Figura 18 representa las Distribuciones de
frecuencias del diametro de las Emulsiones EA2 y EB2. Para los parametros Area, Diametro de Feret,
Perimetro maximo y Perimetro se encontrd diferencia significativa entre las emulsiones de los dos
procesos con relaciones Maltodextrina: Goma: AT 3:2:2, 3:1:1y 2:2:1. En la evaluacién del Factor de

Forma las emulsiones con relaciones 3:1:1 y 2:1:1 presentaron diferencia significativa.
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Figura 18. Distribucion de Frecuencias de EA2 vs. EB2 para todas las emulsiones.
A: (Pre-emulsion, homogenizacién fuera del secador y aspersién dentro del secador).
B: (Pre-emulsion y aspersion dentro del secador)
El Cuadro 10 presenta los diferentes parametros morfométricos de las emulsiones EA2 y EB2. Estos
resultados sugieren que la etapa de homogenizacién por medio de la atomizacion si es un factor que
influye en las caracteristicas morfométricas de las emulsiones. Posteriormente se evaluaron las diferentes
emulsiones para cada proceso respecto al Diametro de Feret para evidenciar las diferencias en cada Etapa.

Todas las emulsiones en el proceso A presentaron diferencias significativas en el Diametro de Feret sin
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ningun patron especifico de comportamiento. En el proceso B se evidencid diferencia significativa en las
muestras 3:2:1, 3:1:1 y 2:2:1, mismas que contienen la menor proporcion de AT: 16.7%, 20% y 20%
respectivamente. Estos resultados sugieren que las proporciones y relaciones entre los materiales pared y

el AT influyen en la variacion de los parametros morfométricos.

Cuadro 10. Pardmetros morfométricos evaluados en las Etapas EA2 y EB2

PERIMETRO MAX

FACTOR DE

] , i
EMULSIONES AREA mm (mm) PERIMETRO (mm) FORMA
30y EA2 556E-04+307E-08"  298E-03+4.75E-05"  2.47E-03+3.95E-05° 0.8808 + 1.40E-03"
- EB2 4.86E-04 +2.31E-08°  2.94E-03+5.24E-05°  2.42E-03 + 4.34E-05° 0.8809 + 1.8E-03°
309 EA2 6.33E-04% 2.42E-08°  3.29E-03 + 445E-05°  2.72E-03 + 3.70E-05" 0.8830 + 1.29E-03°
- EB2 4.35E-04+6.31E-08°  2.48E-03+5.46E-05°  2.04E-03 + 454E-05° 0.8829 + 1.82E-03°
311 EA2 587E04% 357E-08°  3.15E-03 £ 6.12E-05"  2.60E-03 + 5.07E-05" 0.8885 + 1.83E-03"
o EB2  4.31E-04 + 4.7E-08° 2.55E-03 + 6.06E-05°  2.10E-03 + 5.05E-05° 0.8826 + 1.56E-03°
9p:q EA2 554E-04% 2.62E-08"  3.07E-03 +5.61E-05"  2.53E-03+ 4.68E-05" 0.8865 + 1.89E-03°
- EB2 4.13E-04+3.90E-08°  2.49E-03+6.63E-05°  2.05E-03 + 5.35E-05° 0.8810 + 2.47E-03"°
5q:q [EA2 501E-04+362E-08"  282E-03+575E-05'  2.34E-03+4.77E-05° 08796+ 2.01E-03"
- EB2 5.04E-04 + 490E-08"  2.70E-03 + 7.48E-05°  2.22E-03 + 6.24E-05° 0.8941 + 2.22E-03°

Los valores con la misma letra en cada columna no presentaron diferencia significativa
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador)
B: (Pre-emulsidn y aspersion dentro del secador)

6.1.4 Caracterizacion de los polvos

Tal y como se explicd en la metodologia, todas las imagenes se procesaron y posteriormente fueron
analizadas con los respectivos programas para poder determinar los parametros morfométricos con los
gue se caracterizaron a todos los productos. En la Figura 19 se presenta un ejemplo de la imagen original

y procesada de las muestras PB y PA.

PA

Figura 19. Ejemplo de las diferentes imagenes

(e

tomadas de los p

PB

olvos (3:2:1 PA 'y PB) a 40X
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La Figura 20 muestra la Distribucion de tamafio de particula muestral de los polvos obtenidos en los
procesos Ay B a partir de la respectiva Distribucion de frecuencias.
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Figura 20. Distribucién de Tamafio de particula muestral de PA vs. PB.
PA: (Pre-emulsidn, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador).
PB: (Pre-emulsién y aspersién dentro del secador)

Aparentemente, en las distribuciones, no se evidenci6 un cambio significativo entre los dos procesos, sin
embargo para verificar dicho supuesto, los diferentes pardmetros morfométricos fueron analizados
estadisticamente por medio de andlisis de varianza de una via (ANOVA) con un a= 0.05. En el Cuadro
11 se presentan los valores medios de los diferentes parametros morfométricos obtenidos del anélisis de
imagenes de los polvos A y B respectivamente. EI Cuadro 12, presenta el Diametro de Feret. Estos
resultados sugieren que la etapa de homogenizacion si es un factor que influye en las caracteristicas
morfométricas de los polvos, particularmente en la forma. Es importante resaltar que los tamafios de
particula muestrales de los polvos varian significativamente sin presentar una tendencia especifica. En
todos los polvos del proceso B hubo un ligero incremento en el area, sélo significativo para PB2:1:1. Los
tamarnios oscilan entre 3 umy 10 pm.

81



Tesis Doctoral
Estudio sobre la distribucién de a- tocoferol en microcapsulas obtenidas en secado por aspersion

Cuadro 11. Parametros Morfométricos evaluados a los polvos PA 'y PB.

POLVOS AREA (um?) I\EI),E\I)Q(IIKA/II(E)-I—(E% PERIMETRO(um) FA;JSGADE
321 PA  1.35E-01 + 2.30E-02° 50.8 £ 3.70° 42.4 +3.14° 0.7442 + 1.37E-02°
PB  9.99E-05 + 1.57E-02° 37.4 + 2.66 31.0+2.23 0.7509 + 1.10E-02°
322 PA  5.67E-03 + 2.10E-02° 22.5+1.94° 18.6 + 1.68° 0.8472 + 1.15E-02°
PB  8.10E-03 + 2.99E-02° 29.9 + 3.51° 24,7 +2.93° 0.8130 + 1.43E-02°
311 PA  1.10E-01 + 7.14E-02° 48.7 +2.09° 40.4 +1.75" 0.7686 + 1.18E-02°
o PB  1.24E-01 + 2.99E-02° 31.4 +3.34 26.2 + 2.82° 0.8448 + 1.37E-02°
9:9:1 PA  1.25E-01 + 1.43E-02° 46.3 £ 3.02° 38.6 £ 2.54° 0.7475 + 1.10E-02°
o PB  1.37E-01 + 8.18E-03° 451+ 1.71° 37.6 +£1.43° 0.7730 + 7.23E-03°
211 PA  6.07E-02 + 6.59E-03" 33.4+1.81° 27.7 £1.52° 0.7607 + 9.20E-03'
PB  1.04E-01 + 2.35E-02° 32.2+3.14° 26.7 + 2.65° 0.8131 + 1.67E-02°
Los valores con la misma letra en cada columna no presentaron diferencia significativa.
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador)
B: (Pre-emulsidn y aspersion dentro del secador)
Cuadro 12. Didmetro de Feret de los polvos PA'y PB.
Polvos PA (um) P B (um)
3:2:1 10.8%* £ 0.623 7.87%* +0.498
3:2:2 4.82"* +0.343 6.47° + 0.619
311 10%* + 0.310 6.46%* £ 0.568
2:2:1 3.8b* £ 0.497 9.61b* £ 0.334
2:1:1 6.84c + 0.270 6.51% + 0.556

Valores con * son diferentes significativamente (P >0.05)
A: (Pre-emulsion, homogenizacién fuera del secador y aspersién dentro del secador.
B: (Pre-emulsién y aspersion dentro del secador)
Los parametros morfométricos diametro de Feret, perimetro maximo y perimetro presentaron diferencias
significativas para las relaciones maltodextrina, goma arabiga y AT 3:2:1, 3:2:2 y 3:1:1 respectivamente
entre los polvos de los dos procesos. Estos resultados sugieren diferentes contornos de los parametros a
pesar de la similitud en las areas que no presentaron diferencias significativas pero si diferentes
diametros y perimetros. El factor de forma para la mayoria de los casos fue mayor en aquellos polvos que
no tuvieron proceso de homogenizacion (PB), resultados esperados por un Unico paso por la boquilla. Los
polvos que pasaron dos veces por la boquilla (PA) presentaron mayor irregularidad. En general todos los
polvos presentaron diferencias significativas por o menos en un pardmetro morfométrico lo que resalta la

influencia de los procesos y la composicion de la capsula.

Vignolles et al, 2009 reportan también un incremento significativo en los tamafos de particula de los
polvos. Por otro lado, Ye et al, 2007 publicaron que el tamafio de particula del polvo es independiente al
tamafio de globulo de la emulsion lo que coincide con nuestros resultados, sin embargo este encogimiento
0 expansion pueden deberse a la combinacion de diferentes proporciones de material pared y AT tal y
como lo sugieren Klaypradit y Huang (2008), ellos encontraron una disminucion del tamafio de capsula
cuando el material de pared maltodextrina estaba presente en mayor proporcion, resultados que coinciden

con los obtenidos en este trabajo.
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Figura 21. Distribucion de Tamafo de particula muestral de PA vs. PB después de la extraccion del a-
Tocoferol no encapsulado.
A: (Pre-emulsion, homogenizacién fuera del secador y aspersién dentro del secador).
B: (Pre-emulsién y aspersién dentro del secador)

El proceso de extraccion del AT no encapsulado generé muchas diferencias en comparacion con los
polvos originales. Las distribuciones de tamafio de particula dejaron de ser monomodales (Figura 21). En
la mayoria de los polvos se presentaron hasta 3 picos caracteristicos (parecidos a los perfiles del IP) sin
ninguna tendencia especifica, sin embargo para verificar dicho supuesto, los diferentes parametros
morfométricos fueron analizados estadisticamente por medio de analisis de varianza de una via
(ANOVA) con un a= 0.05. En el Cuadro 13 se presentan los valores medios de los diferentes pardmetros
morfométricos obtenidos del anélisis de imagenes de los polvos A y B respectivamente después del
proceso de extraccion. El Cuadro 14, presenta el Didmetro de Feret. Estos resultados sugieren que la etapa
de homogenizacion al ser un factor que influye en la cantidad de AT que queda en la superficie de los
polvos, modifica también las caracteristicas morfométricas de los polvos al ser extraido el AT no
encapsulado. Es importante resaltar que aunque los tamafios de particula de los polvos variaron
significativamente, siempre se mantuvo un mayor tamafio de particula para los polvos obtenidos a partir
de las emulsiones homogenizadas en boquilla. En todos los polvos del proceso B hubo una disminucion
del tamafio significativa. Los tamafios oscilan entre 2 um y 8 um disminuyendo del tamafio original de

los polvos aproximadamente en un 20%.
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Cuadro 13. Parametros Morfométricos evaluados a los polvos PA 'y PB después de la extraccién del a-
Tocoferol no encapsulado

POLVOS CON < PERIMETRO . FACTOR DE
EXTRACCION AREA (um’) MAXIMO (um)  ERIMETRO (um) FORMA

394 PA  5.87E-02%347E-03° 35.8 + 0.0014° 29.7 +1.15° 0.786 + 0.140°%

PB  1.13E-02 +2.37E-03? 12.8+1.17° 105 + 0.97° 0.804 + 0.213"

g2p PA TL4E-02% 2.29E-03" 8.2+ 1.0° 6.6 + 0.872° 0.913 + 0.233°

PB  2.31E-03 + 4.79E-03° 17.7 +1.71° 14.5 +1.43° 0.865 + 0.195"

311 PA 3.03E-02 +2.33E-03" 23.8+1.1° 19.7 +0.98° 0.829 + 0.209°

PB  9.01E-03 + 2.26E-03° 10.8 + 1.07' 8.80 + 0.89f 0.857 + 0.224°

9oq PA LAOE02% 2.17E-03f 15.3+1.19 12.7 +0.9° 0.835 + 0.166°

PB  8.10E-03 + 2.21E-03° 9.64 +1.03" 7.90 + 0.86" 0.855 + 0.223°

5q:p  PA 103E-02+2.14E-03" 123+11" 10.1+0.91' 0.857 +0.209°

PB  9.72E-03 + 2.31E-03' 10.8 + 1.15 8.82 + 0.96' 0.815 + 0.254°

Los valores con la misma letra en cada columna no presentaron diferencia significativa.

Cuadro 14. Diametro de Feret de los polvos PA y PB después de la extraccién del a-Tocoferol no encapsulado
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersién dentro del secador.
B: (Pre-emulsién y aspersion dentro del secador)

EP)?IT_;Q/ECS:Cg%'\NI Diametro Feret (mm) PA DlametroPFg ret (mm)
3:2:1 0.0082* + 2.77E-04 0.0029* + 2.49E-04
3:2:2 0.0019* + 2.35E-04 0.0040*+ 3.63E-04
311 0.0056* + 2.78E-04 0.0024* + 2.35E-04
2:2:1 0.0035 + 2.33E-04 0.0022 + 2.34E-04
2:1:1 0.0028 + 2.29E-04 0.0024 + 2.60E-04

Valores con * son diferentes significativamente (P >0.05)
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador.
B: (Pre-emulsion y aspersion dentro del secador)

Todos los parametros morfométricos presentaron diferencias significativas para la mayoria de los polvos

de los dos procesos. En este caso se presentaron contornos y areas muy diversas con diferentes diametros

y perimetros. El factor de forma no presenté un comportamiento especifico. Los polvos que pasaron una

vez por la boquilla (PB) presentaron mayor irregularidad ya que el factor de forma fue menor que el de

los PA. En general todos los polvos presentaron diferencias significativas por lo menos en un pardmetro

morfomeétrico lo que resalta la influencia de los procesos y la composicién de la capsula.

En la Figura 22 se pueden apreciar las imagenes tomadas en ESEM de todos los polvos, con sus

respectivas particulas cortadas por la técnica de la cinta de Carbono. Se consiguié determinar el grosor

para los polvos sin la extraccion de AT. EIl grosor de la pared de los polvos a los que se les retiré el AT

superficial no se pudo determinar ya que la reduccion del tamafio de particula impidi6 que la técnica de la

cinta de carbono alcanzara a romper las capsulas.
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3:2:1=0.45 +0.02 um 3:2:2=0.65%0.03 pm

3:1:1=0.45+0.012 ym

3:2:1=0.41 £ 0.04 um 3:2:2=0.58 £ 0.07 um 3:1:1=0.40 £ 0.021 pm

10 pm
a0Tomr 8171 B MGT

)
i 0 26Tam 221 B MGT

Figura 22. Grosor de los diferentes polvos obtenidos en los dos procesos a partir de micrografias de ESEM a
3000X de PA 'y PB cortados con técnica de cinta de carbono

6.1.4.1 Dimension fractal

6.1.4.1.1 Dimensién fractal de contorno

Cuando se analizaron los diferentes parametros morfométricos se evidencio una irregularidad marcada
por el factor forma, fue por esto que se procedio a analizar la Dimension Fractal de contorno como la
relacion entre el perimetro y el &rea. La dimension fractal de contorno fue ligeramente mayor en los PA,

los valores obtenidos son los caracteristicos de las dimensiones de contorno, ver Figura 23.
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Figura 23. Determinacion de la Dimension Fractal de Contorno de los polvos de los procesos Ay B. a) Polvo
3:2:1, b) Polvo 3:2:2, ¢) Polvo 3:1:1, d) Polvo 2:2:1 y e) Polvo 2:1:1
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador).
B: (Pre-emulsion y aspersion dentro del secador)

La DFc para todos los polvos confirm6 la naturaleza fractal de los aglomerados. Es importante resaltar
que la dimensidn fractal de contorno es una relacion entre propiedades geométricas (area y perimetro) que
evidencia que tan liso, rugoso, convolucionado, tortuoso o sinuoso es el perimetro respecto al area (Lira,
2002). Estos resultados demuestran que tan sensible es la DFc a los cambios en uno de los pardmetros, lo

que hace que cada uno de los polvos presente su propio valor caracteristico.
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Figura 24. Determinacion de la Dimension Fractal de Contorno de los polvos de los procesos A y B después de
la extraccion del a-Tocoferol superficial a) Polvo 3:2:1, b) Polvo 3:2:2, ¢) Polvo 3:1:1, d) Polvo 2:2:1 y e)
Polvo 2:1:1
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador).

B: (Pre-emulsién y aspersion dentro del secador)

Por otro lado, los valores de la DFc de los polvos analizados después de la extraccion del AT no
encapsulado presentaron diferencias significativas (a=0.05) y una disminucion en el valor de la DFc para
todos los casos respecto a la DFc de los polvos no sometidos a extraccion, pero manteniéndose mayor en
aquellos polvos productos de las emulsiones que no fueron homogenizadas. Esto se puede explicar por la
reduccion del perimetro de cada polvo y la diversidad de aéreas que se presentaron, la extraccion de los
polvos ayudd a la desaglomeracion de los mismos. Martins y Kieckbusch (2008) resaltaron la influencia
de las fases lipidicas en los mecanismos de aglomeracion de carbohidratos. En estudios previos Vignolles
et al, 2009 reportaron que el material superficial no influia en la integridad de la cépsula pero si afectaba

el nivel de agregacion de los polvos (Figura 24).
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6.1.4.1.2 Dimensién fractal de textura

Se encontraron diferencias significativas en la dimension fractal de textura para todos los polvos, entre
aquellos obtenidos a partir de las emulsiones homogenizadas (PA) y los obtenidos a partir de las
emulsiones no homogenizadas (PB), a los dos niveles de magnificacion (500x y 2000X), antes y después
de la extraccion del AT no encapsulado y para todas las relaciones de materiales pared- AT. La Figura 25

presenta las imagenes de todos los polvos con su respectiva Dimensién Fractal de textura.

Es importante resaltar que todos los valores de DFt a una magnificacion de 2000X fueron mayores para
los polvos sin ser tratados por la extraccion de AT superficial como se puede observar en las imagenes.
Menores valores se obtuvieron a 500X en el que las aglomeraciones eran mas evidentes. Se puede
observar como la extraccion del AT resalta las formas de las capsulas pero tienden a llenar menos un
volumen. Asi mismo se puede apreciar una disminucion en la aglomeracién de las particulas, lo que
inicialmente parecia un aglomerado casi continuo por una sola fase, se diferencia mas facilmente al retirar

el AT extraible resaltando las particulas individuales de todos los polvos.

Aungue no se encontr6 una tendencia especifica, en la mayoria de los polvos la DFt fue mayor para los
polvos obtenidos a partir de las emulsiones homogenizadas (PA). Estas diferencias se pueden deber a las
diferencias en tamafio, forma y relaciones de material pared- AT que se referian anteriormente. Los
resultados obtenidos a partir del andlisis de imagenes aportaron informacién que resalta una vez mas la
relacion que existe entre los materiales pared de las capsulas y la microestructura (Perea-Flores et al,
2010).
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Figura 25. Imégenes de ESEM a 500X y 2000X de los polvos PA y PB tomadas antes y después de la
extraccion del a-Tocoferol superficial y su respectiva Dimension Fractal de Textura.
A: (Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del secador.
B: (Pre-emulsion y aspersion dentro del secador)
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6.2 EFECTO DE LA MICROFLUIDIZACION EN LA DISTRIBUCION DEL a-
TOCOFEROL
6.2.1 Analisis de las emulsiones

La mayoria de trabajos que se han reportado, se basan en emulsiones mayores a una micra, hasta ahora ha
comenzado a reportarse el efecto del uso de nanoemulsiones en la literatura (Jafari et al, 2007; Jafari et al,

20084a;) al conseguir la encapsulacion de nanoparticulas en matrices de polvos micrométricos.
En este trabajo, se obtuvieron 21 nanoemulsiones a las que se les evalu6 el tamafio medio de emulsion en
cada una de las etapas del experimento, por medio del Zetasizer. El cuadro 15 presenta los valores del

tamafio de emulsion para cada uno de los experimentos.

Cuadro 15. Tamario medio de las emulsiones del disefio en todas las etapas del proceso (nm)

Corrida % a-Tocoferol PRE-EMULSION (nm) 1(5:;')0 2 ciclos (nm) Ator(‘nnlrzne;uon
1 21.85 1190 - - 685.7
2 17.00 1089 305.8 - 473
3 25.25 1072 273.1 422.2 390.8
4 28.00 1593 419.1 - 424.5
5 17.00 976 362.7 - 312.8
6 22.50 867.2 658.9 449 416.3
7 17.00 1560 - - 957.5
8 28.00 974.9 - - 704.3
9 17.00 1034 - - 735.6
10 28.00 1400 - - 735.8
11 19.75 886.1 391.9 385.4 348.1
12 21.90 1007 447.1 - 441.3
13 28.00 1027 324.6 375 312.8
14 28.00 806.2 370.1 419.2 399.5
15 24.98 588.7 239 - 447.6
16 17.00 720.4 407.2 329.8 444.9
17 17.00 756.9 392.8 370.6 267.3
18 24.98 1634 - - 447.6
19 28.00 1593 419.1 - 424.5
20 19.46 844.8 328.1 - 306
21 24.92 2268 - - 705.5

Los resultados coincidieron con el efecto mencionado en la seccion 6.1 de este trabajo, la atomizacion en
la boquilla afecta el tamafio de las emulsiones consiguiendo disminuir su tamafio de gota como lo haria un
homogenizador regular; en este caso, al haber mantenido constantes los materiales de pared de la cpsula
(1:1 maltodextrina y goma aréabiga), la tendencia de disminucion del tamafio de particula se presentd en

todas las emulsiones, especificamente en esas que no pasaron por etapas de microfluidizacion. Un efecto
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contrario se presentd en las etapas de microfluidizacion, aunque en todos los casos las emulsiones
sometidas a un primer ciclo de microfluidizacion presentaron un menor tamafio de gota, en algunos casos
el segundo ciclo increment6 el tamafio promedio de gota (corridas 3, 13 y 14) coincidiendo con aquellas
emulsiones con mayor cantidad de AT inicial, 25.25, 28 y 28% respectivamente (Ye et al, 2007).

Finalmente el efecto “homogenizador” de la boquilla se reflejé al obtener emulsiones atomizadas de
mayores tamafos, a pesar de haber sido microfluidizadas (corridas 2, 4, 15, 16 y 19), el esfuerzo de corte
sigue siendo lo suficientemente grande como para promover la recoalescencia de las particulas al interior
de la boquilla. Trabajos como el de Vignolles et al, 2009 reportan el efecto que tienen las presiones de

homogenizacion y la atomizacion en tamafio de gota de las emulsiones y la agregacion de estas.

Trabajos como el de Jafari et al, (2007) y Lobo y Svereika, (2004) mencionan que la ausencia de
recoalescencia es imposible de obtener en la microfluidizacion debido al alto grado de turbulencia que se
presenta durante el proceso y es por esto, que se recomienda la utilizacion de agentes tensoactivos que
ayuden a prevenir dicho proceso. En este trabajo, con el fin de evaluar el efecto per se de la
microfluidizacion y boquilla, no se utilizaron surfactantes, encontrando los resultados ya referidos por

otros investigadores.

Sin embargo, a partir del disefio experimental de superficie de respuesta que se planted en la seccién de
materiales y métodos, se obtuvieron ecuaciones de primer orden que se ajustaban a los resultados de
tamafio final de la emulsion con un R? de 0.758. Se determiné que el factor que afecta los resultados e
influye en el tamafio final de la gota es el nimero de ciclos en la microfluidizacion. Las ecuaciones que
describen el modelo se presentan a continuacion, estas se dan respecto a la variable categdrica (ciclos de

microfluidizacion).

Sin ciclos de Microfluidizacion
Tamaiio de la emulsion = 733.11 + 0.245 X (% AT) (7

1 Ciclo de Microfluidizacion
Tamaio de la emulsion = 427.37 + 0.245 x (% AT) 8)

2 Ciclos de Microfluidizacion
Tamaiio de la emulsiéon = 358.77 + 0.245 x (% AT) 9)

El efecto del nimero de veces que pasa una emulsion por el microfluidizador, también se ha evaluado en
temas como el de la alteracion de bacterias 0, como en esta tesis doctoral, la minimizacion del tamafo de

la gota de las emulsiones (Jafari et al, 2007). En la camara de interaccién del microfluidizador, que es la
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pieza fundamental del equipo, dos corrientes de emulsion de canales opuestos son proyectados a altas
velocidades (Shultz, 2004; Olson et al, 2004). La corriente del proceso es controlada por una bomba
neumatica que es capaz de presurizar el aire de entrada (150-650 KPa) a unos 150 MPa (Microfluidics,
1996) forzando el flujo de la corriente por alta presion a través de micro canales de areas minusculas
(7pum) generando enormes esfuerzos de corte y por ende emulsiones muy finas. En general, las fuerzas
inerciales en fluidos turbulentos y la cavitacion son los principales responsables de la alteracion del
tamafio de la gota en el microfluidizador (Shultz, 2004; Maa y Hsu, 1999). Todos estos antecedentes
coinciden con los resultados obtenidos de recoalescencia en este disefio experimental ya que todas las
emulsiones sometidas al proceso de microfluidizacidén se produjeron a 275.78 MPa aproximadamente.
Finalmente se establecié un mayor nimero de pasos en el microfluidizador disminuira el tamafio de la

nanoemulsién con concentraciones iniciales bajas (17-20%) de AT.

6.2.2 Andlisis de los polvos

6.2.2.1 Cuantificacién parcial

Las micrografias tomadas con microscopia confocal de barrido permitieron observar una gran proporcion
de AT en la superficie de los polvos. La figura 26 presenta algunas de las imagenes tomadas antes y

después de la extraccion.

Figura 26. Imagen del Polvo (8) antes y después de la extraccion superficial de a-Tocoferol en fluorescencia,
luz éptica y superposicion de fluorescencia y luz 6ptica con su respectivo z-stack (40X).

Material libre o extraible es el nombre que se le ha dado a aquel material que queda en la superficie de los
polvos. Este casi siempre se ha evaluado a través de extraccion con disolventes. Hay trabajos que no

evallan la totalidad del material encapsulado asumiendo que todo el material inicial es retenido en el
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polvo por no ser volétil e ignoran las deposiciones del material en las paredes del secador durante el
secado por aspersion (Jafari et al, 2007). Dicho supuesto no se asume en la realizacion de este trabajo, al
contrario, se comprueba la importancia de un analisis completo de todos los componentes del polvo antes
y después de la extraccion del AT con solventes. Es asi como se determind la cantidad de AT en la
superficie de las capsulas y el AT encapsulado por la técnica de extraccion con cloroformo y
cuantificacion por HPLC descritas en la seccion Materiales y Métodos. El Cuadro 16 presenta los
resultados de dichos procesos ademas de la cuantificacién total de AT siguiendo la técnica de Kim et al,
(2009c).

En el cuadro se pueden apreciar los resultados de las diferentes técnicas utilizadas para la cuantificacion
del AT. La extraccion con cloroformo permitid la diferenciacion del AT extraible y encapsulado, entre las
dos técnicas de cuantificacion no se presentaron diferencias significativas. Se obtuvieron eficiencias de

encapsulacion total entre 40 y 90%.

Cuadro 16. Cuantificacion del a-Tocoferol superficial, encapsulado y total por Kim et al, 2009

% Eficiencia

o)
Corrid % a- Ciclos del total por (exf)r;?tt)?; + % %
a Tocoferol microfluidizador método de Extraible Encapsulado
Kim encapsulado)

1 21.85 0 58 61 45 16 0.36
2 17.00 1 83 85 66 19 0.29
3 25.25 2 69 73 46 26 0.57
4 28.00 1 77 79 67 11 0.16
5 17.00 1 79 81 59 22 0.37
6 22.50 2 49 43 31 12 0.39
7 17.00 0 62 66 40 26 0.65
8 28.00 0 58 57 45 11 0.24
9 17.00 0 57 59 33 25 0.76
10 28.00 0 61 60 36 24 0.67
11 19.75 2 60 63 48 16 0.33
12 21.90 1 86 81 53 28 0.53
13 28.00 2 86 88 57 31 0.54
14 28.00 2 86 88 55 32 0.58
15 24.98 1 56 58 55 3 0.05
16 17.00 2 87 90 73 17 0.23
17 17.00 2 88 87 73 17 0.23
18 24.98 1 54 58 55 3 0.05
19 28.00 1 81 79 67 11 0.16
20 19.46 1 52 45 40 5 0.13
21 24.92 0 79 83 67 16 0.24

Cabe resaltar que aunque los resultados de cuantificacion total (Kim et al, 2009¢c) y total como la suma

del AT extraible y encapsulado, se ajustaron al modelo, la diferenciacion entre el AT extraible y
93



Tesis Doctoral
Estudio sobre la distribucién de a- tocoferol en microcapsulas obtenidas en secado por aspersion
cuantificado no sigui6 ningun patron especifico, la cantidad de AT extraido fue indistinta para todos los
polvos, aunque en las repeticiones si presentaron las mismas proporciones. Se determiné que la eficiencia
méaxima de encapsulacion depende de la cantidad inicial de AT en la emulsién y variara en una relacion

de segundo orden segun los ciclos de microfluidizacion que se utilicen.

A partir del disefio experimental de superficies de respuesta que se plante6 en la seccion de materiales y
métodos, se obtuvieron ecuaciones de tercer orden segin los resultados obtenidos de la técnica de
cuantificacion total (%AT extraible + % AT encapsulado) con un R? de 0.91. El valor de F fue de 19.41,
este valor significa que el modelo es significativo, sélo existe un de posibilidad de 0.004% que los datos
no se ajustaran al modelo. Los valores de P menores a 0.5 son términos significativos en el modelo, es
decir que son factores que afectan los resultados e influyen en la eficiencia de encapsulacién total, estos
son: los ciclos de la microfluidizacién, (la concentracion inicial del AT)? (la concentracion de AT
inicial)® por los ciclos de microfluidizacién y (la concentracién del AT)?. Las ecuaciones que describen el
modelo se presentan a continuacion, estas se dan respecto a la variable categérica (ciclos de

microfluidizacion).

Sin ciclos de Microfluidizacion
EE = 3257.61 — 463.70 X (% AT) + 21.92 X (%AT)? — 0.33808 x (%AT)3 (10)

1 Ciclo de Microfluidizacion
EE = 4046.77 — 535.14 X (% AT) + 23.52 x (%AT)? — 0.33808 x (%AT)3 (11)

2 Ciclos de Microfluidizacion
EE = 5063.59 — 628.29 x (% AT) + 25.60 x (%AT)2 —0.33808 x (%AT)3 (12)

También se obtuvieron ecuaciones de tercer grado que describen los resultados de % de AT extraible con
un R? de 0.710. El valor de F fue de 5.31, este valor significa que el modelo es significativo, sdlo existe
un de posibilidad de 1.89% de que los datos no se ajusten al modelo. Los valores de P menores a 0.5 son
términos significativos en el modelo, es decir que son factores que afectan los resultados e influyen en la
cantidad de AT extraible, estos son: los ciclos de la microfluidizacion por la concentracion inicial de AT,
(la concentracion inicial del AT)? (la concentracion de AT inicial)® por los ciclos de microfluidizacion y
(la concentracion del AT)®. Las ecuaciones que describen el modelo se presentan a continuacion, éstas se

dan respecto a la variable categdrica (ciclos de microfluidizacion).

Sin ciclos de Microfluidizacion
% Extraible = 1839.46 — 269.10 X (% AT) + 13.06 x (%AT)? — 0.20535 x (%AT)3 (13)
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1 Ciclo de Microfluidizacién
%Extraible = 2548.98 — 332.68 X (% AT) + 14.46 x (%AT)? — 0.20535 x (%AT)3 (14)

2 Ciclos de Microfluidizacion
%Extraible = 3059.28 — 377.81 X (% AT) + 15.43 x (%AT)? — 0.20535 x (%AT)3 (15)

Estas ecuaciones reflejanel efecto que tiene los ciclos de microfluidizacion en la cantidad de AT extraible,
a més ciclos de microfluidizacion, mayores son los coeficientes de las variables (Jafari et al, 2007).

Se obtuvo un modelo clbico que se ajusté a los resultados de % de AT encapsulado con un R? de 0.956.
El valor de F fue de 39.48, este valor significa que el modelo es significativo, s6lo existe una de
posibilidad de 0.01% de que los datos no se ajusten al modelo. Los valores de P menores a 0.5 son
términos significativos en el modelo, es decir que son factores que afectan los resultados e influyen en la
cantidad de AT encapsulado; para la determinacion del AT encapsulado los factores que afectan los
resultado son los ciclos de microfluidizacion, los ciclos de la microfluidizacién por la concentracion
inicial de AT, (la concentracion inicial del AT)? (la concentracién de AT inicial)® por los ciclos de
microfluidizacién y (la concentracion del AT)?. Las ecuaciones que describen el modelo se presentan a

continuacion, estas también se dan respecto a la variable categorica (ciclos de microfluidizacién).

Sin ciclos de Microfluidizacion
% Encapsulado = 1386.43 — 190.67 X (% AT) + 8.71 x (%AT)? — 0.13081 x (%AT)>  (16)

1 Ciclo de Microfluidizacion
%Encapsulado = 1484.52 — 200.18 X (% AT) + 8.93 x (%AT)%? — 0.13081 x (%AT)®  (17)

2 Ciclos de Microfluidizacion
%Encapsulado = 1978.77 — 246.97 X (% AT) + 10.02 X (%AT)? — 0.13081 x (%AT)3 (18)

Se obtuvieron ecuaciones de tercer grado ajustandose a los resultados de % Eficiencia de encapsulacion
total siguiendo la metodologia de extraccion de Kim et al, (2009¢) con un R? de 0.9759. El valor de F fue
de 72.85, este valor significa que el modelo es significativo, sélo existe un de posibilidad de 0.01% de
que los datos no se ajusten al modelo. Los valores de P menores a 0.5 son términos significativos en el
modelo, es decir que son factores que afectan los resultados e influyen en la cantidad total de AT, estos
son: la concentracion inicial de AT, los ciclos de microfluidizacion, (los ciclos de la microfluidizacion)?,
(los ciclos de la microfluidizacién)® por la concentracion inicial de AT, microfluidizacion y (la
concentracion del AT)% Las ecuaciones que describen el modelo se presentan a continuacion, estas

también se dan respecto a la variable categérica (ciclos de microfluidizacién).
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Sin ciclos de Microfluidizacién
YEE kimy = 2886.42 — 440.90 X (% AT) + 19.78 x (%AT)? — 0.30698 x (%AT)3 (19)

1 Ciclo de Microfluidizacion
%EE kim) = 3626.91 — 480.73 x (% AT) + 21.24 x (%AT)? — 0.30698 X (%AT)? (20)

2 Ciclos de Microfluidizacién
%EE kim) = 4806.08 — 588.86 x (% AT) + 23.65 x (%AT)? — 0.30698 x (%AT)? (21)

En diversos trabajos, se ha reportado la influencia que tiene el tamafio de particula en la eficiencia de
encapsulacion de diferentes materiales a encapsular durante el secado por aspersion (Soottitantawat et al,
2003; Soottitantawat et al., 2005). Estos resultados demuestran que la reduccion del tamafio de la
emulsion genera capsulas con mejores eficiencias de encapsulacion y menores contenidos de aceites no
encapsulados en la superficie de las particulas. Como se ha mencionado anteriormente la presencia de
esta capa de grasa en las particulas no s6lo afecta propiedades de fluidez 0 humectabiliadad en los polvos
(Vega et al, 2005), también acelera la oxidacion de los compuestos (Kim et al, 2002; Kim et al, 2005;
Vega y Roos 2006). Aunque en este trabajo no se encontr6 una tendencia especifica entre los tamarfios de
gota y las diferentes cuantificaciones de AT, si se encontrd que a ciertos niveles de eficiencia el tamafio
de particula promedio disminuia. Es asi como para eficiencias de encapsulacion de 53, 61 y 85% se
determinaron valores promedio de diametro de gotas de 509.57, 566.7 y 419.64 nm respectivamente.asi
mismo para las cantidades de AT extraible y encapsulado no se encontré una relacion entre los
parametros de eficicencia y tamafio de emulsion. Finalmente se comprobé que algunos de los pardmetros
que afectan la eficiencia de encapsulacion son la técnica de emulsificacion, el material de pared, y el

tamafio de gota de la emulsidn, resultados que coinciden con otras investigaciones (Jafari et al, 2008a).

6.2.2.2 Indice de atrapabilidad

A pesar de que el indice de Atrapabilidad (IA) varié para todos los polvos sin ninguna tendencia
especifica, se obtuvo un modelo cuadrético que se ajusté a los resultados del 1A con un R® de 0.7262. El
valor de F fue de 8.07, este valor significa que el modelo es significativo, s6lo existe un de posibilidad de
0.23% de que los datos no se ajusten al modelo. Los valores de P menores a 0.5 son términos
significativos en el modelo, es decir que son factores que afectan los resultados e influyen en la relacion
entre la cantidad de AT extraible y encapsulado; para la determinacion del 1A los factores que afectan los
resultado son los ciclos de microfluidizacion, los ciclos de la microfluidizacion por la concentracion
inicial de AT y (la concentracion inicial del AT)2. Las ecuaciones que describen el modelo se presentan a

continuacion, estas también se dan respecto a la variable categoérica (ciclos de microfluidizacion).
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Sin ciclos de Microfluidizacién
1A =3.28 — 0.22 X (% AT) + 0.00415 X (%AT)? (22)

1 Ciclo de Microfluidizacion
IA =257 — 0.20 X (% AT) + 0.00415 X (%AT)? (23)

2 Ciclos de Microfluidizacién
IA =1.63 — 0.150 X (% AT) + 0.00415 X (%AT)? (24)

La disminucidn de los coeficientes a medida que incrementan los ciclos de microfluidizacion reflejan la

importancia que tiene el contenido de % inicial de AT en la relaciéon del 1A.

6.2.2.3 Penetrabilidad

Los datos de la coordenada de color “a” maximo también se validaron en el modelo obteniéndose una
ecuacion de tercer orden para cada ciclo de microfluidizacion. Los factores que afectan la cantidad del
color a diferentes niveles de la capsula son (la concentracion del AT)? y (la concentracion del AT) ? por

los ciclos de microfluidizacion, las ecuaciones se presentan a continuacion.

Sin ciclos de Microfluidizacion

Color "a"maximo = —474.12 + 68.96 X (% AT) — 3.29 X (%AT)? + 0.0512 X (%AT)3 (25)

1 Ciclo de Microfluidizacion
Color "a" maximo = —617.53 + 81.88 X (% AT) — 3.58 X (%AT)2 + 0.0512 x (%AT)3 (26)

2 Ciclos de Microfluidizacion

Color "a" méaximo = —820.56 + 100.48 X (% AT) — 3.996 X (%AT)? + 0.0512 x (%AT)®  (27)

Posteriormente se identifico la fraccion del aglomerado que contenia mayor cantidad de AT equivalente
al mayor valor del parametro “a” en el barrido que se analizo de todos los polvos. Para todos los polvos a
los que no se les extrajé el AT superficial el mayor valor de la coordenada de color “a” se presentd en las
primeras 2 um del aglomerado. También se logr6 identificar la porcion de aglomerado susceptibe a la
extraccion superficial del AT. Esta disminucion del color lo presentaron el 80% de los polvos, casi todos
los que si pasaron por el proceso de microfluidizacion. La penetrabilidad en la franja de extraccion del
AT, valor entendido como la relacion entre el valor de la coordenada “a” de la seccion del aglomerado
evaluada y el valor de la coordenada de color “a” méximo fue mayor a 0.4 para la mayoria de los polvos
con AT superficial extraido. Estos resultados indican que la extraccion que se hace del AT retira gran
cantidad de AT, resultados que coinciden con aquellos obtenidos para la encapsulacion de AT extraible.

La Figura 27 presenta los perfiles de pentrabilidad de los polvos.
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Figura 27. Perfiles de penetrabilidad de los polvos con y sin a-Tocoferol superficial.
(C) Con AT superficial (S) Sin AT superficial.

Aungue no se consiguio relacionar las coordenadas de color de los polvos sometidos a la extraccion con
la cuantificacion total de AT, el valor de “a” maximo de los polvos sin extraccion presentaron una

correlacion polinomial de segundo orden con la eficiencia de cuantificacion total (Figura 28).
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Figura 28. Correlacion de la coordenada de color “a” maximo de cada uno de los polvos y la respectiva

eficiencia de encapsulacion.

Cabe resaltar que esta propuesta de correlacion del color con la concentracion del AT no se ha reportado

en ningun trabajo previo a la realizacion de estos experimentos, es uno de los aportes mas originales de

esta tesis doctoral (Figura 28).

Finalmente se propusieron soluciones de optimizacion sugeridas por el modelo a las variables de

respuesta, a continuacion se presentan algunas opciones para resultados deseados. Las opciones se

presentan en el Cuadro 17. La deseabilidad se define como el grado de cumplimiento de la propuesta a

partir de los datos obtenidos en el disefio experimental

Cuadro 17. Posibles soluciones para la optimizacién de las variables.

% a- CICLOS

OPTIMIZACION Tocoferol MICROFLUIDIZADOR RESULTADO DESEABILIDAD
Maximizar la ef|C|er_1,CIa 17.00 1 86.32% 0.960
total de encapsulacion

Minimizar la cantldgd de 17.00 0 9.30% 1.000
a-Tocoferol extraible
Maximizar cantidad de 28.0 9 32 00% 0.874
a-Tocoferol encapsulado
Maximizar el 1A 17.00 0 0.71 0.968
Maximizar la eficiencia
total de encapsulacion 17.00 1 85.58% 0.968
por tecnica de extraccion

de Kim et al, 2009

Minimizar el tamafio de 17 5 356.19 nm 0.933

gota de la emulsion
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7. CONCLUSIONES

Todas las emulsiones en el proceso A presentaron diferencias significativas en el Diametro de Feret sin
ningun patrén especifico de comportamiento. En el proceso B se evidenci6 diferencia significativa en
3:2:1, 3:1:1y 2:2:1. Estos resultados indican que las proporciones y relaciones entre los materiales pared

y el AT influyen en la variacion de los parametros morfométricos y en la cantidad de AT encapsulado.

Para el caso de los polvos, se encontrd que la etapa de homogenizacion por la boquilla del secador
(atomizacidén) es un factor que influye en las caracteristicas morfométricas de los mismos. Se puede
concluir que la cantidad inicial de AT rige la cantidad de AT extraible, pero es el acomodamiento y las
relaciones de los materiales de pared durante el proceso de atomizacién los que determinan la cantidad de

AT encapsulado.

Los valores mas bajos se atrapamiento se obtuvieron en aquellas capsulas en las que la proporcion de
maltodextrina- AT fue mayor (3:1) y los mayores valores se obtuvieron en los que la proporciéon goma-
AT fue menor (1:1).

El analisis de penetrabilidad permitio determinar los diferentes efectos de aglomeracién que presenta el

AT superficial en los polvos analizados a través de microscopia confocal.

El analisis de la dimension fractal de contorno y textura corroboraron los resultados anteriormente
expuestos, la disminucion de la DFc y de la DFt después de la extraccion del AT superficial explican el
grado de desaglomeracion que se presenta en los polvos al disminuir la cantidad de fase lipidica en la
superficie y por ende reducir los tamafios hasta un 20%. Los valores de DFc y DFt permitieron
caracterizar cuantitativamente la superficie y morfometria de los polvos productos de emulsiones
homogenizadas y no homogenizadas antes y después de la extraccion presentando diferencias

significativas.

Por medio de las microscopias empleadas (6ptica, electrénica y confocal) y las técnicas de evaluacion de
encapsulacion a partir de extraccion con solventes RMN, HPLC, se pudo diferenciar el AT superficial y
encapsulado determinando su acomodamiento en la capsula a través de la penetrabilidad y el anlisis del

color de los polvos.
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Se determind el efecto que tiene el tamafio de gota de la emulsion en la eficiencia de encapsulacion de
los polvos encontrando una relacién inversamente proporcional entre los dos pardmetros. A menores

tamafos se obtuvieron mayores eficiencias de encapsulacion.

Se evidencio una diferencia en la eficiencia de encapsulacion entre los polvos obtenidos a partir de
emulsiones homogenizadas por boquilla y aquellos obtenidos a partir de emulsiones homogenizados por
microfluidizador (46-76% y 43-90% respectivamente). Como era de esperarse la formacion de nicleos o
capsulas fue mayor en el polvo producto de las emulsiones sometidas a dos pasos por boquilla, o ciclos

del mirofluidizador, es decir en donde el proceso de nucleacion fue “doble”.

La cantidad de AT expuesto en la superficie de las cépsulas es un efecto de la recoalescencia que generan
los esfuerzos de corte y turbulencia a los que se someten las emulsiones durante el proceso de

encapsulacion.

Finalmente se encontré una correlacién de segundo orden entre la coordenada de color “a” maximo de
los polvos y el % de eficiencia de encapsulacion, una de las propuestas mas originales de este trabajo. El
uso que se le dé a esta relacién cuadréatica, ayudara a evitar el uso de disolventes en la determinacién de la
cantidad de AT a través de técnicas no invasivas como la microscopia confocal, evitando asi el uso de

técnicas analiticas costosas y menos favorables con el medio ambiente.
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8. NOMENCLATURA

a-Tocoferol: Alfa-tocoferol

AT: Alfa-Tocoferol

%: porcentaje

a: Coordenada de color “a” del sistema de coordenadas Lab
AG: Energia libre de Gibbs.

nm: nanémetros

pm: micrometros

>: mayor que

<: menor que

~: aproximadamente

O/W: Emulsiones de aceite en agua

rpm: revoluciones por minuto

B-caroteno: Beta-caroteno

p: probabilidad

MPa: mega-pascales

mg: miligramos

Cl: Cémara de Interaccion

MAP: Mddulo Auxiliar de Procesamiento
DE: Equivalentes de Dextrosa

LbL: Layer by Layer
B-tocoferol:Beta-tocoferol

y-tocoferol:

d-tocoferol:

CLSM: Confocal Laser Scanning Microscopy
TEM: Transmission Electronical Microscopy
SEM: Scanning Electronical Microscopy
ESEM: Enviromental Scanning Electronical Microscopy
Fractus: roto en latin

Frangere: romper para crear fragmentos irregulares en latin
Box-counting: conteo de cajas

DFc: Dimension Fractal de contorno

DFp: Dimension Fractal de perimetro

m: pendiente

A: Proceso que comprende Pre-emulsion, homogenizacion fuera del secador y aspersion dentro del

secador

102



Tesis Doctoral
Estudio sobre la distribucién de a- tocoferol en microcapsulas obtenidas en secado por aspersion
B: Proceso que comprende Pre-emulsién y aspersion dentro del secador
PE: Pre-emulsion
EA1: Emulsion del proceso A atomizada en la etapa 1 (homogenizacion)
EAZ2: Emulsidon del proceso A atomizada en la etapa 2 (secado por aspersion)
EB2: Emulsion del proceso B atomizada en la etapa 2 (secado por aspersion)
PA: Polvo producto del proceso A
PB: Polvo producto del proceso B
a,: Actividad de agua
EE: Eficiencia de Encapsulacion
min: minutos
pL: micro-litros
mL: mili-litros
RMN: Resonancia Magnética Nuclear
0 : desplazamientos quimicos
ppm: partes por millén
TMS: tetrametilsilano
NT: transientes
s: segundos
M: Peso molecular de la muestra problema
Me.: Peso molecular del estandar
I: Intensidad de la integral de la muestra problema
le: Intensidad de la integral de estandar
n: No. De protones de la muestra problema
ne: No. De protones del estandar
W,: Peso del estandar
g: gramos
HPLC: por sus siglas en inglés High Performance Liquid Cromatography
mm: mili-metros
°C: grados centigrados
v: volumen
g: gramos
Scan mode: modo de escaneo
IA: indice de Atrapamiento
P: penetabilidad
Fill holes: llenar huecos
Settings: Parametros

D: Dimension Fractal
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P: perimetro

k: constante de escala para determinacion de la dimension fractal
A: Area

Log: Logaritmo

DFt: Dimensidn Fractal de textura

Crops: corte

Plugin:

Kg: Kilo-gramo

m?: metro cuadrado

color: color en inglés

color space converter: convertidor del espacio de color en inglés
RGB: coordenadas de color R Rojo, G verde y B azul
Histogram: histograma

b.s: base seca

TDSC: AT Disponible en la Superficie de la Capsula

TE: AT Encapsulado
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