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Los compuestos bioactivos como colorantes y antioxidantes presentes en di-
versas materias primas pueden, ser utilizados y aplicados como ingredientes
con propiedades saludables en la industria de alimentos. Para ello es necesario
extraerlos desde su matriz original. Sin embargo, al realizar la extraccion éstos
compuestos se ven expuestos a condiciones medioambientales que podrian
afectar su estabilidad. Los principales factores son: la exposicion a la luz, la
temperatura, el pH, el oxigeno, entre otros. Una herramienta que permite im-
partir estabilidad a los compuestos extraidos es la microencapsulacion (ver 4.2).

4.1 Tecnicas de extraccion

Existen diversas técnicas de extraccion de compuestos bioactivos, tales como
extraccion solido-liquido, asistida por ultrasonido, tecnologias de membranas,
tecnologias limpias o verdes. La seleccion del método dependera de: el uso final
que se le dara al extracto y del balance costo/rendimiento, entre otros factores.
La extraccion solido-liquido es la técnica mas utilizada, consiste en un proceso
de maceracion y extraccion por polaridad de los compuestos de interés con
solventes afines. Las principales variables que definen el proceso son: el tipo de
solvente, la temperatura, el tiempo de extracciony la relacion solido-liquido. EL
solvente seleccionado dependera de la polaridad de la molécula/compuesto a ex-
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traer,y para ser utilizado en alimentos se podra seleccionar como solvente: agua,
etanol, hexano o mezclas de ellos. El conocimiento de los factores involucrados
en su estabilidad y de los mecanismos de degradacion son de gran importancia
para una extraccion eficiente, purificacion y uso de compuestos bioactivos para
ingredientes en alimentos (Azmir et al., 2013; Lefebvre et al,, 2021).

Ademas, destacan otras técnicas con mayor selectividad y mayor costo conocidas
como tecnologias limpias o “verdes”, entre ellas estan: extraccion asistida por
ultrasonido, extraccion con fluidos supercriticos o agua subcritica, entre otros
(Azmir et al., 2013; Lefebvre et al., 2021). También, es ampliamente utilizada la
tecnologia de membranas la cual permite extraer, separar compuestos e incluso
concentrar (Vergara et al., 2014; Bhattacharjee et al., 2017).

Todas estas técnicas tienen objetivos comunes dado que buscan:

* Extraer compuestos bioactivos desde la matriz original (vegetales, frutas,
flores, entre otros).

* |ncrementar la selectividad de los métodos de analisis.
e Concentrar los compuestos extraidos.

* Permitir mejor bioaccesibilidad a los compuestos bioactivos.

Separacion por membranas

La tecnologia de membranas es basicamente una filtracion, de tipo tangencial,
también conocida como filtracion por membranas, donde el filtro es la membrana.
Existen varios tipos, pero el foco de este articulo esta en aquellos gobernados
por la presion transmembrana (APT), que corresponde a la diferencia de presion
entre ambas caras de la membrana. Como toda filtracion, la separacion se realiza
en base al tamano de las particulas y al tamafo del poro de la membrana. Las
filtraciones que utilizan la APT como fuerza motriz son cuatro: microfiltracion
(MPF), ultrafiltracion (UF), nanofiltracion (NF) y osmosis inversa (Ol). Sus diferen-
cias radican en el tamano de poro de las membranas (para MF y UF) o lo densas
que son (para el NF y Ol y la presion transmembrana de operacion. Las de poros
mas grandes son las de MF y son las que utilizan menos presion transmembrana,
mientras que las membranas mas densas son las de osmosis inversa, que en teoria
solo permiten el paso del agua y utilizan la mayor presion transmembrana. En
la Figura 4.1 se muestra un esquema de los componentes que son rechazados
y que son capaces de traspasar cada tipo de membrana.
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Agua monovalentes multivalentes Azicares  Virus Levaduras suspendidos Proteinas
Microfiltracién (>0,1 um AP; de 0,1 a 2 bar
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Agua monovalentes multivalentes Azlicares Virus Llevaduras suspendidos Proteinas
Ultrafiltracion (1 a 500 nm) \P, de 1 a 10 bar
lones lones Bacterias &  Solidos
Agua monovalentes multivalentes  Azdcares Virus Levaduras suspendidos Proteinas
Nanofiltracion (0,1-1 nm) AP; de 15 a 30 bar
lones lones Bacterias &  Solidos )
Agua  monovalentes multivalentes  Azicares Virus Levaduras suspendidos Proteinas

Osmosis inversa (<0,1 nm AP, de 30 a 50 bar

Figura 4.1. Esquema de qué tipo de sustancias son capaces de atravesar las membranas
de cada tipo de filtracién tangencial, junto con los tamafos de poro y rangos de presion
tipicos de operacion (Fuente: adaptado de Cheryan, 1998; Pouliot, 2008).

El potencial de la filtracion por membranas es que puede concentrar y fraccionar
simultaneamente, es decir sirve para remover solvente y a la vez separar una mez-
cla en dos o mas componentes. Durante una filtracion tangencial, la corriente de
alimentacion fluye paralela a la membrana, mientras ella retendra componentes
y permitira el paso de otros. Es el flujo de forma paralela el que va "barriendo”
aquellas sustancias que fueron retenidas, de forma que no se acumulen en la
superficie de la membrana, haciendo el proceso mas eficiente comparado con
una filtracion tradicional. Todas las sustancias retenidas, conforman la corriente
de concentrado, mientras que todas las sustancias que traspasaron la membrana
constituyen la corriente de permeado, tal como se muestra esquematicamente
en la Figura 4.2. Segin el proceso que se realice, la corriente de interés sera la
de permeado, la de concentrado o ambas.

Los parametros mas relevantes en un proceso de membrana son el flux y el coefi-
ciente de rechazo. El flux se define como el flujo de permeado por unidad de area
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Figura 4.2. Denominacion de las corrientes durante una filtracion por
membranas. En azul se presentan particulas completamente retenidas,
en verde, parcialmente retenidas y en rojo, particulas que permean
libremente (Fuente: elaboracion propia de C. Astudillo).

y el coeficiente de rechazo se relaciona con la proporcion entre la concentracion
de la corriente de permeado y la de alimentacion al sistema. Un coeficiente de
rechazo de un 100% para un soluto significa que la concentracion de ese soluto
en la corriente de permeado es cero o bien, muy pequefa con respecto a la de
la alimentacion, por lo tanto, la membrana es selectiva para ese soluto. Mien-
tras que un coeficiente de rechazo de un 0% significa que la concentracion en
permeado y alimentacion son practicamente la misma, por ende, la membrana
no seria selectiva. Comercialmente las membranas de MF suelen venderse de
acuerdo a su tamano de corte en micrometros, mientras que las de UF en Da o
kDa (Cheryan, 1998). El tamafo de corte se define como la masa molecular de un
soluto que seraretenido en un 90% por la membrana (Castro-Mufoz et al.,, 2020),
pero como las moléculas tienen diferentes formas y conformaciones - lineales o
esféricas-, es dificil saber a prioricdmo sera la separacion con una membrana, sin
hacer pruebas experimentales. Por otra parte, las membranas de NF y Ol se ven-
den con siglas de acuerdo al proveedor y se informa el coeficiente de rechazo de
MgSO04 para NF y NaCl para Ol, lo cual algunas veces dificulta la eleccion cuando
se trabaja con compuestos organicos. Las membranas disponibles en el mercado
son asimétricas, es decir, estan constituidas de un soporte y una capa activa,
siendo esta dltima la que realiza la separacion, comercializandose en dos tipos
de materiales: Inorganicas y poliméricas. Las primeras tienen mejor resistencia
quimica y térmica, pero como desventaja son menos resistentes mecanicamente,
ademas de presentar elevado costo y disponibilidad en un rango limitado (desde
MF hasta NF). Por otra parte, las poliméricas se encuentran disponibles para todo
el rango de tamanos de poro (desde MF hasta Ol).
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El origen de esta tecnologia se remonta a los anos 60 cuando se considero
como una herramienta de separacion para procesos industriales. Sin embargo,
cabe senalar que ese entonces hubo una alta resistencia a suincorporacion.
Actualmente, es considerada una tecnologia madura, las membranas son mas
robustas, los modulos y equipos estan mejor disefiados y existe un mayor
entendimiento del ensuciamiento de las membranas, que es el principal
problema durante su operacion (Brans et al., 2004; Bessiere et al., 2005). El
ensuciamiento o fouling es la acumulacion y deposicidon de particulas sobre la
superficie de la membrana, que tiene como consecuencia la disminucion del
flux de permeado a través del tiempo y la alteracion de la selectividad del
proceso (Espinasse et al., 2008). Para revertir esta situacion, existen muchas
estrategias de operacion que pueden ser aplicadas, asi también programar
ciclos de lavado o regeneracion de la membrana (Zhang et al,, 2015). Por
otra parte, los costos de las membranas han disminuido sensiblemente, ya
que existe una alta competencia y un aumento del nimero de proveedores
de membranas y equipos a nivel mundial (Cheryan, 1998).

En la industria de alimentos, tanto MF como UF se han utilizado para la cla-
rificacion de jugos, mientras que NF para realizar desmineralizacion parcial,
mientras que Ol para reemplazar la capacidad de evaporacion de una planta,
ya que es capaz de concentrar eliminando el solvente, agua para el caso de
los alimentos. Clasicamente la Ol ha sido utilizada en desmineralizacion de
agua de mar y en tratamientos de agua por su bajo costo (Sawaki y Chen,
2021). Como proceso, la Ol presenta la ventaja respecto de la evaporacion
porque no hay cambio de fase, lo que significa un importante ahorro en
energia, ni tampoco requiere de la utilizacion de condensadores para recu-
perar el solvente como en el caso de la evaporacion (Cheryan, 1998). Otra
caracteristica, es que las filtraciones por membranas se pueden llevar a cabo
a bajas temperaturas, como temperatura ambiente (Cheryan, 1998) e incluso
de refrigeracion, por lo que es Gtil para recuperar compuestos termolabiles,
como proteinas y compuestos fendlicos. Por otra parte, durante MF y UF se
generan minimos cambios en pH y fuerza idnica, aspecto importante a la
hora de purificar proteinas y retener su actividad biologica (Cheryan, 1998).
La tecnologia de membranas utiliza modulos relativamente compactos,
membranas con alta densidad de empaque, haciéndola una tecnologia muy
versatil y que ha sido utilizada intensivamente en la industria.

En la Tabla 4.1. se presentan algunas de las aplicaciones de la tecnologia de
membranas en la Industria de Alimentos.
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Tabla 4.1. Aplicaciones de la tecnologia de membranas en la industria de alimentos.

Objetivo
Proceso Alimentacion Producto tecnologico Referencia
MF Leche Leche microfiltrada, Retener microorganismos (Pouliot, 2008)
1,4um descremada  “pasteurizada para extender la vida Qtil
en frio”
MF Leche Concentrado Retener las micelas de (Pouliot, 2008)
0,1-0,2um descremada  de micelas de caseina y permear el
caseina resto de los componentes
produciendo suero nativo,
esto se realiza como una
etapa previa a la produccion
de quesos
UF Suero Concentrado de Concentracion de proteinas  (Luque y Go, 2008
de leche proteinas de suero  solubles de la leche para Pouliot, 2008)
la produccion de whey
protein concentrate (WPC)
y whey protein isolates (WPI)
UF Jugo Jugo clarificado. Eliminacion de sélidos (Bhattacharjee,
de frutas suspendidos y extension de Saxena, y
la vida atil. Dutta, 2017)
NF Suero de Suero de leche con  Desmineralizacion parcial (Brans et al, 2004,
leche menor contenido  del suero de leche utilizado Cuartas-Uribe
de sales. Como insumo para otras et al, 2007)
aplicaciones
ol Jugo Jugo concentrado  Concentracion de jugos (Bhattacharjee
de frutas etal,2017)

Por otra parte, la tecnologia ha sido utilizada para la separacion, recuperacion y
concentracion de compuestos activos utilizando como materia prima productos
o subproductos de la agroindustria. Ejemplos de ellos son compuestos fenélicos,
antocianinas y carotenoides, en Tabla 4.2 (Castro-Muioz et al., 2020).

Ademas de las separaciones por membranas gobernadas por la diferencia de
presion transmembrana, son utilizados otros procesos de membranas como la
destilacion por membranas, per vaporacion y diafiltracion como tecnologias
complementarias (Castro-Mufoz et al.,, 2020).

El Institutito de Investigaciones Agropecuarias (INIA) y la Pontificia Universidad
Catolica de Valparaiso (PUCV) han trabajado filtrando jugos producidos a partir
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Tabla 4.2. Ejemplos utilizando membranas MF, UF y NF a escala de laboratorio.

Materia prima Principal resultado Referencia

Pomaza de uva Recuperacion de compuestos fenélicos (Diaz-Reinoso et al,, 2009)

fermentaday utilizando membranas de UF y NF
destilada
Vinasa de Recuperacion y concentracion de (Diaz-Reinoso et al,, 2017)
uva blanca compuestos fenolicos utilizando

MF, UF y NF
Prensado de Clarificacion del liquido, maximizando (Ruby-Figueroa
cascaras de la recuperacion de la capacidad etal,2012)
naranja antioxidante y minimizaron el

coeficiente de rechazo para compuestos
fenolicos mediante ultrafiltracion

Residuos liquidos Fraccionamiento mediante un sistema (Conidi et al,, 2014)
de la industria integrado de UF y NF
de alcachofas

Recuperacion de compuestos (Cassano et al,, 2011)
. fenélicos por UF
Alperujo
Fraccionamiento de compuestos (Cassano et al, 2013)
fendlicos por UF y NF
Pomasa de Recuperacion de compuestos fenélicos (Uyttebroek
manzana (acido quinico, catequinas y et al,2018)

epicatequinas) mediante ultrafiltracion

de clones de papa morada como fuente de antocianinas que poseen un color
plrpura muy intenso. El desafio fue que, mediante tecnologia de membranas
se lograra separar el almidon de la papa, para obtener un jugo libre de almidon
(posteriormente concentrar el color), para conseguir una corriente que contenga
las antocianinas que esté concentrada. Para ello, se probaron diversas membranas
en el rango de MF y UF para realizar la remocion del almidén y una vez conse-
guida dicha remocion, utilizar NF o bien Ol, para remover agua del jugo, y de esta
forma, concentrarlo. La Figura 4.3 muestra la representacion esquematica del
proceso en dos etapas en serie, necesario para conseguir el desafio planteado,
mediante una primera filtracion y una segunda etapa de NF.

En la Figura 4.4 se presenta el permeado de la filtracion libre de almidon, que es

completamente translicido, y el permeado obtenido durante la nanofiltracion. Se
puede notar que el permeado de la filtracion libre de almidon es de color plrpura
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Figura 4.3. Sintesis del proceso para la obtencidon de un concentrado de color libre de
almidén (Fuente: elaboracion propia de C. Astudillo).

Figura 4.4 Muestras de permeados obtenidos de jugo de
papa de pulpa de color morada: Permeado de jugo de papa
libre de almidon que corresponde a la alimentacion de la
NF (A) y Permeado de NF que es totalmente incoloro (B)
(Fuente: Laboratorio Membranas PUCV).

y libre de turbidez, lo cual es consecuencia de la ausencia del almidon, mientras
que el permeado de NF fue completamente incoloro, lo que se relaciona con que
durante la etapa de NF, las antocianinas, que son las moléculas coloreadas son
completamente retenidas por la membrana, lo cual es deseable en un proceso
de esta naturaleza, y ademas, convenientemente, se puede observar a simple
vista. Estos resultados, permitieron separar el almidon del color, y explorar las
condiciones para que el proceso sea sostenible en el tiempo. Estos resultados
son prometedores, ya que han permitido a escala de laboratorio, producir un
jugo de papa morada altamente concentrado y libre de almidon.
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4.2 Microencapsulacion

Una herramienta para estabilizar extractos de materias primas vegetales y sus
compuestos bioactivos es la microencapsulacion (Figura 4.5). Tal proceso se
define como una técnica mediante la cual compuestos activos, solidos o liqui-
dos se encapsulan en una matriz o sistema pared de naturaleza polimérica con
el fin de proteger los activos del medioambiente, de su interaccién con otros
componentes del alimento o bien para controlar su liberacion (Yafez et al.,, 2002).
Para seleccionar el método de encapsulacion a utilizar y el agente encapsulante
mas apropiado es importante definir: cual sera la aplicacion de las microparti-
culas, la composicion de los ingredientes, el mecanismo de liberacion, tamafo
de particula, forma fisica final y el costo, entre otros (Gibbs et al,, 1999; Gouin,
2004; Desai y Park, 2005).

Proteger Enmascarar sabor y olor

B

Cambiar de Liberar controladamente
liquido a solido

Figura 4.5. Esquema de microencapsulacion de ingredientes y sus efectos de estabilizacion
(Fuente: Laboratorio UMPA-INIA).

Dependiendo de la técnica de encapsulacion utilizada se obtendran microcapsu-
las o microparticulas, ambas conocidas como microencapsulados. Ahora bien, las
microcapsulas son aquellas donde el compuesto activo (o activo) de interés esta
localizado en el centro y cubierto por una capa de proteccion, mientras que las
microparticulas corresponden a particulas que tienen embebidos en la matriz poli-
mérica el activo distribuido en toda la matriz. Los encapsulados entregan proteccion
al activo de interés ya sea sobre condiciones adversas en el almacenamiento (luz,
temperatura, humedad, exposicion al oxigeno), en el alimento (pH o interaccion
con otros componentes del alimento proteinas, grasas, carbohidratos) y una vez
ingeridos en el transito gastrointestinal (pH y enzimas). Algunos de los métodos
utilizados para microencapsulacion son: secado por atomizacion (Figura 4.6), secado
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por enfriamineto, liofilizacion, extrusion, recubrimiento por lecho fluidizado, atra-
pamiento por liposomas, gelificacion ionica (Figura 4.7), coacervacion, entre otros.

Figura 4.6. Micro encapsulados obtenidos en el laboratorio alimentos INIA mediante secado

por atomizacion desde extracto liquido concentrado de zanahoria morada. La intensidad
del color esta dada por la concentracion del extracto (Fuente: Laboratorio UMPA - INIA).

N W PN P

Figura 4.7. Encapsulados obtenidos en el laboratorio de alimentos mediante gelificacion
ionica desde extractos vegetales, donde: verde es alfalfa; amarillo, pétalos dedal de oro;
naranjo, camote naranjo; rojo, papa PPC roja; pdrpura, zanahoria morada; morado, papa PPC
morada; negro, tres diluciones de extractos de calafate (Fuente: Laboratorio UMPA - INIA).

Diferentes tipos de agentes encapsulantes se utilizan algunos ejemplos son: po-
lisacaridos (maltodextrina (MD) con diferentes equivalentes de dextrosa, inulina
(IN), gelatina, fibra soluble (B-D-Glucano), pectina, mucilago de nopal, almidon, y
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almidones modificados (Capsul); gomas (goma arabica, guar y xantana); proteinas
(aislado proteico de soja (APS)), los cuales se utilizan en forma independiente
y en mezclas (Saenz et al,, 2009; Vergara et al,, 2014, 2020; Robert et al,, 2015
y 2017). A la hora de seleccionar el agente encapsulante es importante consi-
derar caracteristicas como la solubilidad en agua, permeabilidad, facilidad de
aplicacion, baja viscosidad en soluciones concentradas y naturaleza hidrofobica
o hidrofilica de los mismos. Todos estos factores influiran en las caracteristicas
del producto final (Gibbs et al,, 1999).

Los microencapsulados tienen maltiples aplicaciones y son muy versatiles. En
general, son utilizados en la industria de alimentos en area como lacteos, con-
fiteria, bebidas y bakery, también en nutracedtica y cosmética. En la actualidad
se encapsulan activos como antioxidantes, saborizantes, colorantes (antocia-
ninas, betalainas, carotenos), péptidos, vitaminas, minerales, lipidos (omega-3),
enzimasy probioticos entre otros. La ingesta de compuestos bioactivos y el uso
de ingredientes naturales ha impulsado el uso de encapsulados, debido a que
se necesita asegurar la estabilidad y liberacion de los activos o metabolitos de
interés para asegurar las propiedades saludables.

En el laboratorio de alimentos de INIA La Platina (UMPA), se han ejecutado varios
proyectos aplicando la tecnologia de microencapsulacion, con el objetivo de
estabilizar activos como colorantes naturales de materias primas como papas
de pulpa de color (PPC) (Vergara et al, 2020) y zanahoria morada (Figura 4.8),
especificamente antocianinas y acidos fenoélicos, estabilizacion de clorofilas
extraidas de alfalfay aceites esenciales, entre otros. Estos ingredientes naturales
encapsulados se han evaluado tanto en estabilidad acelerada en almacena-

asesss
1l

O

Zanahoria morada/ Microencapsulacion Extracto ZM Estabilidad en
Extracto color Secado por microencapsulado almacenamiento
atomizacion en polvo Bioaccesibilidad
in-vitro

Figura 4.8. Proceso de microencapsulacion mediante secado por atomizacion de jugo
concentrado de antocianinas de zanahoria morada, etapas de proceso y evaluacion de es-
tabilidad en almacenamiento y digestion simulada in-vitro (Fuente: Laboratorio UMPA-INIA).
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miento, como en aplicaciones en diversas matrices como yogurt, preparaciones
instantaneas (jugos y sopas), entre otras, y ademas, en digestion simulada in-vitro
para establecer la bioaccesibilidad de los activos que ejercen beneficios en la
salud de las personas.

Los encapsulados de extractos de antocianinas de papa y zanahoria morada se
han obtenido mediante secado por atomizaciéon con humedad cercana al 5% y
actividad de agua aproximada 0,2 lo cual asegura estabilidad microbiologica
en almacenamiento. Se alcanzo eficiencias de encapsulacion (EE) sobre 709%,
la EE es uno de los principales parametros evaluados y se busca maximizar el
parametro con el objetivo de impartir proteccion a las antocianinas (6 el activo
de interés). En la encapsulacion de antocianinas de papa y zanahoria morada se
observo una alta interaccion entre las antocianinas y el agente encapsulante
causada por puentes de hidrogeno y/o interacciones electrostaticas (Fredes et
al., 2018; Vergara et al., 2020).

Las microparticulas obtenidas mediante secado por atomizacion mostraron una
distribucion de tamafio de particulas unimodal y tamario de particula (D4,3) en-
tre 6y 10 um. La morfologia externa de las particulas (Figura 4.9), determinada
determinada mediante microscopia electronica de barrido (SEM) fue esférica,
con tendencia a la aglomeracion, con abolladuras, morfologia esperada para
particulas obtenidas mediante secado por atomizacion (Gharsallaoui et al., 2007).

Adicionalmente, se evalud la estabilidad acelerada en almacenamiento (60°C
y 20% HR) observandose mayor estabilidad de los sistemas microencapsulados
respecto a los sistemas sin encapsular. En el caso de antocianinas de papa morada
la retencion de antocianinas alcanzé el 50% a los 140 dias de almacenamiento
versus el control sin encapsular que se degradd rapidamente en 48 horas, si-
guiendo una cinética de degradacion de pseudo-primer orden (Vergara et al,
2020). Por otra parte, una tendencia similar se observo al evaluar la degradacion
de antocianinas de zanahoria morada, con cinética de pseudo-primer orden. Esta
fue significativamente menor la constante de velocidad de degradacion para
antocianinas encapsuladas versus el control (Figura 4.10).

Otro aspecto fundamental, fue la estabilidad de las antocianinas en digestion
simulada in-vitro, lo cual entrega informacion sobre su comportamiento en el
tracto gastrointestinal, se evalud bioaccesibilidad. La cual se define como: la
cantidad de compuesto que es liberado desde la matriz post-digestion (Lila
et al, 2011). Para antocianinas de papa morada la bioaccesibilidad al final de
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Figura 4.9. Microencapsulados y morfologia de sus particulas mediante
microscopia diferencial de barrido, para: extracto de papa de pulpa de (PPC)
color morada (A), particulas mediante microscopia para maltodextrina + PPC
(B), extracto de zanahoria morada (C) y particulas mediante microscopia para
maltodextrina+zanahoria morada (D) (Fuente: Laboratorio UMPA - INIA).
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Figura 4.10. Cinética de degradacion de antocianinas de zanahoria mo-

rada encapsuladas y sin encapsular (Fuente: Laboratorio UMPA-INIA).
la digestion fue mayor al 20% en antocianinas encapsuladas respecto a las

no-encapsualdas. Similar comportamiento se ha observado en antocianinas de
zanahoria morada cuantificando el contenido total de antocianinas.
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La microencapsulacion ha mostrado ser una estrategia para generar proteccion
a las antocianinas de extractos de papas PPC y también de zanahoria morada,
tanto en condiciones de almacenamiento como en digestion simulada. Lo cual
presenta ventajas para ingredientes destinados a impartir color y también ca-
racteristicas antioxidantes tanto en el alimento como en el organismo.

4.3. Tecnologias combinadas de microencapsulacion
para estabilizacion de ingredientes

Con el objetivo de estabilizar compuestos bioactivos, en la mayoria de los casos
se utiliza un Gnico proceso de microencapsulacion. Sin embargo, dependiendo de
las caracteristicas del compuesto establizado o del producto/alimento al cual se
incorpora el compuesto, es necesario utilizar mas de un tipo de recubrimiento
para lograr los objetivos de proteccion y liberacion esperados. Esto es lo que
se denomina métodos combinados en microencapsulacion (Fadini et al., 2018).

La Tabla 4.3 presenta algunas caracteristicas de los procesos de encapsulacion
que se estudian en el Centro Tecnologico de Cereales y Chocolate del Instituto
de Tecnologia de Alimentos (ITAL- Brasil).

Tabla 4.3. Caracteristicas de algunos procesos de encapsulacion y sus particulas
(Fuente: elaboracion propia de I. Dutra Alvim).

Proceso Medio de Principio de Caracteristica de Posibles
preparacion estabilizacion la microparticula limitaciones
Spray drying Soluciones o Deshidratacion Particula seca Alta solubilidad de
dispersiones las microparticulas
acuosas
Spray chilling  Soluciones o Enfriamiento Particula lipidica Pared hidrofdbica-
dispersiones en solida separacion de fase
grasa caliente fundida en algunos productos
Gelificacion Soluciones o Interaccion ionica Particula de gel Baja retencion de
ionica dispersiones  de cargas opuestas con alta humedad activos hidrofilacios-
acuosas polimero - ion alta porosidad de
la matriz
Coacervacion  Soluciones o Interaccion ionica
complexa dispersiones  de cargas opuestas
acuosas polimero - polimero

BOLETIN INIA N°© 455



Cuando el activo posee una alta solubilidad en agua, una estrategia de combina-
cion de tecnologia es realizar una emulsion doble con el fin de proteger y crear
una capa de proteccion para que el activo no se libere en agua, y posteriormente
encapsular mediante gelificacion ionica. Para comprender el comportamiento
de este tipo de activos se presenta la encapsulacion de colorante hibiscus con
tecnologias combinadas (de Moura et al, 2018, 2019). Por otro lado, cuando
las particulas son obtenidas mediante secado por atomizacion se utiliza como
agentes encapsulantes (permitidos para alimentos) ingredientes muy solubles en
agua (maltodextrinas, almidones modificados, goma de acacia, etc.) que hacen
que sus microparticulas tengan alta solubilidad limitando también la aplicacion
en alimentos con alto contenido de humedad. Una de las formas de reducir la
solubilidad de estas microparticulas es realizar un recubrimiento lipidico en su
superficie utilizando métodos como spray chilling o lecho fluidizado (Fadini et
al, 2018, 2019). Para comprender esta aplicacion se presenta la encapsulacion
de extracto de té verde.

Colorante natural hidrofilico aplicado en yogurt

Se encapsulo extracto acuoso de hibisco (Hibiscus sabdariffaL.) con intenso color
rojo, el cual es sensible a condiciones de pH por sobre 5y a la exposicion a la luz.
Cuando el extracto es inestable su color se alteray puede incluso cambiar a gris.
Se aplicé como método de encapsulacion gelificacion idnica para la estabiliza-
cion de extracto de hibisco y posteriormente se aplicé como colorante natural
en yogurt.

Ademas, se evalud la produccidn de particulas de diferentes tamafos utilizando
gelificacion idnica por atomizacion (particulas pequefias) o goteo (dripping -
particulas grandes). Se aplicd tecnologias combinadas realizando una primera
encapsulacion del extracto de hibisco mediante una emulsion doble, para pos-
teriormente realizar una segunda encapsulacion por gelificacion idnica. Una
comparacion de las dos estrategias para la encapsulacion del extracto de hibisco
es presentada en la Figura 4.11.

Se alcanzo altas eficiencias de encapsulacion por sobre 80% para polifenoles y
antocianinas. Los mejores valores EE fueron observados para el proceso de ato-

mizacion (particulas mas pequefias) que para drypping (particulas mas grandes).

La aplicacion de las particulas en yogurt mantuvo su color por 29 dias, con re-
tencion de 48 a 21% del contenido de antocianinas. Mientras que el extracto
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METODO UNICO METODO COMBINADO DE
DE ENCAPSULACION ENCAPSULACION DOBLE EMULSION
GELIFICACION IONICA SEGUIDO DE GELIFICACION IONICA

Extracto de Hibisco Gelificacion Ionica

Extracto de Hibisco | Emulsién (extracto + aceite)
intenso color rojo io

intenso color rojo + solucion de pectina
sensible a pH y luz 22 emulsion w/o/w

sensible a pH
y luz
Baja eficiencia de encapsulacion Eeliﬁcac_i_qn lonica
y poca proteccion del activo 22 emulsion w/o/w
pulverizacién o dripping
en Cacl
Segunda encapsulacion

Extracto de
Hibisco + aceite
12 emulsion w/o

Alta eficiencia de encapsulacion
y alta proteccion del activo

Figura 4.11. Comparacion entre métodos Gnico Y combinado para encapsulacion del
extracto de hibisco (Fuente: adaptado de, “de Moura” et al, 2018, 2019).

sin encapsular s6lo alcanzé una retencion de antocianina de 149%, considerado
un bueno resultado para uso de colorante natural en este tipo de producto.
El yogur tcon aplicacion de particulas generadas por atomizacion (de menor
tamano) alcanz6 una mayor aceptabilidad en apariencia (Figura 4.12), con una
nota de 6,5 en el analisis sensorial, correspondiente a los valores de “‘me gusta
moderadamente” a “me gustd un poco” (de Moura et al,, 2018, 2019).

Yogurt + extracto de hibisco - Yogurt + extracto de hi-bisco
microencapsulado (atomizacion) microencapsulado (dripping o goteo)
Tamaiio medio (Dso) = 246.59 um (0,25 mm) Tamaino medio (Dso) = 1118.62 um (1,1 mm)

Figura 4.12. Apariencia del Yogurt con aplicacion de encapsulados de hibiscu micro
encapsulado (Fuente: imagenes cedidas por la Dra. S.C.S.R. de Moura a |. Dutra Alvim).
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Extracto concentrado de té verde y su aplicacion en
helados

Se encapsuld extracto concentrado de té verde para enmascarar el sabor amargo,
mejorar solubilidad del extracto en agua e inhibir las posibles interacciones de
los polifenoles y las proteinas de la leche usada en helados.

Se utilizo gelificacion idnica y secado por atomizacion como métodos de en-
capsulacion. Como primera estrategia combinada se encapsuld extracto de té
verde por emulsion doble y después mediante gelificacion idnica (Figura 4.13).
Y como segunda estregia combinada se encapsuld el extracto mediante secado
por atomizacion y posteriormente se aplicoé recubrimiento lipidico mediante
spray-chilling (Figura 4.14).

METODO UNICO METODO COMBINADO DE
DE ENCAPSULACION ENCAPSULACION DOBLE EMULSION
GELIFICACION IONICA SEGUIDO DE GELIFICACION IONICA

Primera encapsulacion

Extracto de té verde Emulsién (extracto + aceite)
antioxidantes astringente + solucion de pectina
y reaccion con 22 emulsi
las proteinas

Extracto de té verde Gelificacion lonica
antioxidantes astringente as

y reaccion con
las proteinas

Baja eficiencia de encapsulacién Extracto de Gelificacién Iénica
Y poca FI'OtECCiﬂI'I del activo té verde + aceite 22 emulsion W',I'rO,I'rW

12 emulsion w/o pulverizacién en Caclz

Segunda encapsulacion

Alta eficiencia de encapsulacién
y alta proteccion del activo

Figura 4.13. Comparacion entre métodos Gnico e combinado para encapsulacion del
extracto de té (Fuente: adaptada por I. Dutra Alvim de Cutrim et al, 2019).

Las eficiencias de encapsulacion de polifenoles del extracto de té verde fueron
superiores al 70% para ambas estrategias de encapsulacion combinada. La emul-
sion doble fue una estrategia adecuada para retener los compuestos hidrofilos
del extracto de té verde en la matriz alta en humedad de las microparticulas
de gelificacion ionica.
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METODO UNICO METODO COMBINADO DE
DE ENCAPSULACION ENCAPSULACION SPRAY DRYING
SPRAY DRYING SEGUIDO DE SPRAY CHILLING

Extracto de té verde
antioxidantes astringente
y reaccion con
las proteinas

Dispersion de las
microparticulas en polvo +
grasa de palma hidrogenada
derretida (80 °C)

Spray Drying
proceso indicado
para sustancias
termosensibles

Extracto de té verde
antioxidantes astringente M
¥ reaccion con i
las proteinas

Extracto de té verde
+ maltodextrina
deshidratacion por
spray drying
Primera encapsulacion Segunda encapsulacion

Spray Chilling
pulverizacion en
baja temperatura (5 °C)

Figura 4.14. Comparacion entre métodos Unico e combinado para encapsulacion del
extracto de té verde: SPRAY DRYING. (Fuente: adaptada por I. Dutra Alvim de Cutrim et
al,, 2019).

La aplicacion de ambos tipos de microparticulas aumento el contenido de po-
lifenoles en al menos un 59,5% y la aceptacion sensorial del 75% por parte de
los consumidores, sin impactos significativos en las caracteristicas tecnoldgicas
del producto (Figura 4.15).

Microparticulas conteniendo extracto de té verde
obtenidas por spray drying seguida por
spray chilling (escala de tamafio = 20 um).

Microparticulas conteniendo extracto de té verde
obtenidas por doble emulsion y posterior por
gelificacion ionica (escala de tamafio = 200 um)

Figura 4.15. Morfologia externa de particulas obtenidas para extracto de té verde encap-
sulado por doble emulsion y gelificacion idnica (A) y extracto de té verde obtenidas por
spray drying seguida por spray chilling (B) (Fuente: imagenes cedidas por Dra. C.S. Cutrim).
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4.4 Emulsiones

Una emulsion esta compuesta por dos liquidos inmiscibles -el ejemplo mas co-
man es el agua y el aceite-. Uno de los liquidos, catalogado como fase dispersa
o interna se dispersa en forma de gotitas esféricas en el otro, fase continua o
externa (Figura 4.16).

/\ +

()

S

Fase dispersa Fase continua Emulsion

Figura 4.16. Formacion de una emulsion (Fuente: elaboracion
propia de M.X. Quintanilla).

La clasificacion de las emulsiones se da segln la naturaleza y el tamafo de la
micela en la fase dispersa (Piacentini, 2016):

* Emulsiones de aceite en agua (0 /W), consisten en gotitas de aceite dispersas
en una fase acuosa.

* Emulsiones de agua en aceite (W/0) constituido por gotitas acuosas dispersas
en una fase oleosa.

* Emulsiones maltiples

* Emulsiones de agua en aceite en agua (W / O / W), en las que las gotas de
agua se dispersan dentro de las gotas de aceite mas grandes que a su vez se
dispersan en una solucién acuosa.

* Emulsiones de fase y aceite en agua en aceite (O / W/ O) que consisten en
gotitas de aceite dispersas en gotitas de agua mas grandes que a suvez estan
dispersas en una fase oleosa.

En cuanto a la clasificacion segln el tamafo de las micelas en la fase dispersa
se encuentran (Selcan, 2018):

* Emulsiones maltiples: rango de tamano de 0,1 a 5 um

* Emulsiones micelares o microemulsiones: rango de tamano de 5 a 50 nm
* Nanoemulsiones: rango de tamano de 10 a 100 nm
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Una de las caracteristicas mas importantes de las emulsiones es la estabilidad
(Figura 4.17), cuando una emulsion pierde estabilidad, sufre cambios en la vis-
cosidad, asi como también hay pérdida de uniformidad a través de mecanismos
de inestabilidad (cremado, sedimentacion, floculacién, coalescencia, engrosa-
miento) (lwata, 2013).

Emulsién Cremado Sedimentacion  Floculacien  Coalescencia  Engrosamiento

Figura 4.17. Mecanismos de inestabilidad de las emulsiones (Fuente: elaboracion propia
de M.X. Quintanilla).

La estabilidad de la emulsion esta determinada por el tamano de la gota, ya
que la velocidad de separacion gravitacional se reduce a menor tamano de la
gota, por su parte el aumento de la concentracion de la gota influye impidien-
do movimiento de las gotas circundantes. Una de las estrategias para evitar la
inestabilidad de las emulsiones es el uso de los emulsionantes o también llama-
dos tensioactivos. Estos compuestos unen las fases y las mantienen en estado
emulsionado gracias a su capacidad para disminuir la tension interfacial entre
las fases, su estructura esta compuesta por dos grupos: uno polar -hidrofilo- y
otro no polar -hidréfobo- (Zhao, 2016).

Actualmente, las emulsiones son ampliamente utilizadas en la industria ali-
mentaria y farmaceéutica, los sistemas de administracion basado en emulsiones
ofrecen grandes beneficios, ya que permiten incorporar nutrientes, antioxidantes,
saborizantes, aromatizantes, aceites esenciales, pigmentos al producto final.
Una ventaja significativa es la posibilidad de obtener micelas de tamafio micro
y nano con compuestos activos encapsulados (Sundarraj, 2019).

Como se mencion6 anteriormente las nanoemulsiones son emulsiones con
gotas cuyo tamafno entra en la escala nanométrica, estas pueden ser obtenidas
mediante varias técnicas -de alta y baja energia- como la homogeneizacion a
alta presion, la microfluidizacion y el tratamiento ultrasonico, la formacion de

BOLETIN INIA N°© 455



la nanoemulsion se logra gracias a la rotura de las gotitas, esto es posible ge-
nerando grandes diferencias de presion dentro de los dispositivos mecanicos u
ondas de ultrasonido (Ricaurte et al.,, 2018).

En contraste con las emulsiones convencionales, las nanoemulsiones presentan
varias ventajas debido al pequefio tamafio de las gotas que contienen (Pradhan
et al, 2015; Zeeb et al,, 2015):

* Alta claridad optica

* Estabilidad fisica: frente a la separacion gravitacional y la agregacion de gotas
* Mayor biodisponibilidad de las sustancias encapsuladas

* Liberacion prolongada y especifica del sitio

Estas caracteristicas han despertado gran interés cientifico, asi como industrial
ya que se convierten en sistemas ideales para aplicaciones de tipo alimentario,
cosmético y farmacéutico (De Oca-Avalos et al,, 2017).

Figura 4.18. Formacion de una nano emulsion
(Fuente: elaboracion propia de M.X. Quintanilla).
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Conclusion

La extraccion y estabilizacion de compuestos bioactivos es la estrategia mas
efectiva para poder formular ingredientes con caracteristicas saludables y
funcionales. De esta forma es factible aprovechar los beneficios y propiedades
saludables de materias primas reconocidas por su composicion y contenido
de antioxidantes. Una correcta extraccion y posterior estabilizacion mediante
microencapsulacion resulta en ingredientes estables en almacenamiento y
tracto gastroinestinal, disponiendo de ingredientes manejables y faciles de ser
incorporados en matrices alimentarias.
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