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l. RESUMEN

La astaxantina es un poderoso antioxidante, sin embargo, su naturaleza
lipofilica y alta inestabilidad limitan su uso en matrices acuosas, como
bebidas. Es por ello que, el objetivo de este estudio fue optimizar el proceso
de microencapsulacion de astaxantina con maltodextrina y goma arabiga
mediante secado por aspersion para la obtencion de microencapsulados con
rendimiento (R) y concentracion de astaxantina ([Ast]) altos para utilizarse en
la formulacién de bebidas con potencial antioxidante alto. Las variables
independientes fueron el porcentaje de agente encapsulante (% AE), la
temperatura de entrada de aire (TA) y el flujo de alimentacién del secador
(Flujo). Las variables de respuesta fueron el R y [Ast] de los
microencapsulados. Las condiciones O6ptimas para la obtencion de los
microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO) fueron 20 % AE, 155
°C de TA y un Flujo de 7.5 mL/min. Los resultados experimentales de R y [Ast]
en los MAO fueron similares a los valores teéricos arrojados por los modelos
de prediccion. Los MAO tuvieron buenas propiedades fisicoquimicas [tiempo
de dispersién en agua bajo (13 min) y solubilidad en agua alta (95.9 %)], con
eficiencia de microencapsulacion y actividad antioxidante (AAox) altas (=90%
y 22.05 mmol ET/ 100 g de MAO, respectivamente). Asimismo, los MAO
presentaron una morfologia predominantemente esférica (tamafio de particula
= 1 - 14 um), sin grietas, ni fisuras aparentes. Se desarrollaron tres modelos
de bebidas funcionales adicionadas con MAO: Bebida 1 (B1) = bebida a base
de concentrado de proteina de amaranto obtenido por extraccion alcalina y

precipitacion acida; Bebida 2 (B2): bebida a base de leche de amaranto

1



obtenida por extraccién acuosa; Bebida 3 (B3) = bebida a base de jugo de
limén y pulpa de fresa (tipo limonada). En la formulacion de las bebidas se
utilizaron estevia, pectina y acido citrico como edulcorante, estabilizante y
acidulante, respectivamente. La bebida 3 (limonada) presenté mayor actividad
antioxidante que las bebidas elaboradas a base de amaranto (B1 y B2)
(1150.13 vs 703.88-783.3 pmoles ET/ 200 mL), y la adicién de 1% (p/p) de
MAO a las bebidas incrementd (+82-126%) significativamente su actividad
antioxidante. Las bebidas adicionadas con MAO, de acuerdo a los resultados
de la evaluacidon sensorial, presentaron buena aceptabilidad global (AG). La
bebida B1 presentd la AG més alta (se ubicé entre los descriptores “me gusta
moderadamente” y “me gusta mucho”), seguida de la bebida B3, la cual
presenté una AG similar a una bebida comercial a base de extracto de soya y
jugo de frutas (B4) (se ubicaron entre los descriptores “me gusta ligeramente”
y “me gusta moderadamente”); mientras que, la bebida B2 presentd los
valores de AG menores (se ubicd entre “ni me gusta, ni me disgusta” y “me
gusta ligeramente”). Con base en los resultados, se puede decir que, la
microencapsulacion mediante secado por aspersion, puede ser utilizada como
una via de incorporacion de compuestos bioactivos liposolubles en matrices
alimentarias acuosas, para el desarrollo de productos funcionales con

potencial para la promocién de la salud de los consumidores.



ABSTRACT

Astaxanthin is a powerful antioxidant, however, its lipophilic nature and high
instability limit its use in agueous matrices, such as beverages. Thus, the objective of
this study was to optimize the microencapsulation process of astaxanthin with
maltodextrin and arabic gum by spray drying to obtain microencapsules with high
yield (Y) and high astaxanthin concentration ([Ast]) for use in the formulation of
beverages with high antioxidant potential. The independent variables were the
percentage of encapsulating agent (% EA), the air inlet temperature (AT) and the
dryer feed flow (Flow). The response variables were Y and [Ast] of the
microencapsulates. The optimal conditions for obtaining the optimized astaxanthin
microencapsules (OAM) were 20% EA, 155 ° C of AT and a Flow of 7.5 mL / min. The
experimental results of Y and [Ast] in the OAMs were similar to the theoretical values
produced by the prediction models. OAMs had good physicochemical properties [low
water dispersion time (13 min) and high water solubility (95.9%)], with high
microencapsulation efficiency and high antioxidant activity (AoxA) (=90% and 22.05
mmol TE / 100 g of OAM, respectively). Likewise, the OAMs presented a
predominantly spherical morphology (particle size = 1-14 pm), with no cracks or
apparent fissures. Three models of functional beverages added with OAMs were
developed: Beverage 1 (B1l) = beverage based on amaranth protein concentrate
obtained by alkaline extraction and acid precipitation; Beverage 2 (B2): amaranth milk
based beverage obtained by aqueous extraction; Beverage 3 (B3) = beverage based
on lemon juice and strawberry pulp (lemonade type). In the beverage formulation
stevia, pectin and citric acid were used as a sweetener, stabilizer and acidifier,

respectively. Beverage 3 (lemonade) exhibited greater antioxidant activity than
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amaranth-based beverages (B1 and B2) (1150.13 vs. 703.88-783.3 umoles TE / 200
mL), and the addition of 1% (w / w) of OAMs to beverages significantly increased (+
82-126%) its antioxidant activity. Beverages added with OAMs, according to the
results of the sensory evaluation, presented good overall acceptability (OA). The B1
beverage had the highest AG (it was among the descriptors “like moderately” and
“like very much”), followed by the B3 beverage, which presented an AG similar to a
commercial beverage based on soy extract and fruit juice (B4) (they were among the
descriptors "like slightly” and "like moderately"); while, the B2 beverage presented the
lower AG values (neither like nor dislike” and “like slightly”). Based on the results, it
can be said that microencapsulation by spray drying can be used as a route of
incorporation of fat-soluble bioactive compounds in aqueous food matrices, for the
development of functional products with potential for health promotion of the

consumers.



. INTRODUCCION

Las prevalencias de sobrepeso, obesidad y diabetes han aumentado con rapidez
en México y las bebidas representan la quinta parte de la energia que consumen los
mexicanos. La evidencia sefiala que las bebidas con aporte energético incrementan
el riesgo de obesidad (Rivera y col 2008).

La ingestion de energia proveniente de las bebidas representa alrededor del 20%
del consumo total de energia de adolescentes y adultos mexicanos, una verdadera
preocupacion para la salud publica en México. Esta cantidad de calorias de los
liquidos, que procede en particular de las bebidas azucaradas (refrescos, jugos, té),
leche entera y alcohol (en varones), se adiciona a la energia proveniente de los
alimentos de la dieta y contribuye al consumo excesivo de energia vinculado con la
obesidad y la diabetes (Rivera y col 2008).

Muchos productos naturales ricos en antioxidantes son ampliamente usados para
detener el avance de las complicaciones de dichas enfermedades, ya sea
previniendo o retrasando el desarrollo de este tipo de desordenes (Ruiz-Canizales
2015).

El creciente interés de la sociedad por mejorar la salud a través de la
alimentacion, ha propiciado cambios en la dieta convencional como es la introduccion
de alimentos funcionales y nutraceuticos. Para satisfacer esta demanda, la industria
requiere nuevas fuentes de extraccion de compuestos bioactivos para enriquecer sus
productos (Ruiz-Canizales 2015).

Entre los compuestos bioactivos se pueden mencionar a los carotenoides, los
cuales poseen uno o0 varios mecanismos de accion, como pueden ser: accion

antioxidante, accion hipolipidémica, hipotrigliceridemiante, reduccién de la tension
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arterial, mejoramiento de padecimientos artritico-reumaticos, reduccion del
envejecimiento celular, supresién de los radicales libres, reduccion del riesgo de
enfermedades, reduccion del riesgo de trastornos hepéticos y renales, entre otros
(Gavilan-Bravo 2017). Entre los carotenoides que pueden presentar una o varias de
estas propiedades saludables para el organismo se encuentran el [-caroteno,
licopeno, luteina, zeaxantina y astaxantina.

La Astaxantina es un carotenoide natural presente en varios microorganismos y
organismos marinos, la cual posee propiedades antioxidantes superiores a las de
otros compuestos como la vitamina E, sin embargo, la aplicacion de astaxantina
como ingrediente alimentario esta actualmente limitado por su baja solubilidad en
agua y su alta inestabilidad, ya que la astaxantina se degrada rapidamente en
presencia de oxigeno y luz (Bustos-Garza y col 2013; Ambati y col 2014; Shen y
Quek 2014).

La microencapsulacion puede ayudar a superar los problemas asociados con la
naturaleza intrinseca de la astaxantina, esté técnica, consiste en el recubrimiento de
un principio bioactivo con una matriz polimérica inerte, creando asi una barrera que
retarda las reacciones entre el compuesto bioactivo y el medio ambiente. Entre los
métodos de microencapsulacion, el secado por aspersion, es el mas utilizado en la
industria alimentaria debido a su bajo costo y versatilidad (Franco-Zavaleta 2010;
Parra-Huertas 2010).

Por ello, en el presente estudio se plante6 como objetivo optimizar el proceso de
microencapsulacion de astaxantina con maltodextrina y goma arabiga mediante

secado por aspersion para la obtencion de microencapsulados con rendimiento (R) y



concentracion de astaxantina ([Ast]) altos para utilizarse en la formulacion de

bebidas, a base de amaranto y jugos de frutas, con potencial antioxidante alto.



I1l. REVISION DE LITERATURA
A. OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad sistémica, cronica y multicausal, que involucra a
todos los grupos de edad, de distintas etnias y de todas las clases sociales. La
obesidad se define como un aumento de la grasa corporal en proporcién a la altura
del paciente. Esta patologia es la alteracién nutricional mas frecuente en el mundo
desarrollado y actualmente ha alcanzado proporciones significativas en los paises en
vias de desarrollo. Se asocia con un aumento de la morbilidad y una disminucion de
la esperanza de vida (Barrera-Cruz y col 2013).

La encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en 2018 reportd que, en
México, la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad es del 76.8% para las
mujeres y 73.0% para los hombres (Figura 1).

Tanto el sobrepeso como la obesidad resultan de una compleja interaccion entre
los genes y el ambiente, donde se evidencia un desequilibrio de energia debido a un
estilo de vida sedentario y un consumo excesivo de energia. Los cambios en la
alimentacion y en el estilo de vida que acompafian a la urbanizacién y el desarrollo
de las sociedades han favorecido la expresion de los genes que predisponen a la
obesidad, acompafiados de los cambios en los patrones de salud y enfermedad. Este
exceso de grasa corporal representa un factor de riesgo que aumenta tanto la
morbilidad como la mortalidad (Leal 2016).

El diagnostico de obesidad se establece con la medicion del IMC (indice de Masa
Corporal: peso en kilogramos dividido por la altura en metros al cuadrado). Un IMC
entre 25 y 29,9 kg/m2 determina el diagndstico de sobrepeso (Cuadro 1), mientras

gue, un valor mayor o igual a 30 kg/m2 se considera como obesidad (OMS 2000).
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Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en México (ENSANUT 2018).
Fuente: INSP y INEGI 2019.



Cuadro 1. Clasificacion de obesidad en base al indice de masa corporal (IMC)

Clasificacion IMC Clase de obesidad
Bajo peso <18.5
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25-29.9
Obesidad 30-34.9 I
35-39.9 I
Obesidad extrema > 40 1l

Fuente: OMS 2000.
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B. COMPLICACIONES ASOCIADAS A LA OBESIDAD

La obesidad predispone al riesgo de alteraciones metabdlicas vy fisiologicas en
organos como el higado, rifibn, musculo esquelético y tejido adiposo, generando
hiperlipidemia, resistencia a la insulina, hipertension e higado graso. Estas
alteraciones conforman el sindrome metabdlico y se asocian con el desarrollo de
enfermedades crénico degenerativas como lo son las enfermedades

cardiovasculares y diabetes tipo Il (Haoneng y Lingli 2010).

1. Resistenciaalainsulina (Rl)y diabetes tipo Il

La diabetes es una afeccion crénica que se desencadena cuando el organismo
pierde su capacidad de producir suficiente insulina o de utilizarla con eficacia. Como
resultado, una persona con diabetes no absorbe la glucosa adecuadamente, de
modo que ésta, queda circulando en la sangre (hiperglucemia) y dafiando los tejidos
con el paso del tiempo. Este deterioro causa complicaciones para la salud
potencialmente letales. Hay 3 tipos de diabetes: diabetes mellitus tipo I, 1l 'y
gestacional.

La diabetes tipo Il es el tipo mas comun de diabetes. Generalmente ocurre en
adultos, pero se ve cada vez mas en nifios y adolescentes. En la diabetes tipo Il, el
cuerpo es capaz de producir insulina, pero se vuelve resistente a ella, de modo que
la insulina es ineficaz. Con el tiempo, los niveles de insulina pueden llegar a ser
insuficientes. Tanto la resistencia, como la deficiencia de insulina pueden llevar a
niveles de glucosa en sangre altos (FID 2015).

La insulina es una hormona anabdlica secretada por las células beta del

pancreas en respuesta a diversos estimulos, siendo la glucosa el mas relevante (Orci
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1985). Su principal funcién es mantener la homeostasis de glucosa y de otros
sustratos energéticos en la sangre.

De esta forma, posterior a cada comida la insulina suprime la liberacion de
acidos grasos libres mientras que favorece la sintesis de triglicéridos en el tejido
adiposo. Por otra parte, la insulina inhibe la produccion hepatica de glucosa, mientras
gue promueve la captacion de glucosa por el tejido muscular esquelético y adiposo
(McGarry 1992). En un estado de RI, la accion de esta hormona a nivel celular esta
reducida, lo que aumenta la secrecion de insulina. Esto permite compensar el defecto
en la accion tisular y asi mantener la homeostasis glicémica (Galgani y Ravussin
2012). Este fendmeno da cuenta del estado hiperinsulinémico, el cual es
caracteristico en sujetos con RI, particularmente después de una comida alta en

carbohidratos (Carrasco y col 2013).

2. Ateroesclerosis y presion arterial

Obesidad y ateroesclerosis son procesos multifactoriales entre los que existen
numerosos puentes de union que explican, en parte, la mayor morbimortalidad
cardiovascular del obeso (Zugasti-Murillo y Basilio-Moreno 2005).

La ateroesclerosis se produce cuando los vasos sanguineos que llevan el
oxigeno y los nutrientes del corazon al resto del organismo (arterias) se engrosan y
endurecen, restringiendo a veces el flujo sanguineo a los 6rganos y a los tejidos. Las
arterias saludables son flexibles y elasticas, pero con el tiempo, sus paredes pueden
endurecerse, afeccion comunmente denominada «endurecimiento de las arterias».
La ateroesclerosis hace referencia a la acumulacion de grasas, colesterol y otras

sustancias en el interior de las arterias y en sus paredes (placas), lo que puede
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restringir el flujo sanguineo. Esas placas pueden explotar y desencadenar un coagulo
sanguineo. Si bien, a menudo, se considera que la ateroesclerosis es un problema
cardiaco, puede afectar a las arterias en cualquier lugar del cuerpo (Muntaner y col
1999).

Una vez que se dafia la pared interna de una arteria, las células sanguineas y
otras sustancias generalmente se aglomeran en el lugar de la lesiéon y se acumulan
en el revestimiento interno de la arteria. Con el tiempo, los depdésitos de grasa
(placas) hechas de colesterol y otros productos celulares también se acumulan en el
lugar de la lesion y se endurecen, lo cual hace que se estrechen las arterias. Por lo
tanto, los oOrganos y tejidos conectados a las arterias bloqueadas no reciben
suficiente sangre para funcionar correctamente (Mayo 2018).

Es posible que partes de los depdésitos de grasa se desprendan e ingresen al
torrente sanguineo. Asimismo, el revestimiento fluido de una placa puede romperse,
lo cual derrama colesterol y otras sustancias en el torrente sanguineo. Esto puede
causar un coagulo sanguineo, lo cual puede bloquear el flujo de sangre a una parte
especifica del cuerpo, como ocurre cuando se bloquea la sangre que fluye al corazén
y se produce un ataque cardiaco. Un coagulo sanguineo también puede dirigirse a
otras partes del cuerpo y bloquear el flujo a otros érganos (Mayo 2018).

Las complicaciones de la ateroesclerosis, dependen de las arterias que estan

blogueadas. Por ejemplo:

. Enfermedad de las arterias coronarias.
. Enfermedad de las arterias carétidas.

. Enfermedad arterial periférica.

. Enfermedad renal crénica.
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Algunos autores han postulado que las alteraciones estructurales renales como
la crénicamente deficitaria, conducirian a largo plazo a la hipertension y la
insuficiencia renal (Marin y col 2002).

La hipertension es una situacion caracterizada por el incremento de la resistencia
periférica vascular total, que trae aparejado el aumento de la tension arterial por
encima de 140 mm de Hg de sistdlica y 90 mm de Hg de diastdlica, de ahi que, la
enfermedad hipertensiva sea el sindrome constituido por los signos y sintomas
derivados de esa situacion, con repercusion especial sobre algunos érganos (sistema
nervioso central, corazon, rifiones y sistema vascular periférico) (Gamboa-Gémez

2014).

3. Estrés oxidativo

En la obesidad existe un incremento del estado oxidativo debido a la
acumulacion de grasa. La produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) se
incrementa selectivamente en el tejido adiposo, acompafiado por un aumento de la
actividad de la enzima NADPH oxidasa, disminuyendo los sistemas de defensa
antioxidante enddgenos (Furukawa y col 2004).

Las ROS se forman por la reduccidén secuencial del oxigeno (O), que primero
produce el radical superéxido (O;), producido por la reduccion de un electron de
oxigeno por algunas oxidasas, incluyendo NADPH oxidasa; asi mismo, el radical
superoxido puede ser generado por la cadena mitocondrial durante el transporte de
electrones en el curso de la fosforilacién oxidativa. El radical perhidroxilo generado

por el peroxido de hidrégeno, que, si no se degrada por la catalasa o glutation
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peroxidasa en presencia de metales de transicion, puede finalmente conducir a la
produccion de radicales hidroxilo (*OH) muy reactivos (Vilar-Rojas y col 1996).

Los niveles excesivamente altos de radicales libres causan dafio a las proteinas
celulares, los lipidos de membrana y acidos nucleicos, causando eventualmente la

muerte celular (Maritim y col 2003).

a. Dafo alipidos

La oxidacion de los lipidos de la membrana celular provoca alteraciones en la
permeabilidad, o la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, asi como la
de los organelos celulares. Los &cidos grasos poliinsaturados, que
predominantemente se ubican en las membranas celulares, son particularmente
susceptibles al ataque de los radicales libres. Cuando los radicales hidroxilo se
forman cerca de la membrana son capaces de extraer atomos de hidrogeno de los
fosfolipidos que los componen, después de esta reaccién aunque el hidroxilo original
sea inactivado, se forma un radical lipidico que después de un re-arreglo molecular,
puede reaccionar con el oxigeno para originar radical peroxilo (ROO). Este a su vez,
puede reaccionar con otros acidos grasos de la membrana, formando mas radicales
lipidicos, mientras €l mismo se transforma en hidroperoxido (R-OOH) y, en presencia
de varios complejos metalicos, puede descomponerse en mas radicales, incluyendo
entre ellos, al radical hidroxilo, provocando con ello un fenémeno de expansion del
dafio (Saran y col 1990).

De tal manera que las ROS son moléculas muy reactivas entre las que se

encuentran los iones de oxigeno, los radicales libres y los peréxidos. Su gran
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reactividad se debe a que poseen electrones desapareados que les hace reaccionar
con otras moléculas organicas en procesos de 6xido-reduccion (Bayr 2005).

Las ROS tienen una vida media muy corta y son dificiles de medir directamente.
En su lugar, lo que se puede medir son varios productos de los dafios producidos por
el estrés oxidativo, tales como sustancias reactivas del acido tiobarbittrico (TBARS).
Las TBARS se forman como un subproducto de la peroxidacion lipidica (Pryor y col

1991).

b. Dafio a proteinas

En proteinas y carbohidratos, los radicales libres pueden inducir la fragmentacion
de cisteina, de los enlaces disulfuro, enlaces peptidicos y de aminoacidos
arométicos, lo que conlleva a una alteracion en su estructura y funcion. Asi mismo,
diversas reacciones de oxidacion o radicales como el radical hidroxilo pueden
convertir algunos residuos de aminoéacidos y causarles modificaciones, algunas de
las alteraciones conformacionales provocadas por radicales libres estan relacionadas
con la pérdida de la actividad catalitica de enzimas. La gran mayoria de los dafios
ocasionados por los radicales libres a estas biomoléculas pueden ser las causantes

de ciertas enfermedades y sus complicaciones (Beckman y col 1994).

c. Sistema de defensa antioxidante

El organismo puede sobrevivir al dafio generado por altas concentraciones de
radicales libres, debido a que tiene un eficiente sistema de defensa antioxidante.
Este sistema de defensa antioxidante esta conformado por mecanismos enzimaticos

y no enzimaticos (Khany col 2010).
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Dentro del sistema de defensa antioxidante enddgeno existen enzimas
antioxidantes con diferentes funciones en cada linea de defensa. Estas enzimas son
la catalasa (CAT), superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation
reductasa (GR) y glutation-S-transferasa (GST). La enzima CAT cataliza la
disociacion del peroxido de hidrégeno (H,O,) a oxigeno molecular y agua. Esta
enzima se localiza principalmente en el peroxisoma de las células, su mayor
actividad se ha observado en el higado y los eritrocitos, aunque también se
encuentra en menor concentracion en otros tejidos (Khan y col 2010).

La enzima SOD constituye la primera linea de defensa antioxidante y cataliza la
reaccion de dismutacion del radical superdxido (O3) a perdxido de hidrégeno, el cual
puede ser removido por las enzimas CAT y GPx (Willcox y col 2004; Khan y col
2010).

La enzima GPx cataliza la oxidacién de glutation a expensas del H,O;, u otro
hidroperoxido (ROOH). La actividad de esta enzima depende de una constante
disponibilidad de glutation reducido (GSH). La relacion entre glutation reducido y
oxidado (GSSG) se mantiene alta en condiciones normales debido a la actividad
enzimatica glutation reductasa (GR). Este ciclo de oxidacion-reduccién del glutation
es la mayor fuente de proteccion contra bajos niveles de estrés oxidativo (Khan y col
2010).

Por otro lado, el GSH es un factor de la enzima glutation-S-transferasa (GST), la
cual cataliza una reaccion de biotransformacion de fase Il, para la eliminacion de
xenobidticos. Esta reaccién de conjugacion consiste en adicionar glutation a través

de su grupo sulfihidrilo, a un xenobiético (Khan y col 2010).
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Dichos mecanismos de defensa antioxidante se ven severamente afectados por
la obesidad, ya que ésta disminuye sus niveles tanto en suero como en 6rganos

(Furukawa y col 2004).

C. BEBIDAS FUNCIONALES COMO ALTERNATIVA CONTRA LA OBESIDAD

En paises como México, se ha determinado que alrededor del 20% de las
calorias que se consumen, provienen de las bebidas, particularmente de las bebidas
azucaradas (refrescos, jugo, t€), leche entera y bebidas alcohdlicas. Estas calorias
gue aportan los liquidos se suman a las calorias provenientes de los alimentos de la
dieta y contribuyen al consumo excesivo de energia, que esta relacionado con la
aparicion de sobrepeso, obesidad y diabetes (Rivera y col 2008).

Debido a ello diversos sectores han sido considerados en las recomendaciones
establecidas por la OMS (“Plan de acciébn mundial para la prevencion y el control de
las enfermedades no transmisibles 2013-2020”), bajo el rol de promover la
investigacion y el desarrollo de una mayor oferta de alimentos y bebidas con nuevos
perfiles nutricionales cuya finalidad sea la de colaborar con el trabajo de frenar la
epidemia de las Enfermedades Crénicas No Transmisibles (ECNT), entre las que se
encuentran la obesidad, diabetes y dislipidemias (Secretaria de Salud 2013; Leal
2016).

Las metas planteadas en dicho plan se relacionan con la reduccion de mortalidad
global por complicaciones debido ECNT, reduccion de la prevalencia de hipertension,
detener el incremento de diabetes y obesidad, entre otras. Dentro de las estrategias

preventivas implementadas para promover estilos de vida saludables, se incluyen
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aquellas vinculadas con fomentar el consumo de alimentos y bebidas de baja
densidad energética y ricos en compuestos bioactivos (Leal 2016).

La relacién entre la obesidad y sus comorbilidades, suele estar vinculada a una
serie de deficiencias metabdlicas acompafada por desérdenes del estrés oxidativo.
Por lo que, las bebidas enriquecidas con antioxidantes, se podrian aplicar en la
terapia nutricional de la obesidad para mejorar el dafio oxidativo y disminuir los

efectos dafiinos asociados con el aumento de peso (Crujeiras y col 2008).

1. Bebidas Funcionales

Las bebidas funcionales pueden definirse como aquellas presentaciones listas
para consumirse que contienen en su formulacion uno o mas ingredientes
funcionales no tradicionales, que demuestran ser benéficos para la salud reduciendo
asi el riesgo de enfermedades (ADA 2009; Cofrades 2013).

Las bebidas funcionales ofrecen beneficios para la salud y el autocuidado;
pueden ser naturalmente funcionales como el té (el cual contiene antioxidantes de
forma natural) o pueden adicionarse ciertos compuestos bioactivos como omegas,
proteinas, fibras, prebioticos, probidticos, antioxidantes, vitaminas, minerales y otros
ingredientes que le confieren beneficios especificos que pueden ser declarados en el
producto (Fernandez-Herrera 2018).

En base a sus propiedades (nutritivas, refrescantes, estimulantes y saludables),
las bebidas funcionales han generado el mayor nimero de nuevos productos en la
clasificacion de bebidas a nivel mundial, pero ademas es una de las areas de mayor

crecimiento en la industria de alimentos y bebidas (Rivera y col 2008).
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a. Bebidas funcionales a base de semillas

Las bebidas a base de semillas han comenzado a popularizarse en todo el
mundo, sobre todo por el creciente nimero de personas que tratan de consumir
alimentos nutritivos, con bajo contenido calérico y de facil digestion que les ayuden a
contrarrestar los efectos de la vida moderna. Sus usos son los mismos que la leche
de vaca, se pueden tomar solas o endulzadas, con café, cereales y otros. Mas aun,
estas bebidas, cuyo aspecto y consistencia recuerda a la leche de vaca, también
deben parte de su creciente aceptacién a que son excelente opcién para quienes
siguen un régimen alimenticio vegetariano o sufren trastornos digestivos, ya que, al
carecer de lactosa, estas bebidas pueden ser ingeridas por personas intolerantes a
este azlcar, ademas de que son una alternativa para las personas alérgicas a las
proteinas de la leche de vaca. Otra ventaja importante, es que estas bebidas
contienen menos grasa que la leche de vaca y la mayoria de sus lipidos son
poliinsaturados y benefician la salud cardiovascular (Soteras 2011).

Se derivan de cereales (arroz, avena), leguminosas (soya) o frutos secos
(almendras, avellanas); debido a su sabor y, ante todo, por su alto contenido de
vitaminas, minerales, aminoacidos, acidos grasos Yy otras sustancias, son
especialmente indicadas para nifios, adolescentes, personas convalecientes y
madres lactantes, ya que mejoran de la actividad mental, contribuyen al
funcionamiento de los sistemas circulatorio y nervioso, y fortalecen las defensas del
organismo (Soriano-Garcia 2008).

En esencia, las bebidas vegetales se obtienen a través de la trituracion de
semillas a las cuales se les agrega agua y algun producto que mejore su sabor y

permita su almacenamiento por mas tiempo. En el mercado internacional existen
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varias de estas bebidas y al ser elaboradas mediante sistemas industriales
especializados, rescatan importantes cantidades de nutrientes, a excepcion de la
fibora. Se pueden obtener bebidas vegetales a partir de semillas licuadas, con
similares texturas a las de origen animal, pero con mejor sabor, mayor calidad
nutricional, alto poder revitalizante y practicamente ningun efecto negativo (Soteras
2011).

En la mayoria de los casos, es absolutamente recomendable y necesario, el
proceso previo de activacion (remojado) de las semillas a utilizar. Esta hidratacion,
no solo activa importantes procesos transformativos a nivel nutricional, sino que
facilita el procesamiento, mejora la textura del producto final y optimiza su
digestibilidad. Para obtener mejores resultados en las “leches”, es aconsejable un
proceso de molienda o licuado intenso para desmenuzar adecuadamente la semilla y
permitir la maxima transferencia de nutrientes al agua, para posteriormente terminar

con un filtrado (Palmetti 2010).

1) Bebida a base de soya

Una de las bebidas de semillas mas difundidas es la “leche de soya”. Esta es
basicamente un extracto acuoso de la semilla de soya, pareciéndose a la leche de
mamiferos en apariencia y composicion. Este tipo de producto histéricamente se
obtenia a nivel familiar o en pequefa escala en paises orientales como China, Japon,
Tailandia, Indonesia, Filipinas, etc., pero en las ultimas décadas se fue desarrollando
su elaboracion a escala industrial (Saunders y Becker 1984).

Las primeras elaboraciones de “leche de soya” en EUA estaban destinadas a la

poblacion de origen oriental, pero los avances en procesamiento y una mayor cultura
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de prevenciéon en salud han expandido su presencia en el mercado alimenticio,
llegando a ser el principal producto de soya consumido regularmente (Scilingo y col
2002).

Inicialmente se envasaba asépticamente en cartones, conservandose sin
refrigeracion, dando una imagen “fresca” que permite venderla a la par de la leche
vacuna. En los paises occidentales hay una variedad de productos de este tipo:
natural, saborizada, fortificada (con calcio, vitaminas, otros minerales, etc.),
combinada con jugos de fruta (para hacer su sabor mas agradable), concentrada, en

polvo para reconstituir, etc. (Soriano-Garcia 2008; Scilingo y col 2002).

2) Bebida a base de amaranto

El amaranto es un pseudocereal originario de América Central, muy comudn en la
dieta de América precolombina (Escudero y col 2004).

Amaranthus es uno de los 70 géneros que conforman la familia Amaranthaceae,
y el género comprende alrededor de 60 especies, de las cuales, 3 especies se
cultivan actualmente para el consumo de sus semillas: A. hypochondriacus y A.
cruentus nativas de México y Guatemala y A. caudatus nativa de las regiones
Andinas de Ecuador, Peru y Bolivia (Sauer 1967).

El 26% de la semilla de amaranto esta constituido por el germen, rico en aceite y
proteinas y el salvado que contiene proteinas, vitaminas, fibra y minerales y el 74%
por harina que esta compuesta principalmente de almidon (National Academy of
Science 1984). En el Cuadro 2 se muestra la composicidbn quimica aproximada

reportada de granos de algunas especies de amaranto.
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Cuadro 2. Composicion quimica de granos de varias especies de amaranto

A. A. A. A.
Componente caudatus cruentus hypochondriacus spp*
Carbohidratos 59.6- 62.8 60.7- 62.6 57.0 65.25
(9/ 100 g)
Proteina cruda® 17.6-18.4 13.2- 18,2 17.9 12.6- 15.0
(g/ 100 g)
Grasa 6.9-8.1 6.3-8.1 7.7 6.3-8.4
(g/ 100 g)
Fibra cruda 3.2-5.8 3.6-4.4 2.2 6.3-7.4
(g/ 100 g)
Cenizas 3.1-44 2.8-3.9 4.1 2.1-3.2
(9/ 100 g)
Humedad 9.5-11.6 6.2-8.8 111 10.6- 12.1
(9/100 g)
®N x 5.85

Fuente: Polanco-Murrieta 2017; USDA 2019*
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Las proteinas de amaranto presentan un perfil de aminoacidos muy cercano al
Optimo recomendado por la FAO/WHO, tiene altos niveles del aminoacido lisina, que
es escaso en la mayoria de los cereales, contiene casi el doble de lisina que la
proteina del trigo y el triple que la proteina del maiz (Paredes-Lépez y Hernandez-
Lépez 1992); ademas de lisina presenta altos contenidos de arginina y triptdfano
(Juan y col 2007).

Los aminoacidos mas escasos son leucina, valina, treonina e isoleucina, sin
embargo, la cantidad de treonina es suficiente para satisfacer las necesidades
nutricionales segun los valores recomendados por la FAO/WHO (Becker y col 1981;
Juan y col 2007) y la leucina se encuentra en abundancia en la mayoria de los
cereales y leguminosas.

La proteina de amaranto, con un valor biolégico de 75, se acerca mas que los
demas granos proteicos al balance perfecto de aminoacidos esenciales que en teoria
seria de 100 en la escala de calidad de las proteinas basada en la composicion
aminoacidica, mientras que la puntuacién de granos como el maiz es de alrededor
de 44, el trigo 60, la soya 68 y la leche de vaca 72 (National Academy of Science
1984).

En las proteinas de amaranto, en general, la fraccibn mayoritaria es la de
albuminas (32-33%), seguida por las fracciones de glutelinas (26.5-30%), globulinas
(19.5-20.5%) y en una menor proporcion prolaminas (1.6-3%) (Leyva-Lopez y col
1995).

Las prolaminas son consideradas como toxicas para personas con enfermedad
celiaca, por lo que el bajo contenido de prolaminas en la proteina de amaranto la

convierte en una excelente opcién alimenticia (Schoenlechner y col 2010).
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El amaranto presenta un interés excepcional debido a sus efectos nutricionales y
sobre la salud que provienen de su consumo (Soteras 2011). Por ejemplo:
numerosos estudios han demostrado que la fraccion lipidica y/o los péptidos
bioactivos del mismo presentan propiedades hipocolesterolémicas (Plate y Areas
2002; Berger y col 2003) y antihipertensivas (Becker y col 1981; Becker 1989; He y
Corke 2003).

Su consumo ha sido recomendado como un producto alimenticio funcional para
la prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares e hipertension
(Martirosyan y col 2007).

La formulacion de una bebida a base de semillas de amaranto podria ofrecerse a
los consumidores en general y a una fracciébn determinada de la poblacién con
alguno de estos trastornos, beneficios directos sobre la salud humana, cumpliendo
las premisas de un “Bebida Funcional” (Soteras 2011).

La produccién de una bebida o “leche” a base de amaranto contempla procesos
similares a los establecidos para obtener “leche” de soya; debiéndose también poner
énfasis en la formulacion final del producto en cuanto a sus condiciones higiénico-
sanitarias y sensoriales para lograr una aceptacion adecuada (Soriano-Garcia 2008;
Soteras 2011).

b. Bebidas funcionales a base de frutas

El segmento de jugos y néctares también se ha visto influenciado por la
tendencia de los alimentos funcionales, de ahi la importancia de que los ingredientes
de estas bebidas incluyan fuentes de fibra, vitaminas antioxidantes, extractos
botanicos, entre otros que aporten beneficios o prevengan enfermedades. Dentro de

los compuestos antioxidantes presentes en este tipo de bebidas se incluyen
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compuestos fendlicos, vitaminas antioxidantes, asi como carotenoides (Calvo-Carrillo

y col 2006).

D. USO DE CAROTENOIDES EN BEBIDAS FUNCIONALES

Los carotenoides, empleados en condiciones, dosis de uso y procedimientos de
adicién adecuados y especificos a determinados tipos de matrices alimentarias, son
capaces de impartir efectos beneficiosos muy importantes y utiles (Meléndez-
Martinez 2017).

Estudios epidemiologicos han asociado niveles circulantes altos de -caroteno y
otros carotenoides, con un menor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares

y metabdlicas (Krinsky y Johnson, 2005).

1. Carotenoides
a. Definicion

El término carotenoide procede del nombre cientifico de la zanahoria (Daucus
carota L.), que fue la fuente de la que Wackenroder logr6 aislarlos, desde entonces,
los carotenoides han sido objeto de numerosas investigaciones acerca de sus
funciones y propiedades (Meléndez-Martinez 2017).

Ademas de impartir color, los carotenoides sirven para la absorcién de energia
luminosa y, por tanto, tienen poder antioxidante al interrumpir las reacciones
mediadas por radicales libres, sin modificar su estructura. Ademas, algunos de ellos
son precursores de la vitamina A, entre otras funciones (De la Fuente y Oyarzin

2006).
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Los carotenoides son hidrocarburos poliénicos, por tanto, presentan cadenas de
dobles enlaces conjugados. Esta parte de la molécula, denominada cromadforo, es la
responsable de la capacidad de los carotenoides de absorber luz en la regién visible
y explica el color intenso de estos compuestos (Guerrero-Legarreta y col 2006).

El espectro de absorcion tiene maximos cuyas longitudes de onda dependen del
namero de los dobles enlaces. Se requiere de, al menos, siete enlaces conjugados
para que estos compuestos produzcan color (Rodriguez-Amaya 1997).

En general, los carotenoides son compuestos tetraterpenoides compuestos de 40
atomos de carbono conformados por 8 unidades de isoprenoides (Meléndez-
Martinez 2017). Los carotenoides pueden ser considerados como derivados del
licopeno (C400s6) por medio de reacciones que involucran hidrogenacion,
dehidrogenacion, ciclacion, insercion de oxigeno, doble migracion de enlaces,
migracion de grupos metilo, elongacion y acortamiento de cadena (Goodwin 1980).

Debido a esta estructura, los carotenoides pueden dar como resultado un gran
namero de isGmeros geomeétricos con las configuraciones cis y trans. La gran
mayoria de los carotenoides en la naturaleza se encuentran en la forma all-trans,
solo se conocen unos pocos isémeros cis los cuales se encuentran en los tejidos
vegetales, especialmente en algas, que se utilizan como fuente de carotenoides
(Badui 2006).

El doble enlace cis ocasiona un impedimento estérico entre los atomos de
hidrégeno y los grupos metilo mas cercanos, es por ello que los isbmeros cis son
termodindmicamente menos estables que la forma trans. Cabe sefialar que sélo los

dobles enlaces en posicion trans son biolégicamente activos (Fennema 1995).
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Los carotenoides en peces y crustaceos estan asociados con proteinas
(carotenoproteinas o lipoglucoproteinas). Los pigmentos unidos con proteinas son
mas estables que la forma libre; esta molécula combinada facilita la interaccién con
medios acuosos (Rodriguez-Amaya 1997).

Debido a su estructura altamente conjugada e insaturada, los carotenoides son
susceptibles de sufrir oxidacion (combinacion con oxigeno) e isomerizacién (cambio
en la geometria del doble enlace) durante el procesamiento de alimentos. Factores
como la luz, la temperatura, la exposicion a disolventes organicos y los tratamientos
con acidos promueven la isomerizacion de la forma trans a la cis (Fennema 1995).

Sin embargo, la principal causa de degradacion de carotenoides es la oxidacion,
gue ocurre especialmente en los dobles enlaces y depende del oxigeno disponible. A
medida que se saturan las dobles ligaduras y finalmente se rompen, el color
caracteristico de estos compuestos va desapareciendo (Mordi y col 1993).

La estabilidad de los pigmentos carotenoides a la oxidacion depende del medio
en el que se encuentran. Como consecuencia de la oxidacion e isomerizacion,
ademas de la pérdida de color, ocurre la disminucion de sus funciones bioldgicas.
Asimismo, la degradacion de los carotenoides también se asocia con el desarrollo de

sabores y olores desagradables (Rodriguez-Amaya 1997).

b. Clasificacion
En base a su estructura quimica los carotenoides se pueden dividir en dos
grandes grupos: carotenos y xantofilas. Los carotenos, estan constituidos por

carbono e hidrégeno; ejemplos de estos son licopeno, a y B-caroteno (Figura 2).
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Figura 2. Estructura quimica de algunos carotenos. Fuente: Meléndez-
Martinez y col 2004.
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Las xantofilas son derivados oxigenados de los carotenos. Las funciones
oxigenadas mas comunes son los grupos hidroxilo (OH) en luteina y zeaxantina; ceto
(C=0) en cantaxantina, o ambos (OH y C=0) en astaxantina (Figura 3). También se
pueden encontrar los grupos aldehido (CHO), carboxi (COOH), metoxi (OMe) y epoxi
(epdxidos 5,6 6 5,8); ejemplos de estos compuestos son la fucoxantina, la luteina y la

violaxantina (Calvo 1999).

c. Distribucién

Los carotenoides son el grupo de pigmentos mas ampliamente distribuido; han
sido identificados en organismos fotosintéticos y no fotosintéticos: en plantas
superiores, algas, hongos, bacterias, y al menos en una especie de cada forma de
vida animal. Los carotenoides son responsables de muchos de los colores brillantes
rojo, naranja y amarillo de frutas, vegetales, hongos, flores, y también de aves,
insectos, crustaceos y peces. Soélo los microorganismos y las plantas pueden
sintetizar carotenoides del novo; los carotenoides en animales provienen de estas
dos fuentes (microorganismos y plantas), aunque pueden modificarse durante su

metabolismo para ser acumulados en los tejidos (Delgado-Vargas y col 2000).

E. CAROTENOIDES Y SALUD HUMANA: POTENCIAL EFECTO ANTI-OBESIDAD
Y ANTIOXIDANTE
La importancia de los carotenoides en los alimentos va mas alla de su rol como
pigmentos naturales; debido a sus caracteristicas se les han atribuido funciones y

acciones biologicas importantes (Delgado-Vargas y col 2000).

30
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Figura 3. Estructura quimica de algunas xantofilas. Fuente: Meléndez-
Martinez y col 2004.
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Los carotenoides y productos de conversion de los carotenoides parecen tener
un papel sustancial en el control de aspectos clave de la biologia del tejido adiposo.
Los resultados de estudios experimentales en animales apoyan una accion anti-
obesidad y anti-inflamatoria de carotenoides y productos derivados. Es interesante
destacar que algunos de estos compuestos, por ejemplo, fucoxantina, astaxantina, y
los retinoides derivados del B-caroteno, acido retinoico (ATRA) y retinaldehido,
ejercen efectos supresores sobre la actividad PPARy y la adipogénesis y efectos
estimuladores sobre la oxidacion de lipidos y la termogénesis en adipocitos maduros
y en otro tipo de células. Tales compuestos podrian, por tanto, ayudar a moderar la
formacion de nuevos adipocitos en condiciones obesogénicas y reducir el nUmero de
adipocitos en las personas obesas, favoreciendo al mismo tiempo la disipacion del
exceso de energia de la dieta (MeléndezMartinez 2017).

Los estudios in vivo e in vitro han demostrado que el papel fotoprotector de los
carotenoides esta relacionado con su actividad antioxidante o con modulacion de
otros antioxidantes celulares. Ademas, se ha establecido que la estructura del
carotenoide tiene una gran influencia en su actividad antioxidante; asi, por ejemplo,
la cantaxantina y la astaxantina muestran una mejor actividad antioxidante que [3-

caroteno o zeaxantina (Delgado-Vargas y col 2000).

1. Astaxantina
La astaxantina es el principal pigmento encontrado en animales acuaticos tales
como salmon, trucha, camaroén, langosta, etc. (Higuera-Ciapara y col 2006). Es un

pigmento rojo liposoluble, el cual no tiene actividad de pro vitamina A en el cuerpo
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humano, sin embargo, algunos estudios reportan que la astaxantina tiene mayor
actividad biologica que otros carotenoides (Pashkow y col 2008).

La FDA ha aprobado el uso de astaxantina como colorante alimenticio en
productos para la alimentacién de peces y animales. Por esto, la astaxantina es
utilizada principalmente en acuacultura para la pigmentacién de salménidos, debido a
gue proporciona el color rojo caracteristico al masculo de salmén (Higuera-Ciapara y

col 2006).

a. Estructura quimicay propiedades fisicoquimicas

Este oxicarotenoide (3,3’-dihydroxi, 4,4’-diona, B,B’-caroteno) pertenece al grupo
de las xantofilas (Figura 3). Como otros carotenoides esta formado por ocho
unidades de isopreno. La férmula de este carotenoide es CyoHs,04, CON uUNn peso
molecular aproximado de 596.85 g/mol, se distingue por tener una cadena poliénica
de once dobles enlaces conjugados proporcionando un intenso color rojo-naranja
caracteristico (Higuera-Ciapara y col 2006).

En forma pura se presenta como cristales de color rojo-violeta obscuro. Su punto
de fusién es de 215°C, es insoluble en soluciones acuosas, pero soluble en
diclorometano, cloroformo, acetona, dimetilsulfoxido y otros solventes polares
(Martinez-Silva 2010; Franco-Zavaleta 2010).

La astaxantina comparte muchas de las funciones fisiologicas atribuidas a los
carotenoides; sin embargo, la presencia de los grupos hidroxilo y ceto en cada anillo
de B-ionona explica algunas de las caracteristicas Unicas de este compuesto, tales
como una alta actividad antioxidante y una mayor polaridad que otros carotenoides.

(Guerin y col 2003).
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b. Funcidn bioldgica

Se ha reportado que la astaxantina tiene hasta diez veces mayor capacidad
antioxidante que el B-caroteno, la luteina y la zeaxantina (Miki 1991; Palozza y
Kinsky 1992) y hasta 550 veces mas que la vitamina E (Capelli 2007).

Por ello, las propiedades antioxidantes de la astaxantina han sido asociadas con
la reduccion de la incidencia de enfermedades neurodegenerativas, la prevencion de
procesos inflamatorios, el mejoramiento de la respuesta inmune, la reduccién del
nivel de triglicéridos en la sangre, la prevencion de diversos tipos de cancer, la
proteccion contra la fotooxidacidén por rayos ultravioleta, la prevencion de cataratas y
de enfermedades cardiovasculares, entre otras (Cuadro 3) (Guerin y col 2003;

Nageswara y col 2005).

c. Inestabilidad

La oxidacion de astaxantina es debida principalmente a la presencia de oxigeno, el
cual causa el rompimiento de los dobles enlaces de la cadena polienica y, en
consecuencia, la pérdida de color. El producto obtenido de la oxidacién es el
astaceno; Meyers y Bligh (1981) encontraron que los carotenoides contenidos en
crustaceos sometidos a un proceso de extraccion a altas temperatura en presencia
de oxigeno se oxidan a astaceno, el cual presenta caracteristicas diferentes a la
astaxantina. Otros factores también influyen en el proceso de oxidacion como la luz,
temperaturas superiores a los 40°C, y la presencia de acidos y alcalis (Franco-

Zavaleta 2010).
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Cuadro 3. Estudios de la funcién bioldgica de la astaxantina en humanos

Estudio

Poblacién

Efectos de la Astaxantina

Iwamoto y col 2000

Sawakiy col 2002

Combhaire y col 2005

Nagaki y col 2006

Karpiy col 2007

Kupcinskas y col 2008

Uchiyama y Okada 2008

Park y col 2010

Yoshida y col 2010

Choiy col 2011

Piermarocchiy col 2011

24 voluntarios

16 voluntarios sanos para
estudio de ejercicio

20 hombres no fértiles con
niveles de los valores de
referencia del esperma por
debajo de lo recomendado
por la OMS.

31 sujetos que sufren fatiga
visual
40 Hombres finlandeses
sanos

44 pacientes con dispepsia
17 voluntarios sanos con
riesgo de sindrome
metabdlico
14 mujeres sanas

61 hombres y mujeres con
hipertriglicemia

23 hombres y mujeres con
sobrepeso y obesidad

145 personas relacionadas
con la degeneracién macular

Reduccion de la oxidacion de
LDL.

Baj6 significativamente la
concentracién en suero del
acido lactico en hombres
adultos, después de correr
1200 m.
Disminucién de ROS.
Secrecion de inhibina 8 por
células Sertoli.

Mejora la fatiga debida a la
visualizacion de pantallas.
Reduccion de los niveles de
plasma de &cidos grasos 12 y
15 hidroxi.
Gran reduccién de los
sintomas de reflujo en la
semana 4 del estudio.
Disminucién significativa de
HblAc y TNF-alfa.
Incremento significativo de
adinopectina.
Disminucion de la proteina C
reactiva (PCR) después de 4
semanas.
Disminucién significativa de
triglicéridos y aumento del
colesterol HDL.
Aumento significativo de la
adinopectina
Descenso significativo de los
biomarcadores de estrés
oxidativo (MDA, ISOP, SOD y
TAC).
Estabilizacién o mejoria en la
agudeza visual, sensibilizacién
al contraste y funcion visual.

Fuente: L6épez-Roldan y Mach 2012
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d. Aplicaciones en alimentos

Las pocas aplicaciones que se tienen de astaxantina en alimentos, se deben
principalmente a su naturaleza lipéfilica y a su alta inestabilidad, por lo que, el uso de
alguna tecnologia de microencapsulacion representa una alternativa adecuada para
reducir los problemas de incompatibilidad e inestabilidad de astaxantina en matrices
alimentarias (Franco-Zavaleta 2010). En el Cuadro 4 se resumen algunos estudios

gue se tienen de la aplicacion de astaxantina en alimentos.

F. MICROENCAPSULACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

La microencapsulacion es una tecnologia empleada para proteger compuestos
bioactivos de la degradacion u oxidacion, reducir problemas de incompatibilidad y
aumentar su biodisponibilidad en el tracto gastrointestinal o puntos especificos del
mismo (Martins y col 2014).

Dicha tecnologia consiste en el recubrimiento del principio activo con una matriz
polimérica inerte, para protegerlo de condiciones adversas como luz, temperatura,
oxigeno y pH (Flores-Belmont y Jiménez-Munguia 2013; Martins y col 2014).

El resultado de la microencapsulacion es la generacion de microparticulas, con
tamano entre 1-1000 ym dependiendo del método de microencapsulaciéon empleado,
las cuales se espera sean funcionales y estables durante almacenamiento (Nava-
Reyna y col 2015).

De acuerdo a la distribucion del principio activo en la microparticula, éstas
pueden diferenciarse en microcapsulas y microesferas. Las microcapsulas son

sistemas vesiculares en los que la sustancia de interés se localiza en el interior de la
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Cuadro 4. Estudios sobre aplicaciones de astaxantina en alimentos

Aplicaciones

Referencia

Aplicacion de nanodispersiones de
astaxantina en leche descremada y jugo de
naranja

Aplicaciones de oleorresina de astaxantina en
leche entera, semidescremada y descremada

Dispersion de oleorresina de astaxantina en
propilenglicol para utilizarse en un modelo de
bebida instantanea

Aplicacion de oleorresina de astaxantina en yogurt
tradicional y yogurt light para simular el color
durazno y estudiar su estabilidad en refrigeracion

Utilizacion de portadores lipidicos
nanoestructurados con astaxantina en cerveza sin
alcohol

Anarjany Tan 2013

Cerezal-Mezquita y col 2013

Villalobos-Castillejos y col
2013

Cerezal-Mezquita y col 2014

Tamjidi y col 2017
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microparticula, generalmente disuelta en un medio oleoso. Las microesferas, en
cambio, son sistemas de tipo matricial donde la sustancia activa se suele encontrar
encapsulada en el interior de la matriz. Una vez encapsulado, el compuesto activo
puede liberarse de la matriz de forma controlada por solubilizacién, calentamiento,
accion enzimética o pH (Nesterenko y col 2013; Martins y col 2014).

Existen diversas técnicas de microencapsulaciéon, las cuales se dividen en
guimicas y mecanicas (Figura 4), obteniéndose asi, productos con caracteristicas
especificas y aplicaciones diversas (Madene y col 2006; Flores-Belmont y Jiménez-
Munguia 2013).

La seleccion del método de microencapsulacién apropiado dependerd de la
tecnologia disponible, materiales de cubierta, del nacleo y del tamafio de particula
deseado (Ruiz-Canizales 2015). En el Cuadro 5, se pueden observar diversos
sistemas de encapsulacion y estabilizacion de astaxantina.

En la industria alimentaria y farmacéutica, el secado por aspersiéon figura entre
las metodologias mas aplicadas, debido a su bajo costo, continuidad de proceso y

uso de materiales no toxicos (Parra-Huertas 2010).

1. Secado por aspersion

Es la técnica mas empleada en la industria alimentaria, nutracéutica y
farmacéutica; es tan versatil que permite la encapsulacion de microorganismos,
compuestos hidrosolubles y lipofilicos (Parra-Huertas 2010). También, se emplea
para reducir la actividad de agua de una sustancia con la finalidad de ampliar la

estabilidad durante almacenamiento (Garcia-Gutiérrez y col 2004).
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Figura 4. Clasificacion de los métodos empleados en microencapsulacién de

compuestos bioactivos.
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Cuadro 5. Sistemas utilizados para la estabilizacion de astaxantina

Sistema Referencia

Microencapsulacion utilizando matriz de quitosano  Higuera-Ciapara y col 2004
y glutaraldehido, mediante emulsion multiple

Encapsulacion utilizando quitosano Kittikaiwan y col 2007
Inclusion utilizando B-ciclodextrinas e iones calcio Cheny col 2007
Incorporacion en liposomas Matsushita y col 2008
Inclusion utilizando B-ciclodextrinas Yuan y col 2008
Nanoencapsulacion utilizando PCPL y PB4 Tachaprutinum y col 2009
Gelacion idénica utilizando alginato de sodio-calcio Lee y col 2011, Suganya y
Asheeba 2015
Microencapsulacién mediante secado por Bustos-Garza y col 2013

aspersion utilizando proteina de suero y goma
arabiga como encapsulantes

Dispersiones de astaxantina en propilenglicol Villalobos-Castillejos y col
2013
Microencapsulacion de astaxantina con proteina Sheny Quek 2014
de suero y fibra de maiz mediante secado por
aspersion
Coacervacion con gelatina y goma cashew GoOmez-Estaca y col 2016
Microencapsulacion con alginato de sodio Zhang y col 2017
mediante emulsion modificada
Microemulsiones utilizando behenato de glicerilo Tamjidi y col 2017
Nanoemulsiones utilizando saponinas de ginseng Shuay col 2018
Nanodispersiones utilizando proteina de suero Sheny col 2018
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Para el secado por aspersion primeramente se prepara la solucion (suspension 6
emulsién) de alimentacion (encapsulante mas bioactivo), en donde la sustancia a
encapsular es rodeada por la matriz protectora, posteriormente, la solucion es
alimentada al secador y atomizada por una boquilla (Fang y Bhandari 2010).

Finalmente, durante la atomizacién, la muestra entra en contacto con una
corriente de aire caliente que genera la evaporacién del agua presente en la muestra,
obteniéndose un producto seco en forma de polvo o granulos.

El tiempo de contacto entre la muestra atomizada y el aire caliente es muy corto
y en consecuencia el dafio debido al calor es minimo. El secado por aspersion
produce microparticulas con un tamafio entre 1-100 um (Fang y Bhandari 2010;
Parra-Huertas 2010).

Ademds, en comparacion con otros métodos como la liofilizacion, el secado por
aspersién proporciona una eficiencia de encapsulacion relativamente alta, llegando a

alcanzar valores hasta del 96 y 100% (Parra-Huertas 2010).

a. Etapas del secado por aspersion

El secado por aspersion consiste en cuatro etapas: Atomizacion, contacto aire-
gota, evaporacion y recuperacion del producto seco.

La atomizacion se logra al aplicar energia a la masa de liquido que va a ser
procesado. La atomizacion es la operacion mas importante en el proceso de secado
por aspersion (Masters 1979).

El tipo de atomizador determina la energia requerida para formar la nube, el

tamano y la distribucion de tamafio de las particulas atomizadas, su trayectoria y
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velocidad, siendo estos los factores de los que depende el tamafio final de la
particula seca (Filkova y col 2006).
Los aspersores/atomizadores utilizados son:
++ Atomizadores rotatorios o centrifugos: originan una descarga de liquido a alta
velocidad desde el eje de un disco rotatorio.
% Boquillas a presion: descargan liquido bajo presion a través de un orificio
pequeiio.
% Boquillas neumaticas: logran la aspersién por medio del uso de aire u otro gas
a alta velocidad en contacto con la alimentacion (Masters 1979).
En lo que se refiere al contacto aire-gota, existen 3 formas basicas de contacto
gue son: flujo paralelo, flujo a contracorriente y flujo mixto.
En el flujo paralelo, el asperjado y el aire caliente se introducen en la zona
superior de la cdmara y viajan en la misma direccion a través del secador, lo que

favorece a los materiales termolabiles, ya que estos son protegidos de las altas

temperaturas por el enfriamiento evaporativo (Masters 1979; Filkova y col 2006).

b. Agentes encapsulantes

Los materiales encapsulantes utilizados en la industria alimentaria son
usualmente biomoléculas derivadas de plantas (goma ardbiga, maltodextrina,
almiddn), animales (quitosano, gelatina) o microorganismos (carragenina, alginato de
sodio), etc. Las gomas y carbohidratos son los materiales de encapsulamiento mas
utilizados en comparacion con las proteinas y lipidos (Madene y col 2006).

Una gran cantidad de sustancias de diferentes tipos y propiedades (Cuadro 6)

pueden ser Utiles para recubrir o encapsular. Para uso en alimentos estos materiales
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Cuadro 6. Materiales de encapsulamiento

Tipos de encapsulantes

Encapsulante especifico

Gomas

Carbohidratos

Celulosas

Lipidos

Proteinas

Materiales inorganicos

Arabiga, agar, alginato de sodio,
carragenina

Almiddén, maltodextrinas, quitosano
dextranos, sacarosa, jarabes de maiz

Etilcelulosa, metilcelulosa, acetilcelulosa,
nitrocelulosa, caboximetil-celulosa

Ceras, parafinas, diglicéridos,
monoglicéridos, aceites, grasas, acido
estearico, triestearina

Gluten, caseina, albumina, WPI, gelatina

Sulfato de calcio, silicatos

Fuente: Desai y Park 2005.
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deben formularse y escogerse dando cumplimiento a los requisitos de seguridad de
las agencias gubernamentales como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) o la FDA de los EE.UU, lo que hace que encapsulantes que no son grado
alimenticio, como las hidroxi B-ciclodextrinas, no son una opcién viable a pesar de su
buena capacidad de encapsulamiento (Shen y Quek 2014).

Otra limitante de los materiales encapsulantes empleados, es que deben ser
altamente hidrosolubles, para mejorar la solubilidad de compuestos bioactivos
lipidicos, ademas de que no deben interferir con la digestion y/o absorcion de
compuestos lipidicos, ejemplo de lo anterior es el quitosano, el cual es un
encapsulante potencial, pero su consumo puede interferir con la biodisponibilidad de
compuestos bioactivos de naturaleza lipidica (Mun y col 2007).

Cuando se usan polisacaridos como agentes encapsulantes, en el secado por
aspersion, deben revisarse detalladamente sus propiedades funcionales. Por
ejemplo, las maltodextrinas se usan en combinacion con goma arabiga para
contribuir en la continuidad estructural durante la formacion de la pelicula
encapsulante, al combinar 2 compuestos de muy diferente masa molecular
(aproximadamente 1,8 y 1 700 kDa respectivamente), mejorando con ello la
eficiencia de encapsulacion de aceites.

Sin embargo, el grado de hidrdlisis de las maltodextrinas también es un factor a
considerar, ya que equivalentes de dextrosa muy bajos no tienen el efecto positivo
mencionado (Pedroza y col 2002).

Se ha demostrado, que por la interaccion existente entre la goma arabiga y los
lipidos se previene su oxidacion, el mecanismo propuesto esta relacionado con las

propiedades de la goma arabiga de adsorberse en la interfase aceite/agua formando
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una pelicula viscoelastica, donde los lipidos contribuyen con la coherencia de la
estructura a través de la formacién de empalmes o uniones por medio de gotitas de
aceite en los anclajes de las cadenas de la goma arabiga (Pedroza y col 2002).
Estudios para evaluar la sustitucion de la goma arabiga por otros agentes
encapsulantes, han demostrado que el uso de almidén de maiz como reemplazante
total de la goma arabiga produce un polvo con una eficiencia de encapsulacién pobre
(30 %). Sin embargo, cuando se combinan los materiales de la pared (50 % de
glucosa y 50 % de goma ardbiga) se alcanza una eficiencia de encapsulacion
elevada (92 %). Ademéas, se ha demostrado que la goma ardbiga puede ser
reemplazada parcialmente por maltodextrina o almidones (ED 5.5 - 38) para
encapsular materiales lipidicos, y que la elevacion de la concentracion de sélidos en
la emulsion incrementa significativamente la eficiencia de encapsulacion (McNamee

2001).

1) Goma arabiga.

La goma arabiga es un exudado de plantas (E-414, segun la lista de aditivos de
la Union Europea), extraido de la resina de arboles subsaharianos (Acacia senegal y
Acacia seyal) como parte del proceso de cicatrizacidbn conocido como gumosis. La
goma arabiga esta formada por una mezcla muy compleja de polisacaridos y
proteinas, que ademas varia dependiendo del origen de la goma. Los polisacéaridos
tienen como componentes principales galactosa, arabinosa (de aqui procede el
nombre del monosacérido), ramnosa y acido glucurénico, en orden decreciente de
abundancia. También contiene proteinas, fundamentalmente glicoproteinas muy

ricas en hidroxiprolina (Franco y col 2006).
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La goma arabiga es facilmente soluble, produciendo soluciones relativamente
poco viscosas incluso a concentraciones elevadas (20%). Se utiliza como
emulsificante, papel en el que son esenciales las proteinas, como estabilizante de
suspensiones, especialmente en la industria de bebidas refrescantes, para formar
peliculas protectoras, para encapsular pigmentos y aceites esenciales en productos

concentrados y en polvo (Pedroza y col 2002; Franco y col 2006).

2) Maltodextrina

La maltodextrina es un biopolimero hidrosoluble que se obtiene de la hidrolisis
del almidon (llevada a cabo por procesos quimicos o bioquimicos); su estructura se
conforma de cadenas lineales de D-glucosa unidas mediante enlace a-1,4. Este
polimero presenta diversas propiedades deseables como la formacién de peliculas,
la reduccion de la permeabilidad de oxigeno, su facil produccién a escala industrial,
ademas de ser un material inocuo y de bajo costo. Asimismo, el uso de este polimero
permite la generacién de microparticulas esféricas con homogeneidad superficial
(Sansone y col 2011).

De acuerdo con el grado de hidrdlisis, a los derivados se les asignan un valor
equivalente de dextrosa (ED). Cuanto mayor es el valor ED, mas corta es la cadena

de la glucosa y mas alta es la dulzura y solubilidad (Murugesan y Orsat 2012).

c. Factores limitantes en el proceso de microencapsulacion
Entre los factores mas destacables que pueden afectar el proceso de

microencapsulacion mediante secado por aspersion se encuentran: la concentracion
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y tipo de agente encapsulante, pH del medio y las condiciones de operacién,

principalmente (Takenaka y col 1980).

1) Concentracion y caracteristicas del polimero

Cuando se utilizan gomas como agentes encapsulantes se ha observado que,
dependiendo de la concentracion de la goma y las caracteristicas del polisacarido, se
puede mejorar o por el contrario afectar la eficiencia de encapsulacion (Sandoval-
Peraza y col 2016).

Jyothi y col (2010) mencionan que cuando se utilizan polisacaridos para
encapsular, la eficiencia de encapsulacion dependera de la concentracion de dicho
material. Por ejemplo, la eficiencia aumenta entre un 53.1-70.9% cuando la
concentracion del polimero aumenta de un 20-32.5%. El aumentar la concentracion
permitira la precipitaciéon rapida del polimero hacia la fase dispersa, lo que previene
la pérdida del agente a encapsular, asi mismo, se aumenta la viscosidad lo que
permite que el principio activo permanezca dentro de las particulas formadas por el

polimero.

2) Condiciones de operacién

Estos factores son de los mas importantes en la mayoria de las técnicas de
microencapsulacion, ya que éstas determinan la eficiencia, asi como la degradacion
del principio activo microencapsulado. Parra-Huertas (2010) menciona que las
condiciones de proceso de mayor importancia son la temperatura de entrada y salida

del aire de secado, el flujo de alimentacion del producto a encapsular, el tiempo de
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residencia en la camara de secado y el acondicionamiento previo de la materia prima
antes del secado.

En el secado por aspersion, la temperatura de entrada es normalmente una de
las variables que requiere mayor control debido al eventual termo-sensibilidad del
encapsulado, pero no puede tener un valor muy bajo, ya que hace ineficiente el
proceso de secado. La estrategia se basa en encontrar una temperatura adecuada,
gue combinada con otras variables de proceso, como la velocidad de entrada del
flujo de alimentacion, produzcan la mezcla adecuada de didmetro medio, tiempo y
temperatura de secado de gota que permitan la obtencion de microencapsulados con
muy pocas grietas superficiales, con un adecuado nivel de bioactividad, que estén
atrapados en un material de pared de humedad y actividad de agua bajas y que
presenten una temperatura de transicion vitrea superior a la temperatura de

almacenamiento (Ramirez-Londofio 2013).
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IV.  JUSTIFICACION

Las bebidas son un producto de consumo masivo, conocidas mundialmente, con
costo de produccién bajo, de preparacion facil y tienen vida util larga, por lo que
pueden ser un excelente vehiculo para la incorporacion de nutrimentos o de
compuestos bioactivos. Se ha establecido que la astaxantina es un potente
antioxidante, el cual podria ser utilizado para su incorporacién en bebidas. De
acuerdo a la revision de literatura, ha quedado establecido que la astaxantina puede
proporcionar beneficios a la salud, por su potencial efecto antioxidante,
antiinflamatorio y anti-obesidad, atributos de gran importancia debido a que las
complicaciones derivadas del sobrepeso y obesidad son un problema de salud en
México.

Existen pocos trabajos cientificos sobre la utilizacion de astaxantina en la
elaboracion de productos alimenticios con caracteristicas nutracéuticas, esto debido
principalmente a su alta inestabilidad y su naturaleza lipéfila, lo cual limita su
utilizacion en matrices acuosas, haciendo necesaria la aplicacion de alguna
tecnologia que facilite su uso en sistemas acuosos.

La microencapsulacion utilizando goma arabiga, maltodextrina y secado por
aspersion, representan una alternativa tecnolégica adecuada para proporcionar
estabilidad y solubilidad a compuestos bioactivos liposolubles (como la astaxantina)

en matrices alimentarias acuosas, como bebidas.
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V. HIPOTESIS
Microencapsulados de astaxantina con buena solubilidad/ estabilidad/ tiempo de
dispersibn en agua son obtenidos mediante el empleo de maltodextrina, goma
arabiga y secado por aspersion con rendimiento (R), concentracién de astaxantina
([Ast]) y eficiencia de microencapsulacion (EM) elevados. Asimismo, bebidas
funcionales a base de proteina de amaranto y jugo de frutas, adicionadas con estos
microencapsulados, presentan actividad antioxidante (AAox) alta y buena

aceptabilidad sensorial.
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VI. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Optimizar el proceso de microencapsulacion de astaxantina con maltodextrina y

goma arabiga mediante secado por aspersion para la obtencion de

microencapsulados con rendimiento (R) y concentracién de astaxantina ([Ast]) altos,

para emplearse en la formulacion de bebidas funcionales, a base de proteina de

amaranto y jugos de frutas, con potencial antioxidante alto.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Obtener la mejor combinacion de las variables del proceso de
microencapsulacion mediante secado por aspersion (% agente encapsulante,
temperatura de aire de secado y flujo de alimentacion) para la obtencion de

microencapsulados de astaxantina con R y [Ast] altos.

Validar las condiciones Optimas del secado por aspersion, con base en las
variables de respuesta (R, [Ast]) estudiadas a los microencapsulados de

astaxantina.

Evaluar propiedades fisicoquimicas (humedad, color, tiempo de dispersion,
solubilidad, propiedades de flujo), eficiencia de microencapsulacion (EM),
actividad antioxidante (AAox), morfologia y tamafio de particula a los

microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO).
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Desarrollar bebidas a base de proteina de amaranto y jugo de frutas, adicionadas

con los microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO).

Evaluar composicidn quimica, contenido energético y propiedades fisicoquimicas
a las bebidas a base de amaranto y jugos de frutas, adicionadas con los

microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO).

Determinar la concentracion de astaxantina y actividad antioxidante de las

bebidas a base de amaranto y jugos de frutas, adicionadas con los

microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO).

Evaluar sensorialmente las bebidas a base de amaranto y jugos de frutas,

adicionadas con los microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO).

52



VIl.  MATERIALES Y METODOS

A. MATERIALES
1. Materias primas

Para el desarrollo de este proyecto se utilizé oleorresina de astaxantina al 5%
(AstaZine, BBG North America, Inc.), maltodextrina 10 ED (Globe, Ingredion México
S. A. de C. V.), goma arabiga (Instant Gum BB, Nexira S. A. de C. V.), semillas de
amaranto (A. hypochondriacus), jugo de durazno y manzana 100% natural (Natura®,
Valle Redondo S.A. de C. V.), pulpa de fresa (Zone Frut®, RG Internacional S. A. de
C. V.), concentrado natural de limén (Noble®, Grupo R3 S. A. de C. V.), Stevia al

90% (PyureOrganic, Pyure Brand, LLC) Pectina LM (Unipectin, Cargill).

B. METODOS
1. Obtencién de condiciones 6ptimas del proceso de microencapsulacion de
astaxantina con maltodextrina y goma ardbiga mediante secado por
aspersion
a. Disefo experimental
Para la optimizacion se aplicé la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR).
Se utilizé un disefio experimental Box-Behnken con tres factores, los cuales fueron,
el contenido de agente encapsulante, la temperatura de entrada del aire de secado y
el flujo de alimentacion al secador. En el Cuadro 7, se puede observar los niveles de
cada uno de los factores utilizados; un valor de —1 fue asignado al nivel méas bajo, de

0 al nivel medio y +1 al nivel més alto.
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Cuadro 7. Factores (variables de proceso) y niveles utilizados para el Disefio

Experimental Box-Behnken

Variable de Niveles codificados de las variables utilizadas
proceso T 5 T
AE (%) 10 15 20
TA (°C) 150 155 160

Flujo (mL/min) 6 7 8

AE = Agente encapsulante= mezcla Maltodextrina : Goma arabiga (50:50, % p/p)
TA= Temperatura de entrada del aire de secado

Flujo= Flujo de alimentacién al secador
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Catorce combinaciones (incluyendo 2 réplicas del punto central) fueron
seleccionadas en orden aleatorio (Cuadro 8) de acuerdo al programa Design Expert
version 7.0.0 (Design Expert, 2005; Stat-Ease, Minneapolis, MN, EUA). Las variables
de respuesta que se maximizaron fueron el rendimiento del proceso de
microencapsulacion (R) y la concentracion de astaxantina en los microencapsulados

([Ast]).

b. Preparacién de las emulsiones de astaxantina.

El material de pared, que consisti6 en una mezcla de maltodextrina y goma
arabiga (50:50, % p/p), se disolvié en agua destilada. Una vez que se obtuvo una
completa disolucién de los agentes encapsulantes, se adicion6 0.5% de lecitina de
soya. Las emulsiones se prepararon utilizando un homogenizador (Ultraturrax, lka
T25, EUA) a 13,000 rpm durante 2 minutos. La cantidad de fase oleosa (oleorresina
de astaxantina y aceite de girasol, en proporcion 55:45 p/p) usada en la emulsion fue
del 2 % p/p con base en la cantidad de material de pared utilizado (Bustos-Garza y

col 2013, Shen y Quek 2014).

c. Microencapsulacion mediante secado por aspersion.

Las emulsiones se convirtieron en polvos utilizando un secador por aspersion
(Yamato, ADL-311S, EUA) de acuerdo a las condiciones de proceso consideradas en
el disefio experimental (Cuadro 8).

La presién de atomizacién (0.15 MPa) y el flujo de aire de secado (0.42 m®min)

se mantuvieron constantes para todas las corridas experimentales.
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Cuadro 8. Disefio experimental utilizado para obtener diferentes combinaciones de
agente encapsulante (AE), temperatura de entrada del aire de secado (TA) y flujo de
alimentacion (Flujo) para obtener microencapsulados de astaxantina mediante

secado por aspersion, y variables de respuesta estudiadas

o Variables de proceso Variables de respuesta
Tratamiento Corri.da AE TA Flujo R [Ast]
(aleatori) o5 C)  (mLimin) (%) g Aty ™
1 12 10 150 7
2 14 20 150 7
3 5 10 160 7
4 11 20 160 7
5 4 10 155 6
6 8 20 155 6
7 9 10 155 8
8 13 20 155 8
9 3 15 150 6
10 1 15 160 6
11 6 15 150 8
12 2 15 160 8
13 10 15 155 7
14 7 15 155 7

Disefio experiemntal Box-Behnken con tres factores y tres niveles; 14 experimentos. AE = Agente encapsulante, TA=
Temperatura de entrada del aire de secado, Flujo=Flujo de alimentacién al secador, R= Rendimiento, [Ast]= Concentracién de
astaxantina. Las flechas verticales apuntando hacia arriba indican que el objetivo fue maximizar los valores de las variables de
respuesta.
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Los microencapsulados obtenidos se recolectaron una vez reducida la
temperatura de salida a 40 °C, para posteriormente pesarse y almacenarse en bolsas
de polipropileno, las cuales se colocaron en un desecador a una temperatura de 4°C

para andlisis posteriores (Bustos-Garza y col 2013, Ruiz-Canizales 2015).

d. Evaluacién de las variables de respuesta alos microencapsulados
1) Rendimiento (R)

El rendimiento del proceso de microencapsulacion se calcul6 mediante una
técnica gravimétrica como la relacion que existe entre la cantidad de solidos
alimentados en el secador (m1l) respecto a los sélidos recuperados a la salida del

secador (m2) (Krishnaiah y col 2012).
R (%) = m 100
(%) = ml x

2) Concentracion de astaxantina [Ast]

Cuatrocientos miligramos de microencapsulados se dispersaron en 30 mL de una
solucion buffer de fosfatos (pH 7). La astaxantina se extrajo adicionando 1 mL de
metanol y 2.5 mL de acetato de etilo. La mezcla se agité a 3000 rpm por 2 minutos y
se centrifugd a 1010 x g durante 15 minutos, el sobrenadante conteniendo el acetato
de etilo y la astaxantina, se colectdé con pipeta Pasteur y se colocé en un frasco
ambar, el cual se almacend a 4°C hasta su respectivo analisis (Bustos-Garza y col

2013).

Para determinar la concentracion de astaxantina, se midiod la absorbancia (472

nm) de 0.1 mL (mo) de extracto de acetato de etilo previamente diluido con 20 mL (V)
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de hexano. La absorbancia (A) y el coeficiente de extincion de la astaxantina

(B, . = 2100) se utilizaron en el calculo de la concentracion mediante la siguiente

formula (Corréa y col., 2012):

[Ast] (ug/mg polvo) = %X 10

1cm

e. Analisis de regresion y varianza

Se aplico regresion multiple de minimos cuadrados de la MSR para investigar la
relacion entre las variables independientes [AE (X1), TA (X2) y Flujo (X3)] vy
dependientes (R, [Ast]). EI modelo empirico de la “caja negra” que se presenta en la
Figura 5 representa dicha relacién entre variables de proceso y variables de
respuesta. La expresion dentro de la “caja negra” representa R y [Ast] cuyo k=1y 2,
respectivamente; Byo, Bui, Bki Y Bkj representan la constante y los coeficientes de los
efectos lineal, cuadratico y de interaccion, respectivamente. X;, Xi? y XiX; representan
el efecto lineal, cuadratico y de interaccion de las variables independientes,
respectivamente; y ¢ representa el error, primariamente considerado por la
incapacidad para determinar el modelo verdadero. Para cada respuesta estudiada,
se ajustd una ecuacion polindmica de segundo grado utilizando una ecuacion de
regresion multiple y los datos experimentales de R y [Ast] de los microencapsulados
producidos (14 tipos de microencapsulados diferentes). En el andlisis de regresion,
los términos no-significativos (p > 0.1) se eliminaron del polinomio de segundo grado,
se recalculé un nuevo polinomio y se obtuvo un modelo de prediccion para cada
variable de respuesta (Myers 1971). Los modelos de prediccion obtenidos se

utilizaron para representar graficamente el sistema.
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Variables de Variables de

proceso 2 i , 2 respuesta
e VBN B V'V
X1:AE » k ), ki Id' il 44 L ij 444 ‘ Y1:R
X2:TA El I Elj=141 YZ:[ASt]
Xs;=Flujo

Figura 5. Modelo matematico de la “caja negra” que muestra la relacién entre las
variables de proceso de microencapsulacion y de las variables de respuesta de los

microencapsulados.

59



Se obtuvieron graficos de superficie de respuesta para cada variable de
respuesta donde se muestra el efecto de las variables de proceso sobre las variables
de respuesta. El andlisis de regresion y varianza y la obtencion de los gréaficos de
superficies de respuesta se realizd utilizando el Software Design Expert version

7.0.0 (Design Expert, 2005; Stat-Ease, Minneapolis, MN, EUA).

f. Optimizacion

Se utilizé el método numérico de Deseabilidad para encontrar los valores 6ptimos
de AE, TA y flujo. Los criterios para la optimizacion de estas variables fueron los
valores mas altos de R y [Ast]. Se utiliz6 una ecuacion de transformacién para
calcular los valores de deseabilidad individual para cada respuesta. La funcién de
deseabilidad implicé la transformacion de cada una de las variables de respuesta
estimadas Yj(x) a un valor deseable di(x), en donde se obtuvieron deseabilidades
individuales [di(x)] para cada una de las variables de respuesta (R y [Ast]) y estas
tomaron valores entre 0 y 1. La ecuacion de transformacion que se utilizé6 para

calcular los valores de deseabilidad individual para cada respuesta fue:

0 Y (x) <Y,
Y, (x)- Y, , :
d (x) =4 ————= ifY, <Y (x)<Y,
Y —Y,
1 FY(x)=Y'

Donde: di(X) = Valor de la deseabilidad de la i-ésima variable de respuesta, Yi(X)

= Variable de respuesta estimada, Y* = Maximo valor aceptable de la i-ésima
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variable de respuesta, Y = Minimo valor aceptable de la i-ésima variable de
respuesta.

Si di(x)= 1, significa que la correspondiente respuesta estimada Yj(x) alcanzé su
maximo valor deseable; si di(x)= 0, la respuesta alcanzé un valor no deseado. Las
deseabilidades individuales se combinaron usando la media geométrica para obtener
la deseabilidad global [D= (d; x dy) 1’2] (Bacio-Parra 2007).

La deseabilidad global fue una opcion légica, ya que si alguna di(x) = 0, la
deseabilidad global seria D= 0, indicando que el producto microencapsulado es
inaceptable. Una vez calculada la deseabilidad global, se obtuvieron los graficos de
deseabilidad y se determinaron las condiciones Optimas del proceso de
microencapsulacion.

Valores de deseabilidad global entre 0.6 y 0.8 son adecuados para sistemas
alimenticios, siendo el valor ideal 6ptimo D=1. Los célculos de deseabilidades
individuales (d;) y la deseabilidad global (D) se llevaron a cabo utilizando el Programa

Design Expert ver 7.0.0 (Design Expert, 2005; Stat-Ease, Minneapolis, MN, EUA).

g. Validacion de las condiciones 6ptimas

Para validar las condiciones optimas de microencapsulacion, se obtuvieron 5
réplicas de los microencapsulados de astaxantina empleando las condiciones
optimizadas (MAO); a estos microencapsulados se les evalué experimentalmente por
triplicado R y [Ast], y los resultados se contrastaron con los valores arrojados por los
modelos matematicos de prediccién para cada una de las variables de respuesta
estudiadas. Adicionalmente, para validar las condiciones O6ptimas de

microencapsulacion se construyé un intervalo de confianza teérico para cada
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respuesta a partir de la zona de optimizacion utilizando un nivel de confianza del

95%.

2. Caracterizacion de los Microencapsulados de Astaxantina Optimizados
(MAO)
a. Humedad

El contenido de humedad en los microencapsulados optimizados se determiné
de acuerdo a la AOAC (2012). Muestras por triplicado de los microencapsulados (1
g) se pesaron y secaron en un horno (Novatech, HS35-AID, México) a 100 °C por 24
h. Las muestras se sacaron del horno, se enfriaron en el desecador y se pesaron

hasta obtener peso constante.

b. Color

Los atributos de color, luminosidad (L*), a* y b* se midieron a 2 g de
microencapsulados utilizando un colorimetro (Konica Minolta, CR-300, Japon). Las
muestras se analizaron por triplicado. Los valores del angulo de matiz (h°) se

calcularon mediante la siguiente formula h® = arctan (b* / a*) (Ahmed y col 2010).

c. Tiempo de dispersion en agua

Un gramo de muestra de las microencapsulados se colocé en 40 g de agua
destilada (35 °C). Se tom6 como tiempo inicial el contacto del polvo con el agua y
hasta que no hubo evidencia visual de particulas de polvo (Rodriguez-Huezo 2005).

Las muestras se cronometraron por triplicado y se reportaron la media de ellas.
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d. Solubilidad en agua

Doscientos miligramos de microencapsulados (m inicial) se disolvieron en 10 mL
de agua destilada por agitacion en un vortex. A continuacién, la mezcla se centrifugé
a 760 x g durante 10 min a 20 °C, posteriormente, una alicuota de 9 mL se sec6 a 75
°C durante 24 h. El peso de la muestra seca (m final) se utilizd para el calculo de la
solubilidad (Montero y col 2016). El experimento se realiz6 por triplicado. La

solubilidad se calculé mediante la siguiente férmula:

m final x (%)

minicial

Solubilidad (%) = x 100

e. Eficiencia de microencapsulacion (EM)

El contenido de aceite en la superficie de los microencapsulados se elimino
mediante una extraccion con éter de petréleo segun el método de Jafari y col. (2008)
con algunas modificaciones (Shen y Quek 2014). A un gramo de los
microencapsulados optimizados se les afiadidé 15 mL de disolvente, la suspension se
mezclé a temperatura ambiente durante 10 minutos. El polvo y el disolvente se
separaron por filtracion al vacio. Las particulas contenidas en el papel filtro
(Whatman No.41) se lavaron con 5 mL adicionales de éter de petrdleo. El papel filtro
con los microencapsulados de astaxantina lavados, se dejé secar a temperatura
ambiente hasta que alcanz6 peso constante. Finalmente, se determind por triplicado
la concentracion de astaxantina en los microencapsulados lavados ([Ast]L) y sin lavar

([Ast]). La EM se calcul6 mediante la siguiente férmula:

EM(%) = Contenido de astaxantina dentro de los microencapsulados ([Ast]L) 100
/= " Contenido total de astaxantina en los microencapsulados ([Ast]) x
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f. Actividad antioxidante (AA0X)

La evaluacion de la actividad antioxidante se realiz6 mediante el método de
ABTS, el cual se basa en la generacion de un croméforo del radical ABTS™ (2,2°-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-acido-6-sulfurénico) y la capacidad de un antioxidante
para decolorarlo. Este ensayo se realizdé segun lo descrito por Bustos-Garza y col
(2013). Se dejaron reaccionar durante 5 min, 30 yL de la muestra extraida con
acetato de etilo con 2.97 mL de radical ABTS™ previamente ajustado a una
absorbancia de 0.7+ 0.02 (Figura 6). Posteriormente, la absorbancia de las muestras
por duplicado se leyé a 734 nm en un espectrofotometro (Thermo Spectronic,
Genesys 10, USA). Finalmente, los resultados se expresaron como umoles
equivalentes de Trolox /100 g y se determinaron a partir de una curva estandar de

Trolox de concentracién conocida.

g. Morfologiay tamafo de particula

La morfologia de los microencapsulados de astaxantina optimizados se analizé
en un microscopio electrénico de barrido (Carl Zeiss, EVO-50, Alemania). La muestra
sin ningun tratamiento previo se montd sobre un porta muestras con ayuda de una
cinta de carbono de doble cara adhesiva. La observacion se realizdé en condiciones
de alto vacio, con un detector de electrones secundarios (SE1) y voltaje de
aceleracion de 15 kV. Las imagenes capturadas fueron analizadas usando el
programa ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA) para

determinar el tamafo de los microencapsulados.
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Pesar 13.2 mg de persulfato de potasio
(2.45 mM) y hacerlo reaccionar en un
frasco ambar con los 20 mL de solucion
de ABTS

Pesar 77.6 mg del reactivo de ABTS y
adicionar 20 mL de agua destilada para
obtener una concentracion de 7 mM en

solucién acuosa

Homogenizar y cubrir
con papel aluminio

La solucién se incubd de 12 a 16 h a temperatura
ambiente antes de su uso

.

-

Diluir la solucién de ABTS** con metanol hasta obtener
una absorbancia inicial de 0.7 + 0.02 a 734 nm

.

Figura 6. Diagrama del proceso de generacion del radical cation ABTS™ (Re y col

1999).
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h. Propiedades de Flujo
1) Densidad aparente
La densidad aparente es la masa del polvo dividida entre el volumen aparente.
Se determiné pesando y colocando 1 g de muestra en una probeta de 5 mL. La
densidad se calculd con la siguiente ecuacion:
p=m/v
Donde p es la densidad aparente, m es el peso de la muestra en gramos y v es

el volumen de la muestra en mL (Shah y col 1997).

2) Densidad compactada

La densidad compactada es el volumen que ocupa la muestra después de
compactarse. Se determin6 colocando 1 g de muestra en una probeta de 5 mL y
dejando caer continuamente la probeta desde una altura de 2 a 5 cm sobre una
superficie dura y hasta que no hubo cambios en el volumen ocupado por la muestra.
La densidad compactada se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

pc = mlvc

Donde pc es la densidad de la muestra compactada, m es la masa de la
muestra en gramos y vc es el volumen de la muestra compactada en mL (Shah y col

1997).

3) indice de Hausner
El indice de Hausner sirve para determinar la cohesividad que presentan los

polvos. Se calculé con la siguiente ecuacion:
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IH = pclp

Donde IH es el indice de Hausner, pc es la densidad compactada y p es la

densidad aparente (Islam y col 2017).

4) Compresibilidad
La compresibilidad también conocida como indice de Carr sirve para determinar

la fluidez de los polvos. Se calcul6 con la siguiente ecuacion:
IC =100 — 100/IH

Donde IC es el indice de compresibilidad e IH es el indice de Hausner (Islam y

col 2017).

5) Densidad de Particula

La densidad de particula es la masa de la particula dividida entre el volumen
gue ocupa, excluyendo los poros de las particulas y se determiné pesando 1.5 g de
muestra y colocandola en un matraz aforado de 10 mL, el matraz se afor6 con
tolueno y se midié el volumen de tolueno utilizado para asi calcular la densidad de

particula con la siguiente ecuacion:

g

p=—2°_
PE = vE—vi)

Donde pP es la densidad de particula, g es la cantidad de muestra en gramos,
vf el volumen del matraz utilizado y vi es el volumen de tolueno utilizado en mL

(Islam y col 2017).
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6) Porosidad
La porosidad fue calculada con la densidad de particula y la densidad

compactada como se muestra en la siguiente ecuacion:

pP —pc
E:

100
pP *

Donde ¢ es la porosidad, pP es la densidad de particula y pc es la densidad

compactada (Islam y col 2017).

3. Desarrollo y caracterizacion de bebidas a base de proteina de amaranto y
jugo de frutas, adicionadas con los microencapsulados de astaxantina
optimizados (MAO).

a. Obtencion de bebidas adicionadas con MAO
Se desarrollaron tres modelos de bebidas adicionadas con microencapsulados

de astaxantina optimizados, uno a base de jugo de limén y pulpa de fresa (tipo

limonada) y dos a base de amaranto y jugo de frutas. Para la formulacién de las
bebidas de amaranto, una se elabor6 a base de concentrado de proteina de
amaranto obtenido por extraccién alcalina y precipitacion acida (Figura 7), mientras
que la otra se elabor6 con leche de amaranto obtenida por extraccion acuosa (Figura
8). Dependiendo de la formulacion, se utilizaron mezclas de estevia, pectina y acido

citrico como edulcorante, estabilizante y acidulante respectivamente.

b. Pasteurizacion de las bebidas adicionadas con MAO
Una vez que se tuvieron formuladas las bebidas, éstas se calentaron a 80 °C

durante 30 minutos con agitacion constante; después de trascurrido el tiempo de
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e ™

Suspensioén de harina de
amaranto desgrasada

(1:10 p/v)

\

Extraccién alcalina 1

(pH 9 ajustado con NaOH 2M
y agitado 1h)

A4

Centrifugacion

(3560 x g, 20 min,
25 °C)
Residuo 1
Extracto 1 < >
\ 4
p
Suspensioén del
Residuo 1
(1:10 p/v)
A 4 Residuo 2 L
Extracto 2 <& ~
Y
Centrifugacién Extraccion alcalina 2
A2 .
. (pH 9 ajustado con NaOH 2M
Extracto alcalino (3560 x g, 20 min) y agitado 1h)
\4

P
Precipitacion isoeléctrica Centrifugacién ) Sobrenadante
(pH 4.5 ajustado con HCI 2M, (3560 x g, 20 min,
y agitado 30 min) 4°C)
\ J
> Precipitado
Concentrado liquido Ajuste de pH y solidos
de proteina de (pH 7 ajustado con
amaranto NaOH 2M, 2.8 °Brix)

Figura 7. Diagrama del proceso de obtencion del concentrado de proteina de

amaranto (Castel 2010; Polanco-Murrieta 2017).
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Limpieza Remojo de semillas de
y lavado de semillas N Enjuague 5 amaranto
de amaranto (3h)
(NaHCO3 al 5%, 3 min)
. J
Molienda Y
Homogeneizacién <— Escurrimiento
9 (1:6 p/v)
\ 4
Filtracion
\ 4
( \
Tratamiento L
Enfriamiento Leche de
térmico A .
(Bafio hielo, 15 min) amaranto
(80 °C, 30 min)
. J

Figura 8. Diagrama del proceso de obtencion de la leche de amaranto (Carpio-
Escobar 2009; Soteras 2011).
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pasteurizacion, se ceso el calentamiento y se adicionaron los microencapsulados de
astaxantina optimizados. Inmediatamente después de que los microencapsulados se
disolvieron completamente, las bebidas se envasaron en caliente y los envases

sellados se colocaron en un bafio de agua fria durante 20 minutos (Figuras 9y 10).

c. Caracterizacion de las bebidas adicionadas con MAO
1) Proteina

El porcentaje de proteina se determind indirectamente por la cuantificacion de
nitrégeno a través del método oficial de la AOAC (2012), utilizando como factor de
conversion 6.25. El método consistio en colocar 5 mL de la bebida en un tubo
kjeldahl, la muestra se dejo secar durante 6 h, posteriormente se le agreg6 1.625 g
de mezcla catalizadora (6.25 % de sulfato de cobre con 93.75 % de sulfato de
potasio) y 5 mL de acido sulfarico concentrado. El tubo kjeldahl se colocé en el
digestor y se calenté gradualmente, hasta que el contenido del tubo presenté un
color verde claro y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente el
contenido del tubo kjeldahl se traspasé a un tubo para destilacién, adicionando 10
mL de agua destilada para disolver los residuos que quedaron en el tubo Kjeldahl;
enseguida se afadieron 50 mL de hidroxido de sodio al 40%. Por otro lado en un
matraz Erlenmeyer se adicionaron 50 mL de &cido bérico al 4% y 3 gotas de
indicador Wesslow (0.8 g de rojo de metilo + 0.2 g de azul de metileno disueltos en
500 mL de alcohol etilico), para recibir el destilado de la muestra.

Finalmente, la muestra se titulé6 con HCI 0.01 N. El porcentaje de proteina se

calculé empleando la siguiente ecuacion:
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Jugo de durazno
y manzana

Concentrado de proteina de amaranto /

Leche de amaranto

Microencapsulados
de astaxantina

optimizados

\4 Mezcla de
Formulaciéon de edulcorante, estabilizante
la bebida y acidulante
\ 4

Pasteurizacion
(80°C, 30 min)

y
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A4
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m
[

Envasado

y sellado

Vv

Enfriamiento

(Bafio hielo, 20 min)

4

Almacenamiento
(4°C)

Figura 9. Diagrama del proceso de obtencion de las bebidas a base de amaranto.
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Pulpa de fresa

v Mezcla de
Jugo de limén Formulacion de edulcorante y
la bebida estabilizante
y

Pasteurizacion
(80°C, 30 min)

y
Mezclado
(= 75°C, 5 min)

Microencapsulados
de astaxantina

optimizados

y
Envasado

y sellado

\ 4
Enfriamiento

(Bafio hielo, 20 min)

Almacenamiento
(4°C)

Figura 10. Diagrama del proceso de obtencion de la bebida tipo limonada.
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i mL gastados de HCl x Normalidad del HCI x meq x FC
% Proteina = Peso de la muestra x 100

Donde meq son los miliequivalentes de nitrégeno (0.014) y FC es el factor de
conversion para obtener la proteina a partir del nitrégeno total (6.25).
La determinacion de proteina para cada una de las bebidas se realiz6 por

triplicado.

2) Lipidos (Método de Mojonnier)

El método es adecuado para determinar el porcentaje de grasa cruda en
muestras liquidas; se fundamenta en extraer la fraccion lipidica de la muestra, al
solubilizarla en el solvente organico no polar. Para lo cual, primeramente, se lavaron
muy bien las capsulas de evaporacion y se secaron en estufa hasta obtener peso
constante. Se determin0 la densidad de la bebida en un matraz aforado de 10 mL
(previamente pesado en balanza analitica), para lo cual se afiadieron 10 mL de la
bebida, se pesé nuevamente, y por diferencia, se obtuvo el peso de los 10 mL de
bebida. Posteriormente se tomaron 10 mL de la bebida y se transfirieron a un frasco
mojonnier, se le afadié 1.25 mL de NH4OH concentrado, 3 gotas de fenolftaleina y
se mezclaron. Se agregaron 10 mL de etanol al 95 %, se tap6 el frasco y se agit6
cuidadosamente, se le afiadieron 25 mL de éter etilico y se agitd cuidadosamente
durante 1 minuto; enseguida se le afladieron 25 mL de éter de petrdleo y se volvio a
agitar durante 1 minuto. El frasco se dejé en reposo durante 15 minutos en posicion
vertical para poder separar la fase etérea. Se decanté con cuidado la capa etérea a
la capsula previamente tarada. Se repiti6 dos veces mas el procedimiento de

extraccion de la grasa a la misma muestra de la bebida, tal y como se describio,
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afiadiendo sucesivamente: 5 mL de etanol, 15 mL de hexano y 15 mL de éter de
petréleo y en la tercera extraccion se elimind el etanol. Se decant6 cada vez la capa
etérea a la capsula que contenia el producto de la primera extraccion. Se evaporo el
solvente y la capsula se llevo a peso constante. Finalmente, con los datos obtenidos
del peso de la muestra y el peso de la grasa extraida, se reportd el resultado como

porcentaje de grasa cruda (Nielsen 2010).

. Peso final de la capsula — Peso inicial de la capsula
% Lipidos = x 100
Peso muestra

3) Cenizas

El porcentaje de cenizas se determind de acuerdo al método de la AOAC (2012).
Se pesaron 10 mL de muestra en un crisol de porcelana (puesto previamente a peso
constante), la muestra se carbonizé sobre la flama de un mechero, posteriormente,
se introdujo en una mufla a 550 °C por 5 horas, se dej6 enfriar gradualmente y se
colocé en un desecador para enfriar. Finalmente, se peso y se calculé el porcentaje
de cenizas:

) Peso del residuo
% Cenizas = x 100
Peso muestra

4) Fibradietaria total (FDT) por método gravimétrico no enziméatico

Este método es aplicable en alimentos y productos alimenticios con 10% de fibra
dietaria total y productos que contengan 2% de almidén, en base seca. La
determinacion se realiz6 mediante la precipitacion de la fibra por la adicion de etanol

de acuerdo a la metodologia descrita por Ramirez-Lopez (2008). A 10 mL de la
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bebida se le afiadié 40 mL de etanol al 78%, la suspensidén se mezcld a temperatura
ambiente durante 2 minutos. El precipitado y el disolvente se separaron por filtracién
al vacio. Las particulas contenidas en el embudo de filtracion se lavaron con 10 mL
adicionales de etanol al 78%. Se repitié dos veces mas el procedimiento de lavado a
la misma muestra filtrada, afladiendo 10 mL de etanol al 95% en el segundo lavado y
10 mL de acetona para el lavado final. EI embudo de filtracién con el residuo total
filtrado y lavado, se coloc6 en una estufa (Novatech, HS35-AIA, México) a 105°C
durante una noche, posteriormente se enfri6 en un desecador y el residuo seco (R)
se pesd. Un duplicado se analiz6 para proteina y otro se incinero a 550 °C para

determinar cenizas. El porcentaje de fibra se calcul6 con la siguiente ecuacion:

R—-A-B
Pm

% Fibra =[ ]1x 100
Donde R es el peso del residuo seco, A es el peso de proteina (g proteina/10 mL

bebida), B es el peso de ceniza (g ceniza/10 mL bebida) y P, es el peso promedio de

las muestras tomadas (Garcia-Cruz y Retana-Tobias 2007).

5) Carbohidratos disponibles
El contenido de carbohidratos se calculé por diferencia empleando la siguiente

ecuacion (Ramirez-Lopez 2008; Carrillo-Martinez 2017):

% Carbohidratos = 100 — ( Humedad + Proteina + Lipidos + Cenizas + Fibra )

+Dextrinas + Ac.organicos + Gomas + Edulcorante

6) Contenido energético
El contenido energético se calculé de manera tedrica en base a lo reportado por

la NOM-051-SCFI/SSA1-2010. Para el calculo correspondiente, se considerd el
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aporte calérico de cada uno de los componentes de la bebida, para ello, los
resultados de la composicibn quimica (por porcién) se multiplicaron por su
correspondiente factor caldrico. El contenido energético considerd la suma del aporte

energético de todos los componentes presentes en una porcién (200 mL) de bebida.

7) pH
El pH se determiné a una muestra de 100 mL de cada una de las bebidas,
utilizando un potenciometro (Thermo Scientific, Orion 3-Star, EUA) previamente

calibrado (Gamboa-Gomez 2014).

8) Solidos solubles

Los sélidos solubles (expresados en °Brix) se midieron usando un refractometro
de mesa (Hanna, HI96801, EUA). Las mediciones se realizaron a 25 °C colocando
en el prisma del refractémetro una gota de la bebida y limpiando con agua destilada

después de cada analisis.

9) Viscosidad

La viscosidad se determinG a una muestra de 250 mL de cada una de las
bebidas (a 4°C), usando un viscosimetro rotacional (Brookfield, RVT, EUA). Las
mediciones se realizaron utilizando la aguja No. 1, después de 1 min a 50 rpm y los

resultados se expresaron en cP (mPa.s) (Cerezal-Mezquita y col 2012).
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10) Solidos totales
La concentracion de sélidos totales de cada una de las bebidas se determiné
pesando 10 mL de las muestras correspondientes en capsulas de porcelana limpias

y secas y manteniéndolos en estufa a 105 © C durante 24 h (Soteras 2011).

11) Concentracién de astaxantina [Ast]

La extraccion de la astaxantina se realiz6 segun el método de Villalobos-
Castillejos y col (2013) con algunas modificaciones. A 9 mL de la bebida se le
adicionaron 1.5 g de NaCl. La astaxantina se extrajo adicionando 1 mL de metanol y
2 mL de acetato de etilo. La mezcla se agité a 3000 rpm por 2 minutos y se
centrifug6 a 1010 x g durante 15 minutos, el sobrenadante conteniendo el acetato de
etilo y la astaxantina, se colect6é con pipeta Pasteur y se coloc6 en un frasco ambar,
el cual se almacend a 4°C hasta su respectivo andlisis (Bustos-Garza y col 2013).
Para determinar la concentracion de astaxantina, se midié la absorbancia (472 nm)
de 0.1 mL (mo) de extracto de acetato de etilo previamente diluido con 5 mL (V) de

1%

hexano. La absorbancia (A) y el coeficiente de extincién de la astaxantina (E =

1cm
2100) se utilizaron en el calculo de la concentracion mediante la formula siguiente

(Corréay col 2012):

_ V(mL). A
[Ast] (mg/200 mL bebida) = WX 2000

12) Actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante se realiz6 mediante el método de
ABTS, el cual se basa en la generacién de un cromdforo del radical ABTS™ (2,2"-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-acido-6-sulfurénico) y la capacidad de un antioxidante
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para decolorarlo. Este ensayo se realizé segun lo descrito por Bustos-Garza y col
(2013). Se dejaran reaccionar durante 5 min, 30 pyL de la bebida con 2.97 mL de
radical ABTS™ previamente ajustado a una absorbancia de 0.7 + 0.02. La mezcla se
agité a 1000 rpm durante 30 s y se filtr6. Posteriormente, la absorbancia de las
muestras filtradas se leyé a 734 nm en un espectrofotometro (Thermo Spectronic,
Genesys 10, USA). Finalmente, los resultados se expresaron como umoles ET/ 200
mL y se determinaron a partir de una curva estandar de Trolox de concentracion

conocida.

13) Andélisis sensorial

Esta prueba permitié a los panelistas manifestar su grado de aceptacion por el
producto. Las bebidas se evaluaron con 50 jueces no entrenados, los cuales
plasmaron sus resultados en una planilla de evaluacion para cada bebida, donde los
atributos a evaluar fueron apariencia, sabor, consistencia y aceptabilidad global,
haciendo uso de una escala LAM (labeled affective magnitud), la cual es una escala
bidireccional de 100 mm con una descripcion verbal con rangos que van desde -100
(méximo valor de disgusto imaginable) hasta +100 (maximo gusto imaginable), en
donde cero (ni me gusta, ni me disgusta) es el punto central. Posteriormente estos
valores fueron transformados a una escala de 0 a 100 [0=maximo valor de disgusto
imaginable; 100= maximo gusto imaginable, donde 50=ni me gusta, ni me disgusta]
(Cardello y Schutz 2004). Esta transformacion se realiz6 para poder analizar cada

una de las respuestas de aceptabilidad de las bebidas.
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4. Andlisis estadistico

Los resultados de las propiedades evaluadas a las microcapsulas y las bebidas
(caracterizacién) se encuentran expresados como el promedio + desviacion estandar;
todos los analisis se realizaron por triplicado. Se realiz6 un andlisis de varianza
unifactorial, seguido de comparacién de medias con la prueba de rangos multiples de
Duncan (a=0.05). El andlisis estadistico se realiz6 en el programa Statgraphics

Centurion XVI.I.
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VIIl.  RESULTADOS Y DISCUSION
A. CONDICIONES OPTIMAS DEL PROCESO DE MICROENCAPSULACION DE
ASTAXANTINA CON MALTODEXTRINA Y GOMA ARABIGA MEDIANTE
SECADO POR ASPERSION
1. Valores experimentales de R y [Ast] de los microencapsulados de
astaxantina
Los resultados de rendimiento (R) y concentracion de astaxantina ([Ast]) medidos
a los microencapsulados de cada uno de los 14 tratamientos se muestran en el
Cuadro 9. Los resultados del rendimiento del proceso de microencapsulacion
estuvieron es un rango de 11.8 a 55.6 %, mientras que los resultados de la
concentracion de astaxantina en los microencapsulados oscilaron entre 8.98 y 11.14
Mg Ast/mg de polvo. Las variables de respuesta obtenidas de los 14 experimentos se
analizaron por regresion multiple para determinar los modelos mateméaticos
polinomiales de segundo orden con mejores resultados. La adecuacion y fiabilidad de

los modelos de regresion se probaron mediante el analisis de varianza (ANOVA).

2. Andlisis de metodologia de superficie de respuesta (MSR)
a. Modelos de regresion de las variables de respuesta

Un buen modelo de regresion estimado debe explicar adecuadamente la
variacion de la variable dependiente en la muestra. Existen pruebas de hipotesis
sobre los parametros del modelo que ayudan a medir la efectividad del modelo. Un
buen modelo predictivo debe tener un nivel de significancia con p < 0.05, un
coeficiente de determinacién ajustado (R?) = 0.80, prueba de falta de ajuste no

significativa (p > 0.05) y valores de coeficientes de varianza (CV) < 10%.
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Cuadro 9. Resultados experimentales de rendimiento y concentracion de astaxantina

evaluados en microencapsulados de astaxantina obtenidos mediante secado por

aspersion con diferentes condiciones de procesamiento

Variables de proceso

Variables de respuesta

No.
Tratamiento  Corrida
(aleatoria) AE TA Flujo R [Ast]
(%) CC) (mL/min) (%) (kg Astaxantina / mg
polvo)
1 12 10 150 7 13.617 9.71
2 14 20 150 7 34.185 10.33
3 5 10 160 7 17.432 9.9
4 11 20 160 7 41.427 10.95
5 4 10 155 6 11.845 9.33
6 8 20 155 6 55.665 11.14
7 9 10 155 8 11.824 10
8 13 20 155 8 53.998 11.14
9 3 15 150 6 14.580 9.14
10 1 15 160 6 27.148 8.95
11 6 15 150 8 30.242 9.52
12 2 15 160 8 22.253 9.38
13 10 15 155 7 33.201 9.57
14 7 15 155 7 48.511 9.79

AE.=Agente encapsulante, TA.= Temperatura de entrada del aire de secado, Flujo=Flujo de alimentacion al secador, R=
Rendimiento, [Ast]= Concentracion de astaxantina.
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Del mismo modo, también se requiere que el error experimental (g;) se distribuya
normal e independientemente, con media cero y varianza (s°) constante.

Se aplicé un analisis de varianza para examinar la importancia de los términos de
los modelos cuadraticos obtenidos por regresion a partir de los datos experimentales
de rendimiento de microencapsulacion y concentracibn de astaxantina de los
microencapsulados.

Los resultados de ANOVA y del andlisis de regresion para los modelos
cuadréaticos del rendimiento (R) del proceso de microencapsulacion y de la
concentracion de astaxantina en los microencapsulados ([Ast]), se presentan en los
Cuadros 10 y 11, respectivamente. Los valores p < 0.0001 obtenidos para R y [Ast]
indicaron que los modelos fueron estadisticamente significativos. Los p-valores < a
0.1 de los términos lineales, de interaccion y cuadraticos de los modelos de regresion
indican que son significativos, es decir influyen en el rendimiento del proceso de
microencapsulacion y la concentracién de astaxantina en los micrencapsulados,
mientras que los valores superiores a 0.1 indican que los términos del modelo no son
significativos para dichas respuestas.

Los términos que tuvieron efectos significativos en R fueron el % de agente
encapsulante (AE = X;) (p<0.0001), la interaccion entre temperatura de entrada del
aire de secado (TA = X;) y flujo de alimentacion (Flujo = X3) (p= 0.0363) y los
términos cuadraticos de TA (X,?) (p=0.007) y Flujo (X3?) (p=0.0149). Mientras que, los
términos significativos para [Ast] fueron el % de agente encapsulante (AE = Xj)
(p=0.0002), el flujo de alimentacion (Flujo = X3) (p=0.0799) y los términos cuadraticos

de AE (X;?) (p=0.0002) y TA (X,%) (p=0.0850).
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Cuadro 10. ANOVA y andlisis de regresion para la variable de respuesta rendimiento

(R) del proceso de microencapsulacion de astaxantina mediante secado por

aspersion
Fuente de Sumade Grados de  Cuadrado Valor
variacion cuadrados libertad medio F p-valor
Modelo 3255.45 4 813.86 63.75 <0.0001
AE 2947.47 1 2947.47 230.88 <0.0001
TA*Flujo 77.06 1 77.06 6.04 0.0363
TA? 153.80 1 153.80 12.05 0.0070
Flujo? 115.05 1 115.05 9.01 0.0149
Residual 114.90 9 12.77
F de ajuste 100.8 8 12.60 0.89 0.6790
Error puro 14.10 1 14.10
Total 3370.35 13
Desv. Est. 3.57 R>  0.9659
Media 30.85 R?ajustada  0.9508
C.V.% 11.58 R? de la prediccién 0.9195
PRESS 271.46 Precision adecuada 18.408

AE.= Agente encapsulante, TA.= Temperatura de entrada del aire de secado, Flujo=Flujo de alimentacién al secador, F de

ajuste= Falta de ajuste, Desv. Est. = Desviaci6n estandar, PRESS = suma de cuadrados del error de prediccién (PRESS, del

inglés Prediction Error Sum of Squares), R? = Coeficiente de determinacién, C.V.= Coeficiente de variacion.
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Cuadro 11. ANOVA vy andlisis de regresion para la variable de respuesta

concentracion de astaxantina en microencapsulados obtenidos mediante secado por

aspersion
Fuente de Sumade Grados de  Cuadrado Valor
variacion cuadrados libertad medio F p-valor
Modelo 6.11 4 1.53 21.73 0.0001
AE 2.67 1 2.67 37.95 0.0002
Flujo 0.27 1 0.27 3.89 0.0799
AE? 2.55 1 2.55 36.22 0.0002
TA? 0.26 1 0.26 3.74 0.0850
Residual 0.63 9 0.070
F de ajuste 0.61 8 0.076 3.14 0.4118
Error puro 0.024 1 0.024
Total 6.75 13
Desv. Est. 0.27 R®  0.9062
Media 9.92 R?ajustada  0.8645
C.V.% 2.67 R? de la prediccién 0.7579
PRESS 1.63 Precision adecuada 13.268

AE.=Agente encapsulante, TA.= Temperatura de entrada del aire de secado, Flujo=Flujo de alimentacién al secador, F de
ajuste= Falta de ajuste, Desv. Est. = Desviaci6n estandar, PRESS = suma de cuadrados del error de prediccién (PRESS, del

inglés Prediction Error Sum of Squares), R? = Coeficiente de determinacion, C.V.= Coeficiente de variacion.
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Los modelos de regresion con variables codificadas obtenidos para predecir el
rendimiento del proceso de microencapsulaciéon (R) y la concentracion de astaxantina
en los microencapsulados ([Ast]) fueron:

R = +38.09 + 19.19* X; - 4.39* X,* X3 - 6.79* X,? - 5.87* X532

[Ast]= +9.58 + 0.58* X; + 0.19* X3 + 0.87* X;? - 0.28* X,?

Con respecto a los parametros estadisticos utilizados para decidir la satisfaccion
del modelado de las respuestas rendimiento de microencapsulacion (R) y
concentracion de astaxantina en los microencapsulados ([Ast]), se puede observar
que éstos fueron adecuados. Los valores de R? ajustado fueron superiores a 0.80,
mientras que los modelos de regresion explicaron el 96.59 % y 90.62 % de la
variabilidad total en las respuestas R y [Ast], respectivamente, con un nivel de
significancia de p <0.05. Se observé que la dispersion relativa de los puntos
experimentales de las predicciones de los modelos (CV) fue <10%, y la falta de
ajuste no fue significativa (p> 0.05). Asimismo, se graficé la probabilidad normal de
residuales (graficos no mostrados) para las variables de respuesta R y [Ast] para
verificar el supuesto de normalidad de los datos. Los gréaficos de residuos mostraron
gue éstos se distribuyeron aproximadamente a lo largo de una linea recta, lo que
significa que el supuesto de normalidad fue satisfecho por las respuestas analizadas.
Ya que los errores y las observaciones y; (resultados experimentales) de las
respuestas estudiadas estan relacionadas mediante la ecuacion e = y; - Y; [la
diferencia entre los valores observados (y;) y los correspondientes valores predichos
por los modelos experimentales (Y;) corresponden a los términos de error (e)] se

puede concluir que estas observaciones y; también se distribuyeron de manera
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normal e independiente, al igual que los respectivos errores, lo cual fue mencionado
anteriormente.

Ademas de las graficas de residuos, existen otros diagnosticos de los modelos
gue con frecuencia son utiles en regresion. La suma de cuadrados del error de
prediccion (PRESS, del inglés Prediction Error Sum of Squares) proporciona una util
escalacion de los residuales. Este estadistico que se muestra en los Cuadros 10 y
11 fue empleado para calcular una R? de prediccion, la cual ofrece cierto indicio de la
capacidad predictiva del modelo de regresion. Se puede ver que las R? de prediccion
para R y [Ast] fueron de 0.9195 y 0.7579, respectivamente. Por lo tanto, podria
esperarse gque estos modelos de prediccion “expliquen” cerca del 92 % y 76 % de la
variabilidad al predecir nuevas observaciones de R y [Ast], respectivamente, en
comparacion con el aproximadamente 97 % y 91 % de la variabilidad en los datos
originales que explico el ajuste de minimos cuadrados de R y [Ast], respectivamente.
Ademés, los valores de R? de prediccién estan en acuerdo razonable con los valores
de R? ajustada de estas respuestas (0.9508 y 0.8645 para R y [Ast],
respectivamente). Es por ello que, la capacidad predictiva global de los modelos
basado en este criterio fue muy satisfactoria. Otro estadistico importante es la
precision adecuada del modelo, la cual mide la relacidon sefal/ruido. Es deseable una
relacion mayor que 4. La relacion sefal/ruido para los modelos de R y [Ast] fueron
18.408 y 13.268, respectivamente, lo que indicé una sefial adecuada.

Por todo lo anteriormente mencionado, se puede concluir que los modelos de
regresion obtenidos para las respuestas rendimiento de microencapsulacion (R) y

concentracion de astaxantina en los microencapsulados ([Ast]) fueron adecuados y
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reproducibles, y que pueden utilizarse para navegar en el espacio experimental del

disefo.

b. Graficos de superficies de respuesta

Los graficos de superficies de respuesta obtenidos con los modelos matematicos
de prediccion para R y [Ast] mediante el Software Design Expert 7.0.0 se muestran
en las Figuras 11y 12, respectivamente.

En la Figura 11, se observa la superficie de respuesta para el rendimiento del

proceso de microencapsulacion de astaxantina (R) en funcion del porcentaje de
agente encapsulante (AE) y de la temperatura de entrada del aire de secado (TA) a
tres diferentes flujos de alimentacion (6, 7 y 8 mL/min).
En dichos gréficos, se puede observar que los valores mas bajos de R, se
encuentran en las zonas de color azul, mientras que los valores mas altos se
encuentran en las zonas de color rojo. En este trabajo de investigacion los valores
deseados de R fueron los mas altos, y estos se encuentran en la zona en donde se
tienen los porcentajes mas altos de AE y valores intermedios de Flujo y TA.

Al analizar la Figura 11, se puede ver que R aumento en forma cuadrética con
TA y el Flujo hasta alcanzar valores maximos a valores intermedios de estos
factores, y posteriormente la respuesta disminuyo en valores mas altos de TA y Flujo.

El signo negativo de los coeficientes de los términos cuadraticos de TA y el Flujo
en el modelo de prediccién para R indicO que esta respuesta presentd un punto
estacionario tipo “maximo” a valores intermedios de TA y Flujo. Este comportamiento
podria ser explicado por los cambios en el contenido de humedad en los

microencapsulados, lo cual se asocia con TA, debido a que la TA es directamente
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Figura 11. Graficos de superficie de

respuesta para el

rendimiento de

microencapsulacion (R) como funcion del porcentaje de agente encapsulante (AE) y

la temperatura de entrada de aire (TA) a tres diferentes flujos de alimentacién: (a) 6

mL/min; (b) 7 mL/min; (c) 8 mL/min.
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Figura 12. Gréficos de superficie de respuesta para la concentracion de astaxantina
([Ast]) como funcién del porcentaje de agente encapsulante (AE) y la temperatura de
entrada de aire (TA) a tres diferentes flujos de alimentacion: (a) 6 mL/min; (b) 7

mL/min; (c) 8 mL/min.
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proporcional a la velocidad de secado de los microencapsulados y por ende al
contenido final de humedad en ellos (Esquivel-Gonzalez y col 2015). Una TA baja
provoca una baja velocidad de evaporacion, lo que se traduce en la obtencién de
microencapsulados con alta densidad y alto contenido de humedad. La recuperacion
del producto seco (que se utiliza para el calculo del rendimiento) se realiza a través
de un ciclon colocado en la parte exterior de la cAmara de secado, por lo que si TA
es baja, se obtienen particulas mas humedas que se quedan adheridas a la cAmara
de secado disminuyendo asi los valores de producto recuperado en el ciclén y por
ende del rendimiento (R), mientras que si TA es alta las particulas secas obtenidas
pasan al ciclén en donde las particulas menos densas (particulas secas finas) se
pierden hacia la atmosfera, disminuyéndose con ello el R del proceso (Gharsallaoui y
col 2007). Por otro lado, R aument6 en forma lineal continua con AE. Debido a que
un alto contenido de AE, trae consigo un incremento de la viscosidad en la emulsion
de alimentaciébn (Anandharamakrish y Padma 2015). A una misma presion de
atomizacién, un incremento de la viscosidad del liquido de alimentacién inicial,
incrementa el tamafio de particulas obtenidas (Gharsallaoui y col 2007), lo que se
puede traducir en una menor cantidad de particulas finas (que se pierden en el
ciclon) aumentando con ello los valores de R. El AE tuvo mayor efecto sobre la
respuesta R que los factores TA y Flujo.

En la Figura 12, se presentan los gréaficos de superficie de respuesta para la
concentracion de astaxantina en los microencapsulados ([Ast]) en funcion del
porcentaje de agente encapsulante (AE) y de la temperatura de entrada del aire de

secado (TA) a tres diferentes flujos de alimentacion (6, 7 y 8 mL/min).
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En los gréficos de superficie de respuesta para la [Ast], se puede observar que
los valores mas bajos de [Ast], se encuentran en las zonas de color azul, mientras
gue los valores mas altos se encuentran en las zonas de color rojo. En esta
investigacién los valores deseados de [Ast] fueron los mas altos, y estos se
encuentran en la zona en donde se tienen los valores mas altos de AE y Flujo, y
valores intermedios de TA.

En el caso de la respuesta [Ast], se obtuvo un comportamiento de silla de montar
(Figura 12), y el punto estacionario se ubicO a valores bajos de AE y valores
intermedios de TA; el signo positivo del coeficiente del término cuadratico de AE y el
signo negativo del coeficiente del término cuadratico de TA en el modelo de
prediccién para [Ast] indicO que esta respuesta presenté un punto estacionario tipo
“silla”. En la Figura 12, se puede observar que a partir del punto estacionario la
superficie se curva hacia arriba en la direcciébn de AE ([Ast] aumenta en ambos
sentidos con AE a partir del punto silla) y hacia abajo en la direccion de TA ([Ast]
disminuye en ambos sentidos con TA a partir del punto silla). Este comportamiento
de [Ast] con TA podria ser explicado por los cambios en el contenido de humedad en
los microencapsulados, lo cual se asocia con TA debido a que TA es directamente
proporcional a la velocidad de secado de los microencapsulados y por ende al
contenido final de humedad en ellos. Una TA baja provoca una baja velocidad de
evaporacion, lo que se traduce en la obtencion de microencapsulados con alta
densidad y alto contenido de humedad (Esquivel-Gonzalez y col 2015). Cuando se
determina la [Ast] en microencapsulados con un mayor contenido de humedad (ug de
Ast/ mg polvo “humedo”), este valor resulta ser menor que la [Ast] en

microencapsulados con menor contenido de humedad (ug de Ast/ mg polvo “seco”).
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Sin embargo una TA alta provoca una evaporacion excesiva que a su vez resulta en
el rompimiento de la “capa” protectora formada por los agentes encapsulantes
(Esquivel-Gonzéalez y col 2015), induciendo asi a una subsecuente liberacion
prematura de la astaxantina la cual puede ser degradada al entrar en contacto con el
oxigeno y de esta forma disminuir la [Ast] en los microencapsulados.

Por otro lado, [Ast] aumenté en forma lineal continua con el Flujo. AE fue el factor
gue tuvo mayor efecto sobre la respuesta [Ast]. Anandharamakrish y Padma (2015)
mencionan que el alto contenido de soélidos totales, en términos de solidos de pared
es muy beneficioso, esto es debido a que, en el secado por aspersién, los sélidos de
pared (AE) contribuyen a la formacion de la barrera protectora del nucleo. Por lo que
el aumento del AE (sélidos presentes en la emulsion de alimentacion al secador)
permite aumentar la “capa” protectora, disminuyendo asi la permeabilidad a los
gases (Masters 1979). Por lo que el aumento de AE, trae consigo el aumento de la
proteccidon y retencion de la astaxantina en los microencapsulados, lo cual se ve

reflejado en [Ast] mas altas.

C. Optimizacion del proceso de microencapsulacion de astaxantina
mediante secado por aspersion

Una vez que se tuvieron los modelos de prediccion ajustados para cada una de
las variables de respuesta estudiadas (R y [Ast]), se utiliz6 el método numérico de
deseabilidad para encontrar las condiciones oOptimas (AE, TA y Flujo 6ptimos) del
proceso de encapsulacion de astaxantina mediante secado por aspersion.

La Figura 13 muestra la deseabilidad global (D) como una funcién de las

variables del proceso de encapsulacion AEy TA. D se obtuvo como el promedio
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Figura 13. Grafico de contornos para la deseabilidad global (D) mostrando la region
con la mejor combinacion de las variables del proceso de microencapsulacién de

astaxantina mediante secado por aspersion.
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geométrico de las deseabilidades individuales de cada una de las variables de
respuesta estudiadas [D = dr * dasg]”>. D fue utilizada para determinar la mejor
combinacion de variables del proceso (condiciones Optimas) de encapsulacion de
astaxantina mediante secado por aspersion para la obtencién de microencapsulados
de astaxantina optimizados (MAO) con un alto rendimiento (R) y una alta
concentracion de astaxantina [Ast]. El procedimiento de optimizacion mediante el
método numérico de deseabilidad tiene por objetivo encontrar los valores mas altos
posibles de D, los cuales se asocian con las mejores condiciones de procesamiento.

En la Figura 13 se puede observar que los valores més altos de D se localizaron
en la zona de color rojo ubicada en valores altos de AE y Flujo a cualquier valor de
TA. Valores de D entre 0.6 y 0.8 son adecuados para sistemas alimenticios, siendo el
valor ideal 6ptimo D=1.

Las condiciones Optimas de microencapsulacion de astaxantina se muestran
en el Cuadro 12 y las cuales fueron 20 % de agente encapsulante (AE), 154.64 °C
(=155 °C) de temperatura de entrada del aire de secado (TA) y 7.55 mL/min (~7.5
mL/min) de flujo de alimentacién (Flujo). Estas condiciones Optimas correspondieron
a un valor de deseabilidad global de D = 0.998 (Figuras 13 y 14), y las
deseabilidades individuales de las variables de respuesta asociadas con esta D

optima fueron dg =1y djasy = 0.996 (Figura 14).

d. Validacion de las condiciones Optimas del proceso de microencapsulacion
de astaxantina
Para validar las condiciones Optimas de microencapsulacion, se obtuvieron

microencapsulados de astaxantina por quintuplicado (5 réplicas) empleando las
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Cuadro 12. Condiciones Optimas de las variables de proceso para obtener
microencapsulados de astaxantina con valores altos de rendimiento de

microencapsulacion (R) y de concentracion de astaxantina [Ast]

Variables de Proceso Condiciones O6ptimas Condiciones O6ptimas
obtenidas utilizadas
AE (%) 20 20
TA (°C) 154.64 155
Flujo (mL/min) 7.55 7.5

AE = Agente encapsulante
TA= Temperatura de entrada del aire de secado
Flujo= Flujo de alimentacion al secador
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Figura 14. Graficas mostrando las rampas y valores de deseabilidad individual de
las variables de respuesta, los valores Optimos de las variables del proceso de
microencapsulacion de astaxantina (AE, TA, Flujo) y los valores predichos de R y

[Ast] con las condiciones éptimas de procesamiento.
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condiciones optimizadas de microencapsulacion; a estos microencapsulados de
astaxantina optimizados (MAO) se les evalué experimentalmente por triplicado R y
[Ast], y los resultados se contrastaron con los valores arrojados por los modelos
matematicos de prediccion (valores promedio predichos) para cada una de las
variables de respuesta estudiadas.

Adicionalmente, para validar las condiciones 6ptimas de microencapsulacion
se construyo un intervalo de confianza teérico para los valores promedio predichos
de cada respuesta a partir de la zona de optimizacion, utilizando un nivel de
confianza del 95%.

Los valores promedio predichos y experimentales, asi como, los intervalos de
confianza tedricos para los valores promedio predichos de R y [Ast] se muestran en
el Cuadro 13.

Usando las condiciones 6ptimas de microencapsulacion de astaxantina (AE =
20%, TA = 155 °C, Flujo = 7.5 mL/min), los modelos de regresion predijeron valores
promedio de 55.6 % y 11.1 ug Ast/ mg polvo para R y [Ast], respectivamente. Los
valores experimentales promedio de R y [Ast] fueron 53.5 % y 10.8 ug Ast/ mg polvo,
respectivamente, los cuales fueron muy cercanos a los valores predichos por los
modelos de regresion. Asimismo, el intervalo de confianza te6rico para el valor
promedio predicho de R fue 51.0 — 60.3 %, mientras que para el valor promedio
predicho de [Ast] el intervalo tedrico fue 10.7 — 11.4 ug Ast/ mg polvo. Se puede
observar que los valores experimentales promedio de R y [Ast] cayeron dentro de
estos intervalos de confianza tedricos construidos a partir de la zona de optimizacion

con un nivel de confianza del 95%.
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Cuadro 13. Valores teéricos y experimentales de las variables de respuesta
evaluadas en microencapsulados de astaxantina optimizados obtenidos mediante

secado por aspersion.

Intervalo de confianza Valor Valor
para valor promedio Variables de respuesta promedio promedio
predicho predicho experimental
51.0-60.3 R (%) 55.6 535+1.1
10.7-114 [Ast] (ug Ast/ mg polvo) 111 10.8 + 0.3

R = Rendimiento del proceso de microencapsulacion
[Ast] = Concentracion de astaxantina en los microencapsulados
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Con base a los resultados mencionados anteriormente se puede concluir que los
resultados experimentales de R y [Ast] fueron satisfactorios con respecto a los
valores pronosticados teéricamente, lo cual indica que los valores 6ptimos de AE, TA
y Flujo, obtenidos para la microencapsulacion de astaxantina, fueron adecuados y

reproducibles.

B. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS, EFICIENCIA DE MICROENCAPSULACION
(EM), ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (AAox), MORFOLOGIA Y TAMANO DE
PARTICULA DE LOS MICROENCAPSULADOS DE ASTAXANTINA
OPTIMIZADOS (MAO)

1. Humedad

Los microencapsulados de astaxantina optimizados presentaron un contenido
de humedad promedio del 4.94 %, valor que estuvo por debajo de lo reportado por

Bustos-Garza y col en 2013 (8.31-11.17 %), quienes probaron diferentes materiales

de pared, para la obtencion de microencapsulados de astaxantina a partir de

extractos de H. pluvialis. ElI valor menor de humedad obtenido en la presente
investigacién puede deberse a que estos investigadores emplearon una temperatura
de entrada del aire de secado (120°C) menor que la utilizada como éptima (155°C)
en el presente trabajo. Hogan y col (2001) reportaron que, las variaciones en el
contenido de humedad de microencapsulados de aceite de soya se debian
principalmente a las temperaturas de secado que fueron empleadas y no al material

de pared que fue utilizado.
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2. Color

Los resultados de la medicién de color en los microencapsulados de astaxantina
optimizados (MAO), se presentan en la Figura 15. Los datos obtenidos de la
medicién de los parametros de color en las 5 réplicas se localizan en el primer
cuadrante del grafico de color CIELAB. Los MAO tuvieron valores de 14.71 y 33.6
para a* y b*, respectivamente; el valor de angulo hue (h°) fue de 66.36, el cual se
encuentra entre los valores reportados por Montero y col en 2016 (h° =47.7+0.1) y
Bustos-Garza y col en 2013 (h° = 70.2 + 0.2) para microencapsulados de astaxantina
elaborados a partir de extractos le residuos de camaron y microencapsulados de
astaxantina obtenidos a partir de extractos de H. pluvialis, respectivamente. Los
valores de a* (14.71), b* (33.6) y angulo hue (66.36 + 0.03) o angulo matiz indicaron

gue los MAO exhibieron una coloracion entre naranja y amarilla (Figura 15).

3. Tiempo de dispersion en agua

Un gramo de los microencapsulados optimizados tardé aproximadamente 13 min
(13.6 + 1 min) en dispersarse en agua en condiciones estéticas, casi 6 y 19 minutos
menos que los materiales de pared por si solos (Maltodextrina = 19.4 + 0.04 min y
Goma arabiga = 325 + 0.5 min). Lo anterior podria deberse a que los
microencapsulados de astaxantina optimizados, ademas de la mezcla de los agentes
encapsulantes también contienen lecitina. De acuerdo a lo declarado por Montero y
col (2016), la difusion de aceite del centro a la superficie de los microencapsulados,
podria disminuirse mediante la utilizacibn de diversos materiales, como los

emulsificantes.
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Figura 15. Grafico de color CIELAB para los microencapsulados de astaxantina
optimizados (MAO).

102



Por lo que, la adicibn de emulsificantes (como la lecitina) en la formulacion,
probablemente ayudd a disminuir la migracion de aceite a la superficie de los
microencapsulados y de esta manera ademas de mejorar la eficiencia de
microencapsulacion (EM), también se mejoran las propiedades de reconstitucion de

los microencapsulados en agua.

4. Solubilidad en agua

Los microencapsulados de astaxantina optimizados (MAQO) presentaron
porcentajes altos (95.9 + 1.06 %) de solubilidad en agua, similares a los reportados
por Montero y col en 2016 (> 91 %) para sus microencapsulados de astaxantina

elaborados a partir de extractos de residuos de camarén.

5. Eficiencia de microencapsulacion (EM)

La EM para los microencapsulados optimizados fue del 89.1 + 1.49 %, valor que
se considera relativamente alto (=90%) e indican la formacion de una "capa"
protectora efectiva por parte de los materiales de pared durante el proceso de
secado. EM altas confieren proteccion efectiva a los compuestos presentes dentro
del ndcleo, mientras que EM bajas pueden afectar la reconstitucion de los
microencapsulados en agua, esto debido a la presencia de una mayor cantidad de
aceite o grasa en la superficie de los microencapsulados. A menor EM, mayor
cantidad de aceite en la superficie de los microencapsulados lo que puede causar
propiedades de reconstitucion mas bajas (Carneiro y col 2013).

Las altas EM son deseables ya que ademas de la proteccion efectiva que se le

confiere a la astaxantina dentro del ndcleo, estas EM altas también se pueden
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traducir en mejores propiedades de reconstitucion de los microencapsulados en
agua, como ocurrié en este caso, en donde ademas de la alta EM obtenida, también

se obtuvieron porcentajes altos de solubilidad y tiempos cortos de dispersion.

6. Morfologiay tamafio de particula

La morfologia de los microencapsulados de astaxantina obtenidos en
condiciones éptimas se muestra en las Figuras 16y 17.

En las imagenes se observO que las microcapsulas presentaron una forma
predominantemente esférica, con un rango de tamafio de particula de
aproximadamente 1 a 14 um; no presentaron grietas, ni fisuras aparentes, lo cual es
una ventaja, ya que implica que las microcapsulas tienen una menor permeabilidad a
los gases, aumentando asi la proteccién y retencion de la astaxantina.

La variedad en los tamafios de particula obtenidos (1 a 14 pum) es una
caracteristica tipica para las particulas producidas mediante secado por aspersion
(Carneiro y col 2013). En las micrografias también se puede observar la presencia de
concavidades en la superficie de los polvos; la presencia de este tipo de depresiones
superficiales se asocia cominmente con el colapso sufrido por las gotas durante las
etapas iniciales de secado.

Sheu y Rosenberg (1995) demostraron que las altas velocidades de secado,
asociadas a particulas pequefias, generalmente conducen a una solidificacion mas

rapida de la pared obteniéndose en consecuencia una superficie menos lisa.
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(a)

(b)

(c)

Figura 16. Micrografias (MEB) de los microencapsulados de astaxantina

optimizados a diferentes magnificaciones: (a) 2000x, (b) 2500x y (c) 3000x.
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4.0 mm SE1

Figura 17. Micrografias (MEB) de los microencapsulados de astaxantina optimizados

a 5000x, en 2 diferentes campos de observacion.
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7. Propiedades de Flujo

En el Cuadro 14 se presentan las propiedades de flujo para los
microencapsulados de astaxantina optimizados.

Los MAO presentaron una densidad aparente de 0.23 + 0.005 g/mL, valor que se
encuentra entre los valores reportados por Fernandes y col (2013) (0.305 + 0.05
g/mL) para microencapsulados de aceite esencial de romero y los valores reportados
por Jinapong y col (2008) (0.215 + 0.005 g/mL) para leche de soya en polvo obtenida
mediante secado por aspersion.

Souza y col (2009), estudiaron la relaciébn entre la densidad aparente y las
temperaturas de secado y observaron que la densidad aparente disminuye con el
incremento de la temperatura de entrada del aire de secado, ya que, a altas
temperaturas, las velocidades de evaporacion son mas rapidas y en consecuencia el
producto seco obtenido tiene una estructura mas hueca.

La tendencia de las temperaturas altas de secado a formar particulas mas
huecas o porosas se puede ver en las micrografias de los microencapsulados
optimizados, en donde se observan depresiones superficiales asociadas con el
colapso sufrido por las gotas durante el secado (Sheu y Rosenberg 1995).
Probablemente la temperatura Optima de secado utilizada (155°C) pudo haber
causado una disminucion de la densidad aparente de los MAO; esto es, si se
compara la densidad aparente de los MAO con la densidad de los demas polvos
antes del secado (Maltodextrina y GA), éstos presentaron valores mas altos de

densidad aparente (0.48 y 0.455 g/mL, respectivamente).

107



Cuadro 14. Resultados de las propiedades de flujo de los microencapsulados de

astaxantina optimizados (MAO)

Densidad aparente Densidad compactada indice de Hausner
(g/mL) (g/mL)
0.23 + 0.005 0.63 + 0.05 2.75 +0.27
Compresibilidad Densidad de particula Porosidad
(%) (9/mL) (%)
63.62 + 4.59 1.49 + 0.03 61.11 +4.9
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La densidad compactada es un factor importante relacionado principalmente con
el empaque, transporte y comercializacion de polvos, debido a que este valor suele
ser Util en términos del peso o cantidad de material que cabe en un contenedor. Los
resultados de densidad compactada obtenidos para MAO fueron 0.63 + 0.05 g/mL,
similares a los reportados por Finney y col (2002) (0.57 + 0.08 g/mL) para
microencapsulados de aceite esencial de naranja.

El indice de Hausner (IH) determina la cohesividad que tienen los polvos. Valores
de indice de Hausner < 1.2 indican baja cohesividad, valores entre 1.2 y 1.4 indican
cohesividad intermedia y valores de IH >1.4 indican alta cohesividad (Islam y col
2017). En este caso, los MAO presentaron un IH de 2.75 + 0.27, lo que indica una
alta cohesividad de los MAO, mientras que la compresibilidad o indice de Carr indica
de qué manera la presion reduce el volumen de un conjunto de granulos y sirve para
determinar la fluidez de los polvos. Porcentajes de compresibilidad de: <15, 15-20,
20-35, 35-45 y >45 %, indican excelente, buena, intermedia, poca y muy poca fluidez,
respectivamente (Islam y col 2017), por lo que los MAO presentaron muy poca
fluidez (63.62 + 4.59).

Estas propiedades en los MAO (alta cohesividad y muy poca fluidez) podrian
deberse al tamafio de las microcapsulas, ya que las particulas pequefas presentan
una area de superficie alta por unidad de masa (Fernandes y col 2013) y la presencia
de una area de superficie de contacto alta entre particulas podria permitir la
formacion de fuerzas de atraccion y cohesidon mas grandes que conducirian a una
resistencia a fluir, ademas de que con el tiempo estos polvos con alta cohesividad y
poca fluidez pueden tender a endurecerse y apelmazarse al aplicar alguna presion

sobre ellos (Polanco-Murrieta 2017).
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La densidad de particula y por ende la porosidad, de los productos obtenidos
mediante secado por aspersién, depende o esta influenciada por varios factores
como lo son la temperatura del aire de secado, las condiciones de atomizacion, asi
como por la naturaleza de la emulsién de alimentacion (contenido de solidos,
viscosidad, tipos de encapsulantes) (Fernandes y col 2013). Los MAO alcanzaron
valores de porosidad de 61.11 + 4.9%, similares a los alcanzados por Fernandes y

col (2013) (59.26 + 6.4%) para microencapsulados de aceite esencial de romero.

8. Actividad antioxidante (AAox)

Para la actividad antioxidante se obtuvieron valores de 22.05 + 1.5 mmol ET/ 100
g de microencapsulados de astaxantina optimizados, valores que se encuentran por
arriba de los reportados por Sdenz y col (2009) para microencapsulados obtenidos a
partir de extractos etanolicos de cascara de tuna (0.28 mmol ET/ 100 g
encapsulados) y de los reportados por Ruiz-Canizales (2015) para

microencapsulados de extractos metanolicos de maiz azul (7 mmol ET/100 g polvo).

C. FORMULACION, COMPOSICION QUIMICA, CONTENIDO ENERGETICO,
PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y SENSORIALES, CONTENIDO DE
ASTAXANTINA Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE BEBIDAS A BASE DE
AMARANTO Y JUGO DE FRUTAS, ADICIONADAS CON

MICROENCAPSULADOS DE ASTAXANTINA OPTIMIZADOS (MAO)
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1. Formulacion de las bebidas

En el Cuadro 15, se muestra la formulacién final para las 3 bebidas elaboradas a
base de proteina de amaranto y/o jugo de frutas, adicionadas con los
microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO).

Para la formulacion de las bebidas a base de amaranto, se tom6 como referencia
una bebida comercial elaborada a partir de leche de soya y mezcla de jugos de frutas
(Ades® Frutal Durazno), y la cual también se emple6 como control en el presente

trabajo de investigacion.

2. Composicion quimicay contenido energético
La composicion quimica de las 3 bebidas adicionadas con MAO y de la bebida

comercial se presenta en el Cuadro 16.

El contenido de proteina, grasa y cenizas fue diferente entre los 4 tipos de
bebidas evaluadas, siendo coherente que la bebida que se elaboré a partir de un
concentrado liquido de proteina de amaranto (B1) fuera la que presenté el contenido
mas alto de proteina (0.753 g proteina / 100 mL bebida).

En lo que se refiere al contenido de grasa, a pesar de que las bebidas B1 y B2 se
elaboraron a partir de las mismas materias primas (semillas de amaranto y jugos de
frutas), éstas presentaron diferencias significativas en cuanto al contenido de grasa
(B1= 0.256 g/100 mL; B2= 0.551 g/100 mL), lo cual podria atribuirse a que, a las
semillas utilizadas para la elaboracion de la bebida B1, se les aplico tratamientos
adicionales entre los que se encuentra un proceso de desengrasado de la harina

obtenida a partir de las semillas de amaranto.
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Cuadro 15. Formulacion de bebidas adicionadas con microencapsulados de

astaxantina optimizados (MAO)

Ingredientes Bebida c/ proteina  Bebidac/leche Bebidatipo

de amaranto de amaranto limonada
Conc. proteina amaranto 28.565¢g * *
Leche de amaranto * 29.735¢ *
Jugo de manzana 9.900 g 9.900 g *
Jugo de durazno 57.100 g 59.100 g *
Pulpa de fresa * * 7.900 g
Goma arabiga 3.300 g * *
Jugo de limén * * 11.800 g
(endulzado con 0.1 % sucralosa)
Stevia al 90% 0.065 g 0.065 g 0.065 g
Acido citrico 0.070 g 0.070 g *
Pectina LM * 0.100 g 0.100 g
CaCl, * 0.030 g 0.030 g
MAO 1.000 g 1.000 g 1.000 g
Agua * * 79.105¢
TOTAL 100 g 100 g 100 g

112



Cuadro 16. Composicion quimica de bebidas adicionadas con microencapsulados de

astaxantina optimizados (MAO) y de una bebida comercial

Componente Bebidac/ proteina Bebidac/leche Bebidatipo Bebida
de amaranto de amaranto limonada comercial
(B1) (B2) (B3) (B4)
Humedad d . R .
(g/ 100 mL) 86.23 + 0.02 88.79 + 0.00 97.21 + 0.01° 94.45 + 0.02
Proteina a . . .
(g/ 100 mL) 0.753 + 0.00 0.390 + 0.01 0.096 + 0.0 0.553 + 0.01
Grasa . . . .
(g/ 100 mL) 0.256 + 0.01 0.551 + 0.01 0.087+ 0.02 0.483 + 0.02
Cenizas a ) . .
(g/ 100 mL) 0.305 + 0.01 0.262 + 0.01 0.073+ 0.01 0.127 + 0.00
Fibra dietaria a o X )
total 0.60+0.1 0.30+0.1 0.15+0.0 0.20+0.0
(g/ 100 mL)
Ac. citrico
(9/ 100 mL) 0.07 0.07 - -
Maltodextrina
(g/ 100 mL) 0.49 0.49 0.49 -
Goma arabiga
(g/ 100 mL) 3.79 0.49 0.49 -
Stevia
(9/ 100 mL) 0.065 0.065 0.065 --
Carbohidratos
disponibles * . . .
(g/ 100 mL) 7.441 8.592 1.339 4.187

Los valores se reportaron como el promedio de 3 replicas + desviacion estandar. Medias con diferente letra en la

misma fila, indican diferencias significativas (Prueba de Duncan, p<0.05).

*Célculo obtenido por diferencia de 100 y todos los componentes quimicos reportados en el Cuadro en base
humeda. B4= Ades® Frutal Durazno.
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Los resultados de la composicion quimica de las bebidas, se utilizaron para el
célculo teorico del contenido energético (Cuadro 17). La presentacién de la
informacion nutrimental calculada para las 4 bebidas se muestra en el Cuadro 18, de
acuerdo con los parametros de redondeo establecidos en la NOM-051-SCFI/SSA1-
2010, en donde podemos observar que el contenido energético fue de 90, 90, 20 y
45 kcal/ porcion de las bebidas B1, B2, B3 y B4, respectivamente.

La Norma Oficial Mexicana NOM-086-SSA1-1994, menciona que un producto es
considerado bajo en calorias cuando, su contenido energético es menor o igual a 40
kcal/porcion. La bebida tipo limonada adicionada con MAO (B3) proporciona 20

kcal/porcién, por lo que se puede ser considerada como “bebida baja en calorias”.

3. Propiedades fisicoquimicas

A las bebidas adicionadas con MAO, ademas de su composicién quimica y de su
contenido energético también se les determinaron sus propiedades fisicoquimicas,
las cuales se muestran en el Cuadro 19.

Las 4 bebidas analizadas son bebidas &cidas (pH< 7), siendo la limonada (B3) la
gque presentd el pH mas bajo (3.26 + 0.05) debido a la naturaleza de sus
ingredientes.

Mientras que no existio diferencia significativa entre los valores de pH de las
bebidas elaboradas a base de amaranto (B1 y B2). El objetivo de trabajar con
bebidas acidas, se debid principalmente a la recomendacion de algunos autores,

como fue el caso de Villalobos-Castillejos y col (2013) quienes recomendaron el uso
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Cuadro 17. Célculo del contenido energético por porcion (200 mL) de bebidas

adicionadas con microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO) y bebida

comercial
Factor B1 B2 B3 B4
Componente de ] ((g /200 mL) ((g /200 mL) ((g /1200 mL) ((g /200 mL)
energla x Factor)) x Factor)) x Factor)) x Factor))
utilizado
(kcal/g)
Proteina 4 15x4=6.02  078x4=3.12 019x4=0.77 11x4=4.42
Grasa 9 0512x9=4.61  11x9=9.92 017x9=157 0.96x9=8.69
Carbohidratos 4 148x4=59.53 17.1x4=68.74 267x4=10.7 837x4=33.5
disponibles
Fibra dietaria _ _ _ _
2 12x2=2.4 06x2=1.2 03x2=0.6 04x2=0.8
Ac. citrico 3 014x3=0.42  0.14x3=0.42 - -
Maltodextrina _ _ _
4 0.98x4=3.92 0.98x4=3.92 0.98x4=3.92 --
Gomaardbiga 758x2=15.16 098x2=1.96 098x2=1.96 -
Stevia 0 0.13x0=0 0.13x0=0 0.13x0=0 -
TOTAL 92.06 89.28 19.52 46.61

(kcal /200 mL)

B1 = Bebida con proteina de amaranto, B2 = Bebida con leche de amaranto, B3 = Bebida tipo limonada, B4 =

Bebida Comercial Ades® Frutal Durazno
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Cuadro 18. Informacion nutrimental para las bebidas adicionadas con

microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO) y bebida comercial

Cantidad por porcion

(B1) (B2) (B3) (B4)
Contenido 90 kcal 90 kcal 20 kcal 45 kcal
energetico (418 kJ) (377 kJ) (84 kJ) (188 kJ)
Proteinas 24 Menos de 1 g 0g lg
Grasas 059 19 0g 19
Carbohidratos 15 g 17 g 259 85¢g
Fibra dietética 1g Menos de 1 g 0g O0g

B1 = Bebida con proteina de amaranto, B2 = Bebida con leche de amaranto, B3 = Bebida tipo limonada, B4 =
Bebida Comercial (Ades® Frutal Durazno). Tamafio de la porcién = 200 mL.
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Cuadro 19. Propiedades fisicoquimicas de las bebidas adicionadas con

microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO) y bebida comercial

Bebida c/ proteina Bebidac/leche Bebidatipo Bebida
Para de amaranto de amaranto limonada comercial
arametro
(B1) (B2) (B3) (B4)
pH 4.17 + 0.062 4.15+0.03*"  3.26 +0.05° 4.05+0.02°
Solidos
solubles 12.9 + 0.0° 11 +0.1° 2.7 +0.0¢ 5.1 + 0.0°
(°Brix)
Viscosidad ¢ 11.3+0.5° 14.3 +1.1° 11 +1.4° 4+1.4°
(cP)

Los valores se reportaron como el promedio de 3 replicas + desviacion estandar. Medias con diferente letra en la
misma fila, indican diferencias significativas (Prueba de Duncan, p<0.05). 4° =Evaluada a 4°C. B4= Ades® Frutal

Durazno
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de astaxantina en productos alimenticios con pH acido (pH = 4), como las bebidas
citricas, el yogurt y postres a base de gelatina. Lo anterior es debido a que ciertas
xantofilas como la astaxantina son excepcionalmente labiles en medios alcalinos,
ejemplo de ello son las observaciones de Meléndez y col (2006), quienes reportaron
gue una disminucion del 60% del tiempo de vida media de la astaxantina ocurrié
cuando el pH se incrementd de 4 a 7.

Todas las propiedades fisicoquimicas de las bebidas, se determinaron 24 h
después de su elaboracion, para lo cual se almacenaron en refrigeracion hasta
alcanzar una temperatura de 4°C.

La viscosidad fue diferente entre los 4 tipos de bebidas analizadas, siendo la
bebida a base de leche de amaranto (B2) la que presento la mayor viscosidad (14.3
+ 1.1 cP), esto debido a que la fraccién de almiddn presente, en el extracto acuoso
(leche de amaranto) que se utiliza para la elaboracién de la bebida, se gelatiniza al
someter la leche de amaranto a un proceso térmico, aumentando con ello la

viscosidad de la bebida final (B2) (Soteras 2011).

4. Concentracion de astaxantina

En lo que se refiere a la concentracion de astaxantina ([Ast]) en las bebidas, en
el Cuadro 20, se puede observar que no hubo diferencia significativa entre B3
(limonada con 1% p/p MAO), C4 (control a pH 4 al cual se le afiadié 1% p/p de MAO)
y C7 (control a pH 7 al cual se le afiadié 1% p/p de MAO); sin embargo, se observa
gue si existe diferencia entre B3 (limonada) y las bebidas a base de amaranto (B1 y
B2). Lo anterior podria deberse a las diferencias en su formulacion, ya que para las

bebidas B1 y B2 ademas de extracto de semillas de amaranto, se utiliz6 mezcla de

118



Cuadro 20. Concentracién de astaxantina en bebidas adicionadas con

microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO)

_ _ [Ast]
Tipo de bebida (mg Ast/ 200 mL)
B1
(Bebida con concentrado de 23.2+1.1°
amaranto) -
B2
(Bebida con leche de 29.3+1.8%
amaranto) -
B3
(Limonada) 19.1 + 1.0°
C4 18.6 + 0.8°
(SBFapH4con
MAO)
C7 18.2 + 0.8°
(SBF apH 7 con
MAO)
CB2 7.7 +1.6°

(Bebida 2 sin MAO)

Los valores se reportaron como el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar. Medias con diferente letra
minudscula superindice en la misma columna, indican diferencias significativas (Prueba de Duncan, p<0.05).
SBF= Solucion buffer de fosfatos.
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jugos, entre ellos el jugo de durazno, el cual de acuerdo a lo reportado por Herrero y
Guardia (1992), es rico en carotenoides, responsables de su coloraciéon, entre los

gue se pueden citar al fitoeno, fitoflueno, y—caroteno, a-caroteno, B-caroteno, a-

criptoxantina, B-criptoxantina, luteina, zeaxantina, luteina-5-6-epoxido, violaxantinas,
luteoxantina, auroxantina y persicoxantina, por lo que podria ser, que al momento de
cuantificar la astaxantina en las bebidas, algunos de los carotenoides presentes en el
jugo de durazno, pudieron haber interferido en las lecturas de absorbancia y se
pudieron haber cuantificado como astaxantina, como ocurrié con el control de la
bebida 2 (CB2) en donde se obtuvieron valores de [Ast] de 7.7 + 1.6 mg Ast/ 200 mL,

a pesar de que a esta bebida no se le adicionaron MAO.

5. Actividad antioxidante (AAoXx)

Las bebidas elaboradas a base de amaranto (B1 y B2), no presentaron diferencia
en cuanto a su actividad antioxidante (Cuadro 21), mientras que la limonada (B3) es
la bebida que presenté la mayor actividad antioxidante, a pesar de que a las 3
bebidas se les adiciono el mismo porcentaje de MAO (1% p/p).

Kuskoski y col (2004) mencionaron que la capacidad antioxidante de una mezcla,
no viene dada por la suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de sus
componentes, sino que, esta también depende del microambiente en se encuentra el
compuesto, ya que los componentes interactian entre si, pudiéndose producir
efectos sinérgicos o inhibitorios entre ellos; esto podria explicar porqué las

diferencias en la formulacién, arrojaron diferencias en la AAox de las bebidas.
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Cuadro 21. Actividad antioxidante de bebidas adicionadas con microencapsulados

de astaxantina optimizados (MAQO) y bebida comercial

_ _ AAox*
Tipo de bebida (umoles ET/ 200 mL)
Bl
(Bebida con concentrado de 1670.9 + 140°
amaranto) N
B2 1592.7 + 43.7°
(Bebida con leche de
amaranto)
B3 2089.5 + 2.7°
(Limonada)
B4 956.8 + 25.5°
(Bebida comercial)
CB1 783.3 + 56.2°
(Bebida 1 sin MAO)
CB2 703.88 + 102.2°
(Bebida 2 sin MAO)
CB3 1150.13 + 33.2°

(Bebida 3 sin MAO)

Los valores se reportaron como el promedio de 3 replicas + desviacion estandar. Medias con diferente letra
minudscula superindice en la misma columna, indican diferencias significativas (Prueba de Duncan, p<0.05).
* = Determinacion de AAox mediante método ABTS.
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Solo por fines comparativos, se determiné la AAox a una bebida comercial (B4),
la cual presenté una mayor AAox (956.8 + 25.5 umoles ET/ 200 mL) al compararse
con un control de la bebida 2 (CB2), a la cual no se le afladieron MAO; es decir, la
AAox de la bebida a base de leche de soya y jugo de frutas (B4) fue mayor a la AAox
de la bebida elaborada a base de leche de amaranto y jugo de frutas, sin MAO
afiadidas (CB2= 703.88 + 102.2 ymoles ET/ 200 mL). Pero, si la bebida comercial
(B4) se compara con el mismo tipo de bebida, pero adicionada de MAO (B2),
entonces ahora la bebida comercial es la que presenté menor AAOX.

La comparacion de la AAox entre el mismo tipo de bebida, siendo la Unica
variante, la adicion o no de MAO, nos permiti6 comprobar que la incorporacion de 1%
p/p de MAO, resultdé en un aumento significativo (+82-126%) de su actividad

antioxidante (AAox B1 > AAox CB1; AAox B2 > AAox CB2; AAox B3 > AAox CB3).

6. Analisis sensorial

Los resultados de la evaluacién sensorial de las bebidas adicionadas con
microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO) y la bebida comercial se
muestran en la Figura 18 y el Cuadro 22. Se realizo la evaluacion sensorial sobre
los descriptores color, sabor, consistencia y aceptabilidad global de las bebidas
adicionadas con MAO (B1, B2, B3) y de la bebida comercial (B4). Las bebidas se
evaluaron con 50 jueces no entrenados, haciendo uso de una escala LAM (labeled
affective magnitud), la cual es una escala bidireccional de 100 mm con una
descripcion verbal con rangos que van desde -100 (maximo valor de disgusto
imaginable) hasta +100 (maximo gusto imaginable), en donde cero (ni me gusta, ni

me disgusta) es el punto central. Posteriormente estos valores fueron transformados
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Figura 18. Grafica mostrando los resultados de las propiedades sensoriales de las
bebidas adicionadas con microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO) y la
bebida comercial. Medias con diferente letra en las barras del mismo atributo, indican
diferencias significativas (Prueba de Duncan, p<0.05). Bebida 1 = Bebida con
proteina de amaranto, Bebida 2 = Bebida con leche de amaranto, Bebida 3 = Bebida

tipo limonada, Bebida 4 = Bebida comercial.
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Cuadro 22.

Propiedades

sensoriales de

las bebidas

adicionadas con

microencapsulados de astaxantina optimizados (MAO) y bebida comercial

Bebida c/ Bebida c/ Bebida tipo Bebida
Para proteina de leche de limonada comercial
arametro
amaranto amaranto (B3) (B4)
(B1) (B2)
Color 66.9 + 13.7*°  64.8+16.43°  72.0+16.4° 66.8 + 15.4*°
Sabor 72.6 + 14.7° 53.2 + 20.9° 63.3 + 18.6° 61.3 + 19.9°
Consistencia  68.3 +14.7% 60.5 + 16.7° 68.3 + 15.1% 69.2 + 15.5%
Aceptabilidad ~ 75.2 + 8.2° 55.5 + 18.3° 64.5 + 17.7° 63.8 + 17.7°

Global

Los valores se reportaron como el promedio de las evaluaciones realizadas por 50 jueces no entrenados +
desviacion estandar. Medias con diferente letra en la misma fila, indican diferencias significativas (Prueba de
Duncan, p<0.05). Las bebidas evaluadas sensorialmente tenian una temperatura entre 4 y 6 °C. Valores de la
escala LAM correspondientes a cada uno de los niveles de agrado o desagrado de la escala heddnica de 11
puntos: 0 = El mayor disgusto imaginable, 12.25 = Me disgusta extremadamente, 22.25 = Me disgusta mucho,
34.06 = Me disgusta moderadamente, 44.69 = Me disgusta ligeramente, 50 = Ni me gusta, ni disgusta, 55.62 =
Me gusta ligeramente, 68.12 = Me gusta moderadamente, 78.06 = Me gusta mucho, 87.11 = Me gusta
extremadamente, 100 = El mayor gusto imaginable.
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a una escala de 0 a 100 [0=maximo valor de disgusto imaginable; 100= maximo
gusto imaginable, donde 50=ni me gusta, ni me disgusta] (Cardello y Schutz 2004).

Los resultados de la evaluacion sensorial de color de las bebidas indicaron que la
bebida 3 (bebida tipo limonada adicionada con MAQO) fue la present6 los valores mas
altos (72.0 + 16.4). Este resultado se ubico entre los descriptores de “me gusta
moderadamente” y “me gusta mucho” en la escala hedonica de 11 puntos. La bebida
2 (bebida de leche de amaranto adicionada con MAQO) fue la presentd los valores
mas bajos de color (64.8 + 16.43) de acuerdo a la apreciacion de los jueces,
ubicandose entre “me gusta ligeramente” y “me gusta moderadamente”. Las bebidas
1 (bebida a base de concentrado de amaranto adicionada con MAO) y 4 (bebida
comercial) presentaron valores de aceptabilidad de color (66.9 + 13.7 y 66.8 + 15.4,
respectivamente) ubicados entre los mismos descriptores que se ubico la bebida 2
(entre “me gusta ligeramente” y “me gusta moderadamente”).

En el caso de los resultados para la evaluacion sensorial del sabor, se puede
observar que la Bebida 1 (bebida a base de concentrado de amaranto adicionada
con MAO) presento los valores mas altos de agrado (72.6 + 14.7) y se ubico entre los

descriptores de “me gusta moderadamente” y “ me gusta mucho”, opuesto a la
bebida 2 (bebida a base de leche de amaranto adicionada con MAQO), que presento
los valores mas bajos de agrado (53.2 + 20.9), que la ubicaron entre “ni me gusta, ni
me disgusta” y “ me gusta ligeramente” en la escala hedodnica de 11 puntos.

Los valores de la evaluacion sensorial del sabor entre las bebidas B3 (bebida tipo

limonada adicionada MAO) y B4 (bebida comercial), no presentaron diferencias

significativas en cuando a este atributo, y se ubicaron en la escala hedonica entre
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‘me gusta ligeramente” y “me gusta moderadamente”, un resultado de aceptabilidad
sensorial de sabor mejor que la bebida 2.

Con respecto al atributo de consistencia, no hubo diferencia significativa entre las
bebidas 1, 3 y 4 de acuerdo a la evaluacion de los jueces, y los valores obtenidos se
ubicaron entre “me gusta moderadamente” y “me gusta mucho”. La bebida 2
presentd un valor de aceptabilidad sensorial de consistencia significativamente
menor que las tres bebidas mencionadas anteriormente, y la cual se ubico entre los
descriptores de “me gusta ligeramente” y “me gusta moderadamente”.

Al analizar los resultados de la evaluacion de aceptabilidad global, la bebida B1
presento los valores mas altos (69.0 + 13.0), ubicandose entre los descriptores “me
gusta moderadamente” y “me gusta mucho”. Las bebidas B3 y B4 no presentaron
diferencia significativa y se ubicaron en la escala hedonica entre los descriptores
‘me gusta ligeramente” y “me gusta moderadamente”. En contraste, B2 fue la
bebida que presento los valores mas bajos de aceptabilidad global (55.5 + 18.3) y se
ubicé entre “ni me gusta, ni me disgusta” y “me gusta ligeramente”.

Por lo mencionado anteriormente, se puede decir que, de las bebidas
adicionadas con MAO, la bebida B1 (bebida a base de concentrado de proteina de
amaranto) fue la bebida que presentd la mayor aceptabilidad sensorial, basada en
los descriptores color, sabor, consistencia y aceptabilidad global.

La bebida adicionada con MAO que presento un valor de aceptabilidad sensorial
ligeramente menor que B1 fue B3 (bebida tipo limonada), la cual tuvo un resultado de
aceptabilidad sensorial similar a B4 (bebida comercial).

Finalmente, B2 (bebida a base de leche de amaranto) fue la bebida adicionada

con MAO que presentd los valores mas bajos de aceptabilidad sensorial.
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Posiblemente, la bebida B2 presentd una aceptabilidad sensorial menor debido a
gue, el panel de jueces no entrenados que se empled para realizar dicha evaluacion
no consume regularmente productos de amaranto, como es el caso de la leche de
amaranto.

Si la bebida (B2) es evaluada por un panel de jueces que consuma de manera
regular leche de amaranto, posiblemente, la calificacion sensorial de esta bebida
podria incrementar su valor.

La bebida Bl presentd una mejor aceptabilidad sensorial que B2, debido,
probablemente, a las diferencias en las técnicas empleadas para extraer la proteina
de las semillas de amaranto; en el caso de la leche de amaranto, la proteina fue
extraida con agua, mientras que la extraccion de proteina de amaranto para la
bebida Bl se realiz6 por el método de solubilizacion, seguido de precipitacion, en
medio alcalino y acido, respectivamente.

En el caso de la leche de amaranto, el agua probablemente arrastro compuestos
guimicos presentes en las semillas de amaranto que le imparten un sabor
caracteristico al producto, lo cual pudo haber impactado de manera negativa en los

resultados de evaluaciéon sensorial de dicha bebida.
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IX. CONCLUSIONES

1) Se obtuvieron modelos matematicos de prediccion adecuados y reproducibles
(p <0.05, R? ajustada > 0.80, Pratta de ajuste > 0.05, CV < 10%) para las variables
de respuesta estudiadas (rendimiento (R) y concentracion de astaxantina

[Ast]) en el proceso de microencapsulacion de astaxantina.

2) La mejor combinacion de las variables del proceso de microencapsulacion
mediante secado por aspersion para la obtencion de microencapsulados de
astaxantina optimizados (MAQO) con valores altos de R (53.5%) y [Ast] (10.8
png/mg polvo) fueron contenido de agente encapsulante (AE) = 20 %,
temperatura de entrada de aire al secador (TA) = 155 °C y flujo de

alimentacion al secador (Flujo) = 7.5 mL/min.

3) Los datos experimentales obtenidos para cada una de las variables de
respuesta estudiadas fueron similares a los valores predichos arrojados por
los modelos de prediccion, lo que significa que las condiciones de

microencapsulacion optimizadas fueron adecuadas y reproducibles.

4) Los MAO tuvieron buenas propiedades fisicoquimicas [humedad baja (4.94
%), coloracion entre naranja y amarilla (angulo hue = 66.3), tiempo de
dispersion en agua bajo (13 min), solubilidad en agua alta (95.9 %)], con

eficiencia de microencapsulacion (EM) y actividad antioxidante (AAox) altas
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(=90% y 22.05 + 1.5 mmol ET/ 100 g de microencapsulados de astaxantina

optimizados, respectivamente).

5) Los MAO presentaron una morfologia predominantemente esférica, con un
rango de tamafio de particula de aproximadamente 1 a 14 um, sin grietas, ni
fisuras aparentes. En los MAO se observaron depresiones superficiales
asociadas con particulas huecas o porosas con bajos valores (pobres valores)
de densidad aparente y densidad compactada (0.23 y 0.63 g/mL,
respectivamente). Los MAO presentaron pobres propiedades de flujo (alta

cohesividad y poca fluidez) debido al tamafio pequefio de las microcdpsulas.

6) Se desarrollaron tres modelos de bebidas funcionales adicionadas con MAO:
Bebida 1 (B1) = bebida a base de concentrado de proteina de amaranto
obtenido por extraccién alcalina y precipitacion acida; Bebida 2 (B2): bebida a
base de leche de amaranto obtenida por extraccion acuosa; Bebida 3 (B3) =
bebida a base de jugo de limén y pulpa de fresa (tipo limonada). En la
formulacién de las bebidas se utilizaron estevia, pectina y acido citrico como

edulcorante, estabilizante y acidulante, respectivamente.

7) La bebida 3 (limonada) presenté mayor actividad antioxidante que las bebidas
elaboradas a base de amaranto (B1 y B2) (1150.13 vs 703.88-783.3 pmoles
ET/ 200 mL), y la adicion de 1% (p/p) de MAO a las bebidas increment6 (+82-

126%) significativamente su actividad antioxidante.
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8) Las bebidas adicionadas con MAO, de acuerdo a los resultados de la
evaluacion sensorial, presentaron buena aceptabilidad global (AG). La
bebida Bl presentd la AG mas alta y se ubicé en una escala sensorial
afectiva (escala hedonica de 11 puntos) entre los descriptores “me gusta
moderadamente” y “me gusta mucho”, seguida de la bebida B3 la cual
presenté una AG similar a una bebida comercial a base de extracto de soyay
jugo de frutas (B4), y las cuales se ubicaron entre los descriptores “me gusta
ligeramente” y “me gusta moderadamente”; mientras que, la bebida B2
presenté valores de AG menores y se ubicé entre “ni me gusta, ni me

disgusta” y “me gusta ligeramente” en la escala heddnica de 11 puntos.

9) La microencapsulacion mediante secado por aspersion, puede ser utilizada
como una via de incorporacion de compuestos bioactivos liposolubles en
matrices alimentarias acuosas, para el desarrollo de productos funcionales con

potencial para la promocién de la salud de los consumidores.
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ANEXOS

A. PROCESO DE ELABORACION DE LA HARINA DE AMARANTO

Procedimiento
Para la obtencion de harina de amaranto se parti6é del grano de amaranto, siguiendo

los pasos que se enumeran a continuacion:

1.- Limpieza y Lavado: Se utilizaron coladores para cernir, con la finalidad de
eliminar todas las impurezas y cualquier cuerpo extrafio que pudiera existir en la
materia prima. Posteriormente se lavé con solucién de bicarbonato de sodio al 5%
p/v, removiendo continuamente durante 3 minutos, para eliminar la astringencia de la
semilla. A continuacion, se enjuag6 con agua y se coloca en lienzos de tela para

dejar secar (24 h, 25 °C) bajo una corriente de aire creada por un ventilador de mesa.

2.- Molienda: Una vez seco el grano, se procedi6 a moler la materia prima, utilizando
un molino de martillo (Perten, LM 3100, Suiza) con el objeto de triturar y obtener la

harina.
3.- Tamizado: El proceso de tamizado se llevo a cabo para uniformar el tamafio de la
particula en las harinas y asi poder homogenizar la granulometria, a un tamafio de

particulas en el que el 100% de la harina pasa malla #40 (420 micras).

4.- Empacado: La harina se empacé en bolsas de polietileno, las cuales se

almacenaron en refrigeracion (4-8°C) hasta su respectivo uso (Carpio-Escobar 2009).
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B. PROCESO DE DESENGRASADO DE LA HARINA DE AMARANTO

Procedimiento
Para el desengrasado de la harina de amaranto se siguié la metodologia descrita por
Castel (2010):

1.- Se pesaron 100 g de harina de amaranto y agregaron 1000 mL de hexano, con
una relacionl:10 p/v

2.- La mezcla se agit6 por 2 horas

3.- Posteriormente se filtré al vacio y se separ6: La parte solida se colocé en una
charola de aluminio y se dejo secar durante 24 horas a temperatura ambiente (20 a
25 °C)

4.- Mientras que, la parte liquida con la grasa eliminada, se coloc6 en un matraz

balon y se recupero el solvente en el rotavapor:

a. Se encendio el bafio de agua y se fij6 la temperatura a 60 °C

b. se abri6 el reflujo de agua del condensador

c. Se coloco el matraz balén con la muestra y este se sujet6 con la pinza

d. El matraz se sumergi6 en el bafio de agua

e. Se inicié el movimiento al fijar las revoluciones y encender la bomba de vacio

f. Se continu6 hasta que la evaporacion total del hexano, el cual se fue
recolectando en el otro matraz

g. Se apago la agitacién y se saco el matraz

h. El matraz se dejo secar en la estufa a 75 °C durante 12 h

h. Finalmente se peso el matraz mas la grasa

5.- La cantidad de grasa eliminada de la harina se calcul6 con la siguiente ecuacion:

gramos de grasa eliminada
% Grasa = , x 100
gramos de harina
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C. PROCESO DE ELABORACION DE LECHE DE AMARANTO

Procedimiento
Para la obtencion de la leche de amaranto se parti6 del grano de amaranto,

siguiendo los pasos que se enumeran a continuacion:

1.- Limpiezay Lavado: Se utilizaron coladores para cernir y aire, con la finalidad de
eliminar todas las impurezas y cualquier cuerpo extrafio que pudiera existir en la
materia prima, sometiendo el grano a una corriente de aire creada por un ventilador
de mesa. Posteriormente los granos se pesaron y se colocaron en una solucion de
bicarbonato de sodio al 5% p/v, removiendo continuamente durante 3 minutos, para
eliminar la astringencia de la semilla. Una vez transcurrido el tiempo se escurrieron y
enjuagaron con agua para eliminar los residuos de la solucion de bicarbonato de

sodio.

2.- Remojo y escurrimiento: Los granos de amaranto se colocaron en remojo
durante 3 horas en agua potable. Posteriormente se drend el agua de remojo y se

agrego agua fresca a las semillas hidratadas en una proporcion 1: 6 (p/v).

3.- Molienda: La molienda se realizd en una licuadora industrial (CRT Global, BL-
767) a velocidad media durante 2 minutos, con el fin de lograr una adecuada

molienda y dispersion de los componentes en la fase acuosa.

4.- Homogeneizacion y filtracién: Las suspensiones obtenidas fueron tratadas con
un turbolicuador moulinex a méaxima velocidad durante 2 minutos, con el fin de
disminuir el tamafio promedio de particulas y aumentar la mezcla intima de los
componentes. A continuacion, el producto homogeneizado se filtr6 a través de una
malla de nylon de 200 um, grado alimenticio, para separar las particulas de mayor

tamano.
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5.- Tratamiento térmico: El tratamiento térmico se realiz6 con varios fines: a)
pasteurizacion de la mezcla obtenida, con la I6gica disminucion de la poblacién de
microorganismos patogenos; b) dispersion mas efectiva y completa de la fraccion
proteica y gelatinizacion del almidon. El mismo se llevé a cabo calentando la muestra
en un bafio termostatico a 80 © C y manteniendo esta temperatura por 30 minutos.

Finalmente, la muestra se enfri6 en un bafio con hielo durante 15 minutos (Carpio-
Escobar 2009; Soteras 2011).
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