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Resumen y Abstract \%

Resumen

El estudio de las condiciones de microencapsulacion de extractos hidroetandlicos de
polen apicola ricos en compuestos fenélicos mediante secado por aspersion, es de
interés para constituir una nueva forma de ingrediente natural. El proceso de
microencapsulacién mediante secado por aspersion de extractos de polen apicola fue
evaluado mediante dos factores: temperaturas de secado (130°C, 160°C y 190°C) y el
contenido de maltodextrina (1:1 y 1:0.5 extracto/maltodextrina p/p) para ver la influencia
en las caracteristicas antioxidantes, sensoriales y fisicas de los microencapsulados. Se
encontr6 mayor influencia del contenido de maltodextrina en el contenido de fenoles
totales (CFT) medido por Folin Ciocalteu y en la actividad antioxidante (AAO) medida por
TEAC y FRAP. Se encapsularon de 3.0 a 5.9 mg de acido galico equiv./g de
microencapsulado (Folin Ciocalteu), con rendimientos de secado entre 36.52 + 4.36 y
63.96 + 8.80% Yy algunas propiedades fisicas (densidad aparente y morfologia) variaron
con las temperaturas de secado. Se realizO un ensayo de utilizaciébn de los
microencapsulados en néctar de maracuya, para evaluar la aceptacion sensorial y el
aporte en antioxidantes, 60 consumidores aceptaron las bebidas con inclusiones de 3, 5
y 7% mediante una evaluacion sensorial afectiva y se incrementé la AAO y el CFT de

esta matriz.

Palabras clave: Antioxidantes, polen apicola, compuestos fendlicos, secado por

aspersion, extraccion.
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Abstract

The study of micro-encapsulation conditions of bee pollen hydro-ethanolic extracts rich in
phenolics compounds by means of spray drying, is significant to develop a new form of
natural ingredient. The micro-encapsulation process was evaluated regarding two factors:
drying temperatures (130°C, 160°C and 190°C) and maltodextrin content (1:1 and 1:0.5
extract/maltodextrin w/w) to see the influence on antioxidant, sensory and physical
characteristics. Finding an effect over phenols content total (CFT) by Folin Ciocalteu and
the antioxidant activity (AAO) by TEAC y FRAP radical scavenging assays of the
microencapsulated compounds caused by the maltodextrin content. Samples from 3.0 to
5.9 mg of gallic acid equiv./g of dry powder (Folin Ciocalteu) were encapsulated, with
production yields from 36.52 + 4.36% to 63.96 + 8.80%, the variations of some physical
properties (bulk density, solubility and morphology) due to drying temperatures. Assay
using microencapsulated in passion fruit nectar was performed to evaluate the sensory
acceptance and contribution in antioxidants. Getting the acceptance of 60 consumers for
nectars containing 3, 5 and 7% of microencapsulated compound by consumer sensory

evaluation, the AAO and CFT of the nectars increased in this matrix.

Keywords: Antioxidant, bee pollen, phenolics compounds, Spray dry, extraction.
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Introduccioén

A nivel mundial se ha incrementado el consumo de alimentos de alto valor nutricional
con propiedades funcionales para la prevencion de diversas enfermedades
degenerativas. El desarrollo y consumo de alimentos funcionales es una tendencia con

potencial en la comercializacién de alimentos (Bigliardi & Galati, 2013).

La apicultura es la ciencia que estudia la cria de las abejas (Apis Mellifera) y el
aprovechamiento de los productos generados en la colmena. Los productos apicolas
tienen caracteristicas funcionales y ademas generan un beneficio importante al medio
ambiente ya que las abejas cumplen el papel de agentes polinizadores en la naturaleza,
siendo responsables de mantener la biodiversidad y mejorar la calidad de los frutos
(Laverde, Egea, Rodriguez, & Pefa, 2010).

La apicultura en Colombia es una actividad productiva en crecimiento; el Ministerio de
Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia junto con otras entidades entre los afios 2006
y 2010 realizaron estudios sobre la actividad apicola en el pais buscando fortalecer e
incentivar su desarrollo tecnolégico (Laverde et al., 2010; Martinez, 2006) y en el afio

2012 la actividad apicola fue reconocida como una cadena productiva.

El polen es uno de los principales productos de la colmena. Se produce en pocos paises,
en Europa el principal productor es Espafia; en América se produce en Estados Unidos,
Argentina y Chile; en el continente asiatico China produce hasta 3000 toneladas
anualmente y es el principal exportador a nivel mundial. En Colombia la produccién de
polen es potencial ya que se ve favorecida por las condiciones climaticas y geogréaficas
(Laverde et al., 2010).
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El polen es el gametofito masculino de las flores. Este es transferido al estigma de una
flor (estructura reproductora femenina) por el viento o por los insectos en un proceso
llamado polinizacién. El polen apicola es el resultado de la aglutinacién de los granos de
polen floral mezclado con néctar y sustancias salivares de las abejas, que contienen
enzimas como amilasas y catalasas, y es la fuente de proteina para el desarrollo de la
colmena. Las abejas del género Apis mellifera lo transportan en los espacios ubicados en
las patas traseras, conocidos como corbiculas de ahi el nombre de “polen corbicular’
(Bogdanov, 2011).

Los grupos de células en el polen estan rodeadas por una pared rica en celulosa llamada
intina y una cubierta resistente compuesta principalmente por esporopolenina llamada
exina (Bogdanov, 2011). El polen apicola es de formas variables, principalmente
esféricas, con tamafios entre 6 — 200 um de didmetro, tiene contenidos nutricionales
importantes que dependen de la fuente botanica (Almeida-Muradian, Pamplona,
Coimbra, & Barth, 2005; Campos, Frigerio, Lopes, & Bogdanov, 2010). En polen apicola
obtenido del altiplano Cundiboyacense de Colombia se reporté presencia de sodio,
potasio, magnesio, zinc, hierro, contenidos altos de proteina (alrededor del 24%) vy fibra
(alrededor del 14%), azucares reductores, acidos grasos insaturados y saturados con

contenidos de acido a-linoleico (Fuenmayor et al., 2014).

El polen apicola ha sido ampliamente estudiado por sus beneficios a la salud humana
(caracteristicas antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas) generalmente
asociadas a su contenido en flavonoides y fitoesteroles (Campos et al., 2010). Se ha
reportado correlaciéon positiva entre el contenido de flavonoides totales y la actividad
antioxidante medida por los métodos TEAC con el radical ABTS y FRAP en polen
colombiano secado a diferentes temperaturas (Zuluaga, Quicazan, & Serrato, 2014).
También Salazar, (2014) reporté contenido de fenoles totales de 16.28 + 2.2 mg de
GAE/g de polen, carotenoides totales de 2149 + 122 mg [B-caroteno/kg de polen y
vitamina E de 119 + 12 ug de o-tocoferol/g polen, en estudios realizados a polen
proveniente del altiplano Cundiboyacense, encontrando que estos contenidos son
superiores a los reportados en otros paises. El polen proveniente de Espafia, Portugal y
Africa contiene carotenoides totales de 1.22 a 20.4 mg/kg y fenoles totales de 5.6 a 8.5

mg de GAE/g (Dominguez-Valhondo, Bohoyo Gil, Hernandez, & Gonzalez-Gémez,
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2011), y el polen proveniente de Brasil contiene vitamina E de 13.5 a 42.5 ug de a-

tocoferol/g polen (Oliveira et al., 2009).

Debido a las caracteristicas nutricionales del polen, se considera un aditivo alimentario
en algunos paises -Brasil, Suiza y Argentina- (Almeida-Muradian et al., 2005). Se han
realizado estudios de inclusion en yogurt, masmelos y galletas (Khider, Elbanna,
Mahmoud, & Owayss, 2013; Ungure, Straumite, Muizniece-Brasava, & Dukalska, 2013;
Solgajova, Nézkova, & Kadakova, 2014) y estudios de extraccion de antioxidantes por
diversos métodos (Marinova & Tchorbanov, 2011; LeBlanc, Davis, Boue, DelLucca, &
Deeby, 2009; Leja, Mareczek, Wyzgolik, Klepacz-Baniak, & Czekonska, 2007). Sin
embargo, el contenido alto en flavonoides confiere diferentes pigmentos y sabor
astringente y amargo (Rosales, Brown, & Ross, 2012), por ésta raz6n también se ha
propuesto utilizar extractos de polen para enriquecimiento de otras matrices alimentarias
(Kroyer & Hegedus, 2001).

La microencapsulacién es una tecnologia de interés en la industria para conservar
biomoléculas como polifenoles, bacterias, enzimas y aditivos volatiles, evita la pérdida de
compuestos bioactivos y nutrientes ya que los protege de la luz, la humedad y el oxigeno,
permite una liberacién controlada de los compuestos funcionales, genera ventajas en
cuanto al transporte, almacenamiento y es un mecanismo para enmascarar sabores y
olores indeseables (Nazzaro, Orlando, Fratianni, & Coppola, 2012; Fang & Bhandari,
2010). El secado por aspersion es una técnica utilizada para microencapsular debido a
su flexibilidad, economia y operacién continua. Es usada en la industria para producir
alimentos secos, aditivos alimenticios y sabores (Fang & Bhandari, 2010; Ubbink &
Kriger, 2006). Por esta razon se han realizado diferentes estudios de
microencapsulacion mediante secado por aspersién de fenoles donde se ha buscado
disminuir el impacto sensorial y conservar los compuestos bioactivos de matrices como
los propdleos, extractos de piel y semillas de uva, entre otros (Pérez-Serradilla & Luque
de Castro, 2011; da Silva et al., 2013; Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk, 2011).

La Universidad Nacional de Colombia con la financiacion de Colciencias ha realizado
varios proyectos encaminados a fortalecer la actividad apicola mediante el estudio de las

condiciones de produccién, calidad y transformacién de los productos, generando
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diferentes propuestas para el desarrollo tecnolégico del sector. Estas iniciativas hacen
parte de los objetivos planteados en el Plan Nacional de Desarrollo 2014-2018 en cuanto
al fortalecimiento de actividades sostenibles “crecimiento verde” y la transformacion y
comercializacion de la produccion agropecuaria. Esta tesis se encuentra enmarcada
dentro del proyecto “Establecimiento de procesos de conservacion y transformacion
de polen apicola para la obtencion de alimentos con caracteristicas funcionales”
que hace parte del “Programa estratégico en alternativas para la generacion de valor en
productos apicolas en Colombia a través de la innovacion y el desarrollo tecnolégico”
financiado por COLCIENCIAS y ejecutado en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos-ICTA-.

Este trabajo estudia el proceso de microencapsulacion de antioxidantes de polen apicola,
para generar una alternativa de aprovechamiento del mismo y extender la vida util de los
compuestos bioactivos extraidos. Se establecieron las condiciones para obtener un
extracto concentrado y posteriormente secarlo mediante un secador por aspersion,
utilizando maltodextrina como material de pared, se evaluaron diferentes condiciones de
secado variando la temperatura de entrada y el porcentaje de maltodextrina, obteniendo
diferentes contenidos de compuestos fendlicos totales medidos por el método Folin

Ciocalteu y actividad antioxidante medida por los métodos TEAC y FRAP.



Objetivos

Objetivo General

Evaluar el proceso de microencapsulacion mediante secado por aspersion de extractos

etandlicos de polen apicola.

Objetivos especificos

1. Estudiar la influencia de las variables del proceso de microencapsulacion mediante
secado por aspersidn de extractos etandlicos de polen apicola.

2. Analizar las propiedades fisicoquimicas y sensoriales del producto microencapsulado.



Evaluacion de las condiciones de microencapsulacion mediante secado por
aspersion de antioxidantes de polen apicola




LI 4

1 Polen apicola, composicion y

caracteristicas bioactivas.

1.1 Polen apicola

El polen floral es el 6rgano reproductor masculino de las flores 0 gametofitos de las
anteras de las flores de las plantas superiores. El polen es transferido al pistilo de las
flores por un proceso denominado polinizacion gracias al viento y/o los insectos. La
informacion genética y los nutrientes que tiene el grano de polen son transportados al
ovario de la flor mediante la generacién del tubo polinico donde se divide en varias
células generando la fertilizacion (Duran, 2014; Bogdanov, 2011; Almeida-Muradian et
al., 2005).

Cuando las abejas visitan las flores, su cuerpo con vellosidades se llena de polvo de
polen, ellas juntan los granos de polen utilizando sustancias salivares con enzimas como
amilasas, B-glucosidasas, catalasas y néctar. Las abejas aglomeran estos granos en
“pellets” que almacenan en la corbicula de las patas traseras para poder transportarlo a
la colmena, donde lo depositan en una celda con néctar y maduran convirtiéndolo en pan
de abejas. El polen es una fuente de proteina, energia, minerales y grasas. Una abeja
puede llegar a recolectar polen de 200 flores en un viaje (Duran, 2014; Bogdanov, 2011;
Almeida-Muradian et al., 2005).

El polen apicola lleva la informacién genética y compuestos nutricionales relacionados
con la planta de origen, por lo tanto, los pellets varian en su forma, tamafio y color;

pueden ser esféricos o irregulares, de 6 a 200 um y de colores blanco crema a café
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oscuro, amarillo, naranja, gris, rojo y verde. También tiene las propiedades
organolépticas y bioguimicas de la planta y su estudio se denomina palinologia (Durén,
2014; Bogdanov, 2011; Almeida-Muradian et al., 2005).

1.2 Estructura del grano de polen

Como se observa en la Figura 1-1 las células del grano de polen - una célula vegetativa y
otra generativa con dos ndcleos - estan protegidas por dos capas, una pared celular rica
en celulosa, hemicelulosa y pectina llamada intina, y otra pared celular externa llamada
exina compuesta principalmente por un politerpeno impermeable llamado
esporopolenina. Algunos analisis quimicos de esta capa han revelado la existencia de
una mezcla de biopolimeros, conteniendo principalmente cadenas largas de acidos
grasos, fenilpropanoides, fenoles y trazas de carotenoides, los lipidos evitan la
desecacion y muerte de la célula viva y los antioxidantes evitan la oxidacion de algunos

componentes del grano (Salazar, 2014; Duran, 2014; Bogdanov, 2011).

Figura 1-1: Morfologia grano de polen

(A) Exina, (B) Intina, (C) Reticulo endoplasmatico, (D) Apertura, (E) nicleo vegetativo, (F)

Nucleo de células generativas.

Fuente: Zuluaga, Serrato, & Quicazan, 2014
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1.3 Produccion y manejo

Los apicultores recolectan el polen apicola por medio de trampas ubicadas en la entrada
de las colmenas. Existe una gran variedad de trampas, redes que retienen los pellets de
polen que las abejas desean ingresar a la colmena. El polen cae sobre un bastidor que
periddicamente es removido por el apicultor. La cantidad de polen recolectada en el
altiplano Cundiboyacense (Colombia) es alrededor de 200 g por colmena al dia (Durén,
2014).

El polen apicola fresco contiene de 20 a 30 % de agua, esta alta humedad y valor
nutricional lo hacen susceptible a contaminacion con microorganismos. Se utilizan
diferentes métodos para conservar las caracteristicas nutricionales y prevenir
contaminacién microbiolégica en el polen apicola; por ejemplo, la congelacién no produce
cambios significativos, por eso es la técnica recomendada para mantenerlo en buenas
condiciones antes del secado (Bogdanov, 2011). Después se debe deshidratar hasta
obtener una humedad entre 6 y 8%, las impurezas deben ser removidas con tamices o
preferiblemente con filtros tipo ciclén para finalmente almacenarse en un lugar fresco,

seco Y en recipientes cerrados (Campos et al., 2008).

De acuerdo al estudio realizado por Duran, (2014) en un apiario en el Departamento de
Boyaca -municipio de Viracacha-, el beneficio del polen presenta varias deficiencias e
incumplimientos con la normatividad (Resolucion 2674 de 2013, INVIMA). En la cosecha,
durante los procesos de limpieza y en el almacenamiento hay diversos factores que
generan contaminacién cruzada, después de la cosecha, el polen apicola no es
congelado o sometido a tratamiento térmico inmediatamente, contribuyendo a la
proliferaciéon de microorganismos, y en el secado las temperaturas no superan los 40°C

lo que favorece la contaminacién del polen (Durén, 2014).

En Colombia no se ha establecido aun normatividad para la cosecha y beneficio del
polen apicola; en el estudio realizado por (Durédn, 2014), se defini6 que la temperatura
mas adecuada para la disminucion de la carga microbiologica, la actividad de agua y el
mantenimiento de las caracteristicas bioactivas durante el secado es 60°C. Ademas se
obtuvo una mejora notoria en la calidad del producto cuando se realizaron las siguientes

modificaciones en la cosecha y produccion: se ampliaron las perforaciones de las
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trampas ubicadas en la colmena para disminuir la contaminacién por mutilaciones de las
abejas, se elevd la colmena del suelo para aumentar la ventilacion y evitar contacto con
la vegetacion, se instalaron sensores de humedad y temperatura en la colmena, se
mejord la eficiencia del equipo de secado utilizando bandejas perforadas en acero
inoxidable, modificaciones en la distribucion del calor (instalacibn de ventilador) e
instalacion de una salida de humedad, y para las Ultimas etapas de proceso se
implementd un sistema de limpieza con un tamiz y posterior separacion de impurezas

con ciclon.

1.4 Composicion

La composicién del polen apicola esté influenciada por las condiciones ambientales y el
origen botanico (LeBlanc et al., 2009; Marghitas et al., 2009; Pascoal, Rodrigues,
Teixeira, Feas, & Estevinho, 2014).

1.4.1 Humedad

La humedad es un pardmetro importante en el almacenamiento del polen. Una vez
recolectado, el polen debe ser sometido a procesos de secado ya que con la humedad
presente entre 9.7 — 34% pueden proliferar microorganismos, hongos y levaduras (Diaz,
Zuluaga, Fuenmayor, & Martinez, 2009; Campos et al., 2008; Sattler et al., 2015). Las
variaciones en el contenido de humedad en el polen se deben también a que las
condiciones ambientales afectan el polen que es altamente higroscopico (Moreti, 2006)
citado por: Sattler et al., (2015). En algunos paises donde existe normatividad para el
polen, se han establecido limites en esta caracteristica para su comercializacion: Brazil
4%, Suiza 6%, Uruguay 8% y Bulgaria 10% (Campos et al., 2008). En un estudio
realizado a 196 muestras de polen apicola proveniente del altiplano Cundiboyacense se
reporté un rango de humedad de 1.8 a 11.8 % (Fuenmayor et al., 2014), donde varias
muestras incumplieron con las normatividades internacionales debido a la falta de los
instrumentos y procesos adecuados para el secado en algunos apiarios de esta regién de
Colombia (Duran, 2014).
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1.4.2 Proteina

El polen apicola es una fuente de proteina vegetal importante, por esta razon diferentes
autores han estudiado este componente. El polen seco proveniente del altiplano
Cundiboyacense tiene contenidos entre 16.7 y 29.5% de proteina (Diaz et al., 2009;
Zuluaga, Moreno & Quicazan, 2011; Fuenmayor et al., 2014), estos valores son
superiores a los reportados por otros paises como la Patagonia, Argentina, entre 13.25y
24.43% (Forcone, Aloisi, Ruppel, & Muioz, 2011), Tailandia, 19.12% (Chantarudee et al.,
2012) y Bulgaria, entre 22.71 y 24.2% (Marinova & Tchorbanov, 2011).

El polen apicola tiene todos los amino&cidos esenciales por eso se considera un alimento
natural completo (Bogdanov, 2011), el contenido de proteina es comparable al de otros
alimentos que son fuentes importantes de proteina animal como la carne, el queso y los
huevos (ver Tabla 1-1). Sin embargo, debido a los polisacaridos que tiene el polen
(esporopolenina) con alta resistencia a la degradacion, no se conoce con exactitud si la
proteina es biodisponible en su totalidad; algunos autores han reportado una digestion
parcial en estudios de simulacion de la digestion humana in vitro (Bogdanov, 2011).

Tabla 1-1: Alimentos fuente de proteina comparados con el polen apicola.

Alimento Proteina (%)
Carne de pollo cruda 17.44
Carne de cerdo cruda 17.99

Carne de res cruda 21.23

Harina de Soya 37.81

Quinua 14.12

Queso Mozarella 22.17

Huevo entero cocinado 13.61
Polen apicola 16.7- 29.5

Fuente: USDA, 2015; Diaz et al., 2009; Zuluaga et al., 2011; Fuenmayor et al., 2014

Se han realizado estudios del contenido de proteina en polen hidrolizado
enzimaticamente, donde la capa esporopolenina ha sufrido una degradacion parcial; en
Bulgaria se obtuvieron contenidos entre 22.71 y 24.2 % de proteina con extractos de

polen hidrolizado con enzimas naturales (Marinova & Tchorbanov, 2011) y en Colombia
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se ha reportado entre 34.27 y 37.93% de proteina en polen hidrolizado (Castro, Zuluaga,

Quicazéan, Pastrana & de Paula, 2014).

Ademés de la proteina, el porcentaje de nitrdgeno en el polen apicola corresponde a
amilasas, invertasas, algunas fosfatasas y transferasas; asi como cofactores
enzimaticos, entre los que estan la biotina, el glutatién, el NAD y algunos nucleétidos

(Human & Nicolson, 2006) citado por: Fuenmayor, (2009).

1.4.3 Carbohidratos

Los carbohidratos del polen apicola corresponden a azlcares reductores, no reductores,
polisacaridos y fibra dietaria, los azlcares reductores provienen del néctar adicionado por
las abejas, principalmente fructosa y glucosa y los no reductores incluyen di y trisacaridos
(Salazar, 2014, Serra Bonvehi & Escola Jorda, 1997). Las variaciones en el contenido de
azucares reductores pueden deberse a las condiciones climaticas (Odoux et al., 2012).
En polen apicola de la region de Boyac4, reportaron 19.5% de fructosa, 13.6 % de
glucosa y 6.7% de sacarosa (Fuenmayor et al., 2014). En Tailandia se ha reportado
7.16% de fructosa, 6.42 % de glucosa y 0.6% de sacarosa (Chantarudee et al., 2012).

Los polisacaridos encontrados en el polen apicola son celulosa, hemicelulosa, almidén y
lignina (Serra Bonvehi & Escola Jorda, 1997, Salazar, 2014). En Colombia encontraron
14.5% de fibra dietaria total en 196 muestras de polen proveniente del altiplano
Cundiboyacense, donde 2.7% correspondian a fibra dietaria soluble, 11.7% a fibra
dietaria insoluble (Fuenmayor et al., 2014). En otras 50 muestras de polen proveniente de
zonas del altiplano Cundiboyacense y region del medio chicamocha en los
departamentos de Boyaca y Cundinamarca, se encontraron contenidos de fibra dietara
total promedio de 12.8%, de los cuales 10.6 % es fibra dietara insoluble y 2.2% de fibra
dietara soluble (Diaz, Zuluaga, Morales & Quicazan, 2012), valores similares y superiores

en algunos casos a frutas, hortalizas y nueces (ver Tabla 1-2).
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Tabla 1-2: Fuentes naturales de fibra dietaria comparadas con polen apicola

Alimentos Fibra Dietaria (%)
Almendra 12.5
Aguacate 6.8
Brocoli 2.4
Zanahoria 2.8
Kiwi 3.4
Lechuga 2.1
Mani 8.5
Ciruela pasa 7.1
Uvas pasas 3.7
Espinaca 2.2
Polen apicola 12.8

Fuente: USDA, 2015; Campos et al., 2008

1.4.4 Lipidos

Los lipidos en el polen dependen del origen botanico y de la cantidad de &cidos grasos,
carotenos y vitaminas. También puede contener pigmentos, ceras, esteroles, alcoholes
pesados e hidrocarburos (Human & Nicolson, 2006; Fuenmayor et al., 2014). En los
andlisis del polen proveniente del altiplano Cundiboyacense, el contenido oscil6 entre 2.8
y 9.7 %, donde el 63.3% del total de lipidos fueron acidos grasos poliinsaturados con un
39.2 % de &acido a-linolénico (Fuenmayor et al., 2014), cantidades similares se
encontraron en otros estudios; el polen de Lotus tiene un 22% de acidos grasos
insaturados (Xu, Dong, Mu, & Sun, 2011). El contenido de acidos grasos polinsaturados

es comparable a otras fuentes (Ver Tabla 1-3).

Tabla 1-3: Acidos grasos poliinsaturados en algunos alimentos comparados con polen
apicola.

Fuente Porcentaje
Aceite de oliva 10.5
Aceite de canola 28.1
Aguacate 1.8
Polen apicola (Colombia) 4.4

Fuente: USDA, 2015, Fuenmayor et al., 2014
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1.4.5 Minerales y vitaminas

Se han reportado minerales, principalmente potasio entre 4000 y 20000 mg/kg (Campos
et al., 2008). En Colombia se ha reportado entre 3058 a 7616 mg/kg de polen
(Fuenmayor et al., 2014). El polen tiene un contenido de vitaminas similar o superior en
algunos casos a frutas como la manzana, cereza y guayaba a excepcion de la vitamina C
(ver Tabla 1-4).

Tabla 1-4: Contenido de vitaminas en frutas comparado con el polen apicola

B6
B2 B3 . . C B9
A B1 . LY Piridoxi P C E
. Lo Ribofla-  Niacina Acido Acido
Alimento B- Caroteno Tiamina vina (ma/Kg) na ascorbico tolico Tocoferol

(mg/Kg) (mg/Kg)

(mg/Kg) (MakKe)  “mgikg)  (mgikg) ~ (MIKI)
Manzana 0.03 0.17 0.26 0.91 0.41 46 0.03 18
Cerezas 1.41 0.58 1.01 8.67 1.01 193 0.11 1.7
Uvas
Pasas 0.02 0.4 0.5 1 0.7 410 0.08 10
Guayaba 0.31 0.67 0.4 10.84 1.1 2283 0.49 7.3
Zanahoria 8.35 0.66 0.58 9.83 1.38 59 0.19 6.6
Polen
Apicola 10-200 6-13 6-20 40-110 2-7 70 - 560 3-10 40 - 320

Fuente: USDA, 2015; Campos et al., 2008

1.5 Caracteristicas bioactivas

Ademas de las propiedades nutricionales, se han estudiado propiedades antioxidantes in
vivo e in vitro, actividades antimicrobianas, antimutagénicas, antiestrogénicas,
guimiprotectoras, anti-inflamatorias y para la prevencion de numerosas enfermedades
principalmente las asociadas al estrés oxidativo (Cabrera & Montenegro, 2013; Campos
et al.,, 2010; Carpes, Mourao, De Alencar, & Masson, 2009; Chantarudee et al., 2012;
Eraslan et al., 2009; Feas, Vazquez-Tato, Estevinho, Seijas, & Iglesias, 2012; Khider et
al., 2013; LeBlanc et al., 2009; Marghitas et al., 2009; Marinova & Tchorbanov, 2011;
Nogueira, Iglesias, & Estevinho, 2012; Pascoal et al., 2014; Pinto et al., 2010; Sari¢ et al.,

2009). Todos los efectos terapéuticos y efectos protectores del polen apicola se han
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asociado con el contenido de compuestos antioxidantes (Almeida-Muradian et al., 2005)

principalmente los compuestos fendlicos.

1.5.1 Antioxidantes

El dafio oxidativo se debe a un desequilibrio de compuestos oxidantes como los radicales
libres (compuestos desapareados) y las llamadas especies reactivas de oxigeno (ROS)
gue no siempre son radicales libres. Estos son diferentes compuestos oxigenados como
el oxigeno singlete, el hidroperoxido, el superdxido y el radical hidroxilo (Asada, 1999)
citado por: Vicente, Manganaris, Sozzi, & Crisosto, (2009). Algunos radicales libres son
formados naturalmente en las células y otros a través de factores externos como la
contaminacion, el humo del cigarrillo y la luz solar (Dean, Fu, Stocker, & Davies, 1997)
citado por: Blasa, Gennari, Angelino, & Ninfali, (2010). Las ROS vy los radicales libres
pueden dafar lipidos, proteinas y acidos nucleicos lo cual genera enfermedades y puede

conducir a una carcinogénesis (Ames, Shigenaga, & Hagen, 1993; Waris & Ahsan, 2006).

En la naturaleza existen varios grupos de compuestos gue tienen actividad antioxidante
porque inhiben la formacién de ROS vy radicales libres, inhiben la iniciacion de reacciones
en cadena, reparan y eliminan los lipidos, proteinas y acidos nucleicos dafiados
(Honglian et al., 2001). En las plantas hay numerosos metabolitos secundarios que son
sintetizados como mecanismos de proteccion contra patdégenos, contra el estrés

ambiental y para atraer a los agentes polinizadores.

Los metabolitos en las plantas que cumplen funciones antioxidantes son los tocoferoles,
los carotenoides (Smirnoff, 2005), y los compuestos fendlicos (Honglian et al., 2001). En

el polen se acumulan y sintetizan acidos fendlicos y flavonoides.

= Compuestos fendlicos

Son metabolitos ampliamente distribuidos en las plantas poseen al menos un anillo
aromatico con uno o mas grupos hidroxilo; tienen diferentes funciones, como dar color,
influir en la calidad organoléptica y como mecanismo de defensa en las plantas (Blasa et
al.,, 2010; Cavalcanti et al., 2013). Estos compuestos se metabolizan a partir de
fenilpropanoides y la sintesis es inducida en las plantas por diferentes factores

ambientales de estrés como la luz intensa, los rayos UV, las bajas temperaturas, las
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infecciones y el ozono (Grace, 2005). Pueden ser divididos en diferentes grupos
dependiendo de su estructura quimica que basicamente incluye &cidos fendlicos (fenoles
simples) y polifenoles (fenoles complejos) dependiendo el nimero de subunidades

fendlicas unidas (Cavalcanti et al., 2013).

Los &cidos fendlicos son los compuestos fendlicos mas simples, con un solo anillo
aromatico; se dividen en dos grupos principales derivados de &cido dihidroxibenzoico y
de acido dihidroxicinamico (Calvanti et al., 2013; Blasa et al., 2010).

Los polifenoles poseen dos o mas subunidades fendlicas incluyendo intermediarios
(flavonoides) o compuestos de alto peso molecular (taninos hidrolizados o condensados,

estilbenos y lignanos).

Los flavonoides estan formados por dos anillos aromaticos A y B unidos a través de un
anillo C de pirano heterociclico (Heim, Tagliaferro, & Bobilya, 2002). Basado en la
estructura del anillo C, asi como en sus estados de oxidacion y grupos funcionales, los
flavonoides son clasificados como flavanos, flavonoles, flavonas, catequinas, flavanonas,

antocianinas e isoflavonas (ver Figura 1-2).

= Propiedades de los compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos actian como antioxidantes porque donan electrones de sus
grupos hidroxilo para estabilizar los radicales libres y formar radicales fenoxilo que son
menos reactivos, eliminan ROS y atrapan iones metdlicos (Rice-Evans, Miller, &
Paganga, 1997; Bors, Michel, & Saran, 1994). Los compuestos fendlicos son
ampliamente estudiados debido a que tienen mayor capacidad antioxidante en
comparacion con otros antioxidantes naturales, dan proteccion biol6gica al ADN vy lipidos
contra los dafios causados por los ROS, retardan la oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL), y se han asociado con la disminucion de enfermedades crénicas
generadas por estrés oxidativo (Grace, Logan, & Adams, 1998; Fukumoto & Mazza,
2000; Laranjinha, Almeida, & Madeira, 1994; Castelluccio et al., 1995; Nardini et al.,
1995; Salah et al., 1995; Moon & Terao, 1998; Cavalcanti et al., 2013; Blasa et al., 2010).
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Figura 1-2: Estructura quimica de los flavonoides

Flavanonas Flavonas Flavan-3 ols
B-ring R4
OH
Ay @( <‘j\/0H
HO O .
; g OR; HO O -
s 1 "R2 3 3 "Rz
OH O OH O OH
Naringina: R,= H; R=H Crisina: R;= H; R,= H; R,=H Epicatequina: R,= H; R,= OH
Erodictyol: R;= OH; R,=H Apigenina: R = OH; R,= H; R_=H EGC: R,= OH; R,= OH
Taxifolina: R,= OH; R,= OH Luteolina: R = OH; R,= OH; R,=H ECG: R,= H; R,= galato
Hesperidina:R = OCH_; R,= OH Baicaleina:R,= H; R,= H; R,=OH EGCG:R = OH; R,= galato
Flavon-3-ols Isoflavonas Antocianinas

Kaempferol: R = H; R,= H; R,=OH Daidzeina: R = H; R,= H; Pelargonidina: R = H; R,= H; R_.=H
Fisetina: R, = OH; R = H; R,=H Genisteina: R = OH; R,=H Cianidina: R;= OH; R,= H; R,=H
Quercetina: R = OH; R= H; R,=OH Formononetina: R = H; R,= CH, Delfinidina: R,= OH; R,= H; R ,=H
Rutina:R = OH; R = rutinosa; R,=OH Biochanina:R = OH; R,= CH, Malvidina:R,= OCH,; R,= OCH,; R =H

Fuente: Huvaere & Skibsted, 2015
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La actividad antioxidante de los flavonoides depende de algunos factores, si los
flavonoides tienen las siguientes caracteristicas en su estructura, poseen alta actividad
antioxidante (Honglian et al., 2001; Aluko, 2012) (ver Figura 1-3):

e Un grupo catecol en el anillo B
e Una funcién 4-oxo (C=0) en conjugacion y un doble enlace en la posicion 2,3 del
anillo C

e Presencia de grupos OH en las posiciones 3y 5

Por esta razén la quercetina es uno de los flavonoides con mayor actividad antioxidante.
Entre otros factores, los flavonoides unidos a un azlcar tienen muy baja actividad
antioxidante, las agliconas son las que poseen actividad antioxidante. También al
encontrarse en conjunto con otros polifenoles se crea una sinergia, por ejemplo, el
consumo de un jugo con mezclas de diferentes bayas tiene una actividad antioxidante
400% y 700% mas alta que las antocianinas y la catequina respectivamente (Aluko,
2012).

Figura 1-3: Caracteristicas estructurales en relacion con el potencial antioxidante

Fuente: Honglian et al., 2001

= Métodos de medicion de capacidad antioxidante in vitro

Numerosos métodos de evaluacion de actividad antioxidante se han creado debido a la
variedad de compuestos de diferente naturaleza con esta propiedad. Algunos métodos
comunes para la medicion del potencial antioxidante de los flavonoides se mencionan a

continuacion: TEAC, actividad antioxidante equivalente en Trolox (antioxidante analogo a
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la Vitamina E) es un método que monitorea la disminucién de la absorbancia generada
por la reaccién del radical ABTS (Acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenztiazolina-6-sulfonico) con
un antioxidante; el método ORAC utiliza diferentes generadores de radicales libres
(superoxidos, hidroxilos, entre otros) y mide la caida de fluorescencia de la fluoreceina y
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) otro radical sintetizado que se usa para evaluar la
capacidad antioxidante, mediante la disminucion de la absorbancia a 515 nm que ocurre
por la accién de un antioxidante sobre el radical (Honglian et al., 2001; Schaich, Tian, &
Xie, 2015).

Diferentes estudios han comparado los datos obtenidos entre los métodos de andlisis de
capacidad antioxidante, algunas veces se ha encontrado una correlacién significativa y
otras veces no (Prior, Wu, & Schaich, 2005). La capacidad antioxidante de un compuesto
especifico puede presentar resultados diferentes en cada método de medicion, en dos
estudios independientes, utilizando el método ORAC, se encontr6 que la miricetina era
mas potente que la quercetina (Cao, Sofic, & Prior, 1997), pero mediante TEAC el
resultado fue contrario (Rice- Evans et al., 1997) citado por : Honglian et al., (2001).

Los diferentes métodos de capacidad antioxidante han sido ampliamente revisados y
andlizados, encontrando ventajas y desventajas; el método TEAC béasicamente es una
medida estequiométrica que evalla el periodo de inhibicion de la oxidacion, pero no el
grado de actividad antioxidante. Adicionalmente en este método hay factores que influyen
en la reaccion, por ejemplo, algunos estudios revelan que los anillos -OH de los fenoles
bloguean el radical ABTS+. Igualmente el método DPPH presenta limitaciones, puede ser
rapido con algunos fenoles pero con otros compuestos puede ser demasiado lento y no
estabilizarse por horas. El método ORAC presenta ventajas con respecto a los metodos
anteriores ya que ademas de medir el periodo de inhibicion de la oxidacion, mide el grado
de actividad antioxidante y se usan radicales mas comunes en alimentos (Honglian et al.,
2001; Schaich et al., 2015).

La velocidad de reaccion y la cinética del patron en estas metodologias, no deben ser
ignoradas. Ademas, la efectividad de los antioxidantes en un alimento debe ser evaluada
con otros métodos ya que dependen de muchos factores como la solubilidad y la
polaridad (Honglian et al., 2001). Otro aspecto importante es que los datos de actividad in

vitro no deben ser extrapolados a la actividad in vivo, ya que los tiempos de vida de los
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radicales in vivo son diferentes a los in vitro y los antioxidantes interactllan con otros

compuestos (Schaich et al., 2015).

Otros métodos comunes en la evaluacion de capacidad antioxidante son los que se
basan en el monitoreo de productos de oxidacidon en aceites, bajo condiciones
controladas. Por ejemplo los hidroperoxidos y el malonaldehido. La formacién de
hidroperéxidos a partir de acidos grasos poliinsaturados, produce estructuras de dienos
conjugados que pueden ser monitoreados a 234 nm, el malonaldehido puede
cuantificarse mediante la reaccién con acido tiobarbittrico (TBA) que absorbe de 532-535
nm (Young, Tsao, & Mine, 2011).

1.5.2 Compuestos fendlicos en el polen

Los compuestos fendlicos son los principales antioxidantes y pigmentos del polen. La
variaciéon en el contenido de compuestos fendlicos se debe al origen geografico,
botanico, la exposicion a la luz ultravioleta y los tratamientos de secado (Campos,
Markham, Mitchell, & da Cunha, 1997; Chantarudee et al., 2012) ademas los perfiles de
flavonoides en el polen son considerados marcadores taxonomicos de las diferentes
especies de plantas (Almaraz-Abarca et al., 2008). En la Tabla 1-5 se muestran reportes
de cuantificacién de fenoles totales, flavonoides, y actividad antioxidante para polen

proveniente de diferentes paises.

La mayoria compuestos fendlicos se presentan como flavonoles glicosilados, derivados
de acido hidroxicinamico, flavonoides esterificados, formas libres o en combinacién con
otros compuestos del polen, antocianinas, chalconas y dihidroflavonoides (Campos et al.,
1997.; Wiermann & Vieth, 1983; Negri et al., 2011; Almaraz-Abarca et al., 2007).
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Tabla 1-5: Fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante por DPPH y ABTS
del polen apicola de diferentes origenes.

. Contenido de Capacidad . o
Pai Fgggrgglt%?a?ss Flavonoides Totales Antioxidante DPPH CapaC|da_|(_iEaAnCtI|OX|dante
ais (mg de Quercetina ECso*

(mg GAE/g polen) Equiv. J olen; i de polen / mL; (mmol Trolox/g

Portugal y

Nueva Zelanda 1.0-325 1.1-24 8 - 500
Estados Unidos 159 _34g 2.6-54 20 - 150
Polonia ® 3.0-23.0 1.7-13.4
Rumania * 4.4-15.2 0.6-13.6 05-6.8
Portugal ° 12.9-19.8 2000 - 4300
Portugal ° 10.5 - 16.8 2.2-59
Brasil ’ 19.2 - 48.9 2.1-28.3 810 - 4690
Espafia ® 18.5-32.1 2980 - 6690
Colombia ° 18.1 0.1
Colombia *° 44-75 0.053 — 0.082
Colombia ** 13.8 4.3 01

! Campos, Webby, Markham, Mitchell, & Da Cunha, 2003; ?LeBlanc et al., 2009; ®Leja et al., 2007; *“Méarghitas
et al., 2009; °Feas et al., 2012; *Morais, Moreira, Feas, & Estevinho, 2011; 'Carpes et al., 2009; ®Pascoal et
al., 2014; °Salazar, Céspedes, & Diaz, 2013; *°Zuluaga et al., 2014; *Castro et al., 2014.

En diferentes estudios de polen proveniente de Brasil, Espafia, Portugal y Africa se han
encontrado principalmente flavonoles glicosilados derivados de Kaempferol, quercetina,
isoharmetina, cianidina y derivados de acido hidroxicinAmico (Negri et al.,, 2011;
Dominguez-Valhondo et al., 2011). En otro estudio de polen seco e hidrolizado
encontraron pequefias cantidades de crisina, y se detectaron pinocembrina, kaempferol y
acido cafeico (Sari¢ et al., 2009) y también se estudio el perfil fendlico de 45 muestras de
diferentes zonas de México y encontraron 16 derivados de kaempferol, 7 derivados de
guercetina, 3 derivados de herbacetina, 11 derivados de &cidos fendlicos y algunos
compuestos fendlicos y flavonoides que no se identificaron (Almaraz-Abarca et al., 2008).
Aunque se encontrd variabilidad, se identificaron perfiles fendlicos similares en polen
proveniente de cada especie de planta. En la Tabla 1-6 se muestran los compuestos

fendlicos identificados por varios autores.



22 Evaluacién de las condiciones de microencapsulaciéon mediante secado por
aspersion de antioxidantes de polen apicola

Tabla 1-6: Principales compuestos bioactivos encontrados en el polen apicola.

Compuesto Cantidad
Acidos fenolicos totales (mg A. cafeico Equiv. /g de polen)* 0.02-7.91
Flavanonas totales (mg Naringina Equiv. /g de polen) * 19.94-27.48
Acido fertlico (mg/g) ® 0.149
Acido cindmico (mg/g) 3 0.023
Hesperidina (mg/g) ° 0.003
Pinocembrina (umol/g)* 1.418
Crisina (umol/g)* 0.786 - 1.351
Galangina (umol/g)* 0.859
Naringina (mg/g) %3 0.0013 - 20.86
Quercetina (mg/g) *** 0.0363-0.10
Kaempferol (mg/g) ** ° 0.0071-0.45
Acido cumarico(mg/g) *° 0.0067-0.1247
Isorhamentina (mg/g) *° 0.0064 - 2.12
Rutina(mg/g) ° 0.2116-0.4445
Miricetina (mg/g) ° 0.0087 - 0.1364

T Campos et al., 2003; * LeBlanc et al., 2009; ° Fanali, Dugo, & Rocco, 2013;* Sari¢ et al., 2009; ° Serra
Bonvehi, Soliva Torrent6, & Centelles Lorente, 2001; 6 Serra Bonvehi et al., 2001.

1.5.3 Otros compuestos bioactivos

El polen apicola contiene esteroles de 0.1 a 0.4 %, con propiedades biolégicas como el
B-estradiol, B-sitosterol, estigmasterol y fucosterol (Stanley & Linskens, 1974), citado por:
(Bogdanov, 2011) y se han identificado carotenoides como la luteina, zeaxantina y -

caroteno (Dominguez-Valhondo et al., 2011).

1.6 Polen apicola como suplemento nutricional

El polen apicola ha sido utilizado desde la antigiiedad como suplemento dietario debido
al conocimiento de sus propiedades medicinales. Algunos autores sugieren que se deben
consumir 15 g al dia para suplementar la dieta (Campos et al., 2008; Almeida-Muradian
et al., 2005). En paises como Brasil, Bulgaria, Polonia y Suiza el polen es considerado un

alimento y tienen normas que regulan su produccion.
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Debido a que la exina se considera la principal barrera para acceder a los nutrientes del
polen (Nicolson, 2011; Bogdanov, 2011), algunos autores han estudiado formas de
romper las capas resistentes del polen apicola por medio de mecanismos como la
extraccién supercritica con CO, (Xu et al., 2011); el ultrasonido (Liu, Zhang, Zhou, Shan,
& Chen, 2015); la hidrolisis enzimética (Gao, Zhang, & Dong, 2011; Ren, Zhang, Dong,
Li, & Zhao, 2009); ultrasonido con hidrolisis enzimética (Dong, Gao, Wang, Xu, & Zhang,
2015) y fermentaciones (Vamanu, Vamanu, Drugulescu, Popa, & Campeanu, 2006;
Fuenmayor, 2009; Salazar, 2014). Con los métodos enziméticos no se logra romper
totalmente la exina porque ésta es resistente a la hidrolisis, pero en un estudio realizaron
un tratamiento de 6 horas con enzimas proteoliticas y ultrasonido y se rompieron

totalmente las capas intina y exina (Dong et al., 2015).
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2 Evaluacion de las condiciones de
microencapsulacion mediante secado por
aspersion de extractos etandlicos de polen

apicola

2.1 Introduccidn

En busca de la conservacion de compuestos fendlicos, la microencapsulacién mediante
secado por aspersion es una tecnologia ampliamente estudiada (Bakowska-Barczak &
Kolodziejczyk, 2011; da Silva et al., 2013; Pérez-Serradilla & Luque de Castro, 2011).

La microencapsulacion es una tecnologia utilizada para proteger compuestos bioactivos
entre otros y lograr que no se degraden antes de cumplir su funcién en el organismo
humano (Betoret, Betoret, Vidal, & Fito, 2011; Fang & Bhandari, 2010). Para lograr la
microencapsulacion se requieren agentes encapsulantes como proteinas, carbohidratos,
lipidos o ceras (Smith & Charter, 2011).

El proceso de secado por aspersién consiste en alimentar una mezcla de los compuestos
objetivo con el material de pared a una cadmara de secado con un flujo de aire u otro gas
caliente donde la mezcla se convierte en pequefias gotas y se seca rapidamente

formando capsulas microscopicas (Brennan & Grandison, 2012; Fang & Bhandari, 2010).

En el presente trabajo no se encontraron reportes de microencapsulacion de compuestos
fendlicos de polen apicola mediante secado por aspersion y es una alternativa novedosa
para generar valor en este producto. Esta tesis estudié diferentes condiciones de secado

por aspersion (temperatura de entrada y contenido de material encapsulante), utilizando
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maltodextrina como material de pared y evalué los compuestos fendlicos
microencapsulados mediante la medicion del contenido de fenoles totales (método Folin
Ciocalteu) y la actividad antioxidante (TEAC con el radical ABTS y FRAP). También se

estudiaron algunas caracteristicas fisicoquimicas de los microencapsulados.

2.2 Microencapsulacion mediante secado por aspersion

La microencapsulacion es una tecnologia utilizada para envolver a pequefas particulas
sélidas, gotas o gases en materiales poliméricos y lograr que su liberacion sea dada en
unas condiciones especificas (Betoret et al., 2011; Fang & Bhandari, 2010). Los
materiales que se utilizan son llamados materiales de pared y pueden ser proteinas,
carbohidratos, lipidos o ceras (Smith & Charter, 2011). El proceso de microencapsulacion
se utiliza para proteger vitaminas y minerales, acidos grasos funcionales y antioxidantes

0 para mejorar su disposicion biolégica (Smith & Charter, 2011; Fang & Bhandari, 2010).

Algunos procesos de microencapsulacion son la extrusion, coacervacion, emulsificacion,
secado por aspersion y liofilizacion (Ubbink & Kruger, 2006). El secado por aspersion es
uno de los procesos mas utilizados a nivel industrial por su economia, operacion en
continuo Yy eficiencia (Brennan & Grandison, 2012; Fang & Bhandari, 2010). El proceso
de secado por aspersion (Spray Dry) consiste en mezclar el material de pared
previamente hidratado con el compuesto objetivo, homogenizarlo y alimentarlo a una
camara de secado en donde un flujo de aire u otro gas caliente dispersa la solucién
alimentada en pequefias gotas (10 a 200 micras) aumentando el area superficial y
permitiendo que se liberé rapidamente la humedad (1 a 20 s), lo que permite obtener a
través de un ciclén el producto seco encapsulado con tamafios alrededor de 10 a 100
um. En la figura 2-1 se puede observar el secador por aspersion utilizado en este

estudio.

El secado por aspersion no afecta los compuestos termolabiles ya que el tiempo de
contacto con el aire caliente es minimo, sin embargo, la eficiencia de encapsulacion
depende de muchos factores como la temperatura de entrada, la velocidad de

alimentacion, la composicion de la mezcla de alimentacién, las caracteristicas



Capitulo 2 27

fisicoquimicas de la mezcla a secar, entre otros. En la Tabla 2-1 se presenta la influencia

de los pardmetros del equipo en la eficiencia del proceso.

Figura 2-1: Esquema de un Secador por aspersion, modelo mini spray dryer BUCHI B-
290

K

a " H_E - Bomba peristaltica
W -
.-

Rotametro

Panelde control

Camara de secado

Ciclén

Filtro de salida

Recolector de humedos

Recolectorde producto

Filtro de entrada

~
7

Tabla 2-1: Influencia de los parametros del Secador en la temperatura de salida,
rendimiento y humedad del producto.

Parametros
Variable Humecjad alta Velocidad de Aspiracion a_Ita Temperatura de
) en aire de . > (caudal de aire
dependiente alimentacion alta entrada alta
entrada alto)

Mayor debido
ala alta
energia de la
humedad
almacenada

Disminuye debido
a que se debe
evaporar mas

solucién

Mayor debido a
menos pérdidas
de calor

Alta, directamente
proporcional

Temperatura de
salida
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Tabla 2-1: (Continuacion)

Variable Hume(_jad alta Velocidad de Aspiracion a]ta Temperatura de
) en aire de . - (caudal de aire
dependiente alimentacion alta entrada alta
entrada alto)
Bajo, puede Bajo, Q|sm|nu0|on . Eventualmente
- . del tiempo de Alto, mejor )
Rendimiento en dejar el ” previene que el
contacto de la separacion en el
peso producto i o producto quede
. solucién con el ciclon .
humedo ) : pegajoso
aire caliente
Alta, mas
Humedad del Alta humedad debe Alta, alta Baja, baja
microencapsulado ser retirada en humedad del aire  humedad del aire

menor tiempo

Fuente: Manual BUCHI Labortechnik AG 093004 es

Se han realizado numerosos estudios sobre la microencapsulacion mediante secado por
aspersion de compuestos fendlicos, en donde se han evaluado diferentes factores del
proceso (Ver Tabla 2-2). Se ha reportado que a mayor temperatura de secado mayor
rendimiento, sin embargo, a una temperatura de 180°C pueden degradarse acidos
fendlicos como el acido rosmarinico y el eupatorin debido a que tienen mayor cantidad de
grupos hidroxilo (Pang, Yusoff, & Gimbun, 2014); también se ha encontrado disminucién
de los compuestos fendlicos medidos por Folin Ciocalteu con el incremento de la
temperatura (Pérez-Serradilla & Luque de Castro, 2011). Otros autores no han
encontrado diferencias significativas en el contenido de fenoles totales medido por Folin
Ciocalteu y por UPLC (cromatografia liquida ultrarapida) al incrementar las temperaturas
de secado de 130 a 190°C (Cam, igyer, & Erdogan, 2014).

El incremento de maltodextrina disminuye la concentracién de compuestos fendlicos en
la superficie de las microcdpsulas, aumentando asi la eficiencia de encapsulacién y
dando mayor estabilidad de los compuestos fendlicos en el tiempo (Cam et al., 2014;
Pérez-Serradilla & Luque de Castro, 2011; Vidovi¢, Vladi¢, Vastag, Zekovi¢, & Popovié,
2014; Saikia, Mahnot, & Mahanta, 2015). Ademas de maltodextrina se ha utilizado inulina
y pectina para encapsular polifenoles con resultados aceptables principalmente de la

pectina (Bakowska-Barczak, & Kolodziejczyk, 2011; Sansone et al., 2011).
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Tabla 2-2: Condiciones de microencapsulacion de extractos de compuestos fendlicos

mediante secado por aspersion

Tipo de extracto

Extractos de

Encapsulante

Proteina aislada de

°T entrada (°C)

Referencia

Orthosiphon stamineus suero y maltodextrina 180 Pang etal,, 2014
Extracto piel de .
granada en agua Maltodextrina 130 a 190 Cam et al., 2014
Extractos en agua de . " , Premarajah & Langrish,
bioactivos Fibra de cafia de azlcar 70-150 2009
. . Davidov-Pardo,
Extractc()}lse ?Jt\e/;emlllas Ma&oed;)ijtirtlga,zgicr)]ma 130 Arozarena, & Marin-
' Arroyo, 2013
Extracto etandlico de . o
S. montana Maltodextrina 135-140 Vidovi¢ et al., 2014
Extracto de Aerosil-200— 128 Pérez-Serradilla & Luque
subproducto de vino maltodextrina de Castro, 2011
Extracto de prop6leos Goma araglgiy almidon 120 Da Silva et al., 2013
Bruschi, Cardoso,
Extracto de prop6leos Solucion gelatina 140-160 Lucchesi, & Gremiéo,
2003
Extracto de higos Maltodextrina e inulina 120-160 Saénz, Tapia, Chavez, &

Robert, 2009

2.3 Materiales y métodos

Se obtuvieron extractos de polen mediante

extraccion asistida por ultrasonido,

posteriormente los extractos fueron sometidos a secado por aspersion a diferentes

condiciones de temperatura de secado y contenido de maltodextrina como material de

pared. Finalmente el proceso fue evaluado mediante el analisis de rendimiento, contenido

de fenoles totales (CFT), recuperacion de fenoles, y caracteristicas fisicoquimicas de los

polvos (humedad, actividad de agua, morfologia, tamafio de particula, densidad

aparente, solubilidad, color y actividad antioxidante).

2.3.1 Polen apicola

El polen apicola fue obtenido seco del apiario “Los cerezos” en Julio de 2014 en el

municipio de Viracachd, departamento de Boyacd ubicado en la zona del Altiplano

Cundiboyacense. Este polen es polifloral de acuerdo a estudios anteriores (Nates-Parra

et al., 2010).
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La caracterizacion fisicoquimica se obtuvo del estudio de Duran, (2014) realizado a polen
del mismo origen, el contenido de humedad fue analizado mediante el método
gravimétrico de secado a 70°C, método referencia AOAC 925.10 (AOAC, 2000) y la

actividad antioxidante de acuerdo a los métodos que se describen a continuacion:

= Actividad antioxidante — TEAC

El radical catiénico ABTS++ es un croméforo que absorbe a una longitud de onda de 734
nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS (2,2'-azino-bis- (3-etil
benzotiazolin-6-sulfonato de amonio) (Sigma Aldrich) con persulfato de potasio (Re et al.,
1999). En la evaluacion se utilizan 10 yL de extracto y 1 mL de la solucién de ABTSe+. A
los 6 min de reaccidon en oscuridad, se lee el cambio en la absorbancia respecto a la
solucion sin reaccionar a una longitud de onda de 734 nm en un espectrofotémetro UV
visible. La cuantificacion se obtiene mediante una curva de calibracién usando como

antioxidante Trolox. Los resultados se expresan como mmol Trolox/g polen.

= Actividad antioxidante - FRAP (poder antioxidante reductor de hierro)

La metodologia se realiza mediante el principio de reduccion del complejo férrico-2, 4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Sigma Aldrich) incoloro al complejo ferroso coloreado (Benzie
& Strain., 1999). Para la medicion se toman 20 pL del extracto, 450 uL de reactivo de
FRAP y 735 uL de agua destilada, a los 30 minutos de reaccion en oscuridad se realiza
la medida en un espectrofotémetro UV visible, a 593 nm. Los resultados se obtienen
mediante la construccion de una curva patron usando como antioxidante Trolox. Los

resultados son expresados en mmol Trolox/g polen.

= Contenido de Fenoles totales

Los compuestos fendlicos reducen el complejo fosfowolframato-fosfomolibdato del
reactivo de Folin-Ciocalteu (Panreac), en sales de molibdeno de color azul, cuantificables
por espectrofotometria (Slinkard & Singleton, 1977). En la evaluacion se utilizan 500 uL
del extracto se mezclan con 22 mL de agua destilada, 2 mL de carbonato de sodio al
10%, después de un reposo de 2 minutos, se adicionan 500 uL del reactivo de Folin
Ciocalteu, a las 2 horas de reaccion en oscuridad, se realiza la lectura a 765 nm en un
espectrofotdbmetro UV visible, utilizando como blanco agua destilada. La cuantificacion se

obtiene mediante una curva de calibracion con &cido gdlico, se utilizd un
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espectrofotbmetro UV Visible Thermo Scientific Genesys 10S (USA). Los resultados son

expresados como mg de GAE/g de mezcla en base seca.

En la Tabla 2-3 se describen los resultados de la caracterizacién fisicoquimica y la

actividad antioxidante del polen utilizado.

Tabla 2-3: Composicion polen apicola seco proveniente de Viracacha, Boyaca

Componente Unidad valor
Humedad % 3.68
Proteina % 22.65
Fibra cruda % 4.63
Grasa % 11.51
Cenizas % 2.90
Carbohidratos % 48.03
Iigp:lleess mg de GAE/g 33.04
TEAC mmoles trolox/g ~ 0.098
FRAP mmoles trolox/g  0.093

Valores en base seca, valores de actividad antioxidante se presenta como el promedio de 3 medidas.

Fuente: Durén, 2014

2.3.2 Preparacion del extracto

Se realizaron 30 extracciones independientes de 1 g de polen apicola cada una utilizando
ultrasonido de acuerdo al método validado en el laboratorio; 1 g de polen con 10 mL de
etanol grado alimenticio como solvente obtenido de la Empresa de Licores de
Cundinamarca, se sometid a ultrasonido por 15 min con un bafio de ultrasonido LC 30H
ELMA de 35 kHz de frecuencia y 250 vatios (W) (Alemania) y centrifug6, el sobrenadante
fue filtrado en papel filtro Whatman de 8 a 10 micrémetros de poro. Esta operaciéon se
realizd 3 veces sobre el sélido, y en el ultimo lavado se agit6 en vortex por 1 min y se

filtro.

Los extractos por gramo de polen fueron mezclados, filtrados y almacenados en frascos
ambar de 700 mL, posteriormente la mezcla se concentr6 hasta aproximadamente un
volumen de 100 mL utilizando un rotavaporador IKA HB 05.06 CN a 50°C y se llevé a un

volumen de 200 mL con agua destilada para aumentar la solubilidad de la maltodextrina
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(48% de etanol) a 40°C. Las unidades experimentales fueron de 60 mL de extracto, por lo

tanto, fue necesario preparar 9 extractos de 30 g de polen / 200 mL de etanol al 48%.

2.3.3 Rendimiento de los extractos

Basada en la metodologia de determinacion de rendimiento de extraccion en el estudio
de Li, Skouroumounis, Elsey, & Taylor, (2011) con algunas modificaciones; en una
cépsula se pesaron 3 mL de cada extracto hidroetanélico homogenizado en un Ultra-
turrax® T 18 IKA y se secaron a 70°C por 24 horas, con el peso seco del extracto se
determiné el contenido de solidos solubles y el rendimiento de las extracciones de

acuerdo a la ecuacion Ecuacioén 1:

EsxV

Rendimiento = X 100 Ecuacion 1

Es= fraccion de solidos solubles en el Extracto
P=peso inicial del polen (g)

V= volumen del extracto (mL)

2.3.4 Caracteristicas fisicoquimicas de los extractos

= OBrix: se determinaron mediante un refractdbmetro Abbe Atago 8682 (Japén) de
acuerdo a la metodologia referencia AOAC 932.12 (AOAC, 2000).
* pH: método potenciométrico AOAC 981.12, (AOAC, 2000).

2.3.5 Secado por aspersion

*» Preparacion de las mezclas de alimentacion
Los extractos de 30 g de polen / 200 mL de etanol al 48% se mezclaron con
maltodextrina y agua destilada en dos proporciones (1:1:1, 1:0.5:0.5 extracto:
maltodextrina: agua destilada p/p/p) utilizando un Ultra-turrax y manteniendo una

temperatura de 40°C. Como control se prepardé una solucién sin extracto de polen
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apicola. Para asegurar homogeneidad en la composicion de las mezclas de alimentacion

en cada lote se midieron los sdlidos solubles con un refractdmetro.

= Microencapsulacién mediante secado por aspersion
Las soluciones de extracto-maltodextrina-agua se sometieron a secado utilizando un mini
spray dryer BUCHI B 290 (Suiza). La velocidad de alimentacion, el porcentaje de
aspiracion y el flujo de aire se establecieron de acuerdo a la literatura (Fang & Bhandari,

2011) (ver Tabla 2-4), con variaciones en la temperatura de entrada (130, 160 y 190°C).

Tabla 2-4: Condiciones de operacién del secador por aspersion

Parametros

Flujo de aire 30 mm altura, 357 L/h

Bomba peristaltica 10%, aproximadamente 3.5 mL/min

Velocidad de aspiracion 80%, 32.5 m°/h

2.3.6 Rendimiento y recuperacién de fenoles en el proceso de

secado por aspersion

Rendimiento de secado: Fue calculado mediante la Ecuacion 3

M x Ms

Rendimiento secado = ————— x 100 Ecuacion 2
(ExEs)+MD

M= microencapsulado obtenido (g)

Ms=fraccion de materia seca del microencapsulado
E= extracto (g)

Es= fraccion de extracto seco

MD= maltodextrina (g)
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» Cuantificacion de fenoles totales en la mezcla de alimentacién
Se tomd una alicuota de 2.0 mL y se llevé a 10 mL con agua destilada y se sigui6 la

metodologia del método de Folin Ciocalteu descrita en el numeral 2.3.1.

= Cuantificacion de fenoles totales de las microcapsulas

100 mg de las microcapsulas relacion 1:1 extracto: maltodextrina p/p y 50 mg de las
microcapsulas relacién 1:0.5 extracto: maltodextrina p/p fueron utilizados para la
medicion de fenoles totales siguiendo la metodologia de Folin Ciocalteau mencionada en
el numeral 2.3.1. Los resultados son expresados como mg de GAE/g de

microencapsulado en base seca.

= Porcentaje de recuperacién (R):

Fue calculado de acuerdo a la ecuacion 3:

CFT m

Recuperacion = ———— x 100 Ecuacién 3
CFT mezcla

CFTm= es el contenido de fenoles totales del microencapsulado (mg/g)

CFTmezcla= es el contenido de fenoles totales de la mezcla inicial en base seca antes
del secado (mg/g)

2.3.7 Propiedades fisicas y sensoriales de los

microencapsulados

= Humedad:
Se determiné con una balanza de humedad OHAUS modelo MB 200.

= Actividad de agua (ay):
Se determin6 a temperatura ambiente con un medidor de la actividad de agua (GBX.

FAst-Lab®, Francia), calibrado previamente con soluciones salinas de a,, conocida.

* [|sotermas de sorcidon de humedad:
Se realizaron mediciones en simultaneo de a, y humedad a microencapsulados

obtenidos a diferentes temperaturas de secado, tiempos de almacenamiento y con
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adicidn de agua para construir una curva de humedad versus a,, en un rango de 3 a 14%

de humedad.

= Morfologia:

La morfologia de las microcapsulas se evalué mediante microscopia electronica de
barrido para ver la estructura de las microcapsulas y evaluar el tamafio de particula. La
muestra se montd en un Stup de aluminio en cinta de carbono, se recubrié con oro y se
utilizé un microscopio electrénico de barrido FEI Quanta 200 a modo vacio, 30.0 Kv y
con electrones secundarios en el laboratorio de microscopia electrénica de la Universidad

Nacional de Colombia, sede Bogota.

= Tamafo de cépsulas:
Se realiz6 un conteo de 100 capsulas en las micrografias obtenidas por microscopia
electrénica de barrido a 800x mediante cuadrantes y se clasificaron en rangos de 1 a 51

Mm utilizando una escala de 200 pm.

= Medicion de la densidad aparente:

Se pesaron 3 gramos aproximadamente del polvo y se midieron en una probeta de 100
mL, la densidad aparente es igual a la masa sobre el volumen (Goula & Adamopoulos,
2005).

» Medicion de solubilidad:

De acuerdo a la metodologia de Vidovi¢ et al, (2014); se pesaron 2.5 g
aproximadamente del microencapsulado, la muestra se diluyé6 en 30 mL de agua
destilada utilizando un vortex, después de completa disolucion se llevé a un bafio maria a
30°C durante media hora, se centrifug6 y el sobrenadante fue secado a 70°C durante una
noche. De acuerdo a la diferencia de pesos se calcul6 el porcentaje de solubilidad

aplicando la ecuacion 4:

Wseco

Solubilidad = X 100 Ecuacion 4

W seco=peso seco del microencapsulado diluido en agua (g)

Wm= peso inicial del microencapsulado (g)
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= Medicion instrumental de color:

El color fue medido mediante un colorimetro Color Quest XE marca HunterLab (Virgina,
U.S) mediante el Software Easy Match QC ver. 4.6 iluminante D65 angulo 10 escala CIE
L*a*b*, que emplea las coordenadas L* con valores entre 0 y 100, (negro — blanco), a*

con valores <0 y >0 (verde — rojo), b* con valores <0 y >0 (azul — amarillo).

Con los parametros L*a*b*, se determina el tono (h*) que define la intensidad, h*=h°
donde 0° es rojo-morado, 90° amarillo, 180° verde-azulado, 270° azul y se calcula
mediante las siguientes ecuaciones: Si a* y b* son >0, h*= tan™(b*/a*), si a*<0, h*= 180°
+ tan™(b*/a*), si a*>0 y b*<0, h*= 360° + tan™(b*/a*).

El croma que define la saturacion de 0 a 100, se determina mediante la ecuacién C*=
(a*?+b**)2y |a diferencia de color mediante la ecuacion (AE= [ (AL*)?+ ( Aa*)®+ (Ab*)?]%)
que mide la diferencia en comparacion a un blanco o un patrén (MacDougall, 2002).

En la Figura 2-2 se muestra la representacion del espacio CIE L*a*b*.

Figura 2-2: Representacion del espacio CIE-L* a* b*

Fuente: MacDougall, 2002

2.3.8 Actividad Antioxidante (AAO) de los microencapsulados

Se realizaron extractos en etanol; se pesaron 300 mg del microencapsulado y se

diluyeron en 3 mL de agua hasta total solubilizacion, posteriormente se llevaron a 10 mL
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con etanol industrial al 96%, se filtraron en papel Whatman de 8 a 10 micrometros de

poro y se siguieron los métodos TEAC y FRAP descitos en el numeral 2.3.1.

2.3.9 Analisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos en el proceso de microencapsulacion (Fenoles
totales, actividad antioxidante TEAC y FRAP, porcentaje de recuperacion, rendimiento,
densidad aparente, solubilidad, actividad acuosa y humedad) se analizaron utilizando un
ANCOVA vy un disefio factorial completamente al azar, cada tratamiento se realizé por

triplicado y las mediciones se realizaron por triplicado (Tabla 2-5).

Tabla 2-5: Disefio experimental para la evaluacion de la microencapsulaciéon de extractos

etandlicos de polen apicola.

Extracto/ s o Fenoles .
Tratamiento Temperatura(°C) Maltodextrina Recupozracmn Rendlozuento to(tr‘;’:l;s acn:flig?((i:clii?wctie

(E/MD) GAE/ ‘

1 190 1.0.5 yl Z1 F1 Al

2 190 1.1 y2 Z2 F2 A2

3 160 1.0.5 y3 Z3 F3 A3

4 160 1.1 v4 Z4 F4 A4

5 130 1.0.5 y5 Z5 F5 A5

6 130 1.1 y6 Z6 F6 A6

Las covariables para rendimiento, humedad y actividad acuosa fueron la temperatura
ambiente y la humedad relativa durante el secado. Para Fenoles totales, TEAC, FRAP y

porcentaje de recuperacion, fueron la concentracién inicial del extracto.

Para comprobar diferencias significativas entre las medias de los tratamientos se utilizé la
prueba de rangos mdltiples Bonferroni. Para verificar correlacién entre las variables se
aplico la prueba de Pearson. Se empleé el paquete estadistico (STATGRAPHICS XVII,
2015).
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2.4 Resultados y analisis de resultados

2.4.1 Caracteristicas fisicoquimicas de los extractos de polen

Los extractos concentrados fueron de color naranja y presentaron particulas blancas que
se identificaron visualmente como ceras o grasas. En la Figura 2-3 se muestran
imagenes del extracto concentrado sin agua destilada (30 g en 100 mL de etanol) y con

el agua destilada (30 g /200 mL de solucion hidroetanolica).

Figura 2-3: Extracto etandlico y extracto hidroetandlico de polen

a) Extracto etandlico de polen 30 g/ 100mL, b) extracto hidroetanélico de polen 30 g/ 200 mL

En la Tabla 2-6 se observa el CFT de cada uno de los extractos de 30 g de polen; el
promedio fue solamente 1.6 a 2 veces mas alto que el determinado en los extractos de 1
g de polen, posiblemente al adicionar el agua al extracto etandlico concentrado se
generan interacciones de los compuestos fendlicos con el agua y no hay homogeneidad
en el extracto. Para recuperar el contenido de fenoles totales del polen en el extracto de
30 g se deben evaluar otras metodologias de extraccion que permitan obtener un
extracto homogéneo (extracciéon mediante fluidos supercriticos para separar las grasas y
ceras del polen) o utilizar solventes diferentes.

En cuanto al rendimiento, éste presentd una varianza que posiblemente se debe a las
condiciones de preparacién de cada extracto, pero, son rendimientos similares a los

obtenidos con extractos de 1 g de polen.
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Tabla 2-6: Contenido de fenoles totales y rendimiento de los extractos hidroetandlicos
(30 g de polen / 200 mL).

Extracto Fenoles totales (mg GAE/g) Rendimiento (%)

1 44.31 + 0.53 35.44
2 41.29 + 0.42 33.78
3 41.92+0.21 36.41
4 42.42 + 0.32 36.11
5 39.95 + 0.68 34.61
6 38.65+0.74 35.36
7 48.17 + 0.53 44.72
8 40.54+1.04 44.48
9 42.76 + 0.59 43.87

Valores en base seca presentados como promedio * la desviacion estandar, medidas por triplicado para el
contenido de fenoles totales.

Las caracteristicas de pH, contenido de fenoles totales, rendimiento y °Brix se comparan
con los extractos obtenidos de 1 g de polen en 50 mL en la Tabla 2-7. Se encuentran
diferencias significativas en los °Brix debido a la concentracion; mientras que no se
observan diferencias grandes entre los valores de pH debido posiblemente a la

naturaleza acida de los compuestos fendlicos del polen.

Tabla 2-7: Caracteristicas fisicoquimicas de los extractos.

Extracto Extracto
30 g /200 mL 1g/50mL
°Brix 20+ 0.50 4.63 +0.03
Fenoles totales (mg de GAE/g de extracto) 42.42+2.74 23.54 + 0.49
pH 4.45 + 0.06 5.17+0.02
Rendimiento (%) 39.26+ 4.84 41.16 + 3.18

Valores en base seca presentados como promedio + la desviacion estandar, n=9 con medidas por triplicado
para el extracto 30 g /200 mL y n=3 con medidas por triplicado para el extracto 1 g /50 mL

La estabilidad y actividad antioxidante de los compuestos de origen fendlico dependen de
diferentes factores, entre éstos el pH. Los pH alcalinos degradan los polifenoles
(Friedman & Jurgens, 2000) citado por: Hintz, Matthews, & Di, (2015), pueden

convertirlos en prooxidantes (Aluko, 2012), y facilitan su oxidacion (Ruenroengklin et al.,
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2008); sin embargo, los polifenoles dependiendo del grado de hidroxilacion que tengan
sSoOn mas 0 menos resistentes a los cambios de pH (Hintz et al., 2015). Un estudio sobre
la extraccion etandlica de polifenoles de lichi reporté rendimientos y AAO altos con
valores de pH entre 2 y 5 (Ruenroengklin et al., 2008) y en otro estudio sobre extractos
metanolicos de cascara de mani, encontraron que la AAO se veia disminuida con el
incremento del pH de 3 a9 (Yen & Duh, 1993), citado por: (Hall 1ll, 2001). Por lo tanto, un
pH ideal para asegurar la estabilidad de los polifenoles debe estar entre 2 y 5. En la
Tabla 2-7 se observa que los extractos obtenidos tienen un pH aproximado de 5, lo que
nos indica que la mayoria de fenoles se encuentran estables.

2.4.2 Rendimiento y recuperacion de fenoles en el proceso de

secado

En la Tabla 2-8 se muestran las condiciones de secado y los resultados de rendimiento y
recuperacién de fenoles para cada tratamiento. Las temperaturas de secado fueron
seleccionadas porque son las mas comunes en procesos de secado por aspersion con
maltodextrina (Cam et al., 2014). Las variaciones en la temperatura de salida a una
misma temperatura de entrada se deben posiblemente a los cambios de la humedad

relativa, una variable no controlada.

Tabla 2-8 : Resultados de rendimiento, encapsulacién y recuperacion de fenoles

Temperatura Temperatura Soélidos CFT Recuperacién* Rendimiento*
Exp de e?trada de soallda scllut?les (mg de (%) (%)
(°C) (°C) (°Brix) GAE/qg)
1 191+1.6 90.6+12.8  35.7+0.9 5.60*0.06 a 116.4£3.1 53.9+4.9
2 190.1+1.3 99.1+3.6 39.9+0.2 3.10+0.13b 124.3+45 57.8+4.7
3 160.8+0.7 86.7+10.6  34.6£0.8 5.68+0.10 a 140.4 £3.9 64+8.8
4 160.7+0.7 88.0+9.3 40.0+0.5 3.10+0.09b 113.4+£2.6 52.3+2.3
5 130.240.4 67.1+8.1 35.2+0.6 5.92+0.09c 115.6 £8.9 36.5+4.4
6 129.940.2 68.8+3.3 40.5+2.1 3.42+0,01d 975172 50.7+1.8

EXP= experimento, CFT = contenido de fenoles totales. Valores presentados como promedio+ desviacion
estandar, n=3, letras diferentes corresponden a diferencias significativas en un 95% de confianza.

* diferencias significativas con interaccion de los factores.
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La evaluacién del material de pared es un factor importante en la microencapsulacién de
polifenoles mediante secado por aspersién (Fang & Bhandari, 2010), se escogid la
maltodextrina como material de pared porgue es econdmica, soluble en agua, de baja
viscosidad y es la mas utilizada y reportada en la literatura (Pang et al., 2014; Cam et al.,
2014; Davidov-Pardo et al., 2013; Vidovi¢ et al., 2014).

Los rendimientos del proceso de secado por aspersion obtenidos a diferentes
condiciones de secado presentaron diferencias significativas (p valor < 0.05). El
rendimiento disminuye con una relacion p/p 1:0.5 E/MD y una temperatura de entrada de
130°C; probablemente esta temperatura no logro la evaporacion completa de los liquidos
o la remocién de los mismos fue muy lenta. Si la temperatura de secado es baja,
aumenta la densidad y la humedad de las particulas por eso hay poca fluidez y facilidad
de aglomeracion (Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley, & Saurel, 2007) que provoca
acumulacién en las paredes de la camara de secado. Los rendimientos a 160 y 190°C
fueron mayores al 50%, por lo tanto, fueron efectivos (Bhandari, Datta, Crooks, Howes, &
Rigby, 1997).

Hay una influencia positiva del contenido de maltodextrina en el rendimiento obtenido de
la muestra secada a 130°C y un efecto contrario en la muestra secada a 160°C. En otro
estudio, también el autor encontr6 diferencias cambiando la composicion de la mezcla de
alimentacion: en extractos vegetales con 10% de maltodextrina se generaron bajos
rendimientos y acumulacion del polvo en las paredes (Sansone et al., 2011). Mientras
gue resultados contrarios fueron observados en la microencapsulacion de extractos
etandlicos de Satureja montana, donde no hubo diferencias significativas, para 10, 30 y
50% de maltodextrina los rendimientos en peso fueron 66, 67 y 68% respectivamente
(Vidovic et al., 2014).

Los resultados de contenido de fenoles totales (CFT) de los microencapsulados de
extractos de polen secados a 130°C con una relacion 1:0.5 E/MD es mayor que todos los
demas tratamientos. Es posible que a las temperaturas de 160 y 190°C se degraden

algunos flavonoides.

La adicion de maltodextrina genera una disminucion en el CFT y consecuentemente en la

AAO por el efecto de dilucién, resultados similares fueron obtenidos en otros estudios:
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por ejemplo, el CFT con 10% de maltodextrina fue mayor que con 50% en
microencapsulados de extractos de Satureja montana (Vidovic et al.,, 2014); los
materiales encapsulantes aumentaron el rendimiento y diluyeron el CFT en la
encapsulacion de extractos etanolicos de residuos de vino (Pérez-Serradilla & Luque de
Castro, 2011).

En un estudio sobre la optimizacion de la microencapsulacion de polifenoles de nopal con
maltodextrina e inulina mediante secado por aspersion, reportaron un rango muy amplio
en los rendimientos de polifenoles (23 — 81%), principalmente por las diferencias en el
contenido del agente encapsulante (Saénz et al., 2009). Estos autores mencionan que el
porcentaje de sélidos en la mezcla parece ser el aspecto mas importante ya que debe
haber interaccion entre los compuestos bioactivos y el agente encapsulante.

El CFT de los extractos de polen iniciales antes de la preparacion de la mezcla de
alimentaciéon fue tomado como una covariable (Tabla 2-6) en el andlisis de CFT de los
microencapsulados debido a la preparacion independiente de los extractos, encontrando
un efecto menor (p valor =0.009) a las variables independientes (p valor <0.0001); esto
guiere decir que los cambios en el CFT se deben principalmente a las condiciones de

secado y que hay un efecto leve del CFT incial en el extracto.

Los porcentajes de recuperacion de fenoles son mayores al 100%, esto mismo fue
encontrado por (Saénz et al., 2009), quienes reportaron recuperaciones de un 112% en
la microencapsulacién de extractos etandlicos de Satureja montana con maltodextrina.
Los autores afirman que el incremento puede deberse a la hidrélisis de algunos
polifenoles conjugados durante la preparacion de la mezcla de alimentacion o durante el

proceso de secado.

Las condiciones evaluadas permitieron encapsular de 3.1 a 5.9 mg de GAE/g de
microencapsulado, contenido similar a microencapsulados de otros trabajos de secado;
por ejemplo, se lograron encapsular 5.3 a 8.2 mg GAE/g de extractos etandlicos de
carambola (Saikia et al., 2015). Estos microencapsulados de antioxidantes de naturaleza
fendlica podran ser utilizados para enriquecer y mejorar las caracteristicas funcionales de

diferentes matrices alimentarias.
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2.4.3 Propiedades fisicas y sensoriales de los

microencapsulados

Se obtuvieron contenidos de humedad por debajo del 6% (4.6 a 5.3 %) y actividad
acuosa entre 0.24 y 0.27 (ver Tabla 2-9). Los bajos contenidos de humedad aseguran la
estabilidad microbioldgica, reoldgica y fisica del producto (Vidovi¢, et al., 2014; Pang et
al., 2014). Otros autores reportan contenidos mas bajos, por ejemplo, se encontraron
contenidos de humedad de 2.8 a 4.9 % en microencapsulados de extractos de pulpa de
carambolo con maltodextrina (Saikia et al., 2015) y de 1.8 a 3.6 % en microencapsulados
de extractos etandlicos de casis con maltodextrina (Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk,
2011); las diferencias se deben probablemente a las diferencias en el contenido de

material encapsulante.

Tabla 2-9: a,, y humedad de los microencapsulados a diferentes condiciones de secado

Tratamiento aw Humedad

1

0.238+0.007 a

4.720£0.128 a

0.253+0.029 a

5.013+0.559 a

0.240+0.015 a

4.758+0.298 a

0.244+0.017 a

4.830+0.327 a

0.251+0.013 a

4.972+0.247 a

OO WIIN

0.268+0.038 a

5.295+0.741 a

Valores presentados como promedio + desviacion estdndar, n=3, medicion por triplicado, letras diferentes

significan diferencias significativas.

No se observan diferencias significativas en la humedad y a,, (p valor > 0.05) y tampoco
influencia de la covariable humedad relativa. Los mismos resultados se obtuvieron en un
estudio de diferentes concentraciones de proteina aislada de suero y maltodextrina para
encapsular compuesto fendlicos de Orthosiphon stamineus mediante secado por
aspersion; no encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. El autor
afirma que posiblemente se logra la evaporacion total de la humedad a todas las

temperaturas evaluadas (Pang et al., 2014).

En la isoterma de adsorcion (Figura 2-4) se observa que el microencapsulado se forma
cuando la humedad esta por debajo del 10% y que la humedad del ambiente es un

pardmetro importante en la conservacion de los compuestos bioactivos
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microencapsulados, porque pequefios cambios de humedad generan cambios altos en la

actividad acuosa afectando la estructura del microencapsulado (Revelo, 2014).

Figura 2-4: Isoterma de adsorcién en el proceso de microencapsulacion

Isoterma de adsorcion en el

proceso de microencapsulacion
16

14 -

12

10 4

Humedad (%)

2 1 L] 1 ] L]
0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7

Actividad acuosa

® polvos obtenidos entre 130 y 190°C
O polvos humedecidos para isoterma
curva cuadratica

Valores presentados como promedio y desviacion estandar, n=3, medidas realizadas por triplicado

Las imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido se presentan en la Figura
2-5. En estas micrografias se observa la morfologia y el tamafio de las microcapsulas a
diferentes temperaturas de secado. Las capsulas sufren diferentes cambios durante el
proceso, algunas capsulas chocan y colapsan en el momento del secado y otras se
secan mas rapido (Gharsallaoui et al., 2007) lo que permite una variabilidad en el tamafio

y las formas de las microcapsulas.
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Figura 2-5: Micrografias de barrido electrénico de microencapsulados a diferentes

condiciones de secado por aspersion

130°C - 1:1 E/ MD
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190°C-1:0.5 E/MD
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190°C-1:1 E/MD

E/MD= Extracto/maltodextrina p/p

Con una temperatura de secado alta, la velocidad de evaporacién del liquido en las gotas
es mas rapida; instantaneamente se forma la costra del material encapsulante y
predominan capsulas amorfas, después de formado el recubrimiento el incremento en la
temperatura genera diferentes cambios estructurales, haciéndolo mas débil y poroso
(Goula & Adamopoulos, 2005; Cheuyglintase, 2009; Gharsallaoui et al., 2007). Estas
caracteristicas son observadas en las micrografias de los microencapsulados secados a
190°C.

En las micrografias también se observaron diferentes tamafios de particula que se
describen en la Figura 2-6, el tamafio es una medida importante que estima el
comportamiento de los polvos al momento de la aplicacion en una matriz, a medida que
aumenta la temperatura de entrada hay una tendencia a aumentar el tamafio de
particula, debido a la evaporacion rapida de los liquidos, mientras a 130°C el 90 y 84%
de las capsulas tienen un diametro entre 1y 9 ym, a 190°C este rango disminuye a 32y
71%. También hay una influencia de la cantidad de maltodextrina, a mayor contenido de
maltodextrina menor tamafio de particula; como se observa en los tratamientos a 160°C y
190°C. El contenido alto de solidos posiblemente genera un secado mas lento formando

capsulas esféricas pequefias.
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Figura 2-6: Tamafio de microcapsulas a diferentes temperaturas de secado y composicion de la
mezcla de alimentacion
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La humedad y el tamafio de particula afectan la densidad de los microencapsulados y por
lo tanto su solubilidad y comportamiento. Los valores altos de solubilidad que se
observan en la Figura 2-7 se deben a la capacidad hidrofilica de la maltodextrina, sin
embargo, en los resultados de densidad aparente en la Figura 2-8 se observan
diferencias; entre mas grandes las capsulas (tratamiento a 190°C) menor la densidad y
mas facil la disoluciéon en medio liquido. Las densidades bajas generan polvos dificiles de
manejar debido a su capacidad de dispersarse en el aire. Con los resultados presentados
un polvo de facil disolucibn y manejo se obtiene con temperaturas de 160°C y una

relacion menor de maltodextrina.



Capitulo 2 49

Figura 2-7: Porcentaje de solubilidad a diferentes condiciones de secado por aspersion
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E=extracto; MD= maltodextrina. Valores presentados como promedio + desviacion estandar, n=3, medido por
triplicado.

Figura 2-8: Densidad aparente de los microencapsulados
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por triplicado.
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El andlisis instrumental de color a diferentes condiciones de secado se realizd para
evaluar la influencia de la maltodextrina en el color de los polvos; el valor L* Luminosidad
es principalmente afectado por la temperatura de secado (p valor < 0.05) y los
pardmetros a*, b* y croma son influenciados por los dos factores evaluados (p valor <
0.05). Como se observa en la Tabla 2-10 el parametro b* es el de mayor variabilidad, la
escala de b* cambia de azul (<0) a amarillo (>0), medidas entre 7.4 y 18.7 nos revelan un
varianza en el color amarillo debido al contenido de flavonoides y maltodextrina. En otro
estudio de microencapsulacion de extractos acuosos de polifenoles de granada con
maltodextrina, se obtuvieron resultados similares, la adicién del agente encapsulante y el
aumento de la temperatura produjeron efectos leves en los parametros luminosidad L*, y

mas significativos en el parametro b* (Cam et al., 2014).

Los parametros b* y croma de la muestra secada a 130°C con una relaciéon 1:0.5 E/MD
presentan diferencias significativas con respecto a todas las demas, los pardmetros son
mas altos, porque en el polvo se resalta mas el color amarillo, adicionalmente esta
muestra tuvo mayor CFT (5.92 £ 0.09 mg de GAE / g). Resultados similares encontraron
Cam et al., (2014) en la microencapsulacion de extractos acuosos de cascara de granada
con maltodextrina, la muestra con mayor CFT (287.3 + 6.3 mg de GAE/g) tuvo el

pardmetro b* mas alto (32.3) cuando se vari6 el contenido de maltodextrina.

Tabla 2-10: Pardmetros instrumentales L*a*b* de los microencapsulados y croma a
diferentes temperaturas y porcentajes de maltodextrina.

EXP L* ax b* Croma he* AE*

1 97.13x043b -0.87+0.04a 11.24+0.21a 11.27+0.21a 94.4 10.83
2 97.87+x0.09b -0.78+0.02b 7.41+0.03b 7.45+0.03b 95.98 6.87
3  97.39+0.54b -0.79+0.03b 9.35+0.10c 9.38+0.10c 94.8 7.83
4 96.23¥1.32ab -0.51+0.03c 8.35+0.06 d 8.36+x0.06d 93.51 7.03
5
6

94.33£1.10a 0.33#0.01d 18.79+0.06 e 18.79+0.06 e 88.98 18.2
95.41+2.01 ab -0.79+0.05b 7.79+0.14f 7.83+0.14f 95.77 7.21

Valores presentados como promedio + la desviacion estandar, letras diferentes corresponden a diferencias
significativas, n=6, p valor <0.05, andlisis ANOVA.

* Valores presentados como la mediana, n=3, medidas por triplicado, p valor < 0.05, andlisis Kruskal Wallis.
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La diferencia de color AE fue calculada con respecto a las muestras control (sin extracto
de polen). A una temperatura de entrada de 130°C y una relacion 1:0.5 E/MD se
generaron diferencias significativas en este pardmetro con respecto a los demas
tratamientos; igualmente el angulo °h que define la intensidad de color, fue diferente para

las mismas condiciones de secado, ya que tiene el valor mas cercano a 90° (Amarillo).

Los parametros de color L*a*b* de todas las muestras se observan en la Figura 2-9. Las
muestras de cada tratamiento son homogéneas en el color; se encontré una separacion
debido a las diferencias en el parametro b*; también se observa que la luminosidad de
las muestras secadas a 130°C es levemente menor a las muestras secadas a 160 y
190°C.

Figura 2-9: Pardmetros L*a*b* instrumentales de los microencapsulados
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E= extracto, MD= maltodextrina. Valores presentados como mediciones por triplicado de 3 muestras de cada
tratamiento.
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2.4.4 Actividad antioxidante de los microencapsulados

Las variables actividad antioxidante (AAO) TEAC y FRAP dependen de la interaccion
entre la temperatura de entrada y la relacion E/MD en el proceso de secado (p valor <
0,05) (ver Tabla 2-11). Con la relacion 1:0.5 E/MD y a 160°C se logra la mayor AAO
TEAC vy a 130°C con la relacién 1:0.5 E/MD se obtienen los mejores resultados en la
AAO medida por FRAP. Los resultados muestran correlacién con el CFT.

Tabla 2-11: Actividad antioxidante de los microencapsulados

Exp TEAC mmoles de FRAP mmoles

trolox/g de trolox/g
1 0.0127+0.0004  0.0144+0.0002
2 0.0099+0.0002  0.0089+0.0002
3 0.0144+0.0002  0.0153+0.0005
4 0.0054+0.0001  0.0081+0.0001
S 0.0135+0.0003  0.0159+0.0005
6 0.0081+0.0002  0.0103+0.0002

Valores presentados como promedio + la desviacion estandar, n=3, mediciones por triplicado. Diferencias

significativas con interaccion entre los factores.

En otros estudios se obtuvo mayor AAO de microencapsulados de extractos etanélicos
de varias matrices, por ejemplo, en microencapsulados de extractos hidroetandlicos de
casis con maltodextrina, la AAO TEAC estuvo en un rango de 0.07 a 0.09 mmoles de
trolox/g (Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk, 2011); en la microencapsulacion de
polifenoles de jugo de granada con maltodextrina a las condiciones seleccionadas se
obtuvo una AAO TEAC de 0.024 mmoles de trolox /g (Miravet, Alacid, Obon, &
Fernandez-Lépez, 2015).

El polen contiene varios pellets de polen floral que tienen compuestos fendlicos
especificos - acidos fendlicos, fenilpropanoides y flavonoles- que pueden tener alto o bajo
potencial antioxidante. Se han realizado estudios donde se analiza la AAO de polen
proveniente de una sola especie botanica e identifican los perfiles fendlicos de cada

especie floral, encontrando que no es la cantidad de fenoles la que define la capacidad
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antioxidante sino la calidad o la estructura de los compuestos (Ulusoy & Kolayli, 2014;
Marghitas et al., 2009, Campos et al., 2003). Por lo tanto hay varias posibles razones
para obtener baja actividad antioxidante, el extracto concentrado no era homogéneo, los
compuestos fendlicos encapsulados no poseen una AAO alta o la metodologia utilizada

no fue suficiente para extraer la totalidad de compuestos fendlicos encapsulados.

Sin embargo, son necesarios otros métodos de medicién de AAO para identificar las
propiedades bioactivas de los microencapsulados ya que estos métodos se ven
influenciados por varios factores. Los métodos de medicion de AAO mediante reacciones
de oxidacion de matrices alimentarias como aceites 0 compuestos como azucares,
permiten aproximaciones mas precisas del comportamiento de los antioxidantes (Leja et
al., 2007).

Para verificar que la AAO es proporcional al CFT se aplicd una prueba correlacion que se
observa en la Tabla 2-12, hay una correlacion mas alta del CFT con la AAO medida por
FRAP (r= 0.9), que con la AAO medida por TEAC (r=0.8).

Tabla 2-12: Correlacion entre contenido de fenoles totales y actividad antioxidante de los
microencapsulados

Actividad Actividad Contenido de
Antioxidante ABTS Antioxidante FRAP Fenoles Totales
Actividad 1
Antioxidante ABTS
Actividad
Antioxidante FRAP 0.9231 1
p valor 0
Contenido de Fenoles 0.8871 0.9772
Totales 1
p valor 0 0

Valores entre -1 y +1 demuestran correlacién positiva o negativa, p valor < 0.05 demuestra correlacion

significativa, prueba de Pearson.

La AAO de los microencapsulados por TEAC fue de 0.0054 + 0.0001 a 0.0144 + 0.0002
y por FRAP fue de 0.0081 *+ 0.0001 a 0.0159 + 0.0005 mmoles de trolox/g. La AAO del
polen medida por TEAC es de 0.098 + 0.002 mmoles de trolox/g y medida por FRAP es
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de 0.093 = 0.002 mmoles de trolox/g. EI CFT en el microencapsulado fue de 3.10 + 0.01
a 5.92 £ 0.09 mg de GAE/g y en el polen es de 33.04 + 0.82 mg de GAE/g. El contenido
de antioxidantes del microencapsulado tiene diferencias significativas con respecto al
polen y se deben a las diluciones durante el proceso de microencapsulacién, sin
embargo, la transformacion de los extractos etandlicos de polen tienen como fin principal
disminuir el impacto sensorial del polen y proteger de la temperatura y la luz a los

compuestos antioxidantes extraidos del mismo.

De acuerdo a los resultados anteriores, se selecciond el tratamiento a 160°C de
temperatura de entrada con una relacién 1:0.5 E/MD, ya que éste tratamiento permite la

obtencion de un CFT alto y la mayor AAO medida por TEAC.

2.4.5 Conclusiones de la evaluacion de microencapsulacion de

compuestos fendlicos de polen

= Los extractos preparados con 30 g de polen, tuvieron un contenido de fenoles totales
entre 38.65 y 48.18 mg de GAE/g con rendimientos entre 33.78 'y 44.72 %. EI CFT en
los extractos concentrados fue solamente de 0.6 a 2 veces mayor al obtenido con 1 g
de polen, posiblemente debido a falta de homogeneidad en los extractos. Las
caracteristicas de pH (4.5) y rendimiento en el extracto mas concentrado fueron
similares a las obtenidas en los extractos de 1 g de polen y los °Brix aumentaron

significativamente en el extracto mas concentrado.

= La variacion de la temperatura de entrada y el contenido de maltodextrina en el
proceso de secado por aspersion de extractos hidroetandélicos de polen influyen en el
rendimiento del proceso. Con temperaturas bajas (130°C) se disminuye el
rendimiento debido a que el secado es mas lento, generando aglomeracion de las
particulas y los contenidos altos de maltodextrina generan mayor rendimiento a
temperaturas bajas (130 y 160°C). Los rendimientos obtenidos con temperaturas de
160 y 190°C fueron mayores al 50%.
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= Los factores evaluados en el proceso de secado por aspersion afectan el CFT
microencapsulados; con una temperatura de 130°C y una relacion E/MD de 1:0.5, se
obtuvo el mayor CFT (5.92 + 0.09 mg de GAE/g). Esta variable se ve afectada
principalmente de forma negativa por el contenido de maltodextrina ya que genera
dilucién de los compuestos. Los porcentajes de recuperacién de fenoles fueron
mayores al 100 % lo que indica un efecto muy leve de las temperaturas de secado
sobre el CFT.

= Se obtuvieron contenidos de humedad por debajo del 6% (4.6 a 5.3 %) y actividad
acuosa entre 0.24 y 0.27 en los microencapsulados, lo que revela estabilidad y
eficiencia en el proceso de secado.

» La microscopia electronica de barrido permitio identificar que la forma y el tamafio de
las particulas de los microencapsulados se ven afectadas por las condiciones de
secado por aspersion. Cuando las temperaturas de secado son altas (190°C) las
capsulas son grandes y amorfas y a temperaturas mas bajas las particulas son mas
esféricas y pequefias, por lo tanto, la densidad aparente se ve afectada, las mejores
condiciones para obtener polvos con caracteristicas de densidad aparente ideales

son temperaturas de secado a 160°C.

= El color instrumental de los microencapsulados es amarillo debido al color del
extracto y fue influenciado por la adicién de maltodextrina. Se encontré varianza del
pardmetro b* (amarillo) principalmente. Una temperatura de 130°C y una relaciéon
1:0.5 E/MD generan polvos con un color mas amarillo que todos los demas
tratamientos, caracteristica generada porque este tratamiento aumenta la cantidad de

fenoles y porque las particulas se encuentran aglomeradas.

» La actividad antioxidante medida por TEAC y por FRAP demostré correlacion con el
CFT, sin embargo, los valores fueron bajos posiblemente debido a las condiciones de

extraccion y la dilucion de los compuestos en el proceso de secado por aspersion.






3 Aplicacién del microencapsulado de
extracto etanodlico de antioxidantes de

polen en un néctar de maracuya

3.1 Introduccidn

La utilizacién de polifenoles de polen como un ingrediente, puede dar un valor agregado
a diferentes productos alimenticios (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe, & Serna-Saldivar,
2014). Varios autores han estudiado la inclusion de polifenoles en diferentes matrices.
Por ejemplo: Hoye & Ross, (2011) estudiaron las caracteristicas sensoriales y bioactivas
de pan con harina de semillas de uva rica en polifenoles; Rosales et al., (2012) evaluaron
la inclusién de harina de semillas de uva en pasta, barras de cereal y pancakes; Tseng &
Zhao, (2013) evaluaron la adicién de extractos liquidos, microencapsulados y polvos de

orujo de uva de vino en yogurt y aderezos para ensaladas.

Las frutas son una buena seleccion a la hora de desarrollar un alimento con
caracterisiticas funcionales, debido a su contenido nutricional y bioactivo. EI maracuyéa
(Passiflora edulis) es una fruta tropical reconocida por su aroma caracteristica y es un
ingrediente importante en la preparacion de bebidas, contiene antioxidantes
principalmente carotenoides y acido ascorbico y no se han realizado muchos estudios
sobre su contenido en polifenoles (Talcott, Percival, Pittet-Moore, & Celoria, 2003). Por
otro lado, es uno de las frutas clasificadas con baja AAO (Vasco, Ruales, & Kamal-Eldin,
2008; Martinez et al., 2012).
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El objetivo del presente trabajo fue incluir microencapsulados de extractos de polen en
néctares de maracuya, evaluar su aporte en caracteristicas funcionales y realizar un

analisis sensorial mediante pruebas a consumidores.

3.2 Materiales y métodos

Se prepararon 3 extractos de polen de 200 mL como se describe en la seccion 2.3.2 en
condiciones inocuas y se sometieron a secado por aspersion con las condiciones
seleccionadas en el capitulo anterior (temperatura de entrada 160°C y relacién 1:0.5
E/MD) y los parametros descritos en la misma seccion.

Posteriormente se prepararon néctares de maracuya con diferentes porcentajes de
inclusién de los microencapsulados. Los néctares se evaluaron sensorialmente con 60
consumidores; se midié la AAO in vitro y se comparé con la AAO de néctares con
diferentes porcentajes de inclusion de polen apicola seco.

3.2.1 Elaboracién de néctares de maracuya

Se realiz6 un néctar de maracuya siguiendo la norma NTC 5468, el polvo adicionado
corresponde al microencapsulado obtenido a 160°C de secado y relacion E/MD 1:0.5. No
se pasteurizé para no afectar los compuestos termolabiles y se utilizé al siguiente dia en
las pruebas sensoriales. EI mismo procedimiento se utilizé para néctares con inclusion de

polen apicola en porcentajes del 2 y 5 %.

Las frutas fueron compradas en un supermercado de Bogota, se seleccionaron
visualmente con el mismo grado de madurez, se limpiaron y desinfectaron (150 ppm, 5 a
10 min), se realiz6 despulpado y la pulpa fue caracterizada (°Brix). Posteriormente se
realizaron las formulaciones para obtener néctares con 15 °Brix, 30 % de pulpay 3,5y

7% de microencapsulados, finalmente se empacaron y almacenaron a 4°C.
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3.2.2 Pruebas afectivas a consumidores

De acuerdo a las metodologias de evaluacion sensorial a consumidores (Bower, 2009)
se aplico una prueba afectiva heddnica utilizando una escala de 5 categorias descriptivas
gue se presentan en la Tabla 3-1, con un panel de 60 consumidores (no entrenados). Se
aplicé una segunda prueba de preferencia y aceptacion donde el consumidor respondia

si compraria las muestras y en qué orden las preferia.

Tabla 3-1: Escala hedoénica empleada en la prueba afectiva a consumidores

Escala Puntaje
Me gusta mucho 5
Me gusta 4
Ni me gusta ni me disgusta 3
Me disgusta 2
Me disgusta mucho 1

3.2.3 Contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante por

FRAP y TEAC de los néctar de maracuya

Se siguié la metodologia descrita por Bernal, (2012) con algunas modificaciones en las
cantidades. Se pesaron 10 g de néctar, se diluyeron en 10 mL de etanol industrial al
96%, se homogenizaron mediante un vortex y sonicaron con un bafio de ultrasonido.
Cada extracto se centrifugd y filtr6 en papel Whatman de 8 a 10 micrometros de poro, se

repite el mismo proceso 3 veces.

Los extractos se llevaron a un volumen de 50 mL y se siguieron los métodos descritos en

los numerales 2.3.1. Las extracciones y mediciones se realizaron por triplicado.

3.2.4 Analisis estadistico

Para las variables CFT, AAO FRAP y TEAC del néctar de maracuya adicionado con el
microencapsulado se realizé un ANOVA y para comprobar diferencias significativas entre

las medias de los tratamientos se utiliz6 la prueba de rangos multiples Bonferroni.
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El analisis estadistico de la prueba sensorial heddnica y la prueba de preferencia se
realizé aplicando puntajes y éstos fueron analizados mediante la prueba de Friedman; la
prueba de aceptacion fue analizada mediante el nimero de aceptaciones en la totalidad
de consumidores. Se utilizo el paquete estadistico (STATGRAPHICS XVII, 2015).

3.3 Resultados

3.3.1 Pruebas sensoriales a consumidores

El analisis sensorial de una matriz con inclusion del microencapsulado es importante para
hacer una aproximacion de la viabilidad del microencapsulado como ingrediente que
aporta caracteristicas funcionales. EI maracuyd es compatible sensorialmente con el
polen debido a sus caracteristicas de color y acidez, por esta razén se selecciono esta
fruta.

Se realizaron pruebas sensoriales afectivas de un néctar de maracuyé con inclusion del
microencapsulado en 3 concentraciones: 3, 5y 7% con los cédigos aleatorios 575, 742 y
776 respectivamente, a 60 consumidores, 10 de los panelistas conocian las

caracteristicas sensoriales del polen apicola (miembros del grupo de investigacion).

Los puntajes asignados por los consumidores en la escala de 5 niveles transformada a
nameros ordinales de 1 a 5 (me disgusta mucho - me gusta mucho) se presentan en el
Anexo B; el andlisis de varianza de las medianas obtenidas se muestra en la Tabla 3-2;
se puede observar que las muestras con 3 y 5% de inclusién no tienen diferencias
significativas en la mediana que fue 4 “me gusta” y las muestras con inclusion del 7%
presentaron una mediana de 3 “ni me gusta, ni me disgusta” (Figura 3-1). Como los
consumidores tuvieron la misma apreciacion de las muestras con 3 y 5% de inclusion, de
acuerdo a estos resultados, posiblemente los evaluadores no detectaron sensorialmente

el incremento de inclusién, lo que es un resultado satisfactorio.
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Tabla 3-2: Comparacion de medianas y significancia mediante Friedman de la prueba

afectiva realizada a consumidores en escala hedonica.

Rango Minimo-

Muestra n Promedio Mediana MAximo p-valor
575
(3% de inclusion) %0 2425 4 2-5
(5% demglusiom 60 2.05833 4 15 4.61E-08
776 60 1.51667 3 1-5

(7% de inclusién)

Figura 3-1: Comparacion de medianas en muestras de néctar con microencapsulado en
la prueba afectiva en escala hedénica.
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En la Figura 3-2 se muestra la comparacion de las medianas del numero de
aceptaciones de cada muestra correspondiente a la pregunta “lo compraria?”, la linea
corresponde al valor estadistico minimo para que el nimero de evaluaciones sea
significativo (27) en una poblaciéon de 42 consumidores, ya que 20 no respondieron. La

muestra 575 (con 3% de inclusion) fue aceptada por los consumidores significativamente
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(# de aceptaciones > 27); mientras las muestras 742 (5 % de inclusion) y 776 (7 % de

inclusion) fueron menos aceptadas (# de aceptaciones < 27).

Figura 3-2: Nivel de significancia de la aceptacion de los consumidores
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El nivel de significancia se obtuvo mediante la tabla estadistica de niveles de probabilidad, 42 ensayos, a 2
colas, probabilidad 0.05%.

Tabla 3-3: Comparacion de medianas mediante Friedman de la prueba de preferencia
realizada a los consumidores

Rango . o .
Muestra n Promedio Mediana Minimo-Maximo p-valor
575
(3% de inclusién) 61 2.425 1 1-3
742
(5% de inclusion) 61 2.058 2 1-3 0.0
776 61 1.517 3 1-3

(7% de inclusion)

En la prueba de preferencia los puntajes asignados fueron de 1 a 3, donde 1 significa que
el consumidor la prefiere antes que las demas muestras (Anexo B). Se encontraron
diferencias significativas en las medianas de las muestras, los néctares con 7% de
inclusion tuvieron una mediana de 3 (Tabla 3-3), es decir que los consumidores la
prefirieron menos. Los néctares con 3 % y 5 % tuvieron una mediana de 1 y 2

respectivamente y se observo una dispersion alta en la muestra con un 3 %, esto indica
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gue los consumidores tuvieron dudas en la decision de preferencia de esta muestra (ver
Figura 3-3).

Figura 3-3: Comparacion de medianas en la prueba de preferencia del néctar de

maracuya
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En cuanto a las observaciones de los consumidores (Tabla 3-4) en la mayoria de los
comentarios se encuentra una descripcién favorable para los néctares con 3y 5 % del
microencapsulado. El néctar con 7 % de inclusién es percibido como no natural y con

presencia de sabores extrafios.

Los consumidores asocian las diferencias entre las muestras con una percepcion
diferente de la acidez a pesar de que todas las muestras fueron preparadas con 30% de
pulpa en las mismas condiciones y 15 °Brix. Otros consumidores asocian las diferencias

en la matriz con el sabor amargo.

Entre los consumidores que conocen las caracteristicas sensoriales del polen, 7
reconocieron el sabor a polen en las muestras con 5y 7 % de inclusion, pero no les

parecio desagradable en la muestra con 5 %. Los comentarios generales son de agrado.
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Tabla 3-4: Observaciones de los consumidores

Muestra Observaciones

Dulce agradable, un poco acida, agradable, muy dulce, néctar

comun, excelente producto, ligero sabor a polen, mayor

575 acidez, sabor més natural, sabor balanceado, no se detectan

(3% de inclusién) sabores extrafios, menos &cida, mas sabor a fruta, no es tan
amarga, muy rico, mejor sabor, no sabe a polen, mejor color, ni

olor ni sabor extrafio, sabor y aroma agradables.

Muy acida, agradable, leve amargo, un poco &cida, sabor a

polen, presenta diferencia a un néctar comun, sabor a polen

pero no es desagradable, deja residual, agradable pero acida,

742 sabor no es natural, sabor mas dulce y mas concentrado,

(5% de inclusién) balanceada, mas suave y dulce, menos &cida, acidez
agradable, mejor sabor, natural, suave, un sabor diferente que

agrada, menos dulce, refrescante, sabor no habitual, me gusta

mucho

Muy &cida, hostigante, sabor fuerte, un poco &cida, amarga,
leve amargo, sabor a polen, presenta diferencia a un néctar
comun, se pierde la acidez y sabor de la fruta, amargo mas
7_76 . fuerte, mas neutro, agradable, sabor levemente acentuado a
(7% de inclusion) _ . :
polen, color blanquecino, olor proteico, turbia, agradable pero
acida, demasiado acida, sabor no es natural, sabor suave,

menor acidez, natural.

El producto es bueno, no tienen diferencias, néctares

Generales agradables

3.3.2 Contenido de Fenoles Totales y Actividad Antioxidante del

néctar de maracuya

En la Tabla 3-5 se muestran los resultados de CFT y AAO del néctar con inclusion de
polen seco y del microencapsulado, se encontraron diferencias signifiativas entre todas
las muestras. La adicion de polen seco al néctar incrementa el CFT 4.5y 7.5 veces y la

AAO TEAC se incrementa 2.7 y 5 veces al 2 y 5% de inclusion respectivamente, sin
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embargo, pueden generarse aromas y sabores desagradables, por ejemplo, en la
evaluacién sensorial de un yogurt con polen el mejor puntaje se obtuvo con 1% de
inclusion (Khider et al., 2013).

Tabla 3-5: Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante de néctar de maracuya
con inclusiones de polen y microencapsulado

Contenido de Actividad Actividad
fenoles totales  antioxidante TEAC antioxidante FRAP
(mg de GAE/g) (mmoles de trolox/g) (mmoles de trolox/g)

muestra
Néctar de maracuyé 0.29+0.02 a 0.0007+0.0000 a sin datos
Néctar de e *2%de  §9240.03b 0.0023+0.0001 b sin datos
A A 0,
Neéctar de o *5%de 4 5ri005¢ 0.0039+0.0002 ¢ sin datos
Néctar de maracuya + 3% de
microencapsulado 0.50+0.02 d 0.0012+0.0000d 0.0027+0.0001
Néctar de maracuya + 5% de
microencapsulado 0.53+0.01 de 0.0018+0.0000 e 0.0035%0.0001
A A 0,
Néctar de maracuya + 7% de 59,0020 ¢  (0.002240.0001eb 0.0036+0.0003

microencapsulado

Datos calculados en base humeda, presentados como promedio + desviacion estandar, n=3 medido por
triplicado, letras diferentes corresponden a diferencias significativas estadisticamente, 95% de confianza.

El consumo de frutas, bebidas como el vino, el té y el café generan una dieta rica en
compuestos fendlicos que son benéficos para el ser humano; 50-200 mg/comida y 20
mg/dia corresponden a flavonoles (Murkovic, 2003); una copa de vino rojo tiene 200 mg
de fenoles (Mazza, 2012). Estas cantidades dan una idea de las cantidades de fenoles
consumidos, sin embargo, los valores no son comparables ya que el método de Folin
Ciocalteu puede tener interferencias de otros compuestos como carotenoides, proteinas,
azucares, y vitamina C y se ha observado sobreestimacion (Klimczak, Matecka, Szlachta,
& Gliszczynska-Swiglo, 2007). Por el método Folin Ciocalteu se han reportado valores
entre 0.25 y 2.28 mg de GAE/mL de vino de diferentes clases, es decir que 100 mL
pueden aportar de 25 a 228 mg de fenoles segun est4d metodologia (Rebelo, Rego,
Ferreira, & Oliveira, 2013).

La incorporacion de microencapsulados de extractos de polen al nectar incrementa 1.6,

1.7 y 1.9 veces el CFT del néctar de maracuya, no se encontraron diferencias
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significativas entre los néctares con 5 y 7% de inclusion. En 100 mL de néctar de
maracuya con 5% de microencapsulados de extractos de polen (néctar aceptado
sensorialmente) se pueden llegar a consumir 53 mg de GAE. Esta cantidad de fenoles

gue aporta el nectar enriquecido puede aumentar la ingesta de fenoles.

La AAO TEAC en el néctar enriquecido se incrementa 1.7, 2.5y 2.8 vecescon 3,5y 7 %
de inclusion respectivamente. La AAO medida por FRAP es similar y baja, posiblemente
como se ha mencionado, los compuestos extraidos no tienen alta capacidad antioxidante

0 son necesarias otras metodologias mas selectivas.

3.3.3 Conclusiones sobre la inclusidon del microencapsulado de

extractos de polen en un néctar de maracuya

Los resultados de las pruebas a consumidores muestran la aceptacion de inclusiones del
3 y 5% de microencapsulados en los néctares, mediante la evaluacion en escala
hedonica se observd que no se detecta el incremento de 3 a 5% de inclusion del extracto

microencapsulado.

Con respecto a las observaciones de los consumidores, en general se acepta el producto

y se asocian diferencias con cambios en los niveles de acidez.

La adicién de polen apicola a los nectares de maracuya incrementé significativamente el
CFT y la AAO, pero, el impacto sensorial puede ser mas alto que el de los
microencapsulados. La incorporacion de microencapsulados de extractos de polen al
nectar incrementa 1.6, 1.7 y 1.9 veces el CFT del néctar de maracuya con 3,5y 7% de
microencapsulados respectivamente, 100 mL de nectar de maracuya enriquecido
posiblemente aporta 53 mg GAE y esta cantidad puede aumentar la ingesta de fenoles
en la dieta. Con respecto a la AAO TEAC esta se incrementa 1.7, 2.5 y 2.8 veces con 3,

5 y 7% de microencapsulados respectivamente.



4 Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

1. El proceso de secado por aspersion de extractos etandlicos de polen apicola permitié
la encapsulacion de 3.10 + 0.09 a 5.92 + 0.09 mg de GAE/g de microencapsulado,
variaciones debidas principalmente al efecto de dilucibn con la adicion de
maltodextrina. Los porcentajes de recuperacion de fenoles fueron del 97.5% a
140.4% debido posiblemente a hidrolisis de algunos flavonoides glicosilados durante
el proceso.

2. Los rendimientos en el secado por aspersion fueron mayores al 50 % cuando se
aplicaron temperaturas de secado de 160 y 190°C. Una temperatura de entrada en el
proceso de 160°C y una relacién de 1:0.5 extracto/maltodextrina p/p en base himeda

favorecen las propiedades bioactivas y el rendimiento de los microencapsulados.

3. Se encontraron diferencias significativas en algunas propiedades fisicas de los
microencapsulados a diferentes condiciones de secado; la microscopia electronica de
barrido SEM permitié observar que a 130°C las cdpsulas son de tamafio menor, de
forma esférica y alta densidad aparente y a 190°C las cépsulas son de tamafio
mayor, amorfas, de baja densidad aparente y son inestables por sus capas delgadas
y quebradizas. Las condiciones en el proceso de secado que permiten obtener
caracteristicas fisicas de los microencapsulados ideales para la inclusion en una

matriz liquida son el secado a 160°C con una relaciéon 1:0.5 de E/MD.

4. La actividad antioxidante medida por TEAC con el radical ABTS fue de 0.0054 +
0.0001 a 0.0144 + 0.0002 mmoles de trolox/g de microencapsulado y medida por
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FRAP fue de 0.0081 + 0.0001 a 0.0159 + 0.0005 mmoles de trolox/g de
microencapsulado. Los valores de actividad antioxidante son bajos posiblemente
porque se degradan algunos flavonoides y compuestos antioxidantes de diferente
naturaleza, porque los compuestos extraidos tienen baja actividad antioxidante o
porque no se liberaron las cdpsulas totalmente durante el proceso de extraccion, sin

embargo, se correlacionan con el contenido de fenoles totales.

5. La evaluacién del color instrumental de los microencapsulados mostré que la
maltodextrina influye en el color ya que disminuye la intensidad del amarillo y los
colores obtenidos demuestran la presencia de flavonoides, el parametro b* presenta
diferencias significativas entre tratamientos y se observé que la muestra secada a

130°C con una relacion E/MD de 1:0.5 tiene un color amarillo mas resaltado.

6. Para evaluar los microencapsulados como un ingrediente que aporta caracteristicas
funcionales, se incluyeron en un néctar de maracuya (3, 5 y 7% de
microencapsulado), los resultados demuestran que los néctares con 3 y 5% de
inclusion son aceptados por los consumidores y que la incorporacién de
microencapsulados de extractos etandlicos de polen apicola al nectar de maracuya
incrementaron 1.6, 1.7 y 1.9 veces el contenido de fenoles totales del néctar de

maracuya y por lo tanto, su actividad antioxidante.

4.2 Recomendaciones

1. Deben ser evaluadas otras metodologias de extraccién para disminuir los tiempos

de preparacion y aumentar el rendimiento.

2. Se debe evaluar la actividad antioxidante con otros métodos in vitro mediante
reacciones de oxidacion de matrices alimentarias como aceites o compuestos

como azucares que se acercan mas al comportamiento real de los antioxidantes.

3. Es importante el estudio de identificacion de compuestos fendlicos del polen
apicola y la medicion de la actividad antioxidante de los compuestos por separado

para evaluar la calidad de los mismos.
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4. Es importante una caracterizacion completa de los extractos etandlicos de polen
apicola en cuanto a aminoacidos, azlcares, fibra y grasas entre otros andlisis con

el fin de identificar otros compuestos bioactivos y nutricionales del extracto.

5. Otros posibles estudios del producto pueden ser evaluar la vida util de los

antioxidantes encapsulados y la inclusion en otras matrices.
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Anexo A: Analisis estadistico

« ANOVA de la AAO, CFT, porcentaje de recuperaciéon de los microencapsulados a
diferentes condiciones

Analisis de Varianza para FRAP - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados|Gl|{Cuadrado Medio|Raz6n-F|Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A TEMP 0,00000852029 2 | 0,00000426015| 22,38 |0,0000
B:MD 0,000218832 1| 0,000218832 |1149,62|0,0000
INTERACCIONES
AB 0,00000709888 2 1 0,00000354944 | 18,65 |0,0000
RESIDUOS 0,00000361667 (19| 1,90351E-7
TOTAL (CORREGIDO) 0,00026136 24

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Verificacion de Varianza de FRAP
Prueba |Valor-P
Levene's|1,36994(0,279367

Pruebas de Normalidad para residuos de FRAP
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,931606 |0,0990603

Andlisis de Varianza para TEAC ABTS - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Razén-F|Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:MD 0,000199443 1| 0,000199443 |1082,69|0,0000
B: TEMP 0,0000116575 2 | 0,00000582873 | 31,64 |0,0000
INTERACCIONES
AB 0,0000423545 2| 0,0000211772 | 114,96 | 0,0000
RESIDUOS 0,0000035 19| 1,84211E-7
TOTAL (CORREGIDO) 0,000282 24

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de TEAC
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,931606 |0,0990603

Verificacion de Varianza de TEAC

Prueba | Valor-P
Levene's|0,542857|0,741606

Andlisis de Varianza para % Recuperacion - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Razo6n-F|Valor-P
COVARIABLES
cv%H 222,739 1 222,739 9,45 10,0058
EFECTOS PRINCIPALES
A:MD 1269,65 1 1269,65 53,87 [0,0000
B:TEMP 1980,22 2 990,11 42,01 |0,0000
INTERACCIONES
AB 677,724 2 338,862 14,38 |0,0001
RESIDUOS 494,939 21 23,5685
TOTAL (CORREGIDO) 4707,67 27

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de % de recuperacion
Prueba Estadistico| Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk| 0,968868 |0,581245

Verificacion de Varianza
Prueba | Valor-P
Levene's|1,04334(0,417482

e Contenido de fenoles totales ANOVA y prueba de rangos multiples

Analisis de Varianza para CFT - Suma de Cuadrados Tipo I

Fuente Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Raz6n-F|Valor-P
COVARIABLES
cvE 0,051787 1 0,051787 8,32 |[0,0092
EFECTOS PRINCIPALES
A TEMP 0,447649 2 0,223825 35,97 [0,0000
B:MD 33,0831 1 33,0831 5316,81|0,0000
RESIDUOS 0,124447 20| 0,00622236
TOTAL (CORREGIDO) 41,8209 24

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS CFT
Prueba Estadistico| Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk| 0,968766 |0,621781




Anexo A: Andlisis estadistico

Verificacion de Varianza
Prueba | Valor-P
Levene's|0,715258|0,619699

Pruebas de Multiple Rangos para FT por TRATAMIENTO

Método: 95,0 porcentaje Bonferroni
TRATAMIENTO|Casos| Media [Grupos Homogéneos

160-100 5 3,095 X

190-100 4 13,10425 X

130-100 3 3,424 X

190-50 4 |5,59925 X

160-50 4 5,682 X

130-50 5 |5,9216 X
Contraste Sig.|Diferencia|+/- Limites

130-100 - 130-50
130-100 - 160-100
130-100 - 160-50
130-100 - 190-100
130-100 - 190-50
130-50 - 160-100
130-50 - 160-50
130-50 - 190-100

-2,4976 | 0,227984
0,329 |0,227984
-2,258 |0,238431

0,31975 | 0,238431

-2,17525 | 0,238431
2,8266 | 0,19744
0,2396 |[0,209417

2,81735 | 0,209417
130-50 - 190-50 0,32235 | 0,209417

160-100 - 160-50 -2,587 [0,209417

160-100 - 190-100 -0,00925 | 0,209417

160-100 - 190-50 -2,50425 | 0,209417

160-50 - 190-100 | * | 2,57775 | 0,220745
160-50 - 190-50 0,08275 | 0,220745

190-100 - 190-50 | * | -2,495 |0,220745

* indica una diferencia significativa.

Xl | k| k| X[ k| ¥| *| *| *

*

e Correlacion prueba de Pearson

ABTS | FRAP | FT

ABTS 0,9231 | 0,8871
(25) (25)

0,0000 | 0,0000

FRAP | 0,9231 0,9772
(25) (25)

0,0000 0,0000

FT_|0,8871 | 0,9772
(25) (25)
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| 0,0000 | 0,0000 | |
Correlacion
(Tamafio de Muestra)
Valor-P

e Andlisis de varianza de los datos de rendimiento, actividad acuosa y humedad de
los procesos de secado

Analisis de Varianza para rendimiento - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razoén- |Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS

PRINCIPALES

A:MD 2,40179 1 |2,40179 0,07 0,7972

B:TS 576,998 2 288,499 8,33 0,0063

INTERACCIONES

AB 446,474 2 223,237 6,44 0,0140

RESIDUOS 381,052 11 |34,6411

TOTAL 1550,76 16

(CORREGIDO)

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Verificacion de Varianza de rendimiento
Prueba |Valor-P
Levene's|0,151717|0,860625

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de rendimiento
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,964612 |0,698937

Andlisis de Varianza para a,, - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Suma de Cuadrados|Gl |Cuadrado Medio|Razo6n-F|Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:aw y H.MD 0,000278004 1 {0,000278004 0,54 0,4774
B:awy H.TEMP 0,00175434 2 10,00087717 1,69 0,2228
INTERACCIONES

AB 0,000625341 2 |0,00031267 0,60 0,5623
RESIDUOS 0,00675142 13({0,00051934

TOTAL (CORREGIDO) [0,00929116 18

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
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Pruebas de Normalidad para a,, RESIDUOS
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,935675 |0,227322
Verificacion de Varianza de a,,
Prueba |Valor-P
Levene's|0,413315|0,831231
Andlisis de Varianza para humedad - Suma de Cuadrados Tipo Il
Fuente Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Razén-F|Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:aw y H.MD 0,11056 1 |0,11056 0,56 0,4673
B:awy H.TEMP 0,661068 2 |0,330534 1,68 0,2251
INTERACCIONES
AB 0,236772 2 |0,118386 0,60 0,5631
RESIDUOS 2,56331 13|0,197178
TOTAL (CORREGIDO) |3,52744 18
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Normalidad para Humedad RESIDUOS
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,933958 |0,211676
Verificacion de Varianza
Prueba | Valor-P
Levene's|0,416293|0,829202
o ANOVA de Solubilidad de los microencapsulados
Andlisis de Varianza para solubilidad - Suma de Cuadrados Tipo |l
Fuente Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Raz6n-F|Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:MD 11,5821 1 |11,5821 1,58 0,2284
B:TEMP 23,6773 2 (11,8386 1,61 0,2322
RESIDUOS 110,173 15|7,34488
TOTAL (CORREGIDOQ) 143,995 18
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de solubilidad
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,964245 |0,652535
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Prueba|Valor-P
Levene's|0,6532 |0,664568

o ANOVA de los resultados de densidad aparente de los microencapsulados

Andlisis de Varianza para densidad aparente - Suma de Cuadrados Tipo I

Fuente Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Razo6n-F|Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:MD 0,00949696 1| 0,00949696 12,40 |0,0038

B:TEMP 0,756216 2 0,378108 493,87 |0,0000

INTERACCIONES

AB 0,0141163 2| 0,00705814 9,22 10,0032
RESIDUOS 0,00995275 13| 0,000765596
TOTAL (CORREGIDO) 0,785729 18

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Verificaciéon de Varianza de la densidad aparente

Prueba | Valor-P

Levene's|0,743543|0,604721

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de densidad aparente

Prueba Estadistico| Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk| 0,979289 |0,917205
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o CFT en el néctar de maracuya con inclusion del microencapsulado
Tabla ANOVA para Folin
Fuente |Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Razon-F|Valor-P
Entre grupos 3,85691 5 0,771383 941,27 10,0000
Intra grupos 0,0163903 20| 0,000819514
Total (Corr.) 3,8733 25

Verificacion de Varianza

Prueba

Valor-P

Levene's

0,650353

0,664575

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS

Prueba

Estadistico

Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0,960295

0,41694

Pruebas de Mdltiple Rangos para Folin

Método: 95,0 porcentaje Bonferroni

_1 |Casos| Media |Grupos Homogéneos
NM 4 10,296736 X
575 4 10,499524 X
742 4 10,526117 XX
776 6 |0,583105 X
NM+2| 4 ]0,916146 X
NM+5( 4 1,51542 X
Contraste [Sig.| Diferencia |+/- Limites
575 -742 -0,0265929|0,0674205
575-776 * {-0,0835812|0,0615462
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575 - NM * | 0,202788 |0,0674205
575-NM+2 | * [-0,416623 |0,0674205
575 -NM+5 | * -1,0159 |0,0674205

742 - 776 -0,0569884|0,0615462

742 - NM * | 0,229381 |0,0674205
742 -NM+2 | * | -0,39003 |0,0674205
742 - NM+5 | * | -0,989306 |0,0674205

776 - NM * | 0,286369 |0,0615462
776 - NM+2 | * |-0,333041 |0,0615462
776 - NM+5 | * [-0,932318 |0,0615462
NM-NM+2 | * |-0,619411 |0,0674205
NM-NM+5 | * | -1,21869 |0,0674205

NM+2 - NM+5| * | -0,599277 |0,0674205

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de TEAC

Prueba Estadistico| Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk| 0,914838 |0,0934984

Verificacion de Varianza de TEAC

Prueba| Valor-P

Levene's|1,6818|0,208137

Pruebas de Multiple Rangos para TEAC con ABTS por tratamiento

Método: 95,0 porcentaje Bonferroni

TTo |Casos Media Grupos Homogéneos

NM 3 ]0,000695175 X

575 3 (0,00123873 X
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742 3 10,00192633 X
776 3 10,00226993 XX
NM+2| 4 0,002276 X
NM+5| 3 |0,00389756 X
Contraste |Sig. Diferencia +/- Limites
575 - 742 * | -0,000687598 |0,000345692
575-776 * -0,0010312 |0,000345692
575 - NM * | 0,000543556 |0,000345692
575 -NM+2 | * -0,00103727 |0,000323366
575-NM+5 | * | -0,00265883 |0,000345692
742 - 776 -0,000343605 |0,000345692
742 - NM * 0,00123115 |0,000345692
742 - NM+2 | * | -0,000349668 |0,000323366
742 -NM+5 | * | -0,00197124 |0,000345692
776 - NM * 0,00157476 |0,000345692
776 - NM+2 -0,00000606292|0,000323366
776 - NM+5 | * -0,00162763 [0,000345692
NM-NM+2 | * | -0,00158082 (0,000323366
NM - NM+5 | * -0,00320239 (0,000345692
NM+2 - NM+5| * | -0,00162157 |0,000323366

e ANOVA de los parametros instrumentales de color de los microencapsulados
L*a*b* y los pardmetros calculados croma

Parametro L de color
Analisis de Varianza para L_ - Suma de Cuadrados Tipo Il
|Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Razén-F|Valor-P|

|Fuente
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EFECTOS PRINCIPALES
A:MD 0,821133 1 ]0,821133 0,58 0,4549
B:TEMP 39,1799 2 |19,5899 13,74 |0,0001
RESIDUOS 35,6313 25(1,42525
TOTAL (CORREGIDO) 75,3593 28
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de L*
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,958304 |0,334129

Verificacion de Varianza
Prueba |Valor-P
Levene's|2,21379|0,0876386

Pruebas de Mdltiple Rangos para L* _ por TRATAMIENTO

* indica una diferencia significativa.

Método: 95,0 porcentaje Bonferroni
TRATAMIENTO|Casos|Media |[Grupos Homogéneos
130-50 6 94,325 |X
130-100 5 95,406 |XX
160-100 4 96,2275|XX
190-50 6 97,1283| X
160-50 4 97,385 | X
190-100 4 97,8725| X

Contraste Sig. |Diferencia|+/- Limites
130-100 - 130-50 1,081 2,23587
130-100 - 160-100 -0,8215 |2,47695
130-100 - 160-50 -1,979 2,47695
130-100 - 190-100 -2,4665 |2,47695
130-100 - 190-50 -1,72233 |2,23587
130-50 - 160-100 -1,9025 |2,38344
130-50 - 160-50 |[* [-3,06 2,38344
130-50 - 190-100 | * |-3,5475 [2,38344
130-50 - 190-50 |[* |-2,80333 [2,13182
160-100 - 160-50 -1,1575 |2,61093
160-100 - 190-100 -1,645 2,61093
160-100 - 190-50 -0,900833|2,38344
160-50 - 190-100 -0,4875 |2,61093
160-50 - 190-50 0,256667 |2,38344
190-100 - 190-50 0,744167 |2,38344
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Analisis de Varianza para a* - Suma de Cuadrados Tipo Il
Fuente Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Razo6n-F|Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:MD 0,443685 1 ]0,443685 395,65 |0,0000
B:TEMP 1,94372 2 10,971859 866,63 |0,0000
INTERACCIONES
AB 2,86062 2 11,43031 1275,45 (0,0000
RESIDUOS 0,0257926 23]0,00112142
TOTAL (CORREGIDO) ]6,03825 28
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de a*
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,954958 |0,27773

Verificacion de Varianza de a*

Prueba

Valor-

P

Levene's

0,519488

0,7589

Pruebas de Mdltiple Rangos para a* por TRATAMIENTO

Método: 95,0 porcentaje Bonferroni

TRATAMIENTO|Casos|{Media Grupos Homogéneos

190-50 6 -0,871667|X

130-100 5 -0,788 X

160-50 4 -0,7875 | X

190-100 4 -0,78 X

160-100 4 -0,561325 | X

130-50 6 0,3325 X
Contraste Sig.|Diferencia |+/- Limites
130-100 - 130-50 | * |[-1,1205 |0,0663865
130-100 - 160-100| * |-0,27475 |0,0735446
130-100 - 160-50 -0,0005 [0,0735446
130-100 - 190-100 -0,008 0,0735446
130-100 - 190-50 | * |0,0836667|0,0663865
130-50 - 160-100 | * |0,84575 |0,0707683
130-50-160-50 |[* 1,12 0,0707683
130-50 - 190-100 | * [1,1125 0,0707683
130-50-190-50 |[* [1,20417 |0,0632971
160-100 - 160-50 | * |0,27425 |0,0775228
160-100 - 190-100{ * |0,26675 |0,0775228
160-100 - 190-50 | * |0,358417 |0,0707683
160-50 - 190-100 -0,0075 [0,0775228
160-50 - 190-50 |[* |0,0841667|0,0707683
190-100 - 190-50 | * |0,0916667|0,0707683

* indica una diferencia significativa.
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Analisis de Varianza para b* - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Raz6n-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:MD 195,256 1 |195,256 12533,40(0,0000
B:TEMP 118,744 2 59,3719 3811,06 [0,0000
INTERACCIONES
AB 128,889 2 64,4446 4136,68 |0,0000
RESIDUOS 0,358313 23]0,0155788
TOTAL (CORREGIDO) |506,582 28
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de b*
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,970329 |0,605615

Verificacion de Varianza

Prueba

Valor-P

Levene's|1,98044

0,119752

Pruebas de Multiple Rangos para b* por TRATAMIENTO

Método: 95,0 porcentaje Bonferroni
TRATAMIENTO|Casos| Media |Grupos Homogéneos

190-100 4 7,41 X
130-100 5 7,792 X
160-100 4 8,345 X
160-50 4 9,35 X
190-50 6 11,24 X
130-50 6 (18,7867 X
Contraste Sig.|Diferencia|+/- Limites
130-100 - 130-50 |* |-10,9947 [0,247437
130-100 - 160-100{ * |-0,553 0,274116
130-100 - 160-50 | * |-1,558 0,274116
130-100 - 190-100| * 0,382 0,274116
130-100 - 190-50 | * |-3,448 0,247437
130-50 - 160-100 |* 10,4417 [0,263768
130-50 - 160-50 | * |9,43667 [0,263768
130-50 - 190-100 |* 11,3767 [0,263768
130-50 - 190-50 |* |7,54667 |0,235922
160-100 - 160-50 | * |-1,005 0,288944
160-100 - 190-100| * 0,935 0,288944
160-100 - 190-50 | * |-2,895 0,263768
160-50 - 190-100 | * |1,94 0,288944
160-50 - 190-50 |[* [-1,89 0,263768
190-100 - 190-50 | * |-3,83 0,263768
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* indica una diferencia significativa.
Analisis de Varianza para C - Suma de Cuadrados Tipo lll
Fuente Suma de Cuadrados|Gl|Cuadrado Medio|Razo6n-F|Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:MD 197,626 1 (197,626 1876,23 (0,0000
B:TEMP 115,645 2 |57,8223 548,96 |0,0000
INTERACCIONES
AB 131,073 2 65,5367 622,20 |0,0000
RESIDUOS 2,42262 23]0,105331
TOTAL (CORREGIDO) (510,669 28
Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual
Pruebas de Normalidad para RESIDUOS
Prueba Estadistico|Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk

0,966658

0,5126

Verificacion de Varianza

Prueba

Valor-P

Levene's

1,93981

0,126473

Pruebas de Mdltiple Rangos para C por TRATAMIENTO

Método: 95,0 porcentaje Bonferroni
TRATAMIENTO|Casos|Media |[Grupos Homogéneos
190-100 4 7,45096|X
130-100 5 7,83177| X
160-100 4 8,36082| X
160-50 4 9,38315| X
190-50 6 11,2738] X
130-50 6 18,7896 X

Contraste Sig.|Diferencia|+/- Limites
130-100 - 130-50 | * |-10,9578 |0,249574
130-100 - 160-100| * |-0,52905 |0,276484
130-100 - 160-50 | * |-1,55138 |0,276484
130-100 - 190-100| * |0,38081 |0,276484
130-100 - 190-50 | * [-3,44201 |0,249574
130-50 - 160-100 | * 10,4288 |0,266047
130-50 - 160-50 | * |9,40647 [0,266047
130-50 - 190-100 | * 11,3387 [0,266047
130-50-190-50 |* |7,51583 [0,237959
160-100 - 160-50 | * |-1,02233 |0,291439
160-100 - 190-100| * |0,909861 |0,291439
160-100 - 190-50 | * |[-2,91296 |0,266047
160-50 - 190-100 |* ]1,93219 [0,291439
160-50 - 190-50 |[* |-1,89063 [0,266047
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[190-100 - 190-50 |* [-3,82282 [0,266047 |
* indica una diferencia significativa.
o Analisis de Kruskal Wallis para parametros calculados de color H° y AE

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de H°
Prueba Estadistico|Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk|0,874259 |0,00221684

Verificacion de Varianza
Prueba |Valor-P
Levene's|0,872079|0,514941

Prueba de Kruskal-Wallis para h® por TRATAMIENTO

TRATAMIENTO|Tamafno Muestra|Rango Promedio
130-100 5 23,8

130-50 6 3,5

160-100 4 8,5

160-50 4 18,25

190-100 4 26,5

190-50 6 13,6667

Estadistico = 26,643 Valor-P = 0,0000669385

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS de AE

Prueba Estadistico| Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk| 0,909882 |0,0183142

Verificacion de Varianza de AE

Prueba |Valor-P
Levene's|1,34696(0,280398

Prueba de Kruskal-Wallis para AE por TRATAMIENTO

TRATAMIENTO [Tamano Rango
Muestra Promedio

130-100 5 11,6
130-50 6 26,5
160-100 4 7,75
160-50 4 12,5
190-100 4 3,5
190-50 6 20,5

Estadistico = 24,7869 Valor-P = 0,000153175



Anexo B:

Puntajes
consumidores

de

las

pruebas

a

Tabla 4-1. Puntuacion asignada por los consumidores a néctares de maracuya con
adicion de microencapsulados de extractos de polen en escala heddnica.

muestras muestras muestras
panelista | 575|742 | 776 | panelista | 575 | 742 | 776 | panelista | 575 | 742 | 776
1 51411 22 514 3 43 4 | 51| 4
2 4 |1 41| 3 23 4 |1 1 44 4 | 3| 2
3 4 |1 41| 3 24 4 | 4| 3 45 4 | 3| 2
4 4 | 5 25 4 | 5| 4 46 4 | 4| 4
5 5141 3 26 4 | 3|3 47 4 |5 4
6 4 | 4| 3 27 4 | 4|3 48 4 | 3| 2
7 4 |1 41| 3 28 31413 49 4 | 51| 4
8 4 | 3| 4 29 4 | 5|5 50 4 | 31| 3
9 4 | 31| 3 30 51313 51 4 | 51| 4
10 4 13| 3 31 4 | 4|3 52 51515
11 4 14| 1 32 5 1 1 53 513 ] 4
12 31413 33 4 | 4 | 4 54 5141 4
13 513 ]| 4 34 4 | 4 | 4 55 4 | 3| 4
14 4 11| 4 35 4 | 51| 3 56 4 | 4|1
15 314 4 36 4 | 3| 2 57 2 | 2|3
16 4 | 3 1 37 5141 3 58 3141 4
17 31413 38 4 59 51|14 3
18 514 4 39 515 ]| 4 60 5151 4
19 4 | 4| 4 40 514 ]| 4 61 4 | 31| 3
20 51313 41 5151 3 62 51315
21 4 | 4| 3 42 4 | 3 | 4 |Total 255 (226 | 197
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Tabla 4-2: Asignacion de puntaje por panelista de acuerdo a su preferencia

Preferencia Preferencia
Panelista | 575 | 742 | 776 | Panelista | 575 | 742 | 776
1 1 2 3 32 1 2 3
2 2 1] 3 33 31211
3 2 1 3 34 2 1 3
4 312 1 35 2 111 3
5 11213 36 11213
6 1123 37 1123
7 1123 38 1123
8 11213 39 2 | 1] 3
9 1123 40 2 1] 3
10 2 1 3 41
11 1123 42 31211
12 2 1 3 43 2 1 3
13 1 2 3 44 1 2 3
14 312 1 45 1123
15 2 1 3 46 3 2 1
16 1123 47 2 1] 3
17 2 1 3 48 1 2 3
18 1123 49 1123
19 1123 50 1123
20 1 2 3 51 2 1 3
21 2 1] 3 52 1123
22 1 2 3 53 1 3 2
23 1123 54 1123
24 1 2 3 55 1 3 2
25 112 |3 56 11213
26 1123 57 1123
27 1 2 3 58 2 1 3
28 2 1] 3 59 1123
29 312 1 60 2 | 1] 3
30 1123 61 1123
31 2 1] 3 62 2 1] 3




