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Resumen
Los alimentos y suplementos microencapsulados actualmente han tomado una gran popularidad
gracias a las diferentes propiedades que presentan en cuanto a la conservacién del producto, en este
estudio se obtuvieron microcdpsulas de coldgeno hidrolizado enriquecido con pulpa de Ananas
comusus (pifia) mediante el método de secado por atomizacion, logrando un rendimiento del 90.90% y
una humedad del 2%. A partir de estos datos se realizé un disefio experimental utilizando el método
de superficie de respuesta para optimizar los pardmetros y asi, poder replicar este proceso en las
futuras producciones a gran escala, se obtuvo un rendimiento final de 90.70% y una humedad de 2.03.
Las pruebas de calidad necesarias para el producto realizado se basaron en parametros sensoriales
(olor, sabor, color, viscosidad) y ensayos que evaluaron las propiedades fisicoquimicas de este, las
cuales mostraron valores para humedad: 2.03%, solubilidad: 80%, porcentaje de ceniza: 2.5%,
higroscopicidad: 10.80% y fluidez: 9.09%.

La morfologia de las microcapsulas se obtuvo mediante el microscopio electrénico de barrido (SEM).

Palabras clave:
e COLAGENO HIDROLIZADO.
e MICROENCAPSULADOS.
e ANANAS COMUSUS.

e OPTIMIZACION.



15

Abstract
Microencapsulated foods and supplements have currently become very popular thanks to the different
properties they present in terms of product preservation. In this study, microcapsules of hydrolyzed
collagen enriched with Ananas comusus (pineapple) pulp were obtained using the spray-drying method,
achieving a 90.90% of yield and a 2.0% of moisture. Based on this data, an experimental design using the
surface response method was carried out to optimize the parameters in order to be able to replicate this
process in future large-scale productions, thus obtaining a final yield of 90.70% and a 2.03 moisture
content.
The necessary quality tests for this product were based on sensory parameters (odor, flavor, color,
viscosity) and assays that evaluated the physicochemical properties of the final product (moisture:
2.03%, solubility: 80%, ash percentage2.5%, hygroscopicity: 10.80%, fluidity: 9.09%.).

The morphology of the microcapsules was obtained by scanning electron microscopy (SEM).

Key words:
e HYDROLYZED COLLAGEN.
e MICROENCAPSULATED.
o ANANAS COMUSUS.

e OPTIMIZATION.
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Capitulo 1: Introduccién
Antecedentes

El colageno es conocido desde hace mucho tiempo atras, aunque no con tal nombre, ya formaba
parte de la dieta de nuestros ancestros que lo consumian de forma natural y en una cantidad muy
superior a la que se consume en la actualidad. En la antigliedad los extractos de tejidos animales eran
estudiados y el uso de estos se reconocieron como remedio para problemas de las articulaciones
(Peptan, 2020).

El término colageno deriva de la palabra griega “kolla” que en espafiol significa pegamento y el
sufijo “gen” que significa produccidn, razén por la que alrededor del siglo XIX se lo definia como: “el
componente de los tejidos que al hervirlo produce pegamento”. Con el paso del tiempo y gracias a los
estudios realizados, su definicidén se volvié un poco mas cientifica y fue considerado como el pegamento
biolégico que mantiene a las células en su sitio (Sorushanova, Pubmed, 2018) . En la actualidad el
colageno es conocido como la proteina principal presente en los tejidos conectivos. En Europa, los
péptidos de colageno comenzaron a producirse industrialmente en el afio 1947 aproximadamente,
llegando a ser cada vez mas utilizado en productos cosméticos y como fuente de proteinas para varios
alimentos (GME, 2020).

Actualmente el colageno ha sido empleado en la regeneracion del tejido dseo (Rahman, 2019),
materiales biomédicos como microesferas para tratar la osteoartritis (Yeung P, 2019), etc.

Ananas comusus (pifia) es una fruta tropical originaria de Sudamérica, impresioné a Cristébal
Coldn durante su segundo viaje en la Isla de Guadalupe en 1493 y por el parecido del fruto a la semilla
del pino la denomind "pina". Actualmente esta fruta se cultiva en varios paises tropicales, siendo Brasil,
Filipinas, Tailandia e India los principales productores (Borbdn, 2016).

En los ultimos afios, la pifia ha ganado mucha atencidn gracias a su composicion nutricional que

ha incrementado potencialmente su uso como alimento funcional (Maimunah, 2020), como producto
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para mejorar el aromay para la produccidn de esencias naturales, mediante la extraccidn de sus
compuestos volatiles (Barretto, 2013), etc.

La microencapsulacién por secado por atomizacidn es un proceso que comenzé a desarrollarse
para la industria cosmética entre 1930 y 1940 por la National Cash Register (NCR), en Ohio, EEUU. En
cuanto al drea alimenticia su aplicacion es mas reciente, el interés en el uso de este proceso desperté
debido a que permite aumentar la estabilidad y la vida util del producto que se encapsula, abaratando
asi los costos de produccion de la tecnologia alimenticia (Yanez, 2005).

En el drea de microalimentos se ha destacado un aporte cientifico del 11.6% en comparacion
con el drea de nanotecnoldgica, lo que sugiere un avance enorme en aplicaciones para la industria
comercial, siendo China uno de los paises de mayor produccién (Gomez, 2018). Existen variedad de
investigaciones que han utilizado esta tecnologia tanto en el drea alimenticia para la produccion de
hidrolizado de proteinas obtenido de subproductos del procesamiento de la tilapia (De Paris J. C., 2016),
como en el area farmacéutica, en el desarrollo y caracterizacién de microparticulas de pramipexol
(Beltran, 2017).

En el Ecuador se han generado algunos estudios en cuanto a la producciéon de microparticulas de
fruta: Pérez (2017) realizd la microencapsulacién de pulpa de guanabana y Troya (2018) la
microencapsulaciéon de los carotenoides contenidos en el taxo (passiflora tripartita var. Mollisima).
Justificacion e importancia

El coldgeno es una proteina fibrilar que conforma los tejidos conjuntivos y conectivos del cuerpo
humano, esencialmente la piel, las articulaciones y los huesos (Sorushanova, Pubmed, 2018). Se ha
establecido que las fibras de colageno se deterioran con el paso del tiempo, perdiendo espesor y fuerza
siendo asi su relacién con el envejecimiento cutaneo directamente proporcional, es por esta razén que

el coldgeno ha ganado un gran interés en la industria cosmética y alimenticia (Avila, 2018).
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La vitamina C desempefia un papel fundamental en el conjunto de reacciones quimicas en el
cuerpo que son necesarias para producir colageno, Ananas comusus (pifia) ademas de poseer un sabor
muy apetecible, usado como saborizante en diversos productos, brinda un alto contenido en vitamina C,
gue ayuda a la sintesis de colageno (Muller, 2020), aporta también otros compuestos bioactivos que
actian como antiinflamatorios, antioxidantes, ayudan el control de la funcion del sistema nervioso, y el
mejoramiento del movimiento intestinal (Maimunah, 2020).

Las aplicaciones del proceso de microencapsulacidn se han incrementado debido a la proteccién
gue brindan las microcapsulas a componentes empleados en la industria, permitiendo que estos
componentes resistan las condiciones del proceso, a la humedad, al calor utilizado mejorando asi la
estabilidad, valor nutritivo y apariencia de sus productos para su posterior liberacién, incluso para
liberarlos en forma controlada en un lugar elegido y un momento deseado. (Yanez, 2005) (Cuellas,
2017).

El secado por atomizacion es el método mas utilizado en la encapsulacién de ingredientes
alimenticios (vitaminas, bacterias probidticas, lipidos, aceites vegetales, minerales, pigmentos, etc.)
(Wandrey, 2010), bajos costos de procesamiento, una buena estabilidad del producto final y es uno de
los métodos mas econdmicos para conservar los nutrientes, (Favaro C. A., 2010). El secado por
atomizaciéon no es una técnica ampliamente conocida ni aplicada en el Ecuador y los resultados de las
investigaciones publicadas en bibliografia se refieren con mayor frecuencia a una escala de laboratorio.

Tomando en consideracion la informacién mencionada anteriormente, el presente estudio
alcanza un valor bastante significativo al construir un producto que mejora la calidad de vida del ser
humano. En el dmbito industrial esta investigacion refleja una gran importancia, puesto que
especificamente presenta un protocolo a escala industrial, que establecera los parametros éptimos del
equipo de secado por atomizacion (Spray Dryer) para la obtencidon de microcapsulas de colageno y pulpa

de Ananas comusus (pifia), asi como diferentes ensayos para evaluar la calidad del producto obtenido,
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estableciendo de esta manera un analisis base que puede ser modificado segun los intereses de futuros
estudios sobre microencapsulacién.
Objetivo general del proyecto

Obtener microcapsulas de colageno hidrolizado enriquecido con pulpa de Ananas comusus
(pifia) mediante el método de secado por atomizacion para su posterior aplicacidn en la industria
alimentaria.

Objetivos especificos

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas del coldgeno hidrolizado
liguido obtenido previamente y el enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifia).
e Determinar los pardmetros éptimos del proceso de secado por atomizacidon de microcapsulas
de colageno hidrolizado y pulpa de Ananas comusus (pifia).
e Caracterizar las microcdpsulas obtenidas del proceso de secado por atomizacién mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) y pruebas fisicoquimicas.
e Evaluar la calidad de las microcapsulas segln indicadores sensoriales y tecnoldgicos
estandarizados.
Hipétesis
Se puede obtener microcapsulas de colageno hidrolizado y pulpa de Ananas comusus (pifia)

mediante el método de secado por aspersidn con eficiencia mayor al 90%.

Capitulo 2: Marco referencial
Proteinas
Las proteinas son moléculas complejas formadas por cientos o miles de unidades mas pequefias
Ilamadas aminodacidos, que se unen entre si en largas cadenas. Estas realizan varias funciones muy

importantes dentro de los seres vivos, estas realizan la mayor parte del trabajo que se da en las células y
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son necesarias para la estructura y correcta funcidn de los érganos del cuerpo humano. (MedlinePlus,
2021).
Colageno

El colageno es la proteina estructural fibrosa mds abundante en los animales, representa
aproximadamente el treinta por ciento del contenido total de proteinas, se encuentra presente en piel,
cabello, articulaciones, huesos y vasos sanguineos (Lin et al., 2019) (Muller, 2020). El colageno regula la
proliferacién, migracidon y diferenciacion celular mediante la interaccién con algunos receptores, este
proceso contribuye en la correcta realizacidon de funciones mecdnicas, organizacién y formacién de los
tejidos (Ricard, 2011).

La conformacidn estructural de esta proteina sigue una jerarquia compleja dividida en cuatro
estructuras: estructura primaria (triplete de aminoacidos [Gly — X — Y],,, con y sin interrupciones),
estructura secundaria (ocupacién de las posiciones X e Y por la prolina y su forma hidroxilada, la
hidroxiprolina, respectivamente), estructura terciaria (triple hélice, formada por tres cadenas alfa de
poliprolina de idéntica longitud), lo que confiere al coldgeno una estructura cuaternaria Unica (fibrillas)
(Sorushanova, 2018) (Ferreira, 2012).

Figura 1

Conformacion estructural del coldgeno.

Non-helical Helical Non-helical

Nota: Modificado de Sorushanova, (2018). https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/30126066/
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Aplicaciones del coldgeno

Debido a su variedad de caracteristicas como la facilidad de combinacién con otros materiales,
abundancia, biocompatibilidad, alta porosidad, facil procesamiento, hidrofilia, baja antigenicidad y su
capacidad de absorcidn en el cuerpo, esta proteina tiene muchas aplicaciones en varios ambitos
industriales como el alimenticio, farmacéutico y biomédico (Sorushanova, 2018)

En la parte biomédica Lu et al. (2004) demostraron la funcidn del coldgeno en permitir la
proliferacién de las células especificas en el tejido cardiovascular. Otra aplicacién en esta area son las
esponjas de colageno, usadas cominmente como biomaterial biodegradable y empleadas en implantes
de tejido conectivo del hueso, apdsitos para heridas y prétesis para la regeneracién del nervio (Schoof,
2001).

En la industria farmacéutica y cosmética se ha utilizado esta proteina para la prevencién de los
signos de la edad, en la produccién de piezas para curar heridas y en el desarrollo de medicamentos que
liberan los principios activos dentro del cuerpo (Serrano, 2011).

Colageno hidrolizado

El colageno hidrolizado es un amasijo de péptidos de colageno con un peso molecular menor a
10 000 Da (Juher, 2015). Se obtiene mediante el proceso de hidrolizacidon cuando la gelatina se rompe
en pequenios fragmentos llamados péptidos, estos son solubles en agua fria, se digieren mejor ya que es
la forma de coldgeno que nuestro cuerpo mejor absorbe. Mas del 90 % de los péptidos de colageno
aparecen en nuestro torrente sanguineo unas horas después de consumirlos y son enviados a su lugar
de accidn en nuestro cuerpo (Peptan, 2020) .

Existe abundante evidencia dentro de la ciencia (ensayos in vitro, in vivo y clinicos) sobre el
efecto positivo que la ingesta continuada de coldgeno hidrolizado ejerce sobre las patologias
osteoarticulares degenerativas, pérdida de masa dsea y el envejecimiento dérmico, el colageno potencia

la sintesis de colageno dentro del cuerpo y asi estimula la regeneracién de tejidos colaginosos.
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Su alto nivel de seguridad y tolerancia, hacen que sea un suplemento adecuado para tomar a
largo plazo (Juher, 2015).

La cantidad recomendada de consumo diario de coldgeno es de 10 g, este valor abarca la
demanda exigida por el organismo diariamente para realizar un mantenimiento eficaz de nuestro
cuerpo (Nutricioni, 2019).

Ananas comusus (piiia)

Ananas comusus (pifia) es una fruta tropical ampliamente cultivada en Sudamérica que puede
consumirse fresca o puede encontrarse en diversos productos alimenticios. La pifia contribuye con la
salud ya que tiene varias actividades bioldgicas ventajosas, como antioxidante (flavonoides, acidos
orgdanicos, bromelina), anticancerigeno, antibacteriano, antiinflamatorio y antiagregante plaquetario
(Muller, 2020) (Jebur, 2020). Esta fruta contiene un alta cantidad de vitamina C, aporta 50 miligramos
de vitamina C por cada 100 gramos consumidos (Garcia, 2021).

El papel de la vitamina C como nutriente es muy importante en el organismo ya que
proporciona una variedad de beneficios para la salud, pero también es parte fundamental en la
formacidn de coldgeno, el cuerpo humano sin niveles adecuados de vitamina C no es capaz de formar,
almacenar o producir mas colageno (Muller, 2020).

Basandose en sus aportes nutricionales la pifia puede considerarse una de las frutas mas utiles
para para fabricar compuestos con valor afiadido (antioxidantes, bromelina, etc.) dentro de la industria
alimenticia (Maimunah et al., 2020).

Microencapsulacién
Generalidades

La microencapsulacién es un proceso de empaquetamiento de sustancias en escala

microscopica, esta técnica tiene un impacto evidente en la biotecnologia, la industria y la ciencia de los

alimentos, ya que el recubrimiento de diferentes componentes (fitoquimicos, aditivos volatiles, enzimas,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5579659/
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bacterias, etc.) con polimeros da lugar a la formacién de una red hidrofilica (microcapsula) que logra que
estos componentes de interés no se disipen, otorgdndoles ademas estabilidad, conservacidon frente a la
pérdida nutricional y proteccion de otros compuestos con los que podrian reaccionar (C. Araneda, 2009)
(Cuellas, 2017) (Nazzaro et al., 2012).
Microcdpsulas

Las microcdpsulas son estructuras de nucleo-pared y pueden existir en dos formas, sistema de
depdsito y sistema de matriz. En el sistema de depdsito, el nicleo se encuentra recubierto con el
material de la pared, mientras que, en un sistema de matriz, el material del nicleo estad dentro de una
red continua del material de la matriz que carece de una pared externa distintiva (Dhakala & Jibin,
2020). Las microcapsulas protegen el producto dentro de ellas de la luz y el oxigeno, son capaces
también de generar una liberacion de su contenido a una velocidad que se puede controlar si se
encuentran en condiciones especificas (Parra, 2010).

Estas estructuras pueden ser mononucleares, en las que un material central estd encapsulado
por una cdscara o agregadas donde una capsula consiste en multiples nucleos (ilustracion 2). Pueden
ser esféricas cilindricas, ovaladas y de forma irregular (Nazzaro et al., 2012).

Figura 2

Tipos de microcdpsulas.

(A) (B)

Nota: (A) microcdpsula mononuclear (B) microcapsula de agregados. Modificado de

pigmentationandtexture (2013).
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Aplicaciones

Actualmente muchas sustancias (perfumes, fertilizantes, farmacos, lipidos, sabores volatiles
prebidticos, colorantes, enzimas, fitoesteroles, luteina, dcidos grasos, pigmentos vegetales,
antioxidantes, vitaminas, minerales, etc.) pueden ser microencapsuladas en particulas de polvo sélidas o
en emulsiones estructuradas (Palzer, 2009), razén por la que el proceso de microencapsulacidon es muy
utilizado dentro de la industria alimenticia, farmacéutica, médica, textil, cosmética, quimica, etc. (Parra,
2010).

Dentro de la industria alimenticia, las aplicaciones de la microencapsulacién son multiples ya
que la estabilidad y viabilidad de biocompuestos generadas por el proceso conduce a una mejora del
sabor, aroma y apariencia de los productos (Montes, 2007) (CITE, 2018).

Este proceso ha permitido solucionar también algunos problemas en productos alimenticios,
como la excesiva adicidn de ingredientes y aditivos, ya que permite una mejor conservacién, proteccion,
reduccién de volatilidad, higroscopicidad y reactividad incrementando la estabilidad del alimento o
componente de interés bajo condiciones ambientales adversas (Favaro C. A., 2010) (Cuellas, 2017).

La microencapsulacién de aceites esenciales actualmente es un proceso muy interesante dentro
de la industria alimenticia, ya que, los aceites esenciales al ser componentes naturales son muy
cotizados, implementando este proceso en estos se previene su volatilizacion y aumenta su vida util
(Parra, 2010).

Técnicas de microencapsulacion

Las técnicas de microencapsulacion se dividen en dos grupos: quimicos dentro de los cuales
algunos métodos son: coacervacion, atrapamiento por liposomas e inclusién molecular y mecanicos
(secado por aspersion, secado por congelamiento y extrusion). El proceso de secado por aspersion es el

proceso de microencapsulaciéon mas utilizado en la industria alimenticia (Madene, 2006) (CITE, 2018).
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Secado por atomizacion. El secado por atomizacion es el método mas comun utilizado para
encapsular una serie de materiales liquidos y sélidos. Es un método muy versatil por ser el mas
econdmico para conservar los compuestos bioactivos, aumentar su estabilidad y mejorar su
biodisponibilidad (Favaro C. A., 2010) (Fabela, 2017). También es muy utilizado debido a su capacidad
para evaporar humedad rdpidamente, mantener una temperatura baja en las microcdpsulas (Dhakala &
Jibin, 2020) y producir microcapsulas de alta calidad, con un tamafio inferior a 40 um (Dias, 2015).

El secado por aspersién proporciona un 96 a 100% de eficiencia de encapsulacion, valores
superiores en comparacién con otros métodos (Lopez, 2008).

El proceso consta de varias etapas:

1. Atomizacidn: El liquido se rompe en un gran nimero de gotas aumentando asi el area
superficial del fluido y optimizando las transferencias de calor y masa entre aire caliente y
las particulas liquidas, esto permite que se obtenga una velocidad de secado mayor. Este es
un paso muy importante para las siguientes etapas ya que aqui se reunen las condiciones
ideales para el proceso de evaporacion, el cual da lugar a la formacién de las particulas secas
(Santos, 2017) (Vallejo, 2019).

2. Conversidn de gota a particula: En esta etapa las gotas entran en contacto con el aire
caliente, esto permite que la evaporacion de la humedad de la superficie de la gota sea
rapida y uniforme lo que resulta en su transformacién en particulas secas (Santos, 2017).

3. Recoleccién de particulas: Las particulas secas se disocian del aire caliente en dos fases
(primaria y secundaria). En la separacidn primaria, las particulas mas densas se recuperan en
el fondo de la cdmara de secado, en la secundaria, las particulas mas pequenas se

transfieren a dispositivos externos, donde se separan del aire humedo (Vallejo, 2019).
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La temperatura de entrada y salida del aire de secado, tasa de flujo de alimentacidn, viscosidad
de la alimentacidén (Garcia G. M., 2004), frecuencia y el acondicionamiento de la materia prima son los
pardmetros que se deben controlar durante el proceso de secado por aspersion (Santos, 2017).

Figura 3

Proceso de secado por aspersion.

SALIDA
AIRE CALIENTE l (A) CCRUBBER
SPRAY DRYER
(B)
CICLON
: RECEPC FILTRO
PRODUCTO PRODUCTO RECEPCION _
ASECAR seco| A DEL FRODUCTO DE BOLSAS
e e
AIRE CALIENTE \). (€)
RECEPCION PRODUCTO TERMINADO

DEL PRODUCTO

Nota. (A) Atomizacién (B) Conversion de gota a particula (C) Recoleccidn de particulas Adaptado de
CIMA industries (2019)
www.cimaindustries.com/wpcontent/uploads/assets/pdf/es/farmaceutica/secador.pdf
Agentes utilizados en la microencapsulacion

Los componentes encapsulantes son aquellos que forman una cubierta que funciona como
matriz protectora de la sustancia a encapsular, esta ayuda a proteger al componente activo. (Parra,
2010) (Gharsallaoui, 2007) (Fabela, 2017).
Lipidos

Estos componentes forman peliculas capaces de envolver las particulas individuales, haciendo
gue la microencapsulacion sea uniforme, algunos ejemplos son: grasa lactea, lecitinas, ceras, parafinas,

aceites hidrogenados (Yafiez, 2002).
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Gomas

Son componentes casi siempre insipidos, pero al ser afiadidos en algun alimento pueden afectar
el sabor de este y su consistencia, son solubles, tienen una baja viscosidad y poseen varias
caracteristicas emulsificantes lo que las hacen muy apropiadas para ser usadas en la mayoria de los
métodos de encapsulacion (Madene, 2006).

Maltodextrina

Es un polimero que se obtiene de la hidrdlisis parcial del almidén. Estd compuesta por multiples
unidades de glucosa, unidos por enlaces alfa (1-4) glucosidicos (Lino E. J., 2012).

A la vista es un polvo blanco cremoso, que exhibe algunas caracteristicas: moderadamente
dulce, alta solubilidad en agua, altamente higroscdpico y baja viscosidad.

La maltodextrina tiene excelente proteccion al nucleo durante el secado por atomizacién, por su
rapida formacién de una pared densa durante el secado. Su contenido caldrico es aproximadamente de
1 kcal/g (Vallejo, 2019).

La maltodextrina es el encapsulante mas utilizado en la conservacién de compuestos bioactivos,
debido a que es econdmica, de facil adquisicidon y ademas posee funciones tales como formar soluciones
incoloras de baja viscosidad en altas concentraciones (Mahanta, 2014), favoreciendo el proceso de
secado por atomizacién y permitiendo la formacién de una pelicula o barrera protectora que reduce la
permeabilidad del oxigeno y maximiza la incorporacion y retencion de compuestos funcionales (Saikia,
2015).

Diaz (2017) en su articulo menciona qué en el proceso de encapsulacién mediante secado por
atomizacion, el tratamiento con mayor efecto fue el realizado a una temperatura de 150 °C con 40% de
maltodextrina, logrando prolongar la estabilidad del producto hasta 72 horas para polifenoles totales y

24 horas para la capacidad antioxidante. Con esto se asegura que cualquier componente
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microencapsulado se libera en el intestino delgado, donde quedan en disponibilidad para su absorcidon
en el organismo.
Método de Bradford

El ensayo de proteinas de Bradford es uno de los métodos mas comunes para medir la
concentracién de proteinas en solucion, una de las caracteristicas del ensayo de proteinas de Bradford
es su simplicidad: combinar una microcantidad de proteina con colorante azul de Coomassie, mezclar
bien, incubar y realizar la medicién de la absorbancia a 590 nm (Cheng et al., 2016).

Esta prueba permite una cuantificacidn rapida de proteinas que se encuentren presentes en
células, fracciones de estas o proteinas recombinantes. La relacién de las mediciones de absorbancia a
590 nm y 450 nm es estrictamente lineal con la concentracion de proteinas cuando se tienen
condiciones de ensayo estandar (Ernst & Zor, 2010).
SDS-PAGE

El SDS PAGE es una técnica que se utiliza para la separacién de proteinas en funcién de su peso
molecular y su carga. En esta técnica las moléculas cargadas se colocan en un campo eléctrico y migran
hacia el electrodo con el signo opuesto. Las moléculas mas pequefias migran mas rapido debido a una
resistencia menor durante la electroforesis, la estructura y la carga de las proteinas también influyen en
la velocidad de migracion.

El dodecil sulfato de sodio (SDS) elimina la carga de las proteinas, y es asi como éstas se separan

en funcidén de la longitud de la cadena polipeptidica (Byjus, 2022).

Pruebas de calidad microencapsulado
Los productos microencapsulados tiene varias caracteristicas (bioldgicas, quimicas o fisicas), las
cuales deben ser evaluadas mediante varias pruebas estandar (humedad, solubilidad, higroscopicidad,

fluidez, %ceniza) para poder determinar la calidad final del producto. Estas pruebas son un paso
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esencial para obtener resultados perfectos ya que ayudan a observar el comportamiento del producto
mediante la interaccion de las diferentes caracteristicas con el entorno en el que se encuentra (Sidaoui,
2011).

Solubilidad

Esta propiedad es muy importante a la hora de caracterizar un producto, ya algunos alimentos o
suplementos microencapsulados usualmente debe ser reconstituidos en algun liquido para poder ser
consumidos.

La solubilidad esta relacionada con la estructura del producto microencapsulado, las formas
cristalinas y amorfas presentan diferencias en la solubilidad en agua, a mayor grado de superficies
amorfas, mayor solubilidad y la velocidad de disolucidén, mientras que una mayor presencia del estado
cristalino disminuyen estas caracteristicas (Orozco, 2013).

Higroscopicidad

Un polvo higroscépico es aquel que tiende a retener la humedad del aire mediante absorcion o
adsorcion. Dentro de los polvos higroscdpicos que se conocen mas estan la leche en polvo, el sorbitol, el
cloruro de calcio, etc. (Sidaoui, 2011).

Fluidez

La fluidez se define como la capacidad de un polvo de fluir de la manera deseada, es un
pardmetro importante dentro del procesamiento de productos microencapsulados, ya que si el
producto tiene dificultad en fluir se pueden formar grumos, ocasionando dafios en los equipos usados
en los procesos industriales. Existen varias pruebas para medir la fluidez de los polvos: ensayos de
sedimentacién, medicidn del dngulo de reposo, ensayos de comparacién de la sedimentacion, etc.
(Sidaoui, 2011).

Un indice de Carr superior a 35 se considera una indicacion de mala fluidez, y por debajo de 20

de buena fluidez (Jinapong, 2007), estos valores se pueden observar en la Tabla 1.
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Tabla 1

Valores para el indice de Carr.

indice de Carr (%) Fluidez
<15 Excelente
15-20 Buena
20-35 Aceptable
35-45 Mala
>45 Muy mala

Nota: Adaptado de Jinapong (2007)
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/50260877407002853
Porcentaje de ceniza

La determinacién del porcentaje de cenizas es una prueba que se realiza para tasar la cantidad
total de minerales (residuos obtenidos al quemar un alimento, principalmente éxidos metdlicos) que se
encuentran en un producto, este proceso una de las pruebas irremplazables en los estudios para
caracterizacion de los productos y su calidad dentro la industria alimenticia (Bolivar, 2020).
Humedad

La determinacion de humedad es una de las técnicas mas importantes y mayoritariamente
usada en el control y conservacion de los alimentos, la humedad presente en un microencapsulado se
establece como un indice de estabilidad del producto, este factor que debe ser menor o iguala 5 es
importante en los procesos industriales como la produccién de cereales, la mezcla de productos sélidos

finos, en la elaboracién de pan, etc. (Unizar, 2017).



31

Si la humedad contenida en un microencapsulado es alto, es posible que se den problemas de
contaminacidn con microrganismos o formacién de aglomerados, afectando asi el flujo del polvo
(Sidaoui, 2011).

Microscopio electrénico de barrido (SEM)

El Microscopio electrdnico de barrido es un microscopio que utiliza un haz de electrones para
lograr formar una imagen. Permite visualizar una gran parte de la muestra de interés ya que posee una
alta profundidad de campo. Posee una alta magnificacién y produce imdagenes de alta resoluciéon que
ayuda en la determinacidn de las caracteristicas de la muestra que son imperceptibles por el ojo
humano (Ubu, 2020).

Aplicaciones

Mediante los analisis realizados por el SEM se puede obtener datos de la forma y tamafo de la
muestra, es por esto que el microscopio electrénico de barrido es utilizado se utiliza en la industria
petroquimica, metalurgia, en medicina forense, biomateriales, nanomateriales, alimentos, etc.

En la industria alimentaria, el microscopio electrénico de barrido es muy util para observar las
diferentes morfologias que suceden en los procesos y para mantener un control de calidad en los
productos destinados para consumo (Scai, 2016).

Capitulo 3: Materiales y metodologia
Colaboradores cientificos
Director del proyecto:

Dr. Luis E. Truijillo, Ph.D.

Docente Investigador Carrera de ingenieria en Biotecnologia. Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
Colaborador del proyecto:
Ing. Hernan Paz.

Docente a tiempo parcial de la Carrera de Marketing. Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.
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Director de Operaciones en la empresa Wildland Cia. Ltda.
Area de estudio

El proyecto fue realizado en el laboratorio de la empresa “Wildland” en Ecuador, provincia
Pichincha, ciudad de Quito, sector de Puengasi - Calle K 204 entre calles My N.
Metodologia
Seleccion del coldgeno hidrolizado y pulpa de Ananas comusus (pifia)

Se utilizé coldgeno hidrolizado en forma liquida, provisto por la empresa Wildland.

La pulpa de Ananas comusus (pifia) se obtuvo de la empresa “FRISCO”.
Caracterizacion del coldgeno hidrolizado

Cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford. Para cuantificar la proteina
presente en las muestras se utilizé el método espectrofotométrico de Bradford. El protocolo se basé en
el kit de determinacién de proteinas Método de Bradford (Winkler, 2017).

Se utilizé albumina sérica bovina (BSA) como proteina estandar. La solucién de BSA se realizo
mezclando la BSA en polvo con cloruro de sodio 0,15M en una relacién 1:1, posteriormente se realizaron
5 diluciones seriadas (0,2; 0,4; 0,6 ;0,8; 1) [mg/mL] con un volumen final de 800uL en cada uno de los
tubos.

Se realizé una dilucién 1:1 con 0,0016 g colageno hidrolizado (muestra a medir) y 1.6 mL NaCl y
una segunda dilucién 1:2, Se afiadié 200ulL de reactivo de Bradford a todos los tubos (BSA y coldgeno
hidrolizado), se incubaron a temperatura ambiente por 5 min.

Se midid la absorbancia con el espectrofotometro ajustado a 595 nm, con los datos de BSA
medidos (Tabla Al) se obtuvo una curva estandar que se muestra en la Fig 4 que se usé como curva
patrdn para el método, se realizé la regresidn lineal y se obtuvo la ecuaciéon y = 0,9634x + 0,0584,

mediante la cual fue posible determinar la concentracidn de colageno hidrolizado presente en la
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muestra medida. El analisis de datos y las graficas se obtuvieron mediante la herramienta Microsoft
Excel.

Figura 4

Curva patrén Albumina Sérica Bovina.
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Nota: Curva patrén Albumina Sérica Bovina con ecuacién de regresion lineal. Elaborado por Nicole
Jarrin.

Andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE. El andlisis de electroforesis se
utilizé para determinar la presencia y pureza del colageno hidrolizado al inicio de la prueba y al final, una
vez enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifa). El método fue modificado a partir los protocolos
establecidos por Laemmli (1970) y el manual de CAMBREX (2017). La muestra de colageno hidrolizado
fue disuelta en SDS 5% e incubada a 70 °C por 20 min. Posterior a ello se mezclé en proporcién 1:1 con
el buffer de electroforesis (25mM Tris Base, 192mM Glicina y 0.1% SDS). La muestra preparada (15ug
muestra, 3um buffer de carga y 2ug B-mercaptoetanol) se cargd en un gel concentrador al 5% y un gel
separador al 15%; se utilizé un marcador molecular REF P6649 de Molecular Probes by Life technologies.

La corrida se realizd en una cdmara de electroforesis vertical Thermo Scientifica 150 vy 100 mA.
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Preparacion de la mezcla de coldgeno hidrolizado enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifia).

Se tamizé 12 000 g de pulpa de Ananas comusus (pifia) mediante un filtro de tela, el residuo
(afrecho) fue desechado, del sobrante de pulpa sin impurezas (10 665 g) se midio los grados Brix (11.8),
para determinar la cantidad de agente encapsulante (maltodextrina) que era necesario (1095 g) para
llegar a un valor de 20 Brix, valor estandarizado por la empresa Wildland para sus procesos de
microencapsulacién de fruta se utilizé la siguiente férmula:

(Mezcla jugo (g)) (°Bfinat — °Biniciar)
1 —°Bfinai

Maltodextrina (g) =

Posteriormente a la mezcla se afiadié 5880 g de colageno hidrolizado, este valor se calculd
tomando en cuenta que la presentacién del producto sera en sachets de 30g en donde 20g (67%)
corresponde a la fruta + maltodextrina y los 10 g restantes (33%) corresponde al valor diario de
colageno que una persona debe consumir al dia. Finalmente se obtuvo 17 453 g de mezcla total, la cual
se dividié en tandas de 1100 g para poder realizar las 12 pruebas para el disefio experimental y el
producto restante (4250 g) se utilizé para la realizacién de pruebas de mercado.

Se homogenizé la mezcla a temperatura ambiente por 5 minutos aproximadamente.
Caracterizacion del coldgeno hidrolizado enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifia).

Se midid el pH con un potenciémetro y los grados Brix con un refractémetro con escala Brix.
La viscosidad se midié con un viscosimetro a 25 °C.

Se evaluaron las caracteristicas organolépticas (color, sabor, olor) del colageno hidrolizado
enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifia).

Obtencion de las microcdpsulas por Secado a través de atomizacion
El equipo “Spray Dryer”, marca Phamao, modelo LPG-100 de acero inoxidable, flujo continuo y

capacidad de trabajo de 10L/h se utilizé para el proceso de secado por atomizacion.
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Las pruebas de humedad y rendimiento se realizaron en todas las muestras secadas por
atomizacién ya que estos parametros corresponden a las variables de respuesta del disefio experimental
para el proceso de optimizacion.

Humedad

Se evalud la humedad de todas las muestras obtenidas, usando 1 g de muestra

aproximadamente en una balanza de humedad.
Rendimiento de encapsulacion.
El rendimiento de microencapsulacién se determind para cada uno de los tratamientos,

mediante las férmulas descritas a continuacién, férmulas ya estandarizadas en la empresa Wildland:

Peso real microcapsulas (g)
R(%) = .y - ; * 100
peso tedrico microcapsulas (g)

°Brix mezcla final
100

Peso tedrico = Peso total mezcla *

Peso total mezcla = Peso pulpa + maltodextrina + colageno

Andlisis estadistico

Para el diseiio experimental de la operacién del equipo se consideraron tres factores y dos
niveles (23): Temperatura de entrada de aire (A), Flujo de alimentacidn (B) y frecuencia (C). Como
variables de respuesta se consideraron al rendimiento de encapsulacién y la humedad, ambas variables
medidas en porcentajes (Tabla 2). El método utilizado para el analisis fue el de superficie de respuesta,
para lo cual se realizaron se realizaron 8 tratamientos a diferentes condiciones: Temperaturas de
entrada de aire de secado 175y 190°C, flujo de alimentacién de 40 y 50 mL/min vy la frecuencia de 50 y
60 Hz se basaron en la experiencia de los procesos ya realizados en la empresa, asi como también en los
estudios de Wang (2020), De Paris (2016) y Saikia (2014). Se realizaron también 4 repeticiones con los
siguientes parametros: Temperatura de entrada de aire de secado 182°C, flujo de alimentacion de 45
mL/min y la frecuencia de 55 Hz, como puntos centrales necesarios para la realizacion del analisis

experimental, todos estos datos estan descritos en la Tabla 3.



Tabla 2
Disefio factorial 2/3.
Cddigo del Nivel del factor Variable de
Factores
factor -1 +1 respuesta

Temperatura entrada del aire (°C) A 175 190 Rendimiento de
Flujo de alimentacion (mL/min) B 40 50 encapsulacién
Frecuencia (rev/min) C 50 60 (%)

Humedad (%)

Tabla 3

Tratamientos del andlisis estadistico.

Prueba Temperatura Flujo de alimentacion Frecuencia
1 190 40 50
2 190 50 50
3 190 40 60
4 190 50 60
5 182 45 55
6 182 45 55
7 175 40 50
8 175 50 50
9 175 40 60

10 175 50 60
11 182 45 55
12 182 45 55

36
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Caracterizacion del microencapsulado optimizado.

Las pruebas a continuacion se realizaron Unicamente en la muestra mas dptima.

Solubilidad. La solubilidad del microencapsulado se determiné mediante el protocolo descrito
por Saikia (2014), se tomd una muestra del polvo, se agitd la muestra en agua destilada (1:10p /v) a
temperatura ambiente durante 1 h. se centrifugd durante 10 min, se recogié el sobrenadante, se secd

en una mufla y se pesé. El valor de solubilidad se obtuvo aplicando la siguiente férmula:

S (%) Masa de sobrenadante seco (g) 100
— *
0 masa de la muestra (g)

Higroscopicidad. La higroscopicidad del microencapsulado se determind mediante el protocolo
de Saikia (2014), se pes6 2 g de muestra de polvo secado por aspersién y se colocd en un desecador con
solucién salina saturada de cloruro de sodio (humedad relativa del 75,09%) durante 7 dias manteniendo
una temperatura de 30°C. Finalizado el tiempo, se pesé la muestra restante y se determiné la

higroscopicidad expresada en porcentaje segun la férmula (Zapata, 2019):

Peso saturado — peso seco
H (%) = P 9, 100
peso seco (g)

Propiedades organolépticas. Se evaluaron las propiedades organolépticas: olor, sabor y color
del microencapsulado.

Porcentaje de ceniza. Se pesaron 4g de muestra en un crisol prepesado, se calcind la muestra en
una campana, utilizando un mechero, hasta que se observé que los desprendimientos de humos
cesaron.

Posteriormente se llevé a la mufla por 2 h a una temperatura maxima de 550°C. Se repitio el
paso anterior hasta obtener cenizas blancas o ligeramente grises y homogéneas. Se dejé enfriary se
peso (Departamento de Alimentos de la UNAM , 2007). La cantidad de ceniza se calculé en porcentaje

segun la siguiente férmula (Bolivar, 2020):

(%) Masa cenizas (g) 100
= *
 ~ Masa de muestra seca (9)
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Fluidez. Se determind la densidad aparente (pA) colocando 1 g muestra del microencapsulado
en una probeta de 10 mLy se observo el volumen que ocupa el microencapsulado.
La densidad real (pR) se calculé de la misma manera, pero como paso extra se golped la probeta

en una superficie para que el polvo se compacte, de igual manera se observo el volumen ocupado por el
. . P . m
microencapsulado. La densidad se calculé con la férmula: p = -

El indice de Carr, usualmente utilizado como indicador de fluidez de un polvo se calculd
mediante la férmula descrita en Saikia (2014).

A — pR
Clzu*IOO
pA

Caracterizacion en el SEM

Mediante microscopia electrdnica de barrido se observé el tamafio, forma y superficie de las
microparticulas. Se utilizé el SEM de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Cada una de las
muestras entregadas fue colocada sobre una capa de cinta de carbono doble faz en un portamuestra
para microscopia electrénica de barrido. A continuacidn, las muestras fueron cubiertas con oro, para
este fin se usé un evaporizador de oro Sputter Coating Quorum Q105R bajo las siguientes condiciones:
15mA y 80 mTorr por 60 segundos. Las observaciones en el SEM TESCAN MIRA 3 se realizaron con el
detector de electrones secundarios (SE) + el de retrodispersados (BSE) a 5kV.

Capitulo 4: Resultados y discusion
Caracterizacion del colageno hidrolizado
Cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford.

En la ecuacién obtenida en la curva de calibracion y = 0,9634x + 0,0584 , Y representa la
absorbancia mientras que X representa la concentracion de proteina, para obtener la concentracién de
colageno hidrolizado que se muestra en la Tabla 4, se sustituyeron los valores de la absorbancia de la
muestra de colageno hidrolizado en la variable Y de la ecuacidn, estos calculos se observan en el

apéndice 1.
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Tabla 4

Concentracion de coldgeno hidrolizado medido en la muestra.

Absorbancia muestra colageno (nm) Concentracién (mg/mL)
0,2456 0,1943
0,2451 0,1941

El ensayo se realizé por duplicado, se obtuvo una media entre los dos valores de concentracion,
obteniendo un resultado de 0.1942 mg/mL para el valor de concentracion de colageno hidrolizado.
Andlisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

El colageno hidrolizado tiene un peso molecular menor a 10 000 Da (Juher, 2015). En la Fig 5 se
observa el analisis SDS-PAGE de las muestras de coldgeno hidrolizado, las 4 bandas obtenidas se
encuentran por encima de 6 500 Da y por debajo de 10 000 Da, pesos correspondientes a péptidos de
colageno hidrolizado.

Las dos bandas encerradas en un dvalo color amarillo, corresponden al coladgeno hidrolizado
antes de comenzar el experimento y las dos bandas siguientes, encerradas en un évalo verde
representan a las muestras posteriores al proceso, es decir, el coldgeno hidrolizado una vez enriquecido
con pulpa de Ananas comusus (pifia) y microencapsulado. La presencia de estas bandas comprueba que
en efecto la materia prima fue colageno hidrolizado y que este no sufrid alteraciones después de

realizado el proceso de microencapsulacion.
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Figura 5

Andlisis SDS PAGE de muestras de coldageno hidrolizado y Ananas comusus (pifia).
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30,000

21,000
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Caracterizacion del colageno hidrolizado enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifa).

El pH normal del estdmago oscila entre 3,5 y 4, valores por encima de este rango se reflejan
como pesadez y por debajo conlleva a una acidez estomacal (Angela, 2006). El valor del pH medido en el
colageno hidrolizado enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifa) fue de 3.91, valor que esta
dentro del rango mencionado anteriormente, lo cual hace posible su ingesta diaria ya que el consumo
permanente de este no alteraria el pH estomacal.

El valor estandarizado por la empresa Wildland para sus procesos de microencapsulacion es de
20 Brix, el resultado de grados Brix para el colageno hidrolizado enriquecido con pulpa de Ananas
comusus (pifia) fue de 27, este valor fue aceptado ya que no difiere tanto al valor estandarizado.

La viscosidad medida a 25°C fue de 7.8 mPa/s, Vidal et al. (2020) en su trabajo obtuvo un valor
de 10.4 mPa/s, por otro lado Benjakul et al. (2018) observé un valor de 2.06 mPa/s. El valor obtenido en
este experimento se encuentra dentro del rango de los valores descritos, la diferencia se puede deber a
la mezcla con pulpa de Ananas comusus (pifia).

Las caracteristicas organolépticas (color, sabor, olor) del colageno hidrolizado enriquecido con

pulpa de Ananas comusus (pifia) se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 5

Caracteristicas organolépticas del coldgeno hidrolizado enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifia).

Caracteristicas Observaciones

Color ligeramente amarillo debido a la presencia

Color

de la pifa.

Sabor a pifia bastante perceptible, opacando
Sabor

totalmente al sabor original de colageno.

Olor ligero a pifia, se presentd también un olor
Olor secundario a miel, debido posiblemente al azucar

de la fruta.

Microencapsulado
Obtencion de las microcdpsulas por Secado a través de atomizacion

Para el secado por atomizacién se utilizé el equipo “Spray Dryer”, marca Phamao, modelo LPG-
100 de acero inoxidable, flujo continuo y capacidad de trabajo de 10L/h.

Wang (2020) en su estudio indica diversas temperaturas usadas para la encapsulacién de
péptidos bioactivos mediante el secado por atomizacién, 120°C-20°C para péptidos de pollo, 150°C -
180°C para péptidos de pescado, 140°C -200°C para otros péptidos.

Los parametros de temperatura tomados en este estudio (175°C, 182°Cy 190°C) se encuentran
dentro del rango presentado en bibliografia, se tomé en cuenta también los estdndares de temperatura
estandarizados por la empresa, para la frecuencia y flujo de alimentacién los valores empleados fueron
netamente los estandarizados por la empresa. En la Tabla 6 se pueden observar los tratamientos

realizados segln el disefio experimental planteado, asi como los valores de rendimiento y humedad que



se obtuvieron para cada uno, humedad y rendimiento son las variables de respuesta, a partir de estos

datos se realizé la optimizacién del proceso mediante el sistema estadistico Minitab.

Humedad

La humedad que se maneja en la empresa Wildland es de valores menores a 5, de la misma
forma los resultados mostrados por varios autores para la humedad de productos microencapsulados
oscilan en valores alrededor de 5, Saikia (2014) muestra valores entre 3.41%-5.47%, por otra parte De

Paris (2016) en su estudio obtiene una humedad de 4%. Los resultados presentados en la Tabla 8
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cumplen con el estandar de la empresa Wildland y son similares a los estudios sobre microencapsulaciéon

encontrados.

Rendimiento

El rendimiento del proceso de microencapsulacién de las muestras de coldgeno hidrolizado

enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifia) se presentan en la Tabla 8. La prueba 4 presenté el

mayor rendimiento 90.90%

Tabla 6

Resultados obtenidos en los ensayos realizados previamente a la optimizacion.

Prueba Temperatura Flujo de alimentacion Frecuencia Rendimiento (%) Humedad (%)

1 190 40 50 79,12 2,4
2 190 50 50 84,17 2,52
3 190 40 60 77,44 2,39
4 190 50 60 90,9 2

5 182 45 55 87,54 2,84
6 182 45 55 85,85 2,97
7 175 40 50 87,54 2,94
8 175 50 50 82,49 3,04
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9 175 40 60 87,54 3,23
10 175 50 60 87,54 3,38
11 182 45 55 84,17 2,97
12 182 45 55 85,95 2,68

Una vez obtenidos los valores de humedad y rendimiento de todas las muestras evaluadas se
realizo el andlisis experimental para el proceso de optimizacion del proceso.

Optimizacion de la microencapsulacion: Rendimiento (%) y Humedad (%) vs. Temperatura; Flujo de
alimentacidn; Frecuencia.

Los coeficientes codificados obtenidos del andlisis estadistico se presentan como valores con
signo positivo y negativo, los valores con signo negativo se interpretan como una disminucién de la
respuesta mientras aumenta la variable (relacién inversamente proporcional), el valor positivo indica
gue mientras la variable aumenta la respuesta asi también lo hara (relacién directamente
proporcional).

En la tabla 7 podemos observar que las variables temperatura, temperatura*temperaturay
temperatura® frecuencia tienen una relacion inversamente proporcional con el rendimiento, mientras
gue el resto de variables se manejan con una relacién directamente proporcional hacia este.

Tabla 7

Coeficientes codificados Rendimiento (%) vs. Temperatura; Flujo de alimentacion; Frecuencia.

Término Coef EE del coef.
Constante 85,770 0,670
Temperatura -1,685 0,471
Flujo de alimentacién 1,682 0,471

Frecuencia 1,263 0,471
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Temperatura*Temperatura -1,178 0,820
Temperatura*Flujo de alimentacion 2,945 0,471
Temperatura*Frecuencia -0,000 0,471
Flujo de alimentacién*Frecuencia 1,683 0,471

El parametro mas importante en el proceso de secado por atomizacién es la frecuencia
(velocidad de atomizacion), ya que afecta al tamafio de las gotas formadas al principio del secado.
Tontul y Topuz (2017) en su revision bibliografica concluyeron que el aumento de la velocidad o
frecuencia lugar a un mayor rendimiento, en cuanto a la temperatura los autores afirman que existen
discrepancias en los resultados sobre el efecto de esta en el rendimiento del producto secado por
atomizacién ya que en algunos estudios se informan efectos positivos, en otros efectos negativo,
mientras que otros no informaron de ninguna relacidn, finalmente para el flujo de alimentacién se
informa que el aumento de este ocasiona un efecto adverso en el rendimiento del producto. Segun los
resultados obtenidos en este estudio la temperatura tiene un efecto negativo en el rendimiento, el
flujo de alimentacién presenta un efecto positivo, estos resultados difieren a lo mencionado
anteriormente y pueden deberse a la combinacidn de parametros utilizados en esta investigacion. La
relacidn entre frecuencia y rendimiento concuerdan con la bibliografia.

Para el andlisis de humedad se observa en la tabla 8 que a excepcion de la frecuencia el resto
de variables presentan una relacion inversamente proporcional a esta.

Tabla 8

Coeficientes codificados Humedad (%) vs. Temperatura; Flujo de alimentacion; Frecuencia.

Término Coef EE del coef.

Constante 2,8808 0,0589

Temperatura -0,4100 0,0414
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Flujo de alimentacién 0,0025 0,0414
Frecuencia 0,0125 0,0414
Temperatura*Temperatura -0,1433 0,0721

Temperatura*Flujo de alimentacidn -0,0650 0,0414
Temperatura*Frecuencia -0,1450 0,0414

Flujo de alimentacién*Frecuencia -0,0575 0,0414

El flujo de alimentacién influye negativamente en la humedad del producto final. Un mayor flujo
de alimentacién aumenta el tamano de las gotas formadas y reduce el tiempo de contacto entre estas y
el aire de secado, originando una menor evaporacién del agua en la gota, es decir, aumentando la
humedad (Tontul y Topuz, 2017). Los resultados obtenidos en la tabla 8 muestran que el flujo de
alimentacién presenta una relacion directamente proporcional a la humedad.

Avila et al. (2014) en su estudio informaron que el aumento de la frecuencia da como resultado
una gota mas pequefia y asi se produce una mayor superficie de secado lo cual aumenta la eficiencia de
la transferencia de calor y masa y acorta el camino de difusién del agua en las gotas. Es asi que al
aumentar la frecuencia el contenido de humedad de los polvos finales disminuye. En los resultados
mostrados en la tabla 8 del presente estudio se puede evidenciar que la relacién entre frecuencia y
humedad es directamente proporcional, resultados que no concuerdan con la bibliografia consultada,
esto puede deberse a la combinacién de variables como la temperatura o flujo de alimentacion.

Tontul y Topuz (2017) en su articulo informan que generalmente el aumento de la temperatura
de entrada da lugar a un menor contenido de humedad del producto, ya que se genera una mayor
energia al medio de secado y aumenta la transferencia de calor. Los resultados obtenidos se muestran

en la tabla 8 y concuerdan con lo mencionado anteriormente.
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En la tabla 9 se observa un valor de 95.61% para R-cuadrado y un valor de 87.93% para R-
cuadrado (ajustado), demostrando asi un buen ajuste del modelo para los datos analizados.

Tabla 9

Resumen del modelo experimental Rendimiento (%) vs. Temperatura; Flujo de alimentacion; Frecuencia.

R-cuadrado  R-cuadrado(ajustado)

95,61% 87,93%

En la tabla 10 se observa un valor de 96.78% para R-cuadrado y un valor de 91.16% para R-
cuadrado (ajustado), demostrando asi un buen ajuste del modelo para los datos analizados.

Tabla 10

Resumen del modelo experimental Humedad (%) vs. Temperatura; Flujo de alimentacidn; Frecuencia.

R-cuadrado R-cuadrado(ajustado)

96,78% 91,16%

El valor p muestra la asociacién entre la respuesta y las variables, esta es estadisticamente
significativa cuando el valor p es menor a 0.05. En la tabla 11 podemos observar el valor p para cada una
de las variables y su interaccién en el andlisis de rendimiento, las variables significativas son:
temperatura, flujo de alimentacidon, temperatura*flujo de alimentacion y flujo de
alimentacién*frecuencia. En la tabla 12 se observan las variables y su interaccion en el analisis de
humedad las variables significativas son: temperatura, temperatura*frecuencia. Estos resultados se
pueden visibilizar también mediante los diagramas de Pareto mostrados en la Fig 5 y Fig 6 para

rendimiento y humedad, respectivamente.



Tabla 11

Andlisis de Varianza Rendimiento (%) vs. Temperatura; Flujo de alimentacion; Frecuencia.

Fuente GL SC Ajust. Valor p
Modelo 7 154,545 0,014
Lineal 3 58,112 0,021
Temperatura 1 22,714 0,023
Flujo de alimentacién 1 22,646 0,023
Frecuencia 1 12,751 0,055
Cuadrado 1 3,662 0,224
Temperatura*Temperatura 1 3,662 0,224
Interaccion de 2 factores 3 92,031 0,009
Temperatura*Flujo de alimentacién 1 69,384 0,003
Temperatura*Frecuencia 1 0,000 1,000
Flujo de alimentacién*Frecuencia 1 22,646 0,023
Error 4 7,097
Falta de ajuste 1 1,411 0,452
Error puro 3 5,685
Total 11 161,642

Tabla 12

Andlisis de Varianza Humedad (%) vs. Temperatura; Flujo de alimentacion; Frecuencia.

Fuente GL SC Ajust. Valor p

Modelo 7 1,65162 0,008

Lineal 3 1,34610 0,003



Temperatura 1 1,34480 0,001

Flujo de alimentacidn 1 0,00005 0,955
Frecuencia 1 0,00125 0,778
Cuadrado 1 0,05420 0,118
Temperatura*Temperatura 1 0,05420 0,118
Interaccion de 2 factores 3 0,22845 0,066
Temperatura*Flujo de alimentacion 1 0,03380 0,192
Temperatura*Frecuencia 1 0,16820 0,025
Flujo de alimentacion*Frecuencia 1 0,02645 0,237
Error 4 0,05488
Falta de ajuste 1 0,03920 0,071
Error puro 3 0,01568
Total 11 1,70649

Figura 6

Diagrama de Pareto Rendimiento (%) vs. Temperatura; Flujo de alimentacion; Frecuencia.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento (%); a = 0,05)

Término 2776
T

Factor  Mombre

AB A Temperatura
B Flujo de alimentacion
C Frecuencia

0 1 2 3 4 5 6 7
Efecto estandarizado
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Figura 7

Diagrama de Pareto Humedad (%) vs. Temperatura; Flujo de alimentacion; Frecuencia.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

(la respuesta es Humedad (%); o = 0,05)
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Efecto estandarizado

Las siguientes ecuaciones reflejan el disefo estadistico analizado para el rendimiento y
humedad, los valores en negrita son aquellas variables que muestran una significancia.
Rendimiento (%) = 212+ 3,88 Temperatura- 17,70 Flujo de alimentacién- 2,78 Frecuencia-
0,0209 Temperatura*Temperatura+ 0,0785 Temperatura*Flujo de alimentacién +
0,0000 Temperatura*Frecuencia + 0,0673 Flujo de alimentacion*Frecuencia
Humedad (%) =-130,8 + 1,166 Temperatura + 0,442 Flujo de alimentacion + 0,812 Frecuencia -
0,00255 Temperatura*Temperatura - 0,00173 Temperatura*Flujo de alimentacién -
0,00387 Temperatura*Frecuencia - 0,00230 Flujo de alimentacién*Frecuencia
Los graficos de superficie de respuesta para el andlisis de rendimiento se pueden observar para
rendimiento vs frecuencia y temperatura en la Fig 6, para rendimiento vs flujo de alimentacidny

temperatura en la Fig 7 y para rendimiento vs frecuencia y flujo de alimentacién en la Fig 8.



Figura 8

Superficie de respuesta para rendimiento vs frecuencia y temperatura.

Gréfica de superficie de Rendimiento (%) vs. Frecuencia; Temperatura
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Figura 9

Superficie de respuesta para rendimiento vs flujo de alimentacion y temperatura.

Gréfica de superficie de Rendimiento (%) vs. Flujo de alimentacién; Te
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Figura 10
Superficie de respuesta para rendimiento vs frecuencia y flujo de alimentacion.

Griéfica de superficie de Rendimiento (%) vs. Frecuencia; Flujo de alim

Valores fijos
Temperatura 182,5

Rendimiento (%)

Flujo de alimentacién

Los graficos de superficie de respuesta para el andlisis de humedad se pueden observar para
humedad vs frecuencia y temperatura en la Fig 9, para humedad vs flujo de alimentacién y temperatura
en la Fig 10 y para humedad vs frecuencia y flujo de alimentacién en la Fig 11.

Figura 11

Superficie de respuesta para humedad vs frecuencia y temperatura.

Gréfica de superficie de Humedad (%) vs. Frecuencia; Temperatura
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Figura 12

Superficie de respuesta para humedad vs flujo de alimentacion y temperatura.

Gréfica de superficie de Humedad (%) vs. Flujo de alimentacién; Temper

Valores fijos
Frecuencia 55
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30
Humedad (%)
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Figura 13

Superficie de respuesta para humedad vs frecuencia y flujo de alimentacion

Gréfica de superficie de Humedad (%) vs. Frecuencia; Flujo de alimenta

Valores fijos
Temperatura 182,5

295

i
Humedad (%) 2 ‘
285 <‘
280 L/

40

Flujo de alimentacién

52



Solucién Optimizacién: Humedad (%); Rendimiento (%)

En la tabla 13 se observan los pardmetros utilizados por el programa Minitab para poder

realizar el proceso de optimizacién.

Tabla 13

Parametros para el proceso de optimizacion.

Respuesta Meta Inferior Objetivo Superior Ponderacion Importancia
Humedad (%) Minimo 1,0 3,38 1 1
Rendimiento (%) Maximo 77,44 90,9 1 1

La solucién de la optimizacién realizada por el programa Minitab se observa en la tabla 14, se

obtuvo un rendimiento de 90.48% y una humedad de 2.07% con una deseabilidad compuesta de 0.96

aproximadamente, lo cual demuestra que el proceso realizado y los resultados obtenidos son de gran

confiabilidad.

Tabla 14

Solucidn del proceso de optimizacion.

Humedad Rendimiento

Soluciéon Temperatura FIPJOde ., Frecuencia (%) (%) Deseabilidad
alimentacidn . . compuesta
Ajuste Ajuste
1 190 50 60 2,07 90,48 0,958986

Prediccion de respuesta multiple

En la Fig 12 se puede observar la respuesta multiple de todas las variables evaluadas
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(temperatura, frecuencia, flujo de alimentacidén) en relacion a las variables de respuesta (rendimiento y

humedad).
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Figura 14

Respuesta multiple de las variables evaluadas.

Temperat Flujo de Frecuenc
Alto 190,0 50,0 60,0
Act [190,0] [50.0 [60.0]
Bajo 175,0 40,0 50,0

Deseabilidad /

Compuesta
D: 0,9590

C')ptima
D: 0,9590

Humedad
Minimo
y = 2,070

d = 0,94928

Rendimie
Maximo
y = 90,480
d = 0,95880

Caracterizacién del microencapsulado optimizado.
Solubilidad

En bibliografia se encuentran algunos estudios acerca de solubilidad, Saikia (2014) en su estudio
obtuvo valores en un rango de 57.57 a 76.75%, por otro lado Mad-Ali (2016) en su investigacion
presenta una solubilidad del 90% para su producto. La solubilidad encontrada en la muestra obtenida
mediante el proceso de microencapsulacién optimizado fue de un 80%, porcentaje dentro del rango de
los dos estudios mencionados, es asi que el valor de solubilidad en esta investigacidn es 6ptimo para el

producto microencapsulado.

S (%) Masa de sobrenadante seco (g) 100
- *
0 masa de la muestra (g)

l.6g

S (%) = 29 * 100

S (%) =80
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Higroscopicidad

La higroscopicidad calculada en el experimento dio como resultado un valor de 10,80%. Valores
variados han sido reportados en bibliografia: 1,29 a 9,82 % es el porcentaje obtenido por Veldsquez
(2019) en su estudio, mientras que Saikia (2014) present6 valores de 11.63 a 11.99%. Cuando se obtiene
un valor menor al 10% se puede considerar que el polvos no es higroscépico (Sidaoui, 2011). El valor que
se obtuvo en la medicién de coldgeno hidrolizado enriquecido con pulpa de Ananas comusus (pifia)
supera el 10%, lo cual clasifica como polvo higroscdpico, aun asi, encuentra dentro del rango observado
en los estudios antes mencionados, razén por la cual se puede decir que la higroscopicidad presente en

la muestra es la adecuada.

H(%)=%g§@*100
oy = 9
H(/o)—(g) 100

H (%) = 10.80

Propiedades organolépticas
Las propiedades organolépticas: olor, sabor y color del microencapsulado se presentan en la
tabla 15.

Tabla 15

Caracteristicas organolépticas del microencapsulado optimizado de coldgeno hidrolizado enriquecido

con pulpa de Ananas comusus (pifia).

Caracteristicas Observaciones

Color amarillo tenue debido a la presencia de la
Color
pina.

No se presenta un sabor original a colageno.
Sabor
Sabor a pifia bastante perceptible
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Olor ligero a coldgeno, se presentd también un
Olor

olor secundario a pifa.

Porcentaje de ceniza

El porcentaje de ceniza que se obtuvo al realizar el ensayo fue de 2.5 %. Segun la ficha técnica
para colageno hidrolizado de la empresa (Coquin) (s.f) el porcentaje de ceniza del coldgeno hidrolizado

es menor a 2%, el valor que en este experimento se obtuvo es levemente mayor al parametro.

Masa ceniza
C(%) = (9)

1
Masa de muestra seca (g) 00

0.10 ()
4(9)

C(%) =25

C(%) = 100

Fluidez

Se determinaron las densidades pA y pR, con valores 0.22 y 0.20 respectivamente

A_m_ 5.5g_022
PA =T 25mL -
R—m_ >8 =0.20
PR=y T 25mL ™

El indice de Carr obtenido en la prueba fue de 9.09, comparando este valor con los presentados

en la Tabla 1, en la cual se describen los parametros para este ensayo, se puede observar que dicho

valor corresponde a una fluidez excelente.

A—pR
cr=P2"P% 100
pA
022-02

022 * 100

ClI =9.09
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Caracterizacion en el SEM

Cai y Corke (2000) en su estudio sefialan que los tamafios de las particulas secadas por
atomizacién oscilan entre 5 um y 40 um aproximadamente, muestran una forma esférica de diferentes
tamafios. con una superficie lisa, sin grietas ni fisuras. El tamafo polidisperso es un rasgo caracteristico
de las particulas secadas por pulverizacion y se debe al material utilizado en la formulacién y el proceso
de atomizacion, algunas de las particulas encapsuladas con maltodextrina suelen estar rotas (Burhan et
al., 2019). En la figura 13 se pueden observar las imagenes tomadas mediante SEM de las microcapsulas
de colageno hidrolizado enriquecido con Ananas comusus (pifia), estas presentaron una forma esféricay
superficie lisa con un tamafo promedio de 30.57 um, medidas con el software Fiji. Se observaron
algunas microcapsulas rotas.

Figura 15

Imdgenes SEM de microcdpsulas de coldgeno hidrolizado enriquecido con Ananas comusus (pifia).

Nota: A) microcapsulas de coldgeno hidrolizado enriquecido con Ananas comusus (pifia). B) Visualizacién

del contenido de la microcapsula (colageno hidrolizado y pifia).
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Capitulo 5: Conclusiones

El coldgeno hidrolizado es un componente que ayuda a que el cuerpo se mantenga sano, la pifia
aporta con un gran contenido de vitamina C, vitamina fundamental para la sintesis de colagenoy
portadora de algunas otras propiedades, al estar mezclados estos dos componentes en un solo producto
se potencian los beneficios de cada uno y se genera un producto de gran valor industrial.

En este estudio se pudo obtener microcapsulas de colageno hidrolizado enriquecido con pulpa
de Ananas comusus (pifa) mediante el método de secado por atomizacidn para su posterior aplicacion
en la industria alimentaria con un rendimiento del proceso inicial del 90.90% y humedad de 2%.

Se determinaron también los pardmetros éptimos para poder estandarizar el proceso para las
futuras producciones, siendo los parametros mds dptimos los siguientes: Temperatura de 190 °C, flujo
de 50(mL/min) y Frecuencia de 60 Hz, obteniendo con estos un rendimiento de 90.48% y humedad de
2.07, los datos no difieren tanto a los valores obtenidos antes de la optimizacién, ya que los parametros
fueron los mismos, el programa estadistico al realizar esta optimizacién debié obtener un rendimiento y
humedad igual a la inicial, pero los programas estadisticos siempre poseen un valor de error, al realizar
la prueba final, utilizando los parametros optimizados se tuvo un rendimiento de 90,70% y humedad de
2.03%, se puede concluir entonces que el analisis estadistico (optimizacidn) sirvié como una prueba de
comprobacion para saber que el proceso esta optimizado al maximo posible y su aplicacion brindara
excelentes resultados .

Se evalud la calidad de las microcapsulas segun indicadores sensoriales (olor, sabor, color,
viscosidad) y pruebas tecnoldgicas, al realizar los ensayos se obtuvieron valores para humedad: 2.03%,
solubilidad: 80%, porcentaje de ceniza: 2.5%, higroscopicidad: 10.80% y fluidez: 9.09%, los cuales se
encuentran dentro de rangos reflejados en varios estudios similares, se concluye entonces que el

producto es de muy buena calidad y estd listo para ser generado en gran escala.
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Capitulo 6: Recomendaciones

Este trabajo estd orientado a la elaboracidn de un producto para el mejoramiento de la salud del
ser humano, en la actualidad existen infinidad de componentes naturales que exhiben diversas
propiedades orientadas al mejoramiento de la salud del ser humano, se podrian realizar estudios futuros
sobre diferentes componentes que puedan enriquecer el producto y darle un aporte nutricional mayor.

En cuanto a la optimizacién del proceso, algunos autores en bibliografia mencionan que al
obtener un rendimiento de un 80 a 90% en algun procedimiento no es necesario el proceso de
optimizacidn, ya que es posible que no se obtengan mayores resultados y si es asi no serian
significativos, en este estudio sin embargo se realiz6 como comprobacién de los resultados ya
obtenidos, pero no es estrictamente necesario.

Finalmente, en la parte del proceso secado por atomizacion es necesario dejar calentar muy
bien el equipo y empezar por los tratamientos que tengan la mayor temperatura, ya que asi es mas facil

el control de este, a partir de esto los demas pardmetros pueden ser ajustados.
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Apéndices
Apéndice A
Cadlculos determinar la concentracién de la muestra de coldgeno hidrolizado:
Absorbancia 1° dilucidon de la muestra = 0,2456 nm

0,2456 = 0,9634x + 0,0584

10,2456 — 0,0584
X =T 09634

x = 0,1943 mg/mlL
Absorbancia 2° dilucion de la muestra = 0,2451 nm

0,2451 = 0,9634x + 0,0584

_0,2451 —0,0584
N 0,9634

X

x =0,1941mg/mL

Tabla 16

Medicion de la absorbancia de albumina sérica bovina (BSA).

Concentracién de BSA (mg/mL) Abs medida (590nm)

0 0
0,2 0,3071
0,4 0,4367
0,6 0,6749
0,8 0,8419

1 0,9802
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