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Estudios de las condiciones optimas para maximizar
estabilidad fisica y oxidativa de un ingrediente
vitaminico nanoencapsulado*

Studies of optimal conditions to maximize physical
and oxidative stability of nanoencapsulated vitamin
ingredient

Mujica-Alvarez, J.,** Matiacevich, S.,*** y Bustos, R.**

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate the effect of different wall materials, sodium
caseinate (CS) and a modified starch Capsul® (CAP), on the physical and oxidative stability of
nanoemulsions with vitamin E, to obtain a nanoencapsulated vitamin ingredient. An experi-
mental Box-Behnken design was established, where three factors were analyzed: type of encap-
sulating agent (4% w/w CS/CAP/CAP+CS), surfactant concentration Tween 80 (1-2% w/w), and
ultrasound time (1-3 min). The response variables were the size of nanocapsules, polydispersity
index (PDI) and oxidative stability at 80, 110 and 140 °C, expressed as the induction period (PI).
From the optimal conditions, the model was validated and the concentration of the encapsulat-
ing agent was increased to improve the physical stability of the nanoemulsion during storage
(4 °C-72 h). These nanoemulsions were lyophilized and the Pl was evaluated in comparison with
free vitamin E and as a nanoemulsion. A particle size between 20-100 nm was obtained with a
PDI<0.5 under all experimental conditions, confirming the obtaining of nanoemulsions with a
monomodal size distribution. The lyophilization process improved the oxidative stability of the
vitamin compared to the vitamin E nanoemulsion and the free vitamin E.

KEYWORDS: encapsulation, a-tocopherol, nanoemulsion, oxidative stability, physical stability,
lyophilization.

RESUMEN: El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de distintos materiales de
pared, caseinato de sodio (CS) y un almidén modificado Capsul® (CAP), sobre la estabilidad fisi-
ca y oxidativa de nanoemulsiones con vitamina E, para obtener un ingrediente vitaminico na-
noencapsulado. Se establecio un disefio experimental Box-Behnken, en donde se analizaron tres
factores: tipo de agente encapsulante (4% p/p CS/CAP/CAP+CS), concentracion de surfactante
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Tween 80 (1-2% p/p), y tiempo de ultrasonido (1-3 min). Las variables de respuesta fueron el ta-
maiio de nanocapsulas, indice de polidispersidad (PDI) y estabilidad oxidativa a 80, 110 y 140 °C,
expresados como periodo de induccion (PI). A partir de las condiciones 6ptimas, se valido el
modelo y se aument6 la concentracion del agente encapsulante para mejorar la estabilidad fisi-
ca de las nanoemulsiones durante su almacenamiento (4 °C-72 h). Estas nanoemulsiones fueron
liofilizadas y se les evalud el Pl en comparacion con la vitamina E libre y en nanoemulsion. Se
obtuvo un tamafo de particula entre 20-100 nm con un PDI<0.5 en todas las condiciones experi-
mentales, confirmandose la obtencion de nanoemulsiones con una distribucion de tamafio mo-
nomodal. El proceso de liofilizacion mejoro la estabilidad oxidativa de la vitamina en compara-
cion con la nanoemulsion de vitamina E y la vitamina E libre.

PALABRAS CLAVE: encapsulacion, a-tocoferol, nanoemulsion, estabilidad oxidativa, estabilidad
fisica, liofilizacion.

Introduccion

La encapsulacién es una tecnologia ampliamente utilizada en la industria
alimentaria para la proteccién de compuestos bioactivos que son sensibles a
laluz, oxigeno, humedad, calor y otros agentes ambientales (Katouzian y Ja-
fari, 2016). La emulsificacién (aceite en agua) es una metodologia de encap-
sulacién donde un compuesto lipofilico de interés es protegido por interac-
cién con un surfactante y/o agente encapsulante o material de pared,
permitiendo preservarlo en el tiempo, especialmente cuando debe incorpo-
rarse en una matriz alimentaria (McClements, 2016; Ghani et al., 2017).
Particularmente, dentro de los compuestos de interés se encuentran las vita-
minas lipofilicas como la vitamina E, pues posee propiedades antioxidantes
que tienen un papel clave en el sistema inmune y procesos metabélicos (NIH,
2018). La encapsulacién de vitaminas lipofilicas presenta ventajas tales
como proteger el compuesto de factores ambientales, reducir su interaccién
con otras vitaminas y/o moléculas presentes en un alimento, mejorar su es-
tabilidad y biodisponibilidad (por ejemplo, mediante la disminucién del ta-
mario de gota), y liberacién (Dasgupta y Ranjan, 2018; Katouzian y Jafari,
2016). Para ello, una de las técnicas de encapsulacién mas utilizada es la na-
no-emulsificacién (tamarios de gotas <100 nm), donde los pardmetros criti-
cos en su estabilidad fisica son el tipo de agente encapsulante/surfactante
utilizado, asi como las condiciones de proceso para su formacién mediante
técnicas de alta energia, como la homogenizacién por ultrasonido. Este ulti-
mo genera la formacién y el colapso de las gotas presentes en una emulsién
mediante el fenémeno de cavitacién acustica, dando origen a las nanoemul-
siones (Leong et al., 2016).

Dentro de los agentes encapsulantes m4s utilizados para compuestos li-
pofilicos estan las proteinas y algunos almidones modificados. Esto por sus
propiedades anfipaticas y/o emulsificantes. De estos compuestos destacan el
caseinato de sodio, debido a su alta solubilidad y capacidad de homogeni-
zarse en presencia de grasas o aceites (Rubio-Anaya y Guerrero-Beltran,
2012), y el almidén modificado Capsul®, el cual presenta excelentes propie-
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dades emulsificantes, baja viscosidad y peso molecular, y actia como barrera
frente al oxigeno (Quirés-Sauceda et al., 2014).

Si bien algunos materiales de pared poseen zonas tanto hidrofilicas e hi-
drofébicas, es comun la adicién de agentes surfactantes para mejorar la forma-
cién y estabilidad de la emulsién. Estos corresponden a sustancias tensoac-
tivas anfipaticas que normalmente se posicionan en la interfase compuesto
activo-material de pared. También pueden actuar como emulsificantes. Sin
embargo, su uso debe ser controlado ya que puede alterar las propiedades de la
emulsién mediante la interaccién con el material de pared o formacién de mi-
celas del mismo (McClements, 2016).

Para almacenar emulsiones y mejorar sus propiedades, se utiliza comin-
mente la técnica de secado, obteniéndose asi s6lidos encapsulados y estables
tanto fisica como microbiolégicamente (Vidya et al, 2015). Uno de los mé-
todos para secado de emulsiones que en los dltimos afios ha ido ganando te-
rreno es el proceso de liofilizacién, el cual se basa en la sublimacién del disol-
vente y se divide en tres etapas: congelacion, secado primario (etapa de
sublimacién) y secado secundario (etapa de desorcién), obteniéndose asi un
producto final en formato polvo (Gémez-Cruz y Jiménez-Munguia, 2014).

La técnica de liofilizacién presenta un costo mayor en comparacién con
otros procesos, como, por ejemplo, el secado por atomizacién, pues demanda
un alto consumo de energia y largo tiempo de procesamiento. Sin embargo,
se ha probado que la liofilizacién permite eliminar el agua de nanoemul-
siones y formar nanocdpsulas manteniendo integra tanto su forma como su
estructura (Gémez-Cruz y Jiménez-Munguia, 2014). Una gran ventaja de
esta técnica es que sustancias que son susceptibles a oxidarse, como las vita-
minas, quedan protegidas bajo condiciones de vacio durante el secado y
pueden conservarse por largos periodos al removerse entre el 95y el 99% del
agua. Adicionalmente, existe baja o nula pérdida de sustancias quimicas vo-
latiles y los nutrientes sensibles al calor no se ven afectados por el proceso de
secado (Nireesha et al., 2013).

A partir de los antecedentes mencionados, el trabajo que se presenta a
continuacién tuvo como objetivo evaluar el efecto del uso de distintos mate-
riales de pared (una proteina: caseinato de sodio, y un almidén modificado:
Capsul®) sobre el tamario de particula, y la estabilidad fisica y oxidativa de na-
noemulsiones con vitamina E (VE), para asi obtener un ingrediente vitami-
nico en formato polvo que pueda ser incorporado en una matriz alimentaria.

Procedimiento experimental

Materiales

La vitamina E (DL-o-Tocopherol) y el surfactante no iénico Tween 80 fueron
comprados en Sigma Aldrich (EEUU). Los agentes encapsulantes, caseinato
de sodio (CS) y el almidén modificado Capsul® (CAP), fueron donados por
Blumos (Chile) y Quimatic (Chile), respectivamente.
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Preparacion de nanoemulsiones

La fase acuosa (88% p/p) se preparé mediante la suspensién de los agentes
encapsulantes (CS o CAP) en agua destilada segtn disefio experimental. Esta
fase se agité magnéticamente a 650 rpm a 65 °C durante 2 h. Luego, la fase
oleosa (12% p/p), compuesta por la vitamina E (11% p/p) y Tween 80 (1%
p/p), se incorporé gota a gota dentro de la fase acuosa, agitindose en un ho-
mogeneizador Ultra-Turrax (TR50. Trhistor, Germany) operado a 12,400
rpm durante 5 min. Finalmente, se obtuvieron nanoemulsiones a través de
un tratamiento de homogenizacién por ultrasonido (QSonica, USA) a 80%
de amplitud con un poder de densidad de 400 W/L a diferentes tiempos. La
nanoemulsién final se secé en un equipo liofilizador I1Shin FD550B (Ilshin,
Corea) a-50 °Cy 5 mTorr durante 48 h.

Diseno experimental

Se establecié un disefio Box-Behnken para optimizar los pardmetros de for-
mulacién de las nanoemulsiones, utilizando el programa Statgraphics Cen-
turion XVI.I. Se evaluaron tres variables independientes: tipo de encapsu-
lante (AE): caseinato de sodio 4% p/p, Capsul® 4% p/p y una mezcla 50/50
de ambos; concentracién de Tween 80 (1;1,5;2% p/p) y tiempo de ultrasoni-
do (1-3 min). Las variables dependientes fueron: tamafio de particula, indice
de polidispersidad (PDI) y estabilidad oxidativa. Se realiz6 una optimizacién
de multiple respuesta utilizando la funcién de deseabilidad, minimizando el
tamario de particula y PDI, y maximizando los periodos de induccién de la
estabilidad oxidativa.

Caracterizacion de nanoemulsiones

Tamano promedio de particula e indice de polidispersidad

Se determinaron por dispersién de luz dindmica en un equipo Zetasizer
Nano S (Malvern Instruments, GB) a 25 °C. Todas las mediciones se realiza-
ron por duplicado de 12 lecturas cada una.

Analisis de estabilidad oxidativa

Se realizé en un equipo RapidOxy (Anton Paar, Alemania) a 80, 110 y 140
°C en atmoésfera oxidante. La muestra se introduce en una cdmara y una
vez sellada esta se carga con oxigeno, hasta una presién fija de 700 kPa, y
se calienta hasta la temperatura de analisis. El consumo de oxigeno es mar-
cado por una disminucién de la presién dentro de la cdmara. La medicién
es continua hasta el punto de ruptura, el cual corresponde a una caida de
presion definida equivalente al 10%. El resultado se reporta como el perio-
do de induccién (PI), el cual corresponde al tiempo transcurrido entre el
inicio de la prueba y el punto de ruptura (AP, 10%), indicando la estabili-
dad de la muestra frente a la oxidacién. De esta manera, si el PI aumenta,
la estabilidad oxidativa de la muestra es mayor y tardard mas tiempo en

oxidarse.
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Las temperaturas seleccionadas para el andlisis se eligieron con base en
las utilizadas en procesos industriales durante la produccién y procesa-
miento de alimentos (por caso, extrusion).

Analisis de estabilidad fisica

El grado de estabilidad fisica de las nanoemulsiones se determiné utilizando
un equipo Turbiscan (Formulaction, Francia) a una temperatura de almace-
namiento de las muestras a 4 °C.

Analisis estadistico

Las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se reportaron
como valores promedio con su respectiva desviacién estdndar. El andlisis es-
tadistico de los resultados obtenidos se evalué mediante ANOVA con un ni-
vel de significancia del 0.05 (p<0.05) y un intervalo de confianza del 95%. Al
existir una diferencia estadisticamente significativa entre las medias se rea-
liz6 el test de Tukey HSD para la comparacién de las muestras. Todos los
andlisis estadisticos se realizaron en el software GraphPad Prism v7 (Gra-
phPad Software, CA., EEUU).

Resultados y discusion

Tamano y distribucion de particula de las nanoemulsiones

con vitamina E

La tabla 1 muestra los resultados de tamafio promedio de nanoparticula de
las 15 corridas experimentales del disefio experimental Box-Behnken. Este
disefio corresponde a un tipo de disefio de superficie de respuesta. Particu-
larmente, en este estudio se evaluaron 3 factores de 2 niveles cada uno, co-
rrespondientes a 12 corridas experimentales mdas 3 puntos centrales, dando
asi un total de 15 corridas. Se obtuvo un tamaro de particula entre los 20 y
100 nm en todas las condiciones experimentales, confirmindose la obten-
cién de nanoemulsiones. Las nanoemulsiones que presentaron menor tama-
fio fueron aquellas cuyo tipo de agente encapsulante fue el caseinato de so-
dio y Tween 80 a una alta concentraciéon (1.5% p/p). Por otro lado, se
determind el indice de polidispersidad, el cual corresponde a un valor que va
desde 0 a 1 e indica heterogeneidad en la distribucién de tamafio de nano-
particula de las muestras, los valores mds cercanos a 0 indican mayor mono-
dispersidad en las muestras, mientras que los valores cercanos a 1 indican
mayor variabilidad en los tamafios (Lancheros et al., 2014). De acuerdo con
los resultados obtenidos de PDI, todos los valores fueron inferiores a 0.5, in-
dicando que las nanoemulsiones resultantes se caracterizaban por tener una
distribucién de tamafio monomodal. De manera similar, Guttof et al. (2015)
obtuvieron que al utilizar Tween 80 a una alta concentracién (10% p/p) es
posible obtener un menor tamarfio de particula (<200 nm) y PDI (<0.3) en
nanoemulsiones con vitamina D. Destacando que el tipo y concentracién de
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TABLA 1. Tamafo promedio y distribucion, y periodo de induccion (PI) para cada corrida experimental
del disefio Box-Behnken.

Corrida Tipo Tween Tiempo Tamaio
encapsulante 80 (min) (nm)
(%p/p)

1 CAP/CS 1.5 2 23.7+0.8P¢ 0.22£0.02 | 10.2 | 3.2 21
2 cs 1.5 1 42.4+0.18 0.32+0.02 10 42 | 2.8
3 CS 2 2 19.6+£0.2® | 0.230+£0.001| 8.7 | 2.8 | 21
4 cs 1 2 33.0£2.0¢ 0.15£0.08 | 12.2 | 4.5 | 3.7
5 CAP 15 3 53.2:0.7' 0.13£0.08 83 | 32 2
6 CAP/CS 2 1 35.921.3f 0.28+0.07 | 151 | 3.5 | 3.6
7 CAP 1 2 53.6+0.8 0.21£0.04 | 9.8 3 1.9
8 CAP/CS 2 3 18.2£0.4* | 0.231:0.002 | 9.8 | 3.2 | 2.3
9 CAP/CS 1.5 2 26.8+0.1< 0.25+0.01 9.8 | 29 21
10 cs 1.5 3 231:0.5° |0.228+0.004| 12.2 | 2.6 | 3.3
1 CAP 2 2 35.7+0.3f 0.25+0.02 12 3.4 | 29
12 CAP 1.5 1 491+0.7" 0.30+0.07 | 286 | 3.9 | 2.8
13 CAP/CS 1 3 71.8:1.7 0.11:0.11 149 | 6.5 | 45
14 CAP/CS 1.5 2 29.1£0.1¢¢ 0.27+0.01 11 | 25 | 29
15 CAP/CS 1 1 99.2+2.0% 0.1620.16 121 | 42 | 43

Nota: *bedefehiik]etras diferentes dentro de columna indican diferencias significativas a P<0.05.
Fuente: Elaboracion de los autores.

surfactante es importante en la obtencién de un menor tamario de particula
y PDI. Por otra parte, Cheong y Nyam (2016) realizaron nanoemulsiones de
aceite de semillas de kenaf con caseinato de sodio y Tween 20, y sefialaron
que el aumento de la concentracién de surfactante (5-10% p/p) disminuy6 la
uniformidad de la distribucién de tamaiio de particula. Sin embargo, sus va-
lores de PDI fluctuaron entre 0.107 y 0.140. indicando que estos valores co-
rrespondian de igual manera a una distribucién de tamafio monodispersa a
pesar del efecto observado.

De acuerdo con el disefio experimental, el Tween 80 tuvo un efecto esta-
disticamente significativo sobre el tamafio de nanoparticula, en donde a una
mayor concentracién de Tween 80 menor es el tamaiio. Este efecto se atribuye
a la presencia del tensioactivo en la interfase, lo cual facilita la formacién de
pequenas gotas, reduciendo asi el tamario de las particulas finales (Martins et
al., 2016; McClements, 2016). El Tween 80, al ser una molécula pequefia, es
mas eficaz que los polimeros en disminuir el didmetro de gota debido a su ra-
pida adsorcién en la superficie de la particula (McClements, 2016).

Con respecto al indice de polidispersidad, se observé que el tiempo de
ultrasonido tuvo un efecto negativo (p<0.005) sobre el PD], es decir, a mayor
tiempo de ultrasonido se increment6 este valor, siendo el objetivo tener un
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indice bajo para garantizar asi una distribucién homogénea de tamaro de
nanoparticulas. De manera contraria, la concentracién de Tween 80 tuvo un
efecto positivo (p<0.005) sobre esta respuesta, es decir, a mayor concentra-
cién del tensoactivo se logré disminuir el PDI. El tipo y la concentracién de
tensioactivo no solo son importantes en la estabilizacién de emulsiones du-
rante el proceso de nanoemulsificacién, sino que también ayudan a prevenir
la agregacion de las gotas, manteniendo asi un valor de PDI bajo. Sin em-
bargo, la concentracién de Tween 80 como efecto individual, tiene un com-
portamiento cuadratico ya que al utilizar concentraciones por sobre el 2%
p/p, el valor de PDI aumenta. Esto debido a la formacién de micelas que ge-
nera un exceso de Tween 80.

Por otra parte, el tiempo de ultrasonido tuvo un efecto significativo
sobre el tamafio promedio de particula y PDI: a medida que el tiempo au-
mentd, tanto el tamafio como el PDI disminuyeron. Esto se debe a que existe
un aumento en las fuerzas de corte aplicadas sobre las gotas formadas, cau-
sandoles deformacién y fragmentacién y, en consecuencia, un menor ta-
mafio (Shahavi et al., 2015).

Analisis de estabilidad oxidativa de nanoemulsiones con vitamina E
Siendo el ultrasonido una metodologia que puede afectar la estructura y fun-
cionalidad de compuestos naturales como las vitaminas (Hosseini y Hossei-
ni, 2017), es importante considerar que la vitamina E no se afecta por este
tratamiento mientras sean utilizadas, como en este trabajo, bajas frecuen-
cias (20 MHz) y baja densidad de potencia <1000 W/L (Fernandes et al.,
2016; Hosseiniy Hosseini, 2017). Por otro lado, la utilizacién de ultrasonido
ha sido previamente utilizado tanto para la extraccién de vitamina E de
fuentes naturales como el aceite de oliva (Nunes et al., 2018), asi como para
la caracterizacién de nanoemulsiones con base en vitamina E sin afectar sus
propiedades (Cheong et al., 2008; Hosseini y Hosseini, 2017) o funcionali-
dad (Meghani et al., 2018). Es por ello que, en primer lugar, se evalta su ca-
pacidad de oxidacién tanto libre como en la nanoemulsién. La tabla 1 mues-
tra el periodo de induccién (PI) medido a 80, 110 y 140 °C de cada corrida
experimental de nanoemulsién con vitamina E.

Se observé que a medida que aumenta la temperatura los valores de pe-
riodo de induccién disminuyen tanto de la vitamina libre como de la emul-
sionada. Esto se debe a la degradacién que sufre la matriz encapsulante a
una alta temperatura, quedando expuesta la vitamina, la cual es sensibles a
factores como la temperatura y el oxigeno, lo cual se demuestra por el bajo PI
de la vitamina libre. De la misma forma, las vitaminas son susceptibles a de-
gradarse durante el procesamiento y almacenamiento, y a reaccionar con
otros componentes del sistema alimentario (Sanguansri y Augustin, 2010).

Por otra parte, la interaccién entre el tipo de agente encapsulante y el
tiempo de ultrasonido tienen un efecto significativamente negativo para el
periodo de induccién a 80 °C. El tipo de encapsulante para maximizar el pe-
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riodo de induccién es el Capsul®, aunque el caseinato de sodio permite ob-
tener un menor tamaro de nanocapsulas y proporciona un mayor contenido
proteico en la elaboracién final del ingrediente vitaminico encapsulado.

Para las temperaturas de 110 y 140 °C no hubo factores significativos.
Esto se debe a que a altas temperaturas las matrices estudiadas pierden su
capacidad encapsulante y/o protectora y se degradan causando que la vita-
mina quede expuesta a procesos oxidativos (Kiokias et al., 2017).

Optimizacién de miiltiples respuestas del diseno experimental
Box-Behnken

La optimizacién de multiples respuestas permite determinar las configura-
ciones de los factores experimentales que cubren las caracteristicas deseadas
para una o mas respuestas simultdneamente. Esto se hace mediante la cons-
truccién de la funcién de deseabilidad, basada sobre los valores de las varia-
bles de respuesta. La funcién se define dentro de un valor entre 0 y 1. En la
figura 1 se expresa graficamente la superficie de respuesta, en donde para el
modelo establecido el indice de deseabilidad fue de 0.72 con un error asocia-
do del 28%. Este modelo optimiza tres variables de respuesta diferentes,
donde se minimiza el tamafio y PDI, y se maximizan los periodos de induc-
ci6n a 80,110y 140 °C.

A partir del disefio experimental se determind que las condiciones ép-
timas fueron: caseinato de sodio como agente encapsulante, 1% p/p de Tween
80y 3 min de ultrasonido. En la tabla 2, se sefialan los valores teéricos (o es-
perados) de las variables de respuestas a partir de los pardmetros 6ptimos ob-
tenidos y los valores reales correspondientes a la validacién del modelo.

De acuerdo con estos resultados, el modelo fue validado a pesar de
existir una diferencia entre el tamario de particula teérico y real, pues este
ultimo valor cumplia con lo definido como nanoemulsién, y, por otra parte,

FIGURA 1. Superficie de respuesta estimada para el efecto de la concentracion de Tween 80, tipo de
agente encapsulante y tiempo de ultrasonido sobre la optimizacion de miltiple respuesta.
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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TABLA 2. Valores tedricos y reales de las variables de respuesta a partir de las condiciones 6ptimas
obtenidas segiin disefio experimental Box-Behnken.

Factor Valor tedrico Valor real
Tamano (nm) P1140 °C 80+3°
PDI 0.14+0.03¢ 0.18+0.06¢
P180 °C 12+49 8.7+0.4¢
P1110 °C 5+1¢ 41+0.8°
P1140 °C 5+1° 2.620.1°

Nota: »b<defletras diferentes entre filas indican diferencias significativas a P<0.05.
Fuente: Elaboracion de los autores.

no existié una diferencia significativa entre las respuestas tedricas y reales
de PDIyPIa80y110 °C.

Estabilidad fisica de las nanoemulsiones obtenidas a partir de las
condiciones experimentales 6ptimas

Una vez validado el modelo, se midi6 la estabilidad fisica en el tiempo de la na-
noemulsién obtenida analizando los perfiles de retrodispersién o backscatte-
ring (%BS). La emulsién se almacené a 4 °C durante 24 h. Sin embargo, esta
concentracién solo se mantuvo estable durante 2 horas. Considerando que la
nanoemulsién pasaria a una etapa de secado por liofilizacién, era necesario que
la emulsién se mantuviese estable por un rango mas amplio de tiempo. Para
ello es importante considerar que la actividad emulsificante del caseinato de so-
dio puede modificarse por el proceso de ultrasonido, donde cambios en la con-
formacién proteica aumentan la hidrofobicidad superficial, generando mayor
actividad emulsificante de la proteina (de Figueiredo Furtado et al., 2017). Sin
embargo, esto no necesariamente indica mayor estabilidad, ya que un exceso de
la proteina genera inestabilidad por floculacién debido a proteina no adsorbida
(Dickinson y Golding, 1997a; Alvarez Cerimedo et al., 2010). Huck-Iriart et al.
(2011a) reportaron también la importancia del ratio aceite:caseinato, donde
un ratio de 2 mostr6 una larga estabilidad en emulsiones procesadas por ultra-
sonido. Este aumento en la estabilidad de las emulsiones se atribuy6 al aumen-
to tanto en la viscosidad de la fase continua como en la estabilidad de la inter-
fase (Dickinson y Golding, 1997b). Por lo tanto, para obtener emulsiones
estables, se debe considerar dicho pardmetro, pero la estabilidad de la emulsién
también depende de los componentes y de las condiciones de proceso (Alvarez
Cerimedo et al., 2010; Huck-Iriart et al., 2011b). Por esta razdn, considerando
lo anteriormente expuesto, es que se realizaron pruebas aumentando la con-
centracién del caseinato de sodio de 4% p/p a 8% p/p, obteniendo de esta for-
ma un ratio aceite:caseinato de 1.5. La figura 2 muestra la estabilidad fisica de
una nanoemulsién con 4% p/p y 8% p/p de caseinato de sodio, siendo esta ulti-
ma estable hasta 72 h almacenada a 4 °C, sin observarse separacién de fases.

[
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FIGURA 2. Perfil de retrodispersion o backscattering (%BS) en funcion de la longitud del tubo: estabili-
dad fisica de nanoemulsion con vitamina E con 4% p/p (a) y 8% p/p (b) de caseinato de sodio.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

La desestabilizacién de la nanoemulsién con 4% p/p de CS se asocia
principalmente con los fendmenos de coalescencia y/o cremado, provocando
un aumento del tamarfio de gotas, finalmente culmina con la separacién com-
pleta de la fase acuosa y oleosa (Katouzian y Jafari, 2016; Mayer et al., 2013;
Tadros, 2009). También, alrededor de 20 h de almacenamiento existe un au-
mento del porcentaje de retrodispersién, atribuido al fenémeno de cremado,
en donde las gotas migran a la parte superior del tubo formando una capa de
crema. La formacién de cremado en las suspensiones se puede dar por dife-
rentes razones, dependiendo de la concentracién de las nanocapsulas, poli-
dispersidad e interaccién entre particulas (Robins, 2000).

Los nuevos valores de respuesta al aumentar a 8% p/p de CS se mues-
tran en la tabla 3. Estos variaron con respecto a los obtenidos utilizando un
4% p/p de CS, sin embargo, los valores obtenidos fueron aceptables con base
en el modelo estudiado.

Por ultimo, la concentracién se cambié de CS (4 a 8% p/p) y el resto de
las variables, concentracién de Tween 80 y tiempo de ultrasonido, no se mo-
dificaron. De esta forma se dio paso a la etapa de secado de las nanoemul-
siones.

TABLA 3. Valores de respuestas de nanoemulsion con vitamina E con una concentracion 8% p/p de
caseinato de sodio.

Respuesta Valor 6ptimo

Tamano (nm) 6341
PDI 0.20+0.05
P180 °C 10.2+0.42
P1110 °C 4.4+0.4°

P1140 °C 3%1°

Nota: " <Letras diferentes dentro de columna indican diferencias significativas a P<0.05.

Fuente: Elaboracion de los autores.
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Secado por liofilizacion de nanoemulsiones con vitamina E

La liofilizacién se utiliza ampliamente para mejorar la estabilidad durante el
almacenamiento de diversos productos, entre ellos las nanoemulsiones
(Khayata, 2012). En este caso, se midi6 la estabilidad oxidativa también de
los polvos conteniendo vitamina E nanoencapsulada a temperaturas de 80,
110y 140 °C.

La tabla 4 detalla los valores de periodo de induccién en horas obtenidos
para las distintas temperaturas. Se observé que la estabilidad oxidativa de
los polvos liofilizados fue mayor que el de las nanoemulsiones y la vitamina
E no encapsulada. Estos resultados estdn dentro de lo esperado ya que en el
caso de la vitamina E no encapsulada, esta no contaba con la proteccién de
un agente encapsulante. A partir de esto se observé que el PI del polvo liofi-
lizado a 80 °C es 7 veces mayor en comparacién con la vitamina E libre y 2.5
veces mas que la vitamina E encapsulada por nano-emulsificacién. Esto se
atribuye a que durante el proceso de liofilizacién se elimina el agua que even-
tualmente podria participar en procesos oxidativos.

Por otra parte, en la figura 3 se muestra el cambio de color de la nanoe-
mulsién de vitamina E, polvo liofilizado y vitamina E libre. Se observa que a
medida que aumenta la temperatura, existe una coloracién marrén maés in-
tensa, lo cual implica un grado de oxidacién mayor de la muestra.

TABLA 4. Valores de periodo de induccién en horas (h) de vitamina E libre, nanoemulsion con vitamina
Ey nanoemulsion liofilizada.

Muestra 80°C 110 °C 140 °C
Vitamina E libre 3.6+0.52 1.8+0.4¢ 1.0£0.3f
Nanoemulsién 10.2:0.4° 4.40.4° 3.0+1.08
Liofilizado 26.3+0.3¢ 4.2+0.5¢ 41+0.18

Nota: b cdefe] etras diferentes dentro de columna indican diferencias significativas a P<0.05.
Fuente: Elaboracion de los autores.

FIGURA 3. Vitamina E libre, nanoemulsion de vitamina E y nanoemulsion liofilizada posterior al analisis
de estabilidad oxidativa. Se incluye muestra control antes del analisis.

Control 80°C 110°C 140°C
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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De acuerdo con estos resultados, la tecnologia de encapsulacién per-
miti6é proteger una vitamina sensible a condiciones ambientales desfavora-
bles, sin embargo, a temperaturas sobre los 110 °C no existe una proteccién
significativa del compuesto bioactivo, pues fue posible observar una mayor
coloracién marrén a rangos altos de temperatura, incluso en el producto lio-
filizado. Esto se refuerza con los valores de periodo de induccién obtenidos
tanto para 110 y 140 °C, en los cuales no existe una diferencia considerable
para las tres muestras evaluadas.

Conclusion

La utilizacién de la nanoencapsulacién en la industria alimentaria permite
proteger e incorporar de mejor manera un compuesto bioactivo a un alimen-
to ya que a escala nano mejora la estabilidad del compuesto encapsulado. De
esta manera es posible obtener una liberacién controlada y prolongada del
mismo en un sitio especifico porque se reduce la posibilidad de que el com-
puesto pueda interactuar con otras moléculas presentes en el medio, mejo-
rando asi su bioaccesibilidad y biodisponibilidad dentro del organismo. Es
asi como en este trabajo se logré exitosamente encapsular vitamina E utili-
zando como agente encapsulante caseinato de sodio mediante la técnica de
emulsificacién asistida con ultrasonido.

A partir de la optimizacién se logré encontrar las condiciones que per-
miten disminuir el tamafio de las nanoparticulas e indice de polidispersidad,
donde la concentracién de Tween 80 y tiempo de ultrasonido tienen una im-
portante funcién en la determinacién de estos pardmetros. Ademds, se me-
jord la estabilidad fisica de la nanoemulsién con vitamina E aumentando la
concentracién del agente encapsulante a un 8% p/p.

Por otra parte, los resultados de estabilidad oxidativa indicaron que el
proceso de liofilizacién mejora significativamente la estabilidad de la vita-
mina E encapsulada en comparacién con la nanoemulsién y la vitamina E
libre, en donde el periodo de induccién del polvo a 80 °C fue 7 veces mayor
que la vitamina E libre y 2.5 veces mayor que la vitamina E encapsulada.

Proteger los compuestos bioactivos de altas temperaturas es muy impor-
tante, pues durante los procesos que comtinmente se realizan en la industria
alimentaria podria verse afectada su actividad y, en consecuencia, inactivar
sus propiedades funcionales tanto dentro del alimento como en el organismo.

Concluimos, de esta forma, que es posible obtener un ingrediente vita-
minico nanoencapsulado, con buena estabilidad fisica y oxidativa, para ser
incorporado en alimentos.
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