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5. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue explorar la potencial capacidad que podria tener la espora de
la especie Lycopodium como agente encapsulante de aceites grasos poliinsaturados como el
aceite de ajonjoli y aceite de chia, los cuales son compuestos bioactivos con altos contenidos
en aceites omega 6 y omega 3, pero sumamente termolabiles a factores ambientales como la
temperatura, luz, oxigeno, etc., por lo que una manera de retardar estos fenémenos

degradativos es mediante algun método de encapsulacion.

El presente trabajo se dividid en tres apartados, el primero consistié en caracterizar la espora
que comUnmente se le conoce como esporopolenina, mediante diferentes técnicas como IF-
TR, DSCy SEM (por sus siglas en inglés) con el objeto de conocer sus propiedades quimicas,
térmicas y estructurales y corroborar con la literatura los resultados obtenidos en este trabajo

con lo que ya se encuentra publicado relacionado a estas propiedades.

La segunda etapa consistio en purificar la esporopolenina para eliminar la materia organica
contenida en su superficie externa y su estructura interna, y nuevamente analizar su topologia
por SEM. Posteriormente se procedié a evaluar la capacidad encapsulante de la
esporopolenina no purificada y purificada, para ello se encapsulé el aceite de ajonjoli y el
aceite de chia en una relacion 1:3 w/w de agente encapsulante con respecto al material
encapsulado vy, se utilizaron tres métodos de encapsulacion denominados encapsulacién

pasiva, encapsulacion por agitacion y encapsulacién al vacio.

Los resultados més relevantes respecto a las propiedades encapsulantes de los dos tipos de
esporopolenina (purificada y sin purificar) conllevaron a tener altos porcentajes de aceite
superficial en la superficie de las esporas y bajos porcentajes de eficiencia de
encapsulamiento (menores al 50%), por lo que al comparar estos resultados con otros tipos
de agentes encapsulantes como las gomas, maltodextrina, almidones y mucilagos, este tipo

de biopolimero no es competitivo para ser considerado un buen agente encapsulante.

Vi



Aunqgue la cantidad de aceite que se encontr0 en la estructura interna de las esporas, evidencia
que si puede poseer la propiedad de retener cantidades equivalentes a su peso como lo
demuestran los resultados del aceite total. Ademas, los perfiles de liberacion de los aceites
encapsulados demostraron tasas de liberacion controladas por el mecanismo de difusién
efectiva aparente. Por tanto, se puede concluir que la esporopolenina puede ser utilizada
como agente coadyuvante para conformar un agente encapsulante méas robusto empleandola
en otro método de encapsulacion como el secado por aspersion o gelificacion ionica, para

ello se requieren mayores estudios explorativos.

Vi



6. INTRODUCCION

En la actualidad la industria se encuentra en busca de la innovacion de sus productos para
hacerlos cada dia mas amigables con el medio ambiente, esto no significa que se deje de lado la

optimizacion de los procesos o la eficiencia de estos.

Existen aceites esenciales con propiedades nutricionales, como es el caso del aceite de chia 'y
aceite de ajonjoli. El aceite de chia contiene una gran cantidad de acido a-linolénico (Omega-3)
y el aceite de ajonjoli por su parte tiene una importante cantidad de &cido linoleico (Omega-6);
la presencia de Omega-3 y Omega-6 en el organismo del ser humano se ha relacionado con la
disminucion de triglicéridos en sangre y mejora los niveles de colesterol, lo que llevaria a un

menor riesgo de sufrir problemas cardiovasculares.

Como tal el cuerpo humano es incapaz de producir estos acidos grasos, por lo cual es importante
que los obtenga de otras fuentes provenientes de la dieta diaria o suplementos alimenticios. El
uso y manejo de estos aceites es complicado, debido a que presentan alta volatilidad, son
hidrofébicos, labiles y son susceptibles a degradarse ante la presencia de factores ambientales
(luz, temperatura, humedad y oxigeno). La mejor alternativa para evitar la desnaturalizacion de
los aceites es utilizar una solucion tecnoldgica que resuelva adecuadamente la alteracion de estos

aceites.

La tecnologia de encapsulacion es un proceso que reduce la degradacion de aceites de alto valor
nutricional mediante el uso de agentes encapsulantes como los biopolimeros, los cuales
funcionan como capa protectora ante los fendmenos deteriorativos, por lo tanto, es realmente
importante evaluar la interaccion que guarda el agente encapsulante con el material encapsulado,
debido a que la estabilidad de las capsulas depende de la compatibilidad que puedan tener la

sustancia a encapsular y el biopolimero empleado.
Por lo anterior, el trabajo de investigacion que se presenta consistio en evaluar la viabilidad de

utilizar la esporopolenina como agente encapsulante de &cidos grasos polinsaturados, debido a

que este biopolimero presenta ventajas respecto a los utilizados habitualmente en la industria.

viii



7. ANTECEDENTES

7.1 ACIDOS GRASOS.

Los acidos grasos poliinsaturados son componentes importantes de la dieta y aportan cerca
de un 7-10 % de la energia total suministrada por los alimentos diariamente. Los acidos
grasos esenciales (AGE) son los componentes principales de todos los lipidos, estos pueden
ser saturados (AGS), insaturados (AGI) o poliinsaturados (AGP) De estos existen dos acidos
grasos polinsaturados que el cuerpo no puede producir el &cido linoleico (serie omega 6) y el
acido alfa linoleico (serie omega 3) los cuales deben ser obtenidos mediante la dieta (Blanco,
2015).

Todos los &cidos grasos mencionados tienen efectos sobre el organismo: Desde generar
energia o modular una accion bioquimica como fisioldgica del individuo. Entre otros
componentes de la dieta, las cantidades relativas del conjunto de acidos grasos modulan
finalmente si la dieta consumida es saludable o perjudicial para la salud. Es interesante
mencionar que ademas de aportar energia, también confieren mayor o menor fluidez, pueden
actuar como segundos mensajeros y como resultados de su transformacion metabdlica,
pueden generar distintos mediadores que conforman una serie de metabolitos que se pueden

considerar bioactivos (Sanhueza et al., 2015).

La mayoria de los acidos grasos omega-6 se consumen en la dieta a partir de aceites vegetales
como el acido linoleico (LA, por sus siglas en inglés). El organismo convierte el acido
linoleico en los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga: Gamma-linolénico (GLA) y
acido araquiddnico (AA). EI AA tambiéen se puede consumir directamente de la carne, y el

GLA se ingiere a partir de varios aceites de origen vegetal (Valdés, 2018).



La extraccion de las grasas y aceites naturales y sus transformaciones constituyen un sector

industrial de gran importancia econdémica. Las principales materias primas utilizadas son los

sebos y tocinos animales, los huesos, los productos secundarios de las fabricas de harina de

pescado, la  aceituna vy las  semillas  oleaginosas (Primo, 2007).

7.1.1 Obtencidon de acidos grasos de semillas oleaginosas

Los procesos de obtencion de grasas vegetales de forma tradicional se clasifican en

mecanicos, quimicos o aquellos que incluyen una combinacion de los dos. De forma general,

incluyen las siguientes etapas: Limpieza para eliminar materias extrafias, secado para

disminuir la humedad de la semilla, pelado de la semilla, tratamiento térmico para facilitar la

extraccion del aceite, extraccion por prensado (Alba, 2016).

En el primer caso, el cual es la extraccién mecanica por prensado, una vez limpias las
semillas se trituran y se calientan con vapor con objeto de dilatar los tejidos celulares.
Seguidamente se someten a presion con prensas continuas de uso que alcanzan
presiones altas y, simultaneamente, calientan la masa triturada. De este proceso se
obtiene el aceite crudo y la torta. El aceite crudo se decanta, se filtra y pasa al proceso
de refinado. La torta, que aun contiene entre un 15% y un 25% de aceite pasa a la

etapa de extraccion con disolvente.

Para el segundo caso la extraccién quimica con disolventes apolares se utiliza la
fraccion de petrdleo que destila entre 55 y 65 °C, denominada hexano comercial. El
hexano circula, a contracorriente, a traves de depositos llenos de material triturado.
La disolucion obtenida se destila para recuperar el hexano y obtener el aceite. Ambos
procesos se usan extensamente para obtener aceites de semillas oleaginosas (soja,
girasol, algodon, colza). El aceite asi obtenido hay que refinarlo antes de utilizarlo
para consumo humano. El residuo sélido desengrasado es muy rico en proteinas y se
utiliza para la fabricacion de productos compuestos y para extraer proteinas

destinadas a la industria alimentaria.



La nomenclatura omega da cuenta del lugar, contando desde el grupo metilo, donde aparece

el primer doble enlace (Figura 1) (Sanhueza et al., 2015).
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Figura 1 Acidos grasos poliinsaturados. (Beindorff & Zuidam, 2009)

Los aceites vegetales contienen &cidos grasos mayoritariamente monoinsaturados,
pertenecientes a la familia omega-9, y poliinsaturados pertenecientes a la familia omega-6, y
por el contrario no contienen, o solo contienen pequefias cantidades de acidos grasos de la
familia omega-3. Como es el caso del aceite de oliva, o girasol, de semilla de uva, de maiz,



y de soya. Como una excepcion los aceites de canola, de chia y de linaza tienen un contenido
superior de acidos grasos omega-3 que de omega-6 (Valenzuela & Sanhueza, 2009).

Los aceites de origen marino se caracterizan por su alto contenido de acidos grasos omega-
3, aunque es necesario diferenciar entre los &cidos grasos omega-3 de origen vegetal y los de
origen marino, ya que los de origen vegetal solo tienen como principal componente omega-
3 al &cido alfa linolénico (ALN), en cambio los de origen marino se caracterizan por su alto
contenido de los llamados &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL)
(Valenzuela & Sanhueza, 2009).

7.1.2 Aceite de ajonjoli.

El ajonjoli (Sesamum indicum L.) es uno de los mas antiguos e importantes cultivos de
semillas oleaginosas conocidos por el hombre. Las semillas de ajonjoli son una fuente rica
en proteinas y uno de los primeros cultivos los cuales fueron procesados para la produccién
de aceite (Hassan & Manal, 2012). Los cultivos de ajonjoli son comercializados de
numerosas maneras. La mayor parte del ajonjoli es procesado directamente en aceite, pero
también es comercializado en varias formas dependiendo del uso que se le este planeado dar,
como comida, pasta y productos de panaderia. Una vez que se han cosechado las semillas,
estas se limpian y secan hasta aproximadamente 8% de humedad y luego se almacenan antes
de triturarlas (Anilakumar et al., 2010)

El ajonjoli ha sido cultivado por siglos, particularmente en Asia y Africa especificamente en
Sudan, Etiopia y Nigeria. Aproximadamente 78.6% de la produccion mundial es proveniente
de Asia. Africa proporciona el 16.6% del ajonjoli utilizado alrededor del mundo con Sierra
Leona, Sudan, Nigeria y Uganda siendo los productores clave de este continente. América
produce 4% de la demanda mundial de este producto, Europa el 2.9% y Oceania el 0.2%
(FAO, 2014).



El ajonjoli juega un papel importante en la nutricion humana, medicina, farmacéutica,
industria y usos en la agricultura. La semilla de ajonjoli es muy rica en acidos poliinsaturados
usados en la produccion de margarina y aceite de cocina. De igual manera esta semilla
contiene cantidades significativas de lignanos sesamina y sesamolina. Estos compuestos
tienen efectos beneficiosos sobre los niveles de lipidos en suero y la funcion hepética. Todas
estas substancias han mostrado poseer propiedades que reducen el colesterol en los humanos
al igual que prevenir la presion sanguinea alta y proporcionar vitamina E (Gharby et al.,
2017).

Las semillas de ajonjoli son una excelente fuente de cobre y calcio. Igualmente, son ricas en
fosforo, hierro, magnesio, manganeso, zinc y vitamina B1l. Tiene muchas propiedades
medicinales y beneficios para la salud que se puede atribuir a su leve efecto laxante,

emoliente y demulcente (Anilakumar et al.,2010).

Los acidos grasos insaturados esenciales en el aceite de ajonjoli son quimicamente inestables
en presencia de oxigeno, luz, humedad y calor. La estabilidad del aceite de sésamo puede ser

incrementado a través de procesos de microencapsulacion (Fuentes et al., 2017).

La composicion quimica del ajonjoli muestra que esta semilla es una importante fuente de
aceite (50-60%), proteina (18-25%), carbohidratos y cenizas. La cantidad y calidad del aceite
contenido en la semilla se ha mostrado dependiente de factores ecoldgicos, genéticos y
fisiologicos como el clima, tipo de suelo y madurez de la planta respectivamente (Mera &
Amada, 2017).

El aceite de ajonjoli es rico en acidos grasos insaturados donde la composicién de acidos
grasos es 14% saturados, 39% monoinsaturados y 46% poliinsaturados. Por el lado de
carbohidratos su composicion es de 3.2% glucosa, 2.6% fructuosa y 0.2% sacarosa, mientras
que lo restante lo conforma fibra dietética. La composicion nutrimental es enlistada en la
tabla 1y tabla 2 (Anilakumar et al., 2010).



Tabla 1 Composicion nutrimental semilla de Ajonjoli

Nutriente Cantidad (%)
Humedad 04.0-05.3
Proteina 18.3-25.4
Aceite 43.3-44.3
Acidos grasos saturados (% en aceite) 14.0

Acidos grasos monoinsaturados (% en aceite)  39.0

Acidos grasos polinsaturados (% en aceite) 46.0
Ceniza 05.2-06.2
Glucosa 03.2
Fructuosa 02.6
Sacarosa 0.2
Fitosteroides 0.4

Anilakumar et al., 2010 (162)

Tabla 2 Composicion de acidos grasos en semilla de Ajonjoli

Nutriente Cantidad
Acido Graso %
Acido palmitico (16:0) 11.7
Acido estearico (18:0) 05.2
Acido oleico (18:1) 41.4
Acido linoleico (18:2) 39.4
Acido linolénico (18:3) 00.4
Acido araquidico (20:0) 00.4
Acido Behenico (22:0) 00.6

Anilakumar et al., 2010 (162)



7.1.3 Aceite de chia.

Chia (Salvia hispanica L.) es una antigua semilla, originaria del centro oeste de México al
norte de Guatemala, consumida por la cultura Azteca. Descubierta por accidente, el consumo
de la semilla de chia ha estado en incremento durante las Ultimas décadas, debido a una gran
variedad de estudios que se han realizado a esta semilla.(Jeong et al., 2010) La semilla de
chia tiene altos niveles de &cidos grasos esenciales, especialmente &cido linoleico (omega-6)
y acido alfa linoleico (omega-3), indispensables para el mantenimiento de una funcién
normal en las células del cuerpo, ademas de tener un efecto antiinflamatorio y propiedades
beneficiosas para el sistema cardiaco. La semilla de chia ademas es una importante fuente de
compuestos fendlicos, que actan como antioxidantes de origen natural, posee propiedades
antinflamatorias, antitrombdticas y ayuda a prevenir tumores. Kampferol, acido cafeico,
acido clorogenico, quercetina y miricetina son los principales compuestos fenolicos presentes

en la semilla de chia, siendo responsables de su actividad antioxidante (Minaya, 2016).

La chia es una especie de origen mesoamericano con amplia distribucion y diversidad
genética, localizada principalmente en Centroamérica y México Actualmente, en México se
cultiva por su valor econdémico y nutraceltico, y los principales estados productores son
Jalisco y Puebla. Otros estados que estdn comenzando a producir son: Morelos, Nayarit,
Guerrero, San Luis Potosi y Zacatecas. Se calcula que para el afio 2015 se produjeron
aproximadamente 6,960 toneladas a nivel nacional (Mufioz et al., 2017).

La chia es un cultivo que crece en condiciones tropicales y subtropicales y no es tolerante a
las heladas. En cuanto a las condiciones de suelo, puede decirse que favorece su crecimiento
y le proporciona una amplia variedad de nutrientes y humedad, esta Gltima sobre todo para
la germinacion. Una vez establecida, la planta, se comporta bien con cantidades limitantes
de agua. Por otro lado, los suelos donde mejor se desarrollan las plantas son los arenosos
limosos, aunque también puede crecer en suelos arcillosos limosos de buen drenaje (Segura
etal., 2014).



La semilla de chia estd compuesta de nutrientes, vitaminas, antioxidantes y acidos grasos
(Tabla 3y 4). La cantidad y calidad de los componentes puede variar por el sitio de cultivo,
condiciones ambientales, disponibilidad de nutrientes, afio de cultivo, por el tipo de suelo y
clima (Ayerza & Coates, 2009). La chia es un alimento completo y funcional por: su
contenido de antioxidantes, niveles seguros de metales pesados, ser libre de micotoxinas y

por no contener gluten (Mohd et al., 2012).

La chia es la fuente vegetal con el mayor contenido de &cidos grasos esenciales, su aceite
contiene propiedades fisicoquimicas de interés para la industria alimentaria, considerado
como ingrediente alimentario potencial debido a sus beneficios en salud humana por contener

85.4% de acidos grasos poliinsaturados (Xingu et al., 2017).

Tabla 3 Composicion nutrimental semilla de Chia

Nutriente Cantidad (%)
Humedad 6.8

Proteina 17.9

Aceite 27.3

Acidos grasos saturados (% en aceite) 11.11

Acidos grasos monoinsaturados (% en aceite) ~ 8.59

Acidos grasos polinsaturados (% en aceite) 80.30
Ceniza 4.5
Carbohidratos Disponibles 8.9
Fibra (por diferencia) 34.6

(Alejo & Custodio, 2010)



Tabla 4 Composicion de acidos grasos en semilla de Chia

Nutriente Cantidad
Acido Graso %
Acido Miristico (14:0) 0.05
Acido Pentadecanoico (15:0) 0.2
Acido Palmitico (16:0) 6.68
Acido Palmitoléico (16:1) 0.26
Acido Heptadecanoico (17:0) 0.17
Acido Esteérico (18:0) 3.56
Acido Elaidico (18:1) 0.15
Acido Oleico (18:1) 8.00
Acido Linoleico (18:2) 19.75
Acido Linolénico (18:3) 60.55
Acido Eicosanoico (20:0) 0.15
Acido Eicosaenoico (20:1) 0.13
Acido Docosanoico (22:0) 0.23
Acido Docosaenoico (22:1) 0.05
Acido Tetracosanoico (24:0) 0.25

(Alejo & Custodio, 2010)

7.2 ENCAPSULACION

La encapsulacion es una tecnologia de rapida expansion en la que se rodean o recubren gotas
o0 particulas muy pequerias de material liquido o sélido con una pelicula continua de material
polimérico. La encapsulacion esta involucrada en la conversion de liquidos en solidos, que
alteran las propiedades coloidales y de la superficie, brindan proteccién ambiental y controlan
las caracteristicas de liberacion de diferentes materiales recubiertos. La mayor parte del

producto encapsulado tiene didmetros entre 1 y 1000 um. Se pueden encapsular una gran
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cantidad de materiales centrales como células vivas, adhesivos, aromatizantes, agroquimicos,
enzimas, productos farmacéuticos, etc. La microscopia electronica de barrido se utiliza para
revelar las caracteristicas estructurales del compuesto encapsulado (Suganya & Anuradha,
2017).

Las particulas o capsulas consisten en dos componentes, Ilamados material de nucleo y la
cubierta o material de pared. El nlcleo contiene un ingrediente activo mientas la pared o
cubierta protege el material en el nacleo (Figura 2). Diferentes tipos de materiales conforman
el nacleo de una capsula debido a su necesidad de ser protegidos del medio como lo son
activos farmacéuticos, proteinas, peptinas, aceites volatiles, compuestos alimenticios,

pigmentos, colorantes, mondmeros, catalizadores, pesticidas etc. (Verkata et al., 2010).

Core materials or internal Wall "shell” materials
phase "oil"

-

Figura 2 Composicion de capsula (Amr et al., 2016)

Los materiales de pared mas utilizados pueden ser divididos en tres grupos:
A. Carbohidratos
e Carbohidratos de origen vegetal como maltodextrina, almiddn, celulosa, goma
arabiga, goma de mezquite, goma guar, galactomananos, ciclodextrina,

pectina.

e Carbohidratos de origen marino como carragenano y alginato.
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e Carbohidratos de origen microbiano o animal como xantano, gellan, dextrano,

quitosano.

B. Proteinas

C.

e Proteinas de origen vegetal como la proteina de soja, proteina de guisante,
proteina de cebada, zeina, gluten.

e Proteinas de origen animal como caseina, proteina de suero, gelatina.

Lipidos y ceras como grasa de leche, fosfolipidos, cera de abejas y cera de carnauba
(Lakkis, 2007).

Una buena seleccion para el material de pared es de gran importancia debido a la influencia

en la eficiencia de encapsulamiento y la estabilidad de la capsula. Un material de pared ideal

debe cumplir con las siguientes caracteristicas: (Amr et al., 2016)

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

Buenas propiedades reoldgicas a altas concentraciones y facil manejo.

Capacidad para dispersar o emulsionar el material activo y estabilizar la emulsion
producida.

No tener reactividad quimica con los materiales del ndcleo activo a encapsular
durante el proceso.

Capacidad para sellar y retener el material activo dentro de su estructura durante el
almacenamiento.

Capacidad para liberar completamente el disolvente u otros materiales utilizados
durante el proceso de encapsulacién en condiciones de secado.

Capacidad para proporcionar la maxima proteccion del material activo contra las
condiciones ambientales.

Liberacion controlable de material nacleo (Figura 3).

La solubilidad del disolvente debe ser aceptable para la industria.
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Figura 3 Diagrama esquemdtico del mecanismo de liberacion de cdpsula (Amr et al., 2016)

La encapsulacion se utiliza usualmente para los siguientes fines: (Fang & Bhandari, 2010)

e Encapsular compuestos comestibles.

e Proteger compuestos bioactivos de los factores medioambientales.

e Retardar la evaporacion de un nucleo volatil.

e Controlar la proporcién con la cual un compuesto encapsulado se libera de la
microcapsula.

e Mejorar el manejo de materiales viscosos u oleosos.

o Facilita el transporte y el almacenaje de mariales.

o Enmascara el sabor y el olor de la sustancia encapsulada.

e Protege la sustancia en el ndcleo de reacciones quimicas con el entorno.

Se han propuesto muchos procedimientos de encapsulacion, pero ninguno de ellos puede
considerarse como un procedimiento universalmente aplicable para componentes bioactivos.
Esto se debe al hecho de que los componentes individuales de los compuestos bioactivos
tienen su propia estructura molecular caracteristica (Alamilla & Hermar, 2009). Dado que
los compuestos encapsulantes estan muy a menudo en forma liquida, muchas tecnologias se
basan en el secado (Fang & Bhandari, 2010).

Existen una gran cantidad de técnicas para la produccién de cépsulas, en general estos
métodos pueden ser divididos en dos grupos: mecanicos y quimicos (Figura 4). Los procesos

quimicos se dividen en las técnicas de coacervacién, co-cristalizacién, inclusién molecular,

12



gelificacion idnica, polimerizac

i6n interfacial, atrapamiento por liposomas e inclusion

molecular; dentro de los procesos mecanicos estan las técnicas de secado por aspersion,

secado por congelamiento/enfriamiento, extrusion y por lecho fluidificado (Ozkan et al.,

2019).

Material de pared

J Nucleo

Peso molecular Peso molecular

Conformacion h 4 _ 4 Polaridad

Grupos quimicos Emulsion Grupos aimicos

Estade fisico Proporcion de sustancia a Valatilidad
encapsular v material de pared

/

Procesos
quimicos

Procesos
mecanicos

-Coacervacion
-Co-cristalizacion
-Incluzion molecular

-Polimerizacion interfacial

-Secade por aspersion
-Secado congelamiento,
enfriamiento
-Extrusion

-Lecho fluidizado

Formas: peliculas, esferas, particulas irregulares
Estructuras: porosas, compactas
Estructuras fisicas: vitreas o cristalinas

Microparticulas
(microcdpsulas‘microesferas)

Condiciones ambientales
Periodo de validez

Liberacion controlada

Figura 4 Illustracion esquemdtica de

7.2.1 Procesos quimicos

Coacervacion

los diferentes procesos de encapsulamiento (Ozkan et al., 2019)

La técnica de coacervacion se puede definir como un fenémeno coloidal que implica la

separacion de fase liquido-liquido de un polimero Unico o una mezcla de dos polimeros con

carga opuesta en una solucion acuosa desencadenada por interacciones electrostaticas,

enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofobicas, interacciones atractivas inducidas por
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polarizacién, asi como interacciones quimicas. o agentes reticulantes enzimaticos (Ozcan et
al., 2019).

Esta técnica fue el primer proceso de encapsulacion estudiado y fue empleado inicialmente
por Green y Scheicher (1955) para producir capsulas de tinte sensibles a la presion para la
fabricacion de papel de copia sin carbon. La coacervacion consiste en la separacion de la
solucion de particulas coloidales que luego se aglomeran en una fase liquida separada
Ilamada coacervado (Xiao et al., 2014); generalmente, el material del nicleo utilizado en la
coacervacion debe ser compatible con el polimero receptor y ser insoluble (o apenas soluble)
en el medio de coacervacion (Ozkan et al., 2019).

La coacervacion puede ser simple o compleja. La coacervacion simple implica solo un tipo
de polimero con la adicion de agentes fuertemente hidrofilicos a la solucion coloidal. Para

coacervacion compleja se utilizan dos o0 mas tipos de polimeros (Ozkan et al., 2019).

Las etapas fundamentales de coacervacion son las siguientes: 1) el material del nucleo se
emulsiona dentro de una solucién acuosa que consta de dos polimeros a una temperatura de
gelificacion por encima de la proteina y un pH isoeléctrico por encima de la proteina; 2) se
forman fases inmiscibles; 3) los polimeros liquidos se depositan alrededor del material del
nucleo; 4) las capsulas se estabilizan mediante agentes de reticulacién (Figura 5) (Asbahani
etal., 2015).

O

);9 “ {:: Reticulacin O

77 {3{:;::: incremento nta | (0)

temperatura v pH

o

Figura 5 Principio del método de coacervacion (Asbahani et al., 2015).
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Hasta hace poco, esta tecnologia no se usaba cominmente en la industria alimentaria, esto se
debe a que es complicada y costosa. La optimizacion de la concentracion de material de pared
en el proceso de emulsificacion y coacervacion es problematica debido a que la concentracion
requerida para obtener una emulsion puede ser diferente a la necesaria para aumentar el
rendimiento de las capsulas (Xiao et al., 2014). Otras limitaciones de la encapsulacién por
coacervacion son: la evaporacion de los compuestos volatiles, la disolucién del compuesto
activo en el disolvente de procesamiento y la oxidacion del producto, porque los materiales

del nucleo residual a veces se adhieren al exterior de la capsula (Asbahani et al., 2015).

Co-Cristalizacion

En comparacion con varios procesos de encapsulacion de sabor, la co-cristalizacion ofrece
una alternativa econémica y flexible, ya que el procedimiento es relativamente simple. La
cocristalizacion es un proceso de encapsulacion en el que se incorpora un segundo
ingrediente (activo) en jarabe de sacarosa supersaturada para alcanzar la cristalizacion

simultanea de ambos componentes (Sarabandi et al., 2018).

La sacarosa granulada estd compuesta de cristales monoclinicos solidos, densos y de
superficie limitada. Esta estructura tiene que modificarse para usarse como material de
encapsulacion, cambiando de cristales perfectos a cristales irregulares, aglomerados y de
tamafio micro. El espacio vacio aumentado y el area de superficie proporcionan una base

porosa para la incorporacion del compuesto activo (Figura 6) (Akbari et al., 2019).

Co-Cristalizacion

Figura 6 Capsula por Co-cristalizacion de té verde (Akbari et al., 2019)

15



Inclusion molecular: ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CD) son oligosazucares macrociclicos formados por una modificacion
enzimatica del almidén con un tamarfio de cavidad que varia de 0,5 a 1 nm y pueden formar
compuestos de inclusion unidos no covalentemente con moléculas pequefias y polimeros
mediante la inclusién de estas moléculas huésped en sus pequefias cavidades (Estrada et al.,
2019). Después de la separacion del almidén causada por el grupo de enzimas ciclodextrina-
glicosil-transferasas, la primera y la ultima molécula de glucosa se unen para formar una

cadena circular cerrada con enlaces al-4.

Las CD mas comunmente estan compuestos por 6,7 u 8 unidades glicosidicas que se
denominan a-CD, B-CD y y-CD, respectivamente (Figura 7). La importancia de las CD es
que otras moléculas, generalmente méas pequefias (llamadas huéspedes), pueden entrar en su
cavidad formando complejos de inclusién con estos huéspedes macrociclicos (Macias et al.,
2019).

La cavidad hidrofoba interna de la B-ciclodextrina tiene dimensiones moleculares que
permiten la inclusion total o parcial de una amplia gama de compuestos. La cavidad central
de la molécula crea un ambiente relativamente hidrofébico, mientras que su superficie
externa tiene un caracter hidrofilico. Esta conformacién Gnica es en gran parte responsable
de las propiedades fisicoquimicas caracteristicas de las ciclodextrinas (Steinbock et al.,
2002).

Una aplicacion tipica es la protecciéon de productos quimicos volatiles inestables y de alto

valor agregado. En la industria alimentaria, los saborizantes volatiles se han encapsulado

dentro de las ciclodextrinas (Uhlemann et al., 2002).
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Figura 7 Estructura molecular de 3 tipos de ciclodextrina (Macias et al., 2019)

La retencidn de compuestos puede verse influenciada en mayor o menor medida por el peso
molecular, el impedimento estérico, la funcionalidad quimica, la polaridad y la volatilidad
del material del nucleo. Se requiere la presencia de agua o alta temperatura para liberar las

moléculas huésped una vez completado (Macias et al., 2019).

La encapsulacion en ciclodextrinas puede conducir a una mejora de la velocidad de
disolucién, una mayor permeabilidad de la membrana y una mejora de la biodisponibilidad
de los nutracéuticos de baja solubilidad. Las CD también pueden actuar como portadores de
sabor, proporcionando proteccion contra la oxidacion, descomposicion inducida por la luz y
el calor. Ademas, las ciclodextrinas pueden prolongar la vida datil de los productos

alimenticios y enmascarar o reducir el sabor y los olores no deseados (Garrido et al., 2018).
7.2.2 Procesos mecanicos

Secado por aspersion

El secado por aspersion tiene su origen en los Estados Unidos, con el primer disefio patentado
registrado en 1872. Fue pensado en las industrias lacteas para la produccion continua de leche
en polvo. Desde entonces, el proceso se ha adaptado a muchas modificaciones de disefio,

hasta el punto de haberse destacado como una técnica de secado amigable con la industria.
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El secado por aspersion es una de las técnicas de microencapsulacion mas utilizadas y
practicas en todo el mundo, ya que proporciona una rapida evaporacion del agua y mantiene

temperaturas relativamente bajas en las particulas (Rigon & Zapata, 2016).

El secado por aspersion es una operacion unitaria mediante la cual un producto liquido es
atomizado en una corriente de gas caliente para obtener un polvo instantaneamente. El gas
generalmente usado es aire y mas raramente un gas inerte como nitrogeno. El liquido inicial
alimentado al aspersor puede ser una solucién, una emulsion o una suspension. Dependiendo
del material inicial alimentado y de las condiciones de operacion, el secado por aspersion
produce un polvo muy fino (10-50um) o particulas de tamafio grande (2-3mm) razén por la

cual es una técnica comun para producir encapsulados de alimentos (Medina et al., 2013).

La conveniencia del uso de esta técnica radica en los tiempos cortos de produccién, la
factibilidad econdmica y el uso de bajas temperaturas lo cual es un parametro crucial para
aquellos productos sensibles al calor, debido a que promueve una alta retencién de sabor,

color y nutrientes (Ferrari et al., 2012).

Durante el secado por aspersion se pueden distinguir las siguientes etapas: (Medina et al.,
2013)

e Atomizacion: El objetivo de esta etapa es crear la maxima superficie de transferencia
de calor entre el aire seco y el liquido para optimizar la transferencia de masa y calor.
La atomizacion liquida en pequefias gotas se puede llevar a cabo por presion o energia
centrifuga.

e Contacto: Este contacto toma lugar durante la atomizacién y se inicia la etapa de
secado. De acuerdo al sitio o lugar donde se encuentra localizado el atomizador
comparado con el aspersor de aire caliente, se puede distinguir en sentido de la
corriente paralela (Figura 8) y en contracorriente.

e Evaporacion de agua: Al momento en que ocurre el contacto de las gotas de liquido
con el aire caliente, se establece el balance de temperatura y presion parcial de vapor

entre las fases liquido y gas. Por lo tanto, la transferencia de calor se lleva a cabo del
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aire hacia el producto como resultado de la diferencia de temperatura mientras que la
transferencia de agua se lleva a cabo en sentido opuesto.

e Separacion del producto seco y aire humedo:

Esta separacion se hace a través de un ciclén

Alimentacién de zmulsion %
colocado fuera de la camara de secado, lo cual
Alire Caliente —

Boquilla da

particulas de mayor densidad son recuperadas en la e

reduce las pérdidas del producto a la atmaosfera: las

base de la cdmara de secado, mientras que las finas
pasan a través del ciclon para ser separadas del aire

camara de szcado

himedo. Ademas de los ciclones, los secadores por

aspersién comunmente estan equipados con filtros,
usados para remover los polvos finos (Gharsallaoui = *#==t
etal., 2007).

. ., Figura 8 Diagrama secado por .
Una desventaja del secado por aspersion es que algunos  gspersion corriente paralela.

. . ., Venkata et al., 2010
compuestos de bajo punto de ebullicién pueden perderse ( )
durante el secado y el material del nicleo también puede estar en la superficie de la capsula,
esto fomentaria la oxidacién y posibles cambios del producto encapsulado (Esquivel et al.,

2015).

Liofilizacién (freeze-drying)

La liofilizacion, también conocida como criodesecacion, se utiliza para la deshidratacion de
casi todos los materiales sensibles al calor y aromas como los aceites. Antes de secar, el aceite
se disuelve en agua, es congelado y luego se reduce la presion circundante y se agrega
suficiente calor para permitir que el agua congelada en el material se sublime directamente

de la fase solida a la fase gaseosa (Amr et al., 2016).
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La técnica de liofilizacion es uno de los procesos mas Utiles para secar sustancias
termosensibles que son inestables en soluciones acuosas. En este proceso, tras la
cristalizacion del agua, la solucion no congelada es viscosa y se retrasa la difusion de
compuestos. Al comenzar la liofilizacidn, la superficie de la solucion se convierte en un

solido amorfo en el que es posible la difusion selectiva (Yamashita et al., 2017).

Sin embargo, esta técnica de secado es menos atractiva que otras porque los costos de
liofilizacion son hasta 50 veces mas altos que el secado por aspersion y el almacenamiento y
transporte de particulas producidas es extremadamente costoso, la aplicacion comercial
también estd severamente restringida por el largo tiempo de procesamiento (Amr et al.,
2016).

Spray cooling/ spray chilling

El enfriamiento por aspersion y el congelamiento por aspersion son el proceso de
encapsulacion menos costoso y se usan habitualmente para la encapsulacion de compuestos
volatiles para mejorar la estabilidad térmica, retrasar la liberacion en ambientes himedos
(Gouin, 2004). Estas tecnologias son similares al secado por aspersion donde el material del
nucleo se dispersa en un revestimiento o material de pared y se atomiza. Sin embargo, el
enfriamiento por aspersion se basa en la inyeccion de aire frio, lo que permite la solidificacion
de la particula. Una matriz fundida que contiene el compuesto bioactivo se atomiza para que
forme gotas que se solidifican rapidamente cuando entran en contacto con el aire frio
(Champagne & Fustier, 2007).

El enfriamiento por aspersion utiliza principalmente matrices grasas como vehiculo. Las
particulas que se producen pueden presentar algunas desventajas, que incluyen una baja
capacidad de encapsulacion y la expulsion del material del nucleo durante el
almacenamiento, como resultado de la estructura cristalina y disposicién polimorfica
caracteristica de muchos materiales lipidicos durante el proceso de solidificacion y

cristalizacion. Sin embargo, el enfriamiento por pulverizacion se considera la tecnologia de
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encapsulacion mas barata que tiene la posibilidad de fabricacion a escala industrial. Esta
tecnologia podria usarse para generar perlas mas pequefas, lo que puede ser deseable en el

procesamiento de alimentos (Pedroso et al., 2012).

Hot/warm slurry feed

Drying air
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1
=" S | "
o S “ . F=== Air out
2 53 / Filter bags
R

n Collected sample

Cyclone collector l
Powder (fines)

Bag filter

Figura 9 Diagrama Spray chilling (Oxley 2012)

Extrusion

La encapsulacion por extrusion se ha utilizado para compuestos volatiles e inestables en
matrices de carbohidratos vitreos (Reineccius et al., 2001). La principal ventaja del método
de extrusion es la estabilidad de los compuestos contra la oxidacion. Las matrices de
carbohidratos en estado vitreo tienen buenas propiedades de barrera y la extrusion es un

proceso conveniente que permite la encapsulacion de compuestos en tales matrices (Gouin,
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2004). Sin embargo, los parametros del proceso y la difusion del sabor de los carbohidratos
extruidos se ven afectados por defectos estructurales como grietas, paredes delgadas o poros
formados durante o después del procesamiento (Ross, 2003). La extrusion de soluciones de
polimeros para producir perlas o capsulas se utiliza principalmente a escala de laboratorio
(Heinzen, 2002).

Esta técnica consiste en dejar pasar los compuestos bioactivos mezclados con el polimero de
pared a través de una boquilla o0 aguja de extrusion para formar una gota que cae en una
solucion de calcio, permitiendo que se produzca una ionizacion y encerrando los compuestos
del nacleo (Chews & Nyam, 2016). En esta técnica, los pardmetros a controlar son las
concentraciones de alginato y calcio y su relacion. Si se usa una solucién de calcio sobre
concentrada, la microcapsula sera pequefia pero dura debido a un mayor intercambio de sodio
por calcio, ocurriendo una gelificacion mas dura con el alginato. Por el contrario, si se usa
una solucion de calcio de baja concentracion, la microcapsula resultante tendra una pared
fragil debido a la débil gelificacidn ionica entre el calcio y el alginato (Pasukamonset et al.,

2016). Alginate and probiotic cells Alginate and probiotic cells

+ I

s il ﬁ
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Figura 10 Proceso de extrusion de probidticos por técnica de extrusion. (Aghajani et al, 2020)

7.3 Biopolimeros

Los polimeros son macromoléculas formadas por cientos o miles de unidades béasicas
funcionales denominadas mondémeros. Los polimeros pueden ser de naturaleza sintética,
artificial o natural; estos Gltimos, provenientes directamente del reino animal o vegetal,

presentan variadas propiedades y usos (Santos & Meireles, 2010).
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El biopolimero actlia como una barrera y protege el nicleo contra el oxigeno, el agua y la luz
ademas de evitar el contacto con otros ingredientes o controlar la difusion. En general, los
materiales para encapsular deben cumplir los requisitos descritos anteriormente como un
buen material de pared encapsulante y operacionalmente con lo siguiente: (Desai & Park,
2005)

e Econdmico.

e Ser de grado alimenticio y legalmente permitido.

e Estar disponible en grandes cantidades y calidad constante.

Se encuentran disponibles una serie de biopolimeros aprobados comercialmente para
producir microcapsulas como goma arabiga, maltodextrina, inulina, almidon de tapioca, fibra
citrica, jarabe de glucosa, proteina de soja, proteinas de suero y otros materiales de pared
como gel de glucano y gel de curdlan (Barbosa et al., 2005). No todos los biopolimeros
cumplen con las propiedades necesarias, por lo que a menudo se usan en combinacién con
otros materiales de pared y otros modificadores, como eliminadores de oxigeno,

antioxidantes, agentes quelantes y tensioactivos (Lupo, 2014).

La eleccidon de un biopolimero para la microencapsulacion es muy importante para la eficacia
de la encapsulacion y la estabilidad de la microcdpsula. Los biopolimeros tipicos
generalmente disponibles y adecuados para la microencapsulacion de aceites incluyen (Lupo,
2014):

e Gomas naturales: goma Arabiga, alginatos, carrageninas.

e Proteinas: proteinas lacteas, proteinas de soja, gelatinas.

e Carbohidratos: maltodextrinas y derivados de celulosa.

e Lipidos: ceras, emulsionantes.
Las propiedades funcionales de los biopolimeros son determinadas por las caracteristicas

moleculares, como su peso molecular, conformacion, flexibilidad, polaridad e interacciones.

Las caracteristicas moleculares son determinadas por el tipo, nimero y secuencia de los
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mondmeros que conforman la cadena del polimero, los monémeros varian de acuerdo a su

polaridad, dimensiones, interacciones, y grupos funcionales (Sanchez , 2006).

Los biopolimeros poseen caracteristicas funcionales Unicas; es decir, tienen capacidad para
estabilizar emulsiones y espumas, formar geles y aumentar la viscosidad de las soluciones
(BeMiller & Whister, 1996).

La solubilidad de biopolimeros para la formacion de una emulsion esta determinada por una
combinacién de interacciones de Van der Waals, enlaces de hidrogeno, estéricas
hidrofébicas; que promueven la agregacién, existiendo una baja solubilidad y las
electrostaticas; que pueden ser atractivas o repulsivas incrementando o disminuyendo la
solubilidad (BeMiller & Whister, 1996).

Una vez que ha sido formada una emulsién, lo importante para su estabilidad a largo plazo,
es que el biopolimero adsorbido produzca una barrera macromolecular robusta en la interfase,

para lo cual es necesario cumplir con las siguientes caracteristicas: (Rodriguez et al., 2004)

e Fuerte adsorcién: Implica que el polimero (regiones polares y no polares en la
misma molécula) tiene un grado sustancial de caracter hidrofébico que lo mantenga
unido en la interfase.

e Formacién de una gruesa capa estabilizante estérica: Se requiere de un polimero
compuesto de una pequefia fraccion de segmentos hidrofobicos adsorbentes y una
gran fraccion de segmentos hidrofilicos no adsorbentes.

e Cobertura superficial completa: Implica que haya suficiente presencia de
polimeros para saturar la interfase.

e Formacion de una capa estabilizante cargada: Esto implica la presencia de grupos
cargados en el biopolimero que contribuyan a la interaccion electrostatica repulsiva

neta entre las superficies de las gotas, especialmente a bajas fuerzas iénicas.
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7.3.1 Gomasy mucilagos

Las gomas provienen de diferentes partes de las plantas. La fuente de algunas gomas puede
ser la epidermis de las semillas o pueden extraerse de las hojas y la corteza de las plantas.
(Amiri et al., 2021)

Se considera que las gomas son productos patoldgicos formados después de una lesion en la
planta o debido a condiciones desfavorables, como la sequia, por una ruptura de las paredes
celulares, mientras que los mucilagos son generalmente productos normales del
metabolismo, formados dentro de la célula y se producen sin dafiar la planta. Las gomas se
disuelven facilmente en agua, mientras que el mucilago forma masas viscosas (Deogade et
al., 2012).

El mucilago es un polisacarido de alto peso molecular que se comporta como un
polielectrolito. variedad de plantas como el nopal, chia, aloe vera y plantago, y se ha utilizado
como material portador para procesos de encapsulacion. Tienen propiedades funcionales
como aglutinantes, modificadores de textura y agentes gelificantes, emulsionantes o
espumantes, y como materiales de pared en encapsulacion de compuestos bioactivos

(Kaewmanne et al., 2014).

Las gomas son productos patoldgicos, mientras que los mucilagos son productos fisioldgicos
(Desai et al., 2005). La acacia, el tragacanto y la goma guar son ejemplos de gomas, mientras
que los mucilagos a menudo se encuentran en diferentes partes de las plantas. Por ejemplo,
en las células epidérmicas de las hojas, en las capas de semillas, raices y cortezas (Girish et
al., 2009).

Las gomas y los mucilagos tienen ciertas similitudes, ambos son hidrocoloides vegetales.
También son sustancias amorfas translicidas y polimeros de un monosacarido o

monosacaridos. Las gomas y los mucilagos tienen componentes similares y en la hidrolisis
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producen una mezcla de azucares y acidos urénicos. Las gomas y los mucilagos contienen
moléculas hidrofilicas, que pueden combinarse con agua para formar soluciones o geles
viscosos. La naturaleza de los compuestos involucrados influye en las propiedades de

diferentes gomas (Girish et al., 2009).

Las gomas y mucilagos de diferentes fuentes y sus derivados representan un grupo de
polimeros ampliamente utilizados en formas farmacéuticas de encapsulacion (Edwin et al.,
2007). Los mucilagos de diferentes origenes también se usan en formas de encapsulacién
convencionales de varios farmacos por sus propiedades de union, espesamiento,
estabilizacion y humidificacién en medicina. Los nuevos usos de diferentes gomas y

mucilagos en cosméticos y textiles han aumentado la demanda (Verma & Razdan, 2003).

7.3.2 Proteinas

Las proteinas extraidas de productos derivados de animales (proteinas de suero, gelatina,
caseina) y vegetales (proteinas de soja, proteinas de guisante, proteinas de cereales) se usan
ampliamente para la encapsulacion de sustancias activas (Li et al., 2012). Estos polimeros
naturales presentan varias ventajas: biocompatibilidad, biodegradabilidad, buenas

propiedades anfifilicas y funcionales como la solubilidad en agua (Choi et al., 2010).

Aunque los hidrocoloides alimentarios se usan ampliamente como encapsulantes de sabor,
las proteinas alimentarias, como el caseinato de sodio, la proteina de suero y los aislados de

proteina de soja, no se han utilizado ampliamente para este proposito (Dickinson, 2001).

Debido a sus diferentes grupos quimicos, propiedades anfifilicas, capacidad de auto-
asociarse e interactuar con una variedad de diferentes tipos de sustancias, gran peso
molecular y flexibilidad de la cadena molecular, las proteinas tienen excelentes propiedades
funcionales como solubilidad, viscosidad, emulsificacion y propiedades formadoras de
pelicula que pueden ser utilizadas en encapsulacion. Durante la formacion de la emulsion,

las moléculas de proteina se adsorben rdpidamente en la nueva interfaz de aceite y agua. La
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capa estabilizadora estérica resultante protege inmediatamente las gotas de aceite contra la
recuperacion y posteriormente, proporciona estabilidad fisica a la emulsién durante el

procesamiento y el almacenamiento (Dickinson, 2001).

Los materiales basados en proteinas como la polipéptida, la proteina de soja o los derivados
de gelatina pueden formar emulsiones estables con compuestos volatiles. Sin embargo, sus
solubilidades en agua fria, el potencial de reaccionar con carbonilos y alto costo limita su

utilizacion en la industria (Li et al., 2012).

7.3.3 Carbohidratos

Los carbohidratos consisten en monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Son muy
adecuados para la encapsulacion de colorantes para aplicaciones alimentarias porque ya se
utilizan ampliamente como ingredientes alimentarios seguros y econémicos. Los
carbohidratos se consideran un caparazon adecuado en procesos de alta temperatura debido
a su estabilidad de temperatura en comparacion con los lipidos o proteinas, que pueden
derretirse o desnaturalizarse cuando se someten a temperaturas mas altas. Estos materiales
tienen propiedades, tales como bajas viscosidades con alto contenido de solidos y buena

solubilidad que son deseables en un agente encapsulante (Boer et al., 2019).

Sin embargo, los materiales de pared que se basan en estos compuestos tienen propiedades
interfaciales pobres y deben modificarse quimicamente para mejorar su actividad superficial
(Yoshi et al., 2001).

Almidones

El almidon y los ingredientes a base de almidon se usan ampliamente en la industria
alimentaria para retener y proteger compuestos volatiles. Pueden actuar como portadores de

la encapsulacion de aroma, sustitutos de grasa y también estabilizadores de emulsién. Los
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granulos de algunas variedades de almidones tienen poros superficiales de 1-3 pm de
didmetro, estos pequefios granulos de almidon tienen la capacidad de combinarse en esferas
porosas cuando se secan con pequefias cantidades de agentes de union como proteinas o una

amplia gama de polisacaridos solubles en agua (Zhu, 2017).

La union de compuestos volatiles al almidén se ha clasificado en dos tipos. Por un lado, el
compuesto rodeado por la hélice de amilasa a traves de enlaces hidréfobos se conoce como
un complejo de inclusién. Por otro lado, se han determinado las interacciones polares que
implican enlaces de hidrgeno entre los grupos hidroxilo de los compuestos de almidon y el
compuesto volatil (Arvisenet et al., 2002).

Maltodextrinas

Las maltodextrinas se forman hidrolizando parcialmente la harina de maiz con acidos o
enzimas y se suministran como equivalentes de dextrosa. Las maltodextrinas manifiestan la
capacidad de formar matrices que son importantes para formar microcapsulas. Al seleccionar
los materiales de la pared para la encapsulacién, la maltodextrina es una buena opcion entre
costo y eficiencia, ya que es de sabor suave, tiene baja viscosidad en una alta proporcion
solida y esta disponible en diferentes pesos moleculares promedio (Madene et al., 2006).

Las maltodextrinas proporcionan una buena estabilidad oxidativa a los compuestos
encapsulados, pero exhiben una capacidad de emulsion pobre, baja estabilidad de la emulsién
y retencion minima (Gharsallaoui et al., 2007).

7.3.4 Lipidos

Entre los sistemas de encapsulacion, las particulas a base de lipidos son sistemas
prometedores para la encapsulacion y el suministro de ingredientes generalmente poco

solubles. Para la aplicacion de encapsulacion utilizando lipidos, la investigacion es escasa
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hasta la fecha. Ademas, la sintesis de particulas o vehiculos se realiza a menudo mediante un
método diferente a las técnicas mas convencionales (secado por aspersion). Por lo tanto, las
particulas de lipidos que ofrecen un uso potencial para la aplicacion de la encapsulacion,
Ilamados, nanoparticulas de lipidos s6lidos y portadores de lipidos nanoestructurados (De
Boer et al., 2019).

Las nanoparticulas de lipidos solidos se desarrollaron como un sistema de
vehiculo alternativo a los vehiculos tradicionales existentes, como las

emulsiones y las particulas poliméricas. Las nanoparticulas lipidicas solidas

son dispersiones coloidales acuosas cuya matriz esta formada por lipidos

Solid lipid
nanoparticle (SLN)

solidificados muy estructurados (Figura 11). Los tamafios de particulas fr 11
igura

tipicos de este método estan en el rango de 40 a 1000 nm (Eghbal & Nanoparticula de
lipidos sélidos

Choudhary, 2018). (Eghbal &
Choudhary, 2018)

Los portadores de lipidos nanoestructurados consisten en una mezcla de

lipidos solidos y liquidos que crea una matriz menos ordenada (Figura 12)

que permite una mayor capacidad de carga y una menor posibilidad de

Nanostructured

-7 / . , R lipid carrier (NLC)
expulsion del farmaco durante el almacenamiento. El proceso de sintesis e 12
igura
se puede modificar para producir dispersiones de particulas de lipidos con  Portadores de
lipidos
un contenido de sdlidos del 30 al 80% (Eghbal & Choudhary, 2018). nanoestructurados
(Eghbal &

Choudhary, 2018)
Dentro de los principales agentes encapsulantes de carécter lipidico estan:
grasa lactea, lecitinas, ceras, acido estearico, monoglicéridos, diglicéridos, parafinas, aceites
hidrogenados como el aceite de palma, algodén y soya; son excelentes formadores de
peliculas capaces de cubrir las particulas individuales, proporcionando una encapsulacion

uniforme (Gharsallaoui et al., 2007).
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7.4 ESPOROPOLENINA

Los granos de polen de las plantas con flores y las esporas de las plantas sin flores tienen una
estructura de pared de doble capa que protege su contenido. La pared interna se compone
principalmente de celulosa y otros polisacaridos (Shaweds, 1990).

La intina es la capa interna de la pared del grano de polen, debajo de la exina y bordeando la
superficie del citoplasma. Por tanto, no es resistente a la acetolisis y, por tanto, esta ausente
en el material palinoldgico. La intina a veces se Ilama endospora, en las paredes de las
esporas. La intina se puede dividir en dos subcapas: endintina, la zona celulosica interna, mas
gruesa, que se encuentra adyacente al citoplasma y se tifie positivamente con yodo en &cido
sulfarico; y exintina, la exterior, méas fina, péctica, que tifie positivamente con azul alcian
(Barrier & Sylvain, 2008).

La exina es la capa exterior de la pared del grano de polen. La exina de las esporas a veces
se denomina exospora. Segun criterios puramente morfoldgicos, la exina se subdivide en una
zona exterior, esculpida, sexina, que se encuentra sobre una parte interior no esculpida, nexin
(Barrier & Sylvain, 2008).

En 1814, John Wiley fue el primero en comentar sobre la morfologia del material de la pared
de polen de tulipan, al que llamo "pollenina™. Braconnot informo mas tarde de tal morfologia
en 1829 en la pared de polen del junco (Scirpoides holoschoenus), a la que llamo
"esporonina”. Casi un siglo después, Zetzsche hizo un estudio sistematico para caracterizar
el material de las esporas asexuales de Lycopodium clavatum L. Combind los nombres
anteriores para formar la palabra “esporopollenina™, como término genérico para el material
de exina resistente que forma tanto las esporas como las paredes de los granos de polen, ya
que parecian ser del mismo o tener un caracter quimico muy similar. Mas simplemente, la
esporopolenina se ha definido como "el material resistente no soluble que queda después de

la acetolisis” (Mackenzie et al., 2015).
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La capa externa (exina) de un grano de polen est4 hecha de esporopolenina, un polimero
organico similar a los lipidos que es extremadamente resistente y produce posiblemente las
capsulas mas robustas de la naturaleza. Las exinas han evolucionado para ser capsulas
eficientes de origen natural, ya que son necesarias para proteger el material genético frégil
contenido por esporas (esporoplasma), de condiciones tales como estrés mecanico,
exposicion intensa a la luz ultravioleta y oxidacion aérea (Robinson & Mauger, 1991). La
resistencia fisica de la esporopolenina se ilustra por ser el Gnico material que permanece
intacto en las exinas encontradas en antiguas rocas sedimentarias, que tienen al menos 500

millones de afios (Sylvain et al., 2010).

Se ha afirmado que la esporopolenina, puede ser utilizado como material para formar
capsulas y que presenta ventajas sobre otras sustancias cominmente utilizadas para formar
capsulas, ademas de ser ecoldgicas, economicas y de facil acceso, las exinas de
esporopolenina resisten condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas extremas, y en cierta
medida, absorben la luz ultravioleta (Jungfermann et al., 1997). Las exinas son relativamente
inestables a condiciones como la desnaturalizaciéon u oxidacién. Se ha publicado
relativamente poco para ilustrar el potencial de las exinas de esporopolenina en la
encapsulacion y hasta la fecha no se ha informado de ningun ejercicio que demuestre la
integridad de los materiales después de la encapsulacion y la recuperacion (Atkin et al.,
2010).

Se sabe que existen canales naturales a través de la exina en una espora viva, lo cual es
necesario para suministrar el esporoplasma con nutrientes. Los canales identificados mas
evidentes son las aberturas en las paredes de las esporas, cuyos dos tipos son (i) aberturas,
grandes de 1-2 mm de diametro y (ii) canales de tamafio nano, que son mucho mas estrechos

de didmetro 15 —20 nm para L. clavatum (Sylvain et al., 2010).

Utilizando tratamientos quimicos adecuados, es posible extraer la espora o el polen "crudo”
para producir capas huecas intactas que consisten solo en los recubrimientos de

esporopolenina exina (Atkin et al., 2010). La esporopolenina se obtiene tipicamente en forma
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de cépsulas a través del tratamiento quimico (&cido, base y cloroformo, etc.) de los polenes
de las plantas, lo que resulta en la eliminacion de proteinas y materiales genéticos (Kaya et
al., 2016).

En algunos estudios, las muestras de esporopolenina se usaron en la industria alimentaria
como cépsulas para enmascarar el sabor del aceite de higado de bacalao, el aceite de girasol
y el aceite de pescado. Estos estudios mostraron que las muestras de esporopolenina son

seguras para el consumo humano (Kaya et al., 2016).

La caracteristica mas importante es el tamafio homogéneo de la esporopolenina derivada de
plantas de la misma especie o de especies diferentes (Mundargi et al., 2016). Las particulas
de esporopolenina son mono dispersas, lo cual es raro en la naturaleza y todas las particulas
son muy similares en morfologia y tamafio de cualquier especie. Por lo general, tienen forma
redonda y tienen grandes cavidades internas (Figura 13) con paredes de entre 1 y 2 um de
espesor. Se encuentran en la naturaleza de 1 a 240 um de diametro. Es importante destacar
que las esporas y sus exinas de esporopolenina extraidas se pueden elegir de acuerdo con los

requisitos de tamafio para una aplicacion particular (Tutar et al., 2009).

Figura 13 Espora de L.clavatum y espora tratada con dcidos de L.clavatum (Sylvain et al., 2010)
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La estructura quimica detallada de la esporopolenina aln se desconoce. Se ha encontrado que
su formula empirica es CooH144027 (Tutar et al., 2009). Se han realizado muchas técnicas
analiticas para revelar su naturaleza quimica; sin embargo, la informacion disponible sobre
su estructura quimica adn es limitada y necesita aclaracion. Sin embargo, algunos estudios
indicaron que la esporopolenina es principalmente un polimero alifatico con grupos fendélicos
y aromaticos o cadenas laterales conjugadas. Se considera una macromolécula compuesta

principalmente por carotenoides y ésteres de carotenoides (Sargin & Arslan, 2015).

7.4.1 Esporopolenina en transporte de farmacos

Estudios recientes han demostrado que el vacio en la exina de la esporopolenina es efectivo
para el transporte de distintos tipos de farmacos al igual que también pueden servir como
parametro de estudio de liberacidn de farmacos. Especialmente, la estabilidad quimica y la
robustez de las capsulas de esporopolenina a condiciones del tracto gastrointestinal se han
reconocido en un estudio anterior. Las caracteristicas mas atractivas para la utilizacion de la

esporopolenina como transporte de farmacos son: (Akyuz et al., 2017)

e Biocompatibilidad constante.

e Mucoadhesivo.

e Uniformidad en forma y tamafio.

e Tener cavidades internas que permiten la encapsulacion.
e Resistencia a medios quimicos agresivos.

e Estabilidad térmica.

e Naturaleza renovable.

e Tamafio de ~ 20 um.

En la Gltima década, el desarrollo de materiales microporosos y nanoporosos como sistemas
controlados de administracion de farmacos ha atraido la atencion de los investigadores. Se
ha descubierto que las propiedades de la superficie, el tamafio, la estructura y la morfologia
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de los materiales porosos se pueden utilizar facilmente para fines controlados de carga,
liberacion y administracion de farmacos. La administracion oral de medicamentos es la via
mas popular de administracion debido a los bajos costos de produccion y al cumplimiento a
largo plazo; Ademas, la administracién oral de farmacos también aumenta el valor
terapéutico de los farmacos. Sin embargo, las duras condiciones del tracto gastrointestinal
(GI), incluida la posible degradacion enzimética y las condiciones de pH variable, afectan y
aumentan drasticamente la complejidad de la administracion oral de medicamentos (Alshehri
etal., 2016).

Se han empleado varios sistemas de administracion de farmacos, como silice mesoporosa,
fosfato de calcio, hidroxiapatita, xerogeles, hidrogeles y biopolimeros, para proteger la
degradacion de farmacos en el tracto gastrointestinal y para la administracion controlada de

farmacos (Diop et al., 2015).

La mayoria de los portadores de farmacos notificados anteriormente tenian varias
deficiencias, como biocompatibilidad y citotoxicidad. Por lo cual, motivados por el éxito de
la liberacion de farmacos impulsada por la porosidad, la utilizacion de un material poroso
natural monolitico no toxico, estructuralmente robusto y facil de funcionalizar, denominado
capsula de esporopollenina exina (SEC), como sistema de administracion de farmacos atrajo
la atencidn para su utilizacion debido a que es altamente estable y versatil con varias ventajas
sobre los polimeros artificiales y otros polimeros naturales (resinas acrilicas y quitosano)
(Alshehri et al., 2016).

7.4.2 Esporopolenina como soporte de catalizadores

En sistemas de catalizadores heterogéneos, el soporte juega un papel vital en el rendimiento
de conversion, la longevidad y la estabilidad térmica y mecanica del catalizador. Estos
parametros determinan predominantemente si un catalizador es factible para operaciones
industriales que requieren un alto nimero y frecuencia de rotacion. Ademas, en comparacion

con los soportes sintéticos convencionales, ha habido un creciente interés en el disefio de
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materiales de soporte ambientalmente seguros para sistemas de catalisis (Rostamnia et al.,
2016).

A lo largo de los afios, varios materiales de soporte de base bioldgica derivados de la celulosa,
el alginato y el quitosano han mostrado un mejor rendimiento de reaccion y selectividad que
sus homdlogos sintéticos. Sin embargo, en muchos estudios se han observado pérdidas
notables en la estabilidad térmica y mecéanica de dichos soportes tras las modificaciones
quimicas y la carga de iones metalicos debido a la interrupcion de los enlaces de hidrogeno
entre las hebras de polimero. Este es un problema grave para los sistemas de catalizadores
que requieren altas temperaturas y tratamientos prolongados. La estabilidad térmica mas baja
restringe la reutilizacion del catalizador y aumenta los costos operativos. Se desean soportes
de catalizadores producidos a partir de biopolimeros con mayor estabilidad quimica,
mecanica y térmica, particularmente para que los sistemas de catalizadores sean aplicables a

escala industrial (Anuradha et al., 2015).

Estudios han demostrado que los polimeros bioldgicos robustos como la esporopolenina son
adecuados como material de soporte del catalizador. Se ha documentado el disefio de un
silano térmicamente estable y microcépsulas de esporopolenina modificadas con base de
Schiff como soporte para el catalizador de paladio (11). Los hallazgos del estudio demostraron
que las cépsulas de esporopolenina pueden ser excelentes materiales de soporte de
catalizadores considerando sus propiedades Unicas como alta estabilidad térmica, resistencia
mecénica, facilidad de modificacion, naturaleza ambientalmente segura y resiliencia
bioldgica y quimica. Estas son propiedades superiores a los catalizadores de paladio sobre

soportes sintéticos. (Baran et al., 2017).

7.4.3 Esporopolenina en remocion de contaminantes.

Los cuerpos de agua estan contaminados con iones de metales pesados a través de la descarga
de desechos de muchas industrias, como el revestimiento de metales, la mineria, la
fabricacion de dispositivos textiles y eléctricos. Los efluentes residuales de estas operaciones

industriales, sin tratar o incluso tratados, pueden tener cantidades importantes de iones de
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metales pesados. Los iones de metales pesados en los sistemas acuaticos y las aguas
subterraneas plantean riesgos para los organismos vivos al acumularse en la cadena
alimentaria debido a su movilidad, estabilidad y no biodegradabilidad. Cuando se consideran
sus efectos perjudiciales y su toxicidad, es fundamental eliminar los iones de metales pesados

para ahorrar recursos hidricos (Sargin & Arslan, 2015).

En esta preocupacion, para eliminar los contaminantes metalicos de una solucion acuosa se
ha desarrollado una gran variedad de técnicas que incluyen el intercambio de iones, la
6smaosis inversa, la filtracion por membranas, la evaporacion, la extraccion de disolventes y
la adsorcion. Entre estos métodos existentes, la adsorcion se ha convertido en una de las
técnicas mas prometedoras y efectivas debido a su mejor desempefio, disponibilidad de
diferentes adsorbentes, facil operacion y bajo costo. Por lo tanto, se ha prestado mucha
atencion al desarrollo de absorbentes practicos y econdmicos con aplicaciones potenciales en

la eliminacién de metales de soluciones acuosas. (Murat et al., 2014)

Sin embargo, en los ultimos afios, debido a la aplicacion de varios biomateriales con fines de
sorcion, el término adsorcion se ha vuelto mas popular como biosorcion. En esta perspectiva,
numerosos biomateriales, desechos agricolas, biopolimeros, desechos de plantas y varios
otros biomateriales modificados se han utilizado ampliamente para la eliminacion de iones
metalicos. de soluciones acuosas (Beindorff & Zuidam, 2009). En particular, la
esporopolenina, uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza, se ha utilizado
ampliamente para tratar diversos contaminantes toxicos de soluciones acuosas (Reddy et al.,
2012).

La capacidad de la esporopolenina para servir como sorbente se debe a la presencia de grupos
funcionales hidroxilo, carboxilo y carbonilo, estos grupos quelantes pueden formar
complejos con una variedad de iones metélicos. Por tanto, debido a su naturaleza polimérica,
bajo coste, disponibilidad en la naturaleza y posibilidad de introducir varios grupos
funcionales, la esporopolenina ha generado un gran interés en su aplicacion para la

eliminacion de metales pesados de soluciones acuosas (Murat et al., 2014).
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7.4.4 Esporopolenina como agente encapsulante en la industria alimentaria

Las capsulas se utilizan comunmente en la industria alimentaria. El aislamiento de productos
incompatibles se puede ejemplificar con el &cido citrico en tés, encapsulado debido al efecto
blanqueador de los taninos. La liberacion retardada de acidos se puede utilizar en embutidos.
Se puede observar una mejora en la manipulacion con algunos sabores hidrofobos como el

mentol o el limoneno (Barrier & Sylvain, 2008).

La proteccidon de los ingredientes alimenticios es el objetivo principal de la encapsulacion.
Muchos aromas artificiales, aceites esenciales, vitaminas, minerales, edulcorantes o
colorantes son especialmente sensibles al oxigeno y se benefician del encapsulamiento en

una barrera que impida su degradacion con el medioambiente (Anilakumar et al., 2010).

En general, se esperan varios efectos sobre un ingrediente encapsulado. A continuacion, se
dan dos productos a modo de ejemplos. Usan encapsulacién multipropésito contra los
problemas que se enumeran a continuacion: (Barrier & Sylvain, 2008)
e [-caroteno: insolubilidad en agua, problemas de formacion de polvo y sensibilidad a
la oxidacion del aire.
e Aspartamo: higroscopicidad, escasa fluidez, percepcion de dulzor breve e

inestabilidad térmica.

El aceite de higado, asi como algunos otros aceites de pescado, que son ricos en acidos grasos
poliinsaturados, llamados acido eicosapentaenoico y &cido docosahexaenoico, y en las
vitaminas A y D, pueden tener efectos positivos en las articulaciones, el corazén, el cerebro,
el sistema nervioso y la piel. Desafortunadamente en un ambiente normal rico en oxigeno,
los subproductos oxidados desarrollan rapidamente un sabor picante que es inaceptable para
muchas personas a pesar de su baja concentracién. Por tanto, este efecto limita el uso de
aceite de bacalao en los alimentos, especialmente si su incorporacion como ingrediente en

las preparaciones debe exponerlo al aire. Por lo tanto, una tecnologia econémica y renovable
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para enmascarar el picante sabor a pescado del aceite de higado de bacalao podria tener
amplias aplicaciones (Sylvain et al., 2010).

La encapsulacion de los aceites de pescado se ha logrado utilizando diferentes materiales y
técnicas, como la atomizacion ultrasonica de la emulsion de quitosano, o secado por

aspersion de emulsion de maltodextrina (Alamilla & Hermar, 2009).

Varios estudios han demostrado que las exinas de esporopolenina (SEC), extraidas de esporas
de Lycopodium clavatum facilmente disponibles y renovables, pueden utilizarse con eficacia
para el proceso de encapsulacion de alimentos para enmascarar el sabor del aceite de higado

de bacalao y proporcionar un material rico en aceite en forma de polvo (Sylvain et al., 2010).
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8. JUSTIFICACION

En los dltimos afios la industria alimentaria se ha enfocado en el desarrollo de nuevos
productos, ya que el consumidor se interesa por productos benéficos para la salud humana,
de origen natural, biodisponibles, de bajo costo y con un aporte nutricional para mejorar la
calidad y estilo de vida. Siguiendo con estos estdndares propuestos para la industria, una de
las problematicas mas comunes es el manejo de compuestos que son susceptibles a la
degradacion por factores ambientales como la luz, temperatura, humedad y oxigeno, por lo
que es de suma importancia desarrollar nuevas tecnologias eficientes y econdémicas para
poder conservar las propiedades de los compuestos de interés y evitar el deterioro o perdida

de estos.

Los &cidos grasos (tanto omega-3 como omega-6) como compuestos de interés son
indispensables dentro de una dieta sana y equilibrada, debido a que el cuerpo humano es
incapaz de producirlos de forma natural, a causa de esto el humano necesita consumirlos de
fuentes externas como lo son los aceites de ajonjoli y chia, respectivamente. Estos acidos
grasos tienen la propiedad de reducir los niveles de colesterol alto de forma més efectiva que

las grasas monoinsaturadas.

En el presente trabajo se propone utilizar la esporopolenina como biomaterial encapsulante
de los &cidos grasos poliinsaturados del aceite de chiay de ajonjoli, debido a las propiedades
que presenta la esporopolenina de ser un material de gran porosidad, termoestable, de

distribucion de tamafio homogéneo, de gran resistencia mecéanica y quimica.
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9. HIPOTESIS

La esporopolenina purificada permitira encapsular acidos grasos poliinsaturados como el
aceite de ajonjoli y aceite de chia con un mayor porcentaje de eficiencia de encapsulacion

con respecto a la esporopolenina no purificada.
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10. OBJETIVOS

10.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad encapsulante del biopolimero esporopolenina purificada y no purificada
como biomaterial de pared de aceites grasos poliinsaturados de aceite de ajonjoli y aceite de

chia.

10.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Extraer aceite de ajonjoli y de chia mediante un proceso de prensado en frio.

e Realizar purificacion de esporopolenina mediante un procedimiento fisicoquimico.

e Caracterizar fisicoquimica y térmicamente a la esporopolenina.

e Encapsular aceite de ajonjoli y de chia en esporopolenina por la técnica de contacto,
agitacion y vacio.

e Determinar el contenido de aceite superficial, aceite total en las capsulas y eficiencia
de encapsulacion.

e Obtener imagenes de la estructura externa de las exinas de esporopolenina mediante
microscopia optica y de barrido.

o Realizar perfiles de liberacion del aceite contenido en las capsulas.

e Comparar las eficiencias de los métodos de encapsulamiento, asi como realizar un

andlisis de ambas esporas (purificadas y no purificadas).
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11. MATERIALES Y METODOS

11.1 MATERIALES

Para la extraccion de los aceites a encapsular se utilizaron semillas de ajonjoli y chia

obtenidas de un centro comercial en la ciudad de Toluca, Estado de México.

La espora utilizada fue de la especie Lycopodium, asi como los reactivos y material (Acido
Clorhidrico (HCI), Hidréxido de potasio (KOH), Acetona (CH3COCH3), Etanol (C2H50H),
Acido Orto-Fosforico (H3PO4), Hidrdoxido de sodio (NaOH) y papel filtro) fueron adquiridos
por la empresa Sigma-Alrich S.A. de C.V. (Toluca, Estado de México, México)

El agua empleada en los experimentos fue agua destilada proporcionada por la planta piloto
de Ingenieria Quimica de la Unidad Cerrillo, de la Facultad de Quimica de la Universidad

Auténoma del Estado de México.

11.2 METODOS

11.2.1 Extraccion de aceites

Para la extraccion del aceite de ajonjoli y aceite de chia se utilizé el método de prensado en
frio. Se colocaron 300 g de semillas (ajonjoli o chia) dentro de un émbolo de 40 cm de largo
por 10 cm de didmetro, y este a su vez se colocd en una prensa hidraulica Tamer (modelo
PHT-20, Shangai, China) ejerciendo una presion gradual sobre el piston, hasta alcanzar las 9

toneladas de presion a temperatura ambiente (~ 20 °C).
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El aceite extraido se recolectd en un vaso de precipitado y posteriormente fue envasado en
frascos de vidrio color &mbar y almacenados en 4°C en un refrigerador comercial (Alpizar-
Reyes et al., 2020).

11.2.2 Caracterizacion de la esporopolenina

La espora no purificada de la especie Lycopodium fue caracterizada por las siguientes

técnicas:

Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR)

Los grupos funcionales de la esporopolenina se determinaron mediante espectroscopia
infrarroja de transformada de Fourier (FT-IR) utilizando un espectrofotometro de Infrarrojo
por Transformada de Fourier modelo Tensor 27, Bruker, con una fuente MIR y con el

accesorio de ATR modelo Platinum ATR, Bruker con cristal de diamante.

Caracterizacion térmica

La caracterizacion térmica se llevé a cabo mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC)
y un andlisis termogravimétrico (TGA). Ambos estudios, TGA y DSC, se llevaron a cabo
utilizando un analizador térmico Netzsch STA 449 F3 (Jupiter®, Selb, Alemania) con una
rampa de calentamiento de 10 °C / min, en una atmosfera de nitrégeno a una velocidad de
flujo de 20 mL / min. Las muestras se calentaron de 22 °C a 450 °C; se emplearon crisoles
de aluminio de 5 mm de didmetro. Se uso el algoritmo de suavizado Savitzky-Golay para las
curvas de TGA.
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9.2.3. Purificacion de esporopolenina

Se elimind todo el material que no pertenecia a la exina, capa exterior de la espora de polen,
donde se encuentra la esporopolenina de acuerdo con la metodologia propuesta por (Barrier
et al., 2010). 50 g de esporopolenina fueron lavados con acetona a reflujo mediante agitacion
a temperatura ambiente a una velocidad de 300 rpm durante 4 h, la mezcla resultante fue
filtrada para dejarse secar a temperatura ambiente toda la noche (Etapa 1, E1). Posterior al
tratamiento con acetona, las esporas fueron colocadas en una solucién 1M de hidroxido de
potasio con agitacion de 300 rpm a reflujo durante un lapso de veinticuatro horas para su

posterior filtrado (Etapa 2, E2).

Posteriormente, se realizo una serie de lavados a las esporas, cada lavado se llevo a cabo a
una agitacion de 300 rpm por un lapso de treinta minutos y su respectivo filtrado, el total de
lavados fueron cinco lavados con agua destilada a 60°C y cinco lavados con etanol a 30°C.
Después de los lavados, las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente durante toda

la noche con una estufa de conveccion forzada (FELISA, Ciudad de México) (Etapa 3, E3).

Las esporas fueron sometidas a un nuevo lavado con Acido Orto-Fosférico a temperatura
ambiente con una agitacion de 500 rpm y reflujo constante, este lavado se mantuvo durante
un lapso de siete dias consecutivos. Al pasar este tiempo, las esporas fueron filtradas y
lavadas con una solucién de acido clorhidrico 2M y un subsecuente lavado con una solucion
de hidréxido de sodio 2M, estos lavados se realizaron a temperatura ambiente con una
agitacion de 300 rpm durante un lapso de una hora cada lavado y un filtrado para cada
solucion (Etapa 4, E4). Posteriormente se realizaron lavados como los descritos en la etapa
3 empleando agua y acetona. Finalmente, las esporas se secaron a 45 °C hasta que alcanzaron
peso contante, lo cual fue aproximadamente en dos dias (Etapa 5, E5) y de esta manera se

obtuvieron esporas libres de esporoplasma a las cuales se les llamo “Esporas purificadas”.
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Figura 14 Espora no purificada

Figura 15 Espora purificada

11.2.4 Caracteristicas estructurales de la esporopolenina no purificada y purificada

Morfologia por microscopia electrénica de barrido

La morfologia superficial de las esporas se adquirié usando un microscopio electrénico de

barrido modelo JSM-6510 (Jeol Co. Ltd., Tokio, Japdn) con una aceleracion de voltaje de 1

45



a 30 kV. filamento de tungsteno, detectores de electrones secundarios y retrodispersos,
resolucion méxima de 5 nm en modalidad de alto vacio y con electrones secundarios,
acoplado a un detector de rayos X, para hacer analisis quimico por medio de Dispersion de
Energia (EDS) marca OXFORD, con resolucion de 137 eV.

Adicionalmente se empleé la técnica de espectroscopia de energia dispersada (EDS) para
identificar la composicion elemental de la esporopolenina de la clase Lycopodium con un
equipo modelo ULTIMA con tecnologia de optica de haz cruzado (CBO) patentada de
Rigaku con intervalo de medicion de -3 a 162 ° (maximo) y tension nominal del tubo
generador de rayos X de 60-150 kV con un detector contador de centelleo.

11.2.5 Encapsulacién de aceites en las esporas

El encapsulamiento de aceite en las esporas se realiz6 por tres métodos distintos los cuales
fueron: i) pasivo o de contacto; ii) por agitacion, y iii) al vacio, para los tres métodos se
encapsularon ambos aceites (ajonjoli, chia) y los dos tipos de esporas (no purificada y

purificada)

Encapsulamiento pasivo

Se pesaron 2g de esporas y se incorporaron en un vaso de precipitado de 50 mL,
posteriormente se fue afiadiendo lentamente con una pipeta Pasteur 6g de aceite hasta obtener
una relacion 1:3 de espora-aceite (w/w), el sistema se mantuvo a temperatura ambiente (~
20°C) durante el tiempo del proceso de encapsulacion que fue de 2 h aproximadamente; con

este metodo el aceite se introduce en la espora por difusion.
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Encapsulamiento por agitacion

Se pesaron 2g de esporas y se incorporaron en un vaso de precipitado de 50 mL,
posteriormente se fue afiadiendo lentamente con una pipeta Pasteur 6g de aceite hasta obtener
una relacion 1:3 de espora-aceite (w/w), el sistema se mantuvo a temperatura ambiente (~
20°C) durante el tiempo del proceso de encapsulacion, el sistema se agité con una espéatula

hasta que se logro tener una mezcla homogénea.

Encapsulamiento al vacio

Se pesaron 2g de esporas Yy se incorporaron en un matraz aforado de 50 mL, a estas esporas
se fue afiadiendo aceite con ayuda de una pipeta Pasteur hasta tener 6g de aceite hasta obtener
una relacién 1:3 de espora-aceite (w/w), el sistema se coloc6 en Vortex durante 5 min a 500
rpm. Posteriormente, el sistema fue llevado al vacio durante un periodo de tiempo de 2 h para

favorecer la difusién del aceite en el interior de la espora.

11.2.6 Eficiencia de encapsulamiento

Aceite superficial

El aceite superficial en microcapsulas se determind en base al método propuesto por Menin
et al. (2018) con algunas modificaciones. Brevemente, se dispersd un gramo de capsulas en
10 mL de n-hexano con agitacion continua a 200 rpm durante un minuto. La suspension se
filtré y el residuo se lavo tres veces con 5 mL de n-hexano. Las capsulas se secaron en una
estufa de conveccion forzada a 45°C hasta peso constante. El aceite superficial de las capsulas
se determind calculando la diferencia entre la masa de capsulas inicial y el peso de la muestra

obtenida después del secado.
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Aceite total

El contenido de aceite total se midi6 de acuerdo con el método descrito por con Rodea-
Gonzaélez et al. (2012). Brevemente, se formo una suspension a través de la dispersion de 2
g de céapsulas en 180 mL de n-hexano. El aceite se extrajo utilizando un sistema Soxhlet
(VLP-SER 148/6), con un tiempo de extraccion de 6 h. Después de la extraccion, las muestras
se secaron en una estufa de conveccion forzada a 45°C hasta peso constante. El contenido
total de aceite se calculé como la diferencia entre la masa inicial de capsulas y la masa de la

muestra obtenida después de la extraccion con Soxhlet.

Eficiencia de encapsulamiento

El porcentaje de eficiencia de encapsulamiento (EE) se determiné con la siguiente relacion
Rodea Gonzélez et al. (2012):

Oyt — Ouuperiici
EE% — ( total superficial ) %100 (1)

total

donde el aceite total (Otwtar) contempla la suma del contenido de aceite dentro de las capsulas
y en la superficie de estas, mientras que el aceite de la superficie (Osuperficiat) €S el aceite que
correspondid a el contenido de aceite no encapsulado que se encuentra en la superficie de las

particulas.
11.2.7 Perfiles de liberacion del aceite contenido en la esporopolenina

Los perfiles de liberacion del aceite de ajonjoli y aceite de chia en las esporas se obtuvieron
basados en el método de Peniche et al. (2004). Se llevo a cabo mediante agitacion de las

capsulas (0.5g) cargadas de cada sistema a diferentes intervalos de tiempo (1, 2, 4, 8, 16 y 32
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min) adicionadas con 10 mL de n-hexano contenidos en un vaso de precipitado de 50 mL. Al
término de cada intervalo de tiempo, las capsulas se separaron del solvente por filtracion, se
colocaron en recipientes de aluminio identificados y el residuo del solvente se secé en una
estufa por conveccién forzada a 35 °C. Por ultimo, la liberacion del aceite se calcul6
midiendo la pérdida de masa de cada muestra en los diferentes intervalos de tiempo después
de secar el residuo del solvente.
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12. RESULTADOS Y DISCUSION

12.1 Caracterizacion de la esporopolenina no purificada

12.1.1 Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

La estructura quimica de la esporopolenina no purificada fue obtenida por FT-IR. La
esporopolenina es un biopolimero con estructura compleja compuesto solamente por
hidrégeno (H), oxigeno (O) y carbono (C) con una cadena principal alifatica, cadenas
laterales compuestas de éteres aromaticos y carbonos conjugados. Estas cadenas estan
formadas principalmente por &cidos di-carboxilicos, acidos grasos, n-alcanos y grupos —OH
(Bernard et al., 2015).

El espectro FT-IR de las microparticulas de esporopolenina no purificada (Figura 16),
verifica la existencia de vibraciones pertenecientes a enlaces -OH en 3360 cm-1 propios de
la superficie de las microparticulas de la esporopolenina, las bandas en 2850-2925 cm
pertenecen a vibraciones de enlaces C-H debido a la presencia de alcanos. A nimeros de
onda de 1601-1760 y 650 cm™ se detectan bandas debido a vibraciones de enlaces C=C
pertenecientes a alquenos conjugados y anillos aromaticos, las bandas en 1440-1395 cm*
detectaron vibraciones de grupos O-H propios de &cidos carboxilicos, compuestos endégenos

de la compleja estructura de la esporopolenina.
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Figura 16 FT-IR de esporopolenina

12.1.2 Analisis Termogravimétrico y calorimétrico

El anélisis termogravimétrico se llevd a cabo para de monitorear cambios fisicos de la
esporopolenina no purificada en una atmosfera de N2, en un crisol de aluminio y con una
rampa de calentamiento de 20°C/min. En la Figura 17a, se muestra el termograma de las
microparticulas de esporopolenina en el cual se observan tres pérdidas de masa significativas
entre (a) 0-170 °C del -2.35 % en masa, (b) 170-345 °C del -6.21 %, (c) 345-550 °C del -
22.05 %. En la Figura 17b, se observa la curva calorimétrica de barrido diferencial (DSC),
en donde se observan 5 picos los cuales se presentan en la Tabla 5 y que corresponden a
reacciones de descomposicidn ya que existio una pérdida de masa considerable de hasta
30.61%.

Al analizar las curvas obtenidas por TGA y DSC, los tres picos en el intervalo de temperatura
de 86-124°C corresponden a la pérdida de masa asociada a la pérdida de vapor de agua y
dioxido de carbono (Alshehri et al., 2016). A la temperatura de 184°C y 235°C se registraron
dos picos estrechos asociados a la degradacion de grupos funcionales que contenian oxigeno,
a los 500°C la degradacion de grupos cetona correspondio a la pérdida de masa significativa,
datos que concuerdan con otros estudios de degradacién térmica hechos a la esporopolenina
(Bernard et al., 2015). Las microparticulas de la esporopolenina presentaron una temperatura

méaxima de degradacion de ~400°C con la pérdida de menos de 10% en masa.
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Figura 17 TGA y DSC de microparticulas de esporopolenina no purificada

Tabla 5 Picos encontrados DSC de Microparticulas de esporopolenina.

\[o}

Temperatura (°C)

Picos

AH (J/g)

Proceso

43.31 Endotérmico
2 124
3 184

16.31 Endotérmico
4 235
5 500 18.71 Endotérmico
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12.1.3 Caracteristicas estructurales de la esporopolenina no purificada y purificada

Microscopia electrdnica de barrido

Las imagenes obtenidas por medio de esta técnica permitieron conocer la estructura
microscopica de la esporopolenina no purificada y purificada. En la micrografia electrénica
de barrido presentada en la Figura 18, que corresponde a la esporopolenina no purificada se
puede observar un material s6lido mesoporoso por tener un tamario de poro de ~2 nm (Seehra
& Narang, 2016), con morfologia porosa uniforme en tamafio y distribucion (Baran et al.,
2016).

20 pm 1Y urn

p ~ " Qi 7, r
l:lia‘h?vac. SElI PC-std. 15kV x 1100 atw SEI PC-std. 15kV x 3000 e 1201312005 ylikE

Figura 18 Morfologia de microparticulas de esporopolenina no purificada

Mientras que en la Figura 19 se puede observar la micrografia de la esporopolenina obtenidas
después del procedimiento de purificacién donde se eliminé el material no exino y el material
genético que normalmente se encuentra dentro de la estructura de los granos de polen,

resultando la estructura porosa de la esporopolenina de aproximadamente 20 nm de largo.
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Figura 19 Morfologia de microparticulas de esporopolenina purificada

Al comparar ambas figuras, las correspondiente a los granos de polen no purificados respecto
a la esporopolenina purificada, se puede notar una diferencia, en donde se aprecia una
morfologia estructural superficial mas homogénea (més redondeada) y donde se muestra el

material organico en su interior.

Espectroscopia de energia dispersada (EDS)

La técnica EDS, proporcion6 informacion cualitativa y semicuantitativa sobre la
composicion elemental de la esporopolenina no purificada, esta técnica permitié identificar
ciertos elementos con firmas elementales Unicas. En la Figura 20, se muestra el mapeo de
EDS de las microparticulas de esporopolenina donde las altas concentraciones de carbono y

oxigeno asociadas a su composicion son evidentes (Murat Sener, 2014).
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Figura 20 EDS de Microparticulas de esporopolenina no purificada

A partir de la Tabla 6, se constata que el mayor porcentaje en la superficie de la
esporopolenina esta compuesto por C, N y O. Esta composicion resulto muy similar para la
esporopolenina purificada, esto debido a que el proceso de purificacion solo consto de
eliminar la materia organica del interior de las esporas, por lo que la composicion externa de
las microparticulas no se vio afectada, ademaés el proceso de purificacion no contemplo

cambios quimicos en la esporopolenina durante el procedimiento.

55



Tabla 6 Analisis cuantitativo de Microparticulas de esporopolenina no purificada.

Elemento | Radiografia Porcentaje de
caracteristica Masa
(keV) (%)

C 0.277 53.55+5

N 0.392 13.92 £5

O 0.525 15.29+5

Na 1.041 1.46 £5

Si 1.739 0.03 £5

Otros 0 15.75+5
TOTAL 100%

12.2 Propiedades encapsulantes de la esporopolenina

En las tablas 7-9 se muestran las propiedades encapsulantes de la esporopolenina sin purificar
y purificada para los diferentes métodos de encapsulamiento de los aceites de chia y ajonjoli,
respectivamente. Como se puede apreciar en el caso del aceite superficial, se observa en todos
los casos que la esporopolenina sin purificar contiene mayor cantidad de aceite que su
contraparte la esporopolenina purificada. Lo anterior evidencia por una parte que el método
de encapsulamiento juega un papel importante, donde los porcentajes mayores se tienen en
el método pasivo y por agitacion, respecto al método al vacio. Por otra parte, las esporas sin
purificar retienen mayor cantidad de aceite que las esporas purificadas, esto se puede deber
auna posible interaccion entre el aceite y la materia organica que se encuentra en la superficie

de las esporas conllevando a una mayor retencion de aceite.

Con respecto a la capacidad que tiene la esporopolenina de retener el aceite tanto en su
interior como en su superficie (aceite total), las tablas 7-9 muestran que la cantidad de aceite
que se encuentra en la esporopolenina es alta, teniendo un intervalo entre 0.70 y 0.82 g de
aceite / g de espora. Esta propiedad encapsulante también demuestra que el proceso de

encapsulacion cobra relevancia, donde el método de agitacion proporciona los valores mas
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altos, seguido del método pasivo y finalmente el método al vacio. Se infiere que el proceso
pasivo de encapsulamiento se da mediante un mecanismo de transferencia de masa difusivo,
el cual depende del tiempo; mientras que los métodos de agitacion y al vacio posiblemente
se estén llevando a cabo por conveccién y donde los gradientes de concentracion de aceite
son mayores en comparacion con los gradientes que se dan en el proceso de encapsulacion

pasivo.

La eficiencia de encapsulamiento es un parametro fundamental que dictamina la eficacia que
tiene un biopolimero para ser considerado un buen agente encapsulante, es decir, proporciona
y cuantifica la cantidad real de aceite que retiene en su estructura interna el biopolimero y
que le proveera proteccion durante su procesamiento, distribucion y almacenamiento. En las
tablas 7-9 se observa que la esporopolenina purificada tuvo mayor capacidad de retencion de
aceite, esto era de esperarse debido a que en el proceso de purificacion se elimina la materia
organica que se encuentra en la estructura interna de las esporas, favoreciendo que las
cavidades de las esporas tengan mayor area especifica para encapsular una mayor cantidad
de aceite que las esporas sin purificar. También se aprecia que el método de encapsulacién
al vacio favorecio la inclusion del aceite en el interior de las esporas, en comparacion con los
métodos pasivos y por agitacion. Otra observacion que se tiene es que el aceite de chia tiene
mayor afinidad con las esporas que el aceite de ajonjoli, ya que los porcentajes de
encapsulamiento son mayores con el aceite de chia, el cual es mas rico en omegas 3, mientras

que el aceite de ajonjoli es rico en omegas 6.

Aunque para todos los sistemas estudiados, la eficiencia de encapsulamiento resulto estar por
debajo del 50%, mientras que en el mercado existen otros tipos de biopolimeros como gomas,
proteinas, almidones que le confieren eficiencias de encapsulamiento a aceites como los que
se utilizaron en este trabajo por arriba del 80%; por ende, la esporopolenina no puede ser
considerado un excelente agente encapsulante, quiza se podria mejorar su eficacia si se le
confiere una modificacion quimica a su estructura, utilizarla en otros tipos de métodos de
encapsulamiento, o bien, emplear este biopolimero en combinacion con otro tipo de
biopolimero para incrementar su capacidad de encapsulamiento mediante una sinergia entre

ambos biomateriales.
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Tabla 7 Encapsulacion de los aceites por el método pasivo

Agente Aceite Aceite total Eficiencia de

encapsulante superficial (g/g espora)  encapsulamiento

(%) (%)

Chia Espora
. 67 0.75 34
purificada
Chia Espora sin
- 70 0.73 26
purificar
Ajonjoli Espora
= p 84 0.74 17
purificada
Ajonjoli Espora sin
- 86 0.77 15
purificar

Tabla 8 Encapsulacién de los aceites por el método de agitacion

Aceite Eficiencia de

Agente Aceite total
superficial encapsulamiento

encapsulante (%) (9/g espora) (%)

Espora
purificada

Espora sin
- 83 0.81 19
purificar

- Espora
Ajonjoli - 81 0.82 17
purificada

- Espora sin
Ajonjoli . 84 0.80 14
purificar
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Tabla 9 Encapsulacion de los aceites por el método al vacio

Aceite . Eficiencia de
_ Agente - Aceite total _
Aceite superficial encapsulamiento

encapsulante /g espora
p (%) (9/g espora) (%)

Espora
Chia .
purificada
. Espora sin
Chia . 69 0.70 29
purificar
- Espora
Ajonjoli - 62 0.74 29
purificada
- Espora sin
Ajonjoli - 72 0.75 25
purificar
12.3 Perfiles de liberacion de los aceites encapsulados en la esporopolenina

En la figura 21 se muestran los perfiles de liberacion de los aceites encapsulados en la
esporopolenina sin purificar y purificada. Los perfiles presentan un comportamiento
ascendente conforme se incrementa el tiempo, es decir, desde un punto de vista matematico
se tiene una forma exponencial. Los sistemas conformados con la esporopolenina sin
purificar libera menor cantidad de aceite, ya sea de ajonjoli o de chia, al parecer la topologia
externa en combinacion con la materia organica que se encuentra en la superficie y en el

interior de este polimero retarda la difusion del aceite del interior al exterior de las esporas.
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Figura 21 Perfiles de liberacion de los aceites encapsulados en la esporopolenina

Para explicar los posibles mecanismos de liberacion de los aceites en las esporas, se utilizaron
dos modelos cinéticos de liberacion, el modelo matemético de Higuchi y el modelo
matematico de Ley de Potencia, también conocido como el modelo de Peppas, ambos
modelos se encuentran descritos dentro de la tabla 10. En ambos modelos el parametro Q
describe la cantidad o el porcentaje de aceite liberado de las esporas; el parametro K es
adimensional y relaciona las caracteristicas estructurales y geométricas de la matriz
(esporopolenina), y n es el factor difusional que indica el mecanismo de liberacion del aceite
(Dima et al., 2016).

En este caso, en las capsulas o particulas, los valores de n indican los siguientes mecanismos
de liberacion: para n < 0.43, el mecanismo de liberacion dominante es la difusion de Fick
(transporte caso 1); 0.43 < n < 0.85 indica la combinacién simultanea de dos mecanismos, la
difusion y el hinchamiento del biopolimero (transporte no Fickiano o andmalo), y cuando n
> 0.85 el mecanismo corresponde a una cinética de liberacion de orden cero (transporte caso

I1) (Cortés-Camargo et al., 2019 Siepmann & Peppas, 2001).
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En la tabla 10 se aprecia que el modelo mateméatico que mejor describe los perfiles de
liberacion es el modelo tipo Ley de Potencia del modelo de Peppas, ya que los factores de
correlacion cuadraticos resultaron ser mas grandes que los valores obtenidos mediante el
modelo de Higuchi. Por ende, para el caso del modelo tipo Ley de potencia, se puede observar
que el valor del pardmetro n oscila entre 0.04 y 0.06 aproximadamente. Estos valores son
menores a 0.43, lo que significa que la liberacion de los aceites se da mediante el mecanismo

de transporte de materia por difusion tipo Fick de caracter difusivo efectivo aparente.

Tabla 10 Modelos cinéticos que describen los perfiles de liberacion de los sistemas
encapsulantes.

Modelo Espora purificada  Espora sin purificar Espora sin purificar  Espora purificada /

matematico / Chia / Chia / Ajonjoli Ajonjoli

Ley de n=0.0498 n=0.0620 n=0.0624 n=0.0661

potencia K=0.2207 K=0.1802 K=0.1739 K=0.1838
Q = Kt" R?=0.9940 R?=0.9454 R?=0.9618 R?=0.9791
— n=0.5 n=0.5 n=0.5 n=0.5
iguchi
K=0.00046 K=0.00048 K=0.00049 K=0.00056
Q =KVt 2 2 2 2
R*=0.9768 R°=0.8748 R“=0.9320 R°=0.9381

Con base en estos resultados, se asumid que los dos aceites (chia y ajonjoli) se liberaron
predominantemente por difusidn efectiva. Por lo tanto, se aplico la ley de difusion de la ley
de Fick para particulas esféricas asumiendo que: (1) los aceites se dispersan uniformemente
por toda la matriz de la esporopolenina; (2) la tasa de liberacion de los aceites esta gobernada
por el transporte de materia de estos aceites por los poros de la matriz que constituye la
esporopolenina; (3) no hubo contribucién del transporte de materia por conveccion y (4) las
dimensiones de las microparticulas permanecen constantes (didmetros de 10 pm,
aproximadamente). Posteriormente se procedié a calcular los coeficientes de difusion
efectivo aparente para los diferentes sistemas encapsulantes estudiados mediante la siguiente

expresion: (Beirdo-da-Costa et al., 2012)
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0.5
My D¢ 3D;
M—w—6(m) = Ec (2)

donde:

M, masa de soluto liberada en un tiempo t
M,,: masa de soluto liberada en un tiempo infinito
r: radio de esporopolenina

D,: coeficiente de difusion

Los valores de los coeficientes de difusion efectivo se presentan en la tabla 11. Como se
puede apreciar, los valores se encuentran en el orden de 2x107* m?/s, estos valores resultan
relativamente muy pequefios, lo que hace inferir que el tamafio de poro de la esporopolenina
se encuentra en el orden de los nandmetros, por lo que la resistencia al transporte de materia
es relativamente alta. Resultados similares han sido reportados para el encapsulamiento del
aceite esencial de orégano, donde se empleé6 inulina, gelatina y sacarosa como agentes
encapsulantes empleando el secado por aspersion como método de encapsulacién (Beirdo-
da-Costa et al., 2012).

Tabla 11 Coeficientes de difusion efectivo aparente de los sistemas encapsulados.

Sistema Coeficiente de difusion efectivo
Det (M?/s)
Espora purificada / Chia 2.22E-14
Espora sin purificar / Chia 2.27E-14
Espora purificada / Ajonjoli 2.25E-14
Espora sin purificar / Ajonjoli 2.29E-14
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13. CONCLUSIONES

La esporopolenina de la especie Lycopodium clavatum resultd ser térmicamente
estable en el intervalo de temperatura entre los 184 y 235 °C, asi como su estructura
evidencié una conformacion mesoporosa con morfologia uniforme en tamafio y

distribucion alrededor de 20 um de diametro aproximadamente.

La esporopolenina sin purificar mostrd porcentajes de aceite superficial mayores
respecto a la esporopolenina purificada, por lo que la remocion de materia organica
de la superficie externa del biopolimero impacta en esta propiedad encapsulante,

donde lo deseable es tener la menor cantidad de aceite superficial.

El contenido de aceite total presentd valores altos, demostrando la capacidad que
tienen las esporas de retener aceite tanto en su superficie como en su interior, en
conjunto con el método de encapsulacion por agitacion, teniendo contenidos de aceite

total entre 0.70 y 0.82 g aceite/g de espora.

Los porcentajes de eficiencia de encapsulamiento tuvieron valores por debajo del
50%, estando debajo de los reportados por otros tipos de agentes encapsulantes como
gomas, almidones, maltodextrinas, mucilagos. Lo anterior hace inferir que los
métodos de encapsulacion propuestos no fueron los adecuados, o bien, que la
esporopolenina no tiene la capacidad de encapsular y retener los aceites estudiados

dentro de su estructura porosa.
La liberacion de los aceites de la esporopolenina presentd perfiles deliberacion que

se ajustan adecuadamente a un modelo tipo Ley de potencia, donde el mecanismo de

transporte de materia se da por difusion.
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En términos generales, se puede concluir que esta especie de espora tiene
caracteristicas y propiedades que lo hacen atractivo como coadyuvante en el proceso
de encapsulacion de aceites grasos poliinsaturados, y que seria atractivo utilizarlo en
combinacidn con otro tipo de biopolimero y con otras técnicas de encapsulacién como

el secado por aspersion o la gelificacion ionica.
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