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CARO: Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxigeno, conocido en inglés cémo
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity).
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Cyclodextrin.



10

Resumen

En esta investigacion se utilizaron los residuos agroindustriales de tomate de
alinio para la obtencion de licopeno, un compuesto bioactivo con caracteristicas
funcionales interesantes para la industria nutracéutica y cosmética. El proceso global
incluyd la recoleccion de los residuos de una central de abastos del departamento de
Antioquia, el procesamiento y seleccion de estos, el secado mediante lecho fluidizado,
la extraccion del licopeno mediante fluidos supercriticos, la validacion del método
analitico por HPLC-DAD, el desarrollo de formulaciones mediante la elaboracion de
liposomas y secado por aspersion y el estudio correspondiente de su estabilidad y perfil
de liberacion.

Los resultados obtenidos permitieron verificar la validaciéon del método
cromatografico en la identificacién y cuantificacion de licopeno extraido por fluidos
supercriticos, establecer el tiempo y condiciones 6ptimas para su extracciéon (75°Cy 25
MPa), identificar los mejores agentes encapsulantes por secado por aspersion (goma
ardbiga y maltodextrina), los mejores fosfolipidos para la elaboracion de liposomas
(DPPC y HEL) asi como estudiar la estabilidad de los sistemas de encapsulacion en el
tiempo, bajo un tratamiento térmico y analizar el perfil de liberacion de licopeno

provenientes de estos sistemas en diferentes valores de pH.

Palabras Claves: Licopeno, residuos agroindustriales de tomate, extraccion por

fluidos supercriticos, encapsulacion, estabilidad.
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Introduccién

La industria agricola produce gran cantidad de residuos derivados del
procesamiento posterior a la cosecha, muchos de estos residuos cuando no son
debidamente manejados pueden ocasionar problemas ambientales, por lo que el
desarrollo de estrategias que impliquen una utilizacion eficiente de estos residuos
genera una solucion atractiva en la obtencién de nuevos productos junto con beneficios
econOmicos sociales y ambientales (Romo-Hualde, Yetano-Cunchillos, Gonzélez-
Ferrero, Saiz-Abajo, & Gonzalez-Navarro, 2012, 1045). En general, los residuos
agroindustriales contienen compuestos bioactivos que pueden ser utilizados en la
obtenciébn de productos con diferentes aplicaciones en industrias del sector
farmacéutico, cosmético y de alimentos (Strati & Oreopoulou, 2014, 311; VAagi et al.,
2007, 218). Sin embargo, en Colombia estos residuos no se han aprovechado de
manera eficiente debido a la dificultad de tener métodos apropiados para la obtencién
de sustancias con la calidad e inocuidad necesaria para ser incluidas en la elaboracién
de nuevos productos (Alzate, Jiménez, & Londofio-Londofio, 2011, 110).

Especificamente se ha reportado en uno de los abastecimientos de frutas y
hortalizas mas importantes de Colombia, la Central Mayorista de Antioquia, la
generacion de 32 metros cubicos diarios de residuos, de los cuales 6,57 son de tomate
de alifio (Gonzalez, 2013, 55). El tomate de alifio (Lycopersicum esculentum L.) se
cultiva ampliamente, con una produccion anual de 100 millones de toneladas en 144
paises, es el segundo cultivo mas importante en el mundo (Kalogeropoulos, Chiou,
Pyriochu, Peristeraki, & Karathanos, 2012, 213). Segun el departamento de estadistica

de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura



12

(FAOSTAT) China es el primer productor, seguido por la India y Estados Unidos
(FAOFAST, 2014). De acuerdo a la Encuesta Nacional Agropecuaria ENA 2014, el
cultivo de tomate en Colombia registr6 una produccion de 173.580 toneladas,
equivalente a una participacion del 17,12 % en la produccion de cultivos de hortalizas.
El departamento que presenté una mayor produccion fue Boyaca (57.300 toneladas)
seguido por Antioquia (28.196 toneladas) y Cundinamarca (25.862 toneladas)
(Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE), 2015)).

En el caso particular de los residuos del cultivo de tomate de alifio, se ha
generado un interés debido a la posibilidad de extraer compuestos bioactivos como
carotenoides, con propiedades fisicas y quimicas llamativas para las industrias
farmacéutica y alimentaria, en especial para el mercado de nutracéuticos (Santana-
Méridas, Gonzalez-Coloma, & Sanchez-Vioque, 2012, 447). EIl licopeno es el
carotenoide mayoritario en los tomates maduros, que le confiere el pigmento rojo
caracteristico de estos frutos. Debido a sus propiedades biolégicas y fisicoquimicas,
este compuesto ha sido estudiado en la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
degenerativas y algunos tipos de cancer (Okonogi & Riangjanapatee, 2015, 727
Waliszewski & Blasco, 2010, 254).

La extraccion de licopeno y otros compuestos bioactivos puede realizarse por
diferentes métodos, tales como extraccion liquido-liquido, soélido-liquido, extraccion
asistida por ultrasonido, extraccion enzimatica y extraccion por fluidos supercriticos
(Santana-Méridas et al., 2012, 451; Strati & Oreopoulou, 2014, 312). La extraccion con
fluidos supercriticos utilizando diéxido de carbono (SFE-CO,) es ampliamente utilizada

para la obtencion de compuestos no polares (Wijngaard, Hossain, Rai, & Brunton,
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2012, 505), por ejemplo la extraccion de compuestos lipofilicos provenientes de
productos agricolas (Xynos et al., 2012, 89). Se han reportado distintas investigaciones
para la extraccion de licopeno por fluidos supercriticos en las cuales se ha evaluado el
efecto de la temperatura, presion, flujo de CO,, tamafio de particula, presencia de co-
solvente y tiempo de extraccion (Baysal, Ersus, & Starmans, 2000, 5507; Nobre,
Palabra, Pessoa, & Mendes, 2009, 682; Perretti et al., 2013, 177; Zuknik, Norulaini, &
Mohd, 2012, 254).

En esta investigacién las variables de estudio para la SFE-CO, fueron presion y
temperatura. Una vez obtenido el extracto de licopeno proveniente de los residuos
agroindustriales de tomate de alifio, se plante6 llevar a cabo dos procedimientos de
encapsulacion. La microencapsulacion mediante secado por aspersion para la cual se
ha reportado investigaciones en la encapsulacion de licopeno utilizando diferentes
agentes encapsulantes tales como Capsul® (Rocha, Favaro-Trindade, & Grosso, 2012,
37), gelatina y sacarosa (Shu, Yu, Zhao, & Liu, 2006, 664), goma arabiga y proteina
aislada de soya (Li et al., 2015, 301). El otro método de encapsulacion utilizado, los
liposomas, han despertado interés en las investigaciones debido a su funcionalidad y
versatilidad de empleo ya que tienen la capacidad de incorporar moléculas hidrofilicas,
hidrofébicas y también de caracter anfifilico (Ruano, 2013, 22) asi como la liberacién
controlada y especifica del compuesto bioactivo, adicionalmente al utilizar compuestos
naturales en su elaboracion brindan biocompatibilidad y biodegradabilidad,
caracteristicas de gran importancia en los sectores farmaceuticos y de alimentos

(Pordevic et al., 20142, 469).
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En resumen esta investigacion planteé como objetivo la utilizacion de los
residuos agroindustriales de tomate de alifio para la obtencibn de un extracto de
licopeno obtenido por fluidos supercriticos SC-CO,, el cual fue empleado en la
formulacion de sistemas micro y nano estructurados que permitieron ofrecer una

posible aplicacién en la industria nutracéutica y/o farmacéutica.
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Justificacion

Debido al incremento en la demanda de productos con propiedades que
permitan mejorar la condicion de salud de los consumidores, la extraccion de
compuestos bioactivos presentes en residuos agroindustriales constituye una
oportunidad de contribuir al desarrollo industrial en un pais como Colombia que cuenta
con una amplia diversidad agricola.

En esta investigacion se utilizaron los residuos de tomate de alifio provenientes
de una central de abastos de Antioquia (en la cual se reportan mas de 6 metros cubicos
diarios de estos (Gonzalez, 2013, 55) y la tecnologia de fluidos supercriticos utilizando
CO, para realizar la extraccion del licopeno, un pigmento lipofilico que ha generado
gran interés por su funcion en la prevencion de enfermedades cronicas, sin embargo, la
caracteristica quimica que le confiere su alta actividad antioxidante también lo hace
susceptible de experimentar reacciones de degradacién durante su almacenamiento,
por lo cual, junto a la extraccion de este compuesto se plantea desarrollar una
formulacion de encapsulacién que ofrezca una mejoria en su estabilidad para su
incorporacion en una matriz determinada.

En primer lugar, los procedimientos tradicionales de extraccién con solventes
organicos pueden generar un impacto ambiental negativo, la extraccion con fluidos
supercriticos ha presentado una gran demanda para extraer compuestos con interés
nutricional y/o farmacéutico debido a una de las ventajas que presenta esta tecnologia
al generar productos libres de residuos toxicos. Uno de los compuestos mas utilizado

como solvente en su estado supercritico es el dioxido de carbono, ademas de la
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facilidad de llegar a su estado supercritico (temperatura y presion facilmente
alcanzable) no es inflamable y su costo es relativamente bajo comparado con otros
solventes.

Por otro lado, uno de los pardmetros mas criticos en la proteccién de los
compuestos es la eleccion del método de encapsulacion, por ello en este trabajo se
plante6 desarrollar dos métodos para encapsular licopeno: la elaboracion de liposomas
y la microencapsulacién por secado por aspersion.

Cada uno de los procesos descritos anteriormente: el aprovechamiento de
residuos agroindustriales de tomate, la extraccion de licopeno con SC-CO, y el
desarrollo de una formulacién mediante la encapsulacién del compuesto bioactivo,
representa un abordaje multidisciplinario que pretende contribuir no solo con un
desarrollo cientifico sino con un impacto en el sector agroindustrial, proporcionando
ventajas desde el punto de vista ambiental por la disminucién del volumen de residuos
de tomate que quedan en la regién sin utilizar; a nivel econémico, ofreciendo una
mejora en la tasa retributiva de los centros de abasto por la disminucién de los residuos
enviados al relleno sanitario; a nivel tecnoldgico, ofreciendo una alternativa por la
generacion de un ingrediente con valor agregado y la posibilidad de establecer alianzas
en empresas interesadas en la utilizacion de residuos agroindustriales y/o generacién

de compuestos bioactivos.
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Objetivos

Objetivo General:
Desarrollar una formulacion de licopeno encapsulado, extraido por fluidos
supercriticos a partir de residuos agroindustriales de tomate (Lycopersicum

esculentum).

Objetivos Especificos:

o Estandarizar las condiciones de extraccion de licopeno a escala de
laboratorio utilizando residuos agroindustriales de tomate.

o Determinar la formulacion adecuada para la encapsulacion del
licopeno mediante el desarrollo de sistemas nano (liposomas) vy
microestructurados (microparticulas).

o Caracterizar las nano y microparticulas obtenidas en la
encapsulacion del licopeno mediante parametros fisicoquimicos (morfologia,

tamafo, carga y contenido incorporado), estabilidad y perfil de liberacion.
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Marco Tebrico

Licopeno

El tomate es rico en compuestos bioactivos tales como licopeno, &cido
ascorbico, vitamina E, flavonoides (Gumusay, Borazan, Ercal, & Demirkol, 2015, 156)
los cuales presentan propiedades antioxidantes que resultan interesantes para la
elaboracién de productos nutracéuticos y farmacéuticos (Zuknik et al., 2012, 254). De
los pigmentos lipofilicos presentes en el tomate, el licopeno es el compuesto que se
encuentra en mayor proporcion, entre un 80% a 90% (Waliszewski & Blasco, 2010,
255), su concentracién puede variar de 30 a 200 mg /kg de fruta fresca y de 430 a 2950
mg /kg en base seca (Machmudah et al.,, 2012, 290). Referente a su estructura
quimica, esta conformado Unicamente por carbono e hidrogeno clasificandose asi
como caroteno dentro de la familia de los carotenoides (Vitale, Bernatene, & Pomilio,
2010, 196). Su cadena alifatica estd formada por cuarenta 4tomos de carbono, con
trece dobles enlaces, once de los cuales son conjugados (cadena poliénica),
caracteristica que le confiere alta reactividad frente al oxigeno y radicales libres
(Jomova & Valko, 2013, 102; Vitale et al., 2010, 197). Debido a la instauracion en su
cadena, también presenta sensibilidad a acidos, perédxidos y lipoxigenasas poliénicas
(Carranco, Calvo, & Pérez, 2011, 234).

A diferencia de otros carotenoides como el a y B caroteno, el licopeno no tiene
actividad de provitamina A debido a que carece de la estructura de anillo Y- idnico

(Waliszewski & Blasco, 2010, 256) (Figura 1). En comparacion con otros carotenoides
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como el beta-caroteno producido a gran escala por sintesis quimica, el licopeno es

obtenido de fuentes naturales a partir de hongos y plantas (Vitale et al., 2010, 197).
Figura 1. Estructura quimica del licopeno (a) isomero all- trans (b) isémero 15-cis. (Elaborada
con el programa ACD Labs. 6,0.).
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Comercialmente, el precio del licopeno esta relacionado con su origen, ya sea a partir
de tomate o del hongo Blakeslea trispora y con su pureza, pudiendo alcanzar USD
6000 /Kg (Tabla 1). EI comercio de licopeno se valoré para el 2003 en 27 millones de
dolares, pero desde 2006 ha estado creciendo en el mercado de los alimentos
funcionales y a pesar que esta muy por debajo comparado con otros carotenoides
como B-caroteno y luteina, se estima que para el 2018 llegue a unos USD 100 millones

(ODEPA, 2013,3).



Tabla 1.Datos comerciales del mercado mundial de licopeno

Ubicacién Origen del Pureza Precio
Producto Compaiiia dela Licopeno (%) ($/kg)
compafiia
Tomate Lyco Obipektin Suiza Tomates 0,16 12 23
160
NutriPhy Chr Hansen Dinamarca Tomates 3,8-4,2 635 83
Lycopene 100,
GIN601841
Licopeno Abl biotechnologies India Tomates 6 286 28
maduros
Licopeno Abl biotechnologies India Tomates 8 374 55
maduros
Licopeno Abl biotechnologies India Tomates 10 465 21
maduros
Lyc- O-Red® Buckton Scott Reino Unido Tomates
10% CWD Limited maduros >10 489 10
seleccionados y
no modificados
genéticamente
Lyc O Mato ® LycoRed Natural NorteAmérica Tomates 15 6 000 00
Products Industries
Ltd.
Licopeno Vita-solarbio China Blakeslea 5 11500
Natural Beadlet trispora (hongo)
5% CWS
Licopeno AHD International USA 5 163 00
Licopeno Vita-solarbio China Blakeslea 10 18500
Natural Beadlet trispora (hongo)
5% TAB
Licopeno Vita-solarbio China Blakeslea 10 195 00

Natural Beadlet

10% CWS

trispora (hongo)

Adaptada de: (Casas, Faraldi, & Bildstein, 2008, 24).
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El licopeno representa del 21-43 % de los carotenoides totales que se
encuentran en el suero humano, con niveles en el plasma en un rango de 0,22 a 1,06
nmol/mL (Waliszewski & Blasco, 2010, 255). Aunque en el tomate y sus productos
derivados, se encuentra principalmente el isbmero geométrico trans del licopeno (79-
91%), en los tejidos animales y humanos se acumula principalmente los isomeros cis,
los cuales presentan una mayor biodisponibilidad, probablemente por presentar una
mejor solubilidad en las micelas del acido biliar y por lo tanto una facilidad de ser

incorporados en los quilomicrones (Vitale et al., 2010, 197).

En la tabla 2, se describen algunos trabajos en los que se evalu6 el
comportamiento del licopeno en el tratamiento y prevencion de enfermedades cronicas.

(Vitale et al., 2010, 202).
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Tabla 2. Algunos estudios en los cuales se analiza los efectos del licopeno en el tratamiento y/o

prevencion de enfermedades.

Objetivo

Efecto

Comprobar la accion quimioterapéutica en
leucemias y linfomas.

Estudio en hombres con estadios T1y T2 de
adenocarcinoma prostético.

Corroborar la disponibilidad de licopeno.

Examinar el efecto del licopeno en siete lineas
de células humanas.

Verificar la modificacion de la expresion de la
proteina conexina 43 en una linea celular de
cancer de prostata.

Analizar la proliferacion y la apoptosis en
cuatro lineas celulares malignas.

Inhibicién de la actividad de la enzima
adenosindesaminasa (ADA).

Incremento de la concentracién de licopeno en
aproximadamente 3 veces los tejidos
prostaticos.

Mayor disponibilidad del licopeno administrado
en alimentos procesados suplementado en
tabletas.

La proliferacion celular no siempre se afecta
cuando la concentracion de licopeno no es muy
elevada.

Los cambios son independientes del contenido
de licopeno del tomate y son més evidentes
cuando el licopeno se administra en forma
pura.

Los efectos dependen de la dosis de licopeno y
del tipo de célula maligna.

Fuente: (Vitale et al., 2010, 202)

Deshidratacion:

La deshidratacion es una de las operaciones unitarias mas utilizadas para la

preservacion de alimentos, especialmente frutas y hortalizas cuyo contenido de agua

es superior al 80% (Sagar & Suresh, 2010, 15). Su objetivo es reducir el contenido de

agua en un alimento evitando reacciones de deterioro fisicoquimico y contaminacién

microbiolégico durante su almacenamiento (Lépez et al., 2013, 293). Adicionalmente la

deshidratacion ofrece una serie de ventajas comerciales tales como: facilidad de
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almacenamiento y transporte, aumento en el tiempo de permanencia del producto en
el mercado, un mayor aprovechamiento de las producciones (sobre todo en épocas de
superproduccién) y la generacion de oportunidades para el desarrollo de nuevos
productos con ingredientes funcionales (Garcia, Mufiz, Hernandez, Gonzélez, &
Ferndndez, 2013, 62; Nunes et al., 2016, 882).

Las principales variables que modulan la velocidad del movimiento del agua
desde el alimento hacia el exterior del mismo son: el tiempo, la temperatura y la
superficie de contacto del alimento con el fluido deshidratante, conforme se incrementa
la temperatura y la superficie de contacto del alimento con el fluido deshidratante,
aumenta la velocidad de deshidratacion, no obstante, temperaturas altas pueden
ocasionar pérdidas de compuestos bioactivos presentes en los alimentos (Ochoa-
Reyes et al., 2012, 39; Rodriguez et al., 2016, 537). Entre las diferentes metodologias
gue se han desarrollado para llevar cabo procesos de deshidratacion se encuentran
secado solar, aire caliente, microondas, liofilizacion, deshidratacion osmatica y lecho
fluidizado (Marin, Lemus, Flores, & Vega, 2006; Ochoa-Reyes et al., 2012, 39). En
esta Ultima tecnologia el producto se pone en contacto con el fluido deshidratante (aire
caliente) el cual genera un movimiento fluido y continuo de las particulas solidas
(fluidizacién), obteniendo un buen intercambio masico entre el producto y el fluido
deshidratante, por lo cual no se hace necesario el uso de temperaturas altas para
lograr buenas eficiencias en el proceso, otra de las ventajas que ofrece esta tecnologia
es la reduccion en el tiempo de secado (Bakal, Sharma, Sonawane, & Verma, 2012,
608), originando asi una reduccion en el costo del proceso. Esta tecnologia ha sido

utilizada para la deshidratacion y secado de alimentos tales como semillas (soya)
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(Perea, 2011, 48), papas (Bakal et al.,, 2012, 608), hortalizas (zanahoria, lechuga,
pimenton, arveja, cebolla, repollo, tomate) (Corporacion Universitaria Lasallista, 2011) y

frutas con alto contenido de vitamina C (Kumar, 2015, 4).

Tecnologias de extraccion:

Algunos métodos convencionales para la extraccién de licopeno de diferentes
fuentes incluyen mezcla de solventes como acetona, cloroformo, hexano, etanol,
acetato de etilo, benceno, éter de petréleo entre otros, los cuales pueden dejar trazas
en el producto final contaminandolo y proporcionando alguna posibilidad de riesgo por
su toxicidad, por lo cual estos métodos no resultan adecuados para usos cosméticos,
farmacéuticos y del area de alimentos (Roldan-Gutiérrez & Castro, 2007, 167).

Como alternativa surge la extraccion por fluidos supercriticos, la cual presenta la
ventaja de ser una técnica de extraccion mas limpia, de alta selectividad (la cual se
genera mediante la variacién de condiciones de presion y temperatura) y que permite
fraccionar y separar compuestos de acuerdo a su polaridad haciéndola una técnica
aplicable a nivel industrial (Peralta, 2010, 8). Uno de los compuestos que mas se utiliza
como fluido supercritico para realizar este tipo de extracciones es el CO, dadas las
ventajas que ofrece, presenta baja temperatura y presion critica (31,1 °C y 7,38 MPa
(Romo-Hualde et al., 2012,1045), alta difusividad, baja viscosidad baja densidad y
tension superficial, no es inflamable, ni corrosivo, ni toxico, adicionalmente presenta
una facil accesibilidad por su bajo costo y alta pureza (Ciurlia, Bleve, & Rescio, 2009,

338; Nyam et al., 2010,1278).
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En relacién a articulos cientificos en los que se reporta la extraccion de licopeno
empleando fluidos supercriticos, de acuerdo a la informacion disponible en la base de
datos Scopus', luego de emplear la férmula de blsqueda: TITLE-ABS-KEY
("supercritical fluids") AND TITLE-ABS-KEY (lycopene), se encuentra que entre el
periodo 1996-2016 en la literatura se reportan 739 articulos que relacionan licopeno y
fluidos supercriticos, siendo el afio 2014 el de mayor produccién con 101 articulos
identificados (figura 2). En la tabla 3 se indica la participacion de Colombia y de los

primeros diez paises en produccion de articulos.

Figura 2.Articulos reportados entre 1996 y 2016 sobre extraccion de licopeno empleando
fluidos supercriticos.
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Adaptada de: Scopusl. Fecha de consulta: 03-04-2016

! Scopus es una base de datos de literatura cientifica que incluye resimenes y citaciones de:
publicaciones cientificas revisadas por pares, libros académicos y memorias de conferencias. Disponible
en: https://www.elsevier.com/solutions/scopus
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Tabla 3.Pais de procedencia de autores de articulos reportados entre 1996 y 2016 sobre
extraccion de licopeno empleando fluidos supercriticos

Pais Art|’|(\:l;Ios Porcentaje
China 159 22%
Espafa 78 11%
Brasil 64 9%
Italia 52 7%
Estados Unidos 49 7%
Taiwan 36 5%
Japon 33 4%
Malasia 32 4%
India 30 4%
Alemania 26 4%
Colombia 6 1%
Otros Paises 174 23%
Total 739 100%

Adaptada de: Scopusl. Fecha de consulta: 03-04-2016

En cuanto a las tematicas y enfoques de estos articulos?, la mayor parte se
enfoca en el rea de quimica (24,5%), mientras que en segundo lugar se ubica ciencias
biolégicas y agricolas (19,3%), seguido de ingenieria quimica (15,9%). Las areas de

conocimiento relacionadas se presentan en la figura 3.

Los textos que relacionan alimentos y extraccion de licopeno a través de fluidos
supercriticos, con sus autores, nombre de articulos, afios y fuentes de publicacién, se

encuentran en la tabla 4

> Un mismo articulo puede estar relacionado con diversas areas de conocimiento, pero este analisis
considera la principal area de conocimiento del articulo.
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Figura 3.Areas y enfoques de articulos reportados entre 1996 y 2016 sobre extraccion de
licopeno empleando fluidos supercriticos.
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Tabla 4. Articulos, autores e intensidad de citacion en publicaciones que relacionan extraccién
de licopeno a través de fluidos supercriticos entre 1998 y 2016.

Ao, Fuente,
Autores Nombre Articulo Paginas y No.
Citaciones

Durante, M., Lenucci,
M.S., Marrese, P.P.,
Rizzi, V., De Caroli, M.,
Piro, G., Fini, P., Russo,
G.L., Mita, G.

a-Cyclodextrin encapsulation of
supercritical CO, extracted oleoresins
from different plant matrices: A stability
study

(2016) Food
Chemistry, 199, pp.
684-693.

Lenucci, M.S., De Caroli,
M., Marrese, P.P., lurlaro,
A., Rescio, L., Bohm, V.,
Dalessandro, G., Piro, G.

(2015) Food
Chemistry, 170, pp.
193-202. Cited 4
times.

Enzyme-aided extraction of lycopene
from high-pigment tomato cultivars by
supercritical carbon dioxide

Strati, I.F., Oreopoulou, Recovery of carotenoids from tomato

V. processing by-products - A review (2014) Food

Research



Durante, M., Lenucci,
M.S., Mita, G.

Perretti, G., Troilo, A.,
Bravi, E., Marconi, O.,

Galgano, F., Fantozzi, P.

Domadia, B.A., Vaghela,
N.R.

Lenucci, M.S., Durante,
M., Anna, M.,

Dalessandro, G., Piro, G.

Domadia, B.A., Vaghela,
N.R.

Rostagno, M.A., D'Arrigo,

M., Martinez, J.A.,
Martinez, J.A.

Shi, J., Yi, C., Ye, X,

Xue, S., Jiang, Y., Ma, Y.,

Liu, D.

Rigqi, E.

Supercritical carbon dioxide extraction of
carotenoids from pumpkin (Cucurbita
spp.): A review

Production of a lycopene-enriched
fraction from tomato pomace using
supercritical carbon dioxide

Supercritical fluid extraction of lycopene
from tomatos by using CO2 as a solvent:
A review

Possible use of the carbohydrates
present in tomato pomace and in
byproducts of the supercritical carbon
dioxide lycopene extraction process as
biomass for bioethanol production

A review on supercritical fluid extraction
of lycopene from tomatos by using CO2
as a solvent

Combinatory and hyphenated sample
preparation for the determination of
bioactive compounds in foods

Effects of supercritical CO, fluid
parameters on chemical composition and
yield of carotenoids extracted from
pumpkin

Recent patents on the extraction of
carotenoids
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International, 65
(PC), pp. 311-321.
Cited 2 times.

(2014) International
Journal of Molecular
Sciences, 15 (4), pp.
6725-6740. Cited 5
times.

(2013) Journal of
Supercritical Fluids,
82, pp. 177-182.
Cited 7 times.

(2013) Journal of
Chemical and
Pharmaceutical
Research, 5 (4), pp.
188-191. Cited 3
times.

(2013) Journal of
Agricultural and Food
Chemistry, 61 (15),
pp. 3683-3692. Cited
5 times.

(2013) Journal of
Chemical and
Pharmaceutical
Sciences, 6 (2), pp.
102-105.

(2010) TrAC - Trends
in Analytical
Chemistry, 29 (6), pp.
553-561. Cited 24
times.

(2010) LWT - Food
Science and
Technology, 43 (1),
pp. 39-44. Cited 27
times.

(2010) Recent
Patents on Food,
Nutrition and
Agriculture, 2 (1), pp.
75-82. Cited 5 times.



Vaughn Katherine, L.S.,
Clausen Edgar, C., King
Jerry, W., Howard Luke,
R., Julie, C.D.

Blanch, G.P., Ruiz del
Castillo, M.L., del Mar

Caja, M., Pérez-Méndez,

M., Sanchez-Cortés, S.

Choksi, P.M., Joshi, V.Y.

Vagi, E., Simandi, B.,
Vasarhelyiné, K.P.,
Daood, H., Kéry, A.,
Doleschall, F., Nagy, B.

Herrero, M., Cifuentes,
A., Ibafiez, E.

Seo, J.S., Burri, B.J.,

Quan, Z., Neidlinger, T.R.

Yang, S.X., Shi, W.,
Zeng, J.

Pdl, J., Hybtylainen, T.,

Ranta-Aho, O., Riekkola,

M.-L.

Sabio, E., Lozano, M.,

Montero De Espinosa, V.,

Mendes, R.L., Pereira,
A.P., Palavra, A.F.,
Coelho, J.A.

Extraction conditions affecting
supercritical fluid extraction (SFE) of
lycopene from watermelon

Stabilization of all-trans-lycopene from
tomato by encapsulation using
cyclodextrins

A review on lycopene - Extraction,
purification, stability and applications

Supercritical carbon dioxide extraction of
carotenoids, tocopherols and sitosterols
from industrial tomato by-products

Sub- and supercritical fluid extraction of
functional ingredients from different
natural sources: Plants, food-by-products,
algae and microalgae - A review

Extraction and chromatography of
carotenoids from pumpkin

Modelling the supercritical fluid extraction
of lycopene from tomato paste waste
using neuro-fuzzy approaches

Determination of lycopene in food by on-
line SFE coupled to HPLC using a single
monolithic column for trapping and
separation

Lycopene and B-Carotene Extraction from
Tomato Processing Waste Using
Supercritical CO,
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(2008) Bioresource
Technology, 99 (16),
pp. 7835-7841. Cited
30 times.

(2007) Food
Chemistry, 105 (4),
pp. 1335-1341. Cited
34 times.

(2007) International
Journal of Food
Properties, 10 (2), pp.
289-298. Cited 19
times.

(2007) Journal of
Supercritical Fluids,
40 (2), pp. 218-226.
Cited 70 times.

(2006) Food
Chemistry, 98 (1), pp.
136-148. Cited 386
times.

(2005) Journal of

Chromatography A,
1073 (1-2), pp. 371-
375. Cited 50 times.

(2004) Lecture Notes
in Computer Science
(including subseries
Lecture Notes in
Artificial Intelligence
and Lecture Notes in
Bioinformatics), 3174,
pp. 880-885. Cited 2
times.

(2004) Journal of
Chromatography A,
1052 (1-2), pp. 25-
31. Cited 28 times.
(2003) Industrial and
Engineering
Chemistry Research,
42 (25), pp. 6641-
6646. Cited 84 times.
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(2002) Journal of
Agricultural and Food
Chemistry, 50 (9), pp.

Rozzi, N.L., Singh, R.K,,

Vierling, R.A., Watkins, Supercritical fluid extraction of lycopene

from tomato processing byproducts

B.A. 2638-2643. Cited 110
times.
(2000) Journal of
Baysal, T., Ersus, S., Supercritical CO, extraction of 3-carotene é%g:#il;?rralfg ((jlli()md
Starmans, D.A.J. and lycopene from tomato paste waste Y '

pp. 5507-5511. Cited
149 times.

Adaptada de: Scopusl. Fecha de consulta: 15-01-2016

Microencapsulacion

La microencapsulacion es definida como un proceso en el cual pequefas
particulas o gotas de liquido son rodeadas por un recubrimiento, la matriz que recubre
es conocida como pared y el material interno es denominado nucleo, el cual puede
estar formado por uno o varios componentes. La eficiencia en la encapsulacion esta
relacionada tanto con las caracteristicas fisicoquimicas del material encapsulante como
con las del ndcleo: funcionalidad quimica, solubilidad , polaridad y volatilidad
(Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley, & Saurel, 2007, 1108).

Numerosas sustancias han sido estudiadas como agentes encapsulantes para la
preparacion de microparticulas, estos materiales incluyen polimeros de origen sintético,
gue pueden ser biodegradables como no biodegradables y de origen natural,
provenientes usualmente de proteinas y carbohidratos (ej: almiddén, agarosa,
carragenina) (Vikrant K. et al., 2011, 171). Los almidones, han sido ampliamente
utilizados dada su buena solubilidad, baja viscosidad y alto contenido de sdlidos, sin

embargo la mayoria de ellos carecen de propiedades interfaciales requeridas para
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obtener altas eficiencias de encapsulacion, por lo cual muchas veces son modificados o
combinados con otros componentes tales como gomas o proteinas (Gharsallaoui et al.,
2007, 1114). Las gomas, las cuales son utilizadas de manera verséatii en la
microencapsulacién de alimentos por sus propiedades emulsificantes y de formacion de
pelicula (Akhavan, Jafari, Assadpoor, & Dehnad, 2016, 380). Las proteinas, las cuales
presentan un caracter anfifilico que les confiere propiedades funcionales vy
fisicoquimicas requeridas para encapsular materiales hidrofobicos (Gharsallaoui et al.,
2007, 1114). Dentro de las proteinas comunmente usadas para la encapsulacion de
alimentos se encuentran caseina, suero, gelatina, soya y proteina proveniente de
cereales (Nesterenko, Alric, Silvestre, & Durrieu, 2013, 470).

La microencapsulacion ofrece una serie de ventajas tales como: la disminucién
de la reactividad del nucleo con factores ambientales, la reduccion en la velocidad de
transferencia del material encapsulado al medio externo, la liberacion controlada del
ndcleo y el enmascaramiento del sabor del nucleo (Gharsallaoui et al., 2007, 1108;
Madhav & Kala, 2011, 1243).

El secado por aspersion, secado por enfriamiento, secado por congelacion,
coacervacion, co-cristalizacion, extrusion, inclusion molecular, polimerizacion
interfacial, emulsiones multiples y atrapamiento en liposomas son algunos de los
procesos utilizados para la microencapsulaciéon (Jiménez-Colmenero, 2013, 1414;
Madhav & Kala, 2011, 1244; Romo-Hualde et al., 2012, 1046). La seleccion del método
depende de las propiedades del material a encapsular, el tamafio de las
microparticulas, costos de produccion y su aplicacion, asi como del mecanismo que se

desee para su liberacién (Vergara, 2013, 13). El complejo de coacervacion es



32

principalmente utilizado en la microencapsulacion de sustancias hidrofébicas y es
basado en la interaccién entre diferentes polimeros con cargas opuestas, ha sido
utilizado en algunos sectores industriales tales como farmacéuticos, alimentos,
quimicos y cosméticos para la liberacion controlada de algunos tipos de compuestos
tales como aromas, medicamentos y pinturas con un amplio rango de aplicaciones
(Alvim & Grosso, 2010, 1069). El secado por aspersion, por su facilidad de uso y costo
relativamente bajo es el mas utlizado en la industria de alimentos para la
microencapsulacion de compuestos activos (Drusch, 2007, 1223), adicionalmente
ofrece una procedimiento sencillo para la disminucion de la actividad acuosa en los
productos, proporcionando una mejora en la estabilidad microbiolégica de estos asi
como la reduccién de reacciones de degradacién quimica o bioldgica, también permite
reducir costos de transporte, almacenamiento y la obtenciébn de productos con
solubilidades indicadas (Gharsallaoui et al., 2007, 1109). Entre algunos ejemplos en los
cuales se ha utilizado esta técnica se tienen: Aromas como orégano, citronela, aceite
de cardamomo, bacterias probidticas, aceites vegetales, acido folico, hierro, leche,
carotenoides y vitaminas (C,E) (Fernandes, Borges, & Botrel, 2014, 524; Parra, 2010,
5678; Rochaetal.,, 2012, 37).

En el secado por aspersién un producto liquido es atomizado en una corriente de
gas caliente (generalmente aire) para instantineamente obtener polvo. Este
procedimiento involucra 4 etapas: 1) Preparacion del producto liquido de alimentacion,
el cual puede ser una solucion, emulsion o suspension 2) la homogenizacion de la
dispersion 3) la atomizacion, la cual se produce al pasar la emulsion través de una

boquilla y mezclarse con una corriente de gas caliente, el objetivo de esta etapa es
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optimizar la transferencia de calor y de masa entre el liquido y el aire seco, yla 4) enla
que se lleva a cabo la evaporacion del solvente (agua generalmente) para obtener
finalmente las microparticulas en la camara de secado. Dependiendo de la direccion en
la que el liquido establece contacto con el flujo de aire se clasifica el proceso como “co-
corriente”, si el contacto se lleva a cabo en la misma direccién, en este proceso se
utilizan temperaturas de entrada de 150-220 °C y para productos sensibles a la
temperatura se usa un rango de 50-80°C. Por el contrario, si el liquido se pulveriza en
la direccion opuesta a la direccion del flujo de aire el proceso es denominado “contra
corriente”, en este caso aunque el proceso tiene un menor consumo energético el
producto se expone al contacto de temperaturas mas altas, por lo cual tiene
limitaciones para productos termolébiles (Gharsallaoui et al., 2007, 1109). Finalmente
vale la pena mencionar los pardmetros importantes de monitorear en el secado por
aspersion: temperatura de entrada y salida del aire de secado y el flujo de alimentacién

del producto a secar (Parra, 2010, 5678; Soukoulis & Bohn, 2015, 1555).

Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas que tienen en su nicleo un medio acuoso
encerrado por una 0 mas bicapas de fosfolipidos (Patil & Jadhav, 2014,8). De acuerdo
a las caracteristicas estructurales, en particular al nUmero de bicapas y al tamafio, los
liposomas se pueden clasificar en MLV (vesiculas multilamelares, 0,1-10 um), o
vesiculas unilamelares, las cuales a su vez se clasifican en SUV (vesiculas
unilamelares de diametro pequefio <100 nm), en LUV (vesiculas unilamelares grandes

100-500 nm) y en GUV (vesiculas unilamelares gigantes = 1um) (Lanio et al., 20092,
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24). La sonicacion de una suspension de MLV provoca la ruptura de estas vesiculas
produciendo SUV con un radio de 30-60 nm aproximadamente. Extrusiones repetidas
de una suspension de MLV a través de membranas de policarbonato, producen LUV
con un didmetro que puede oscilar entre 80-400 nm en relacién a la membrana
utilizada (Lanio et al., 2009b, 24). Dependiendo del tamafio, los liposomas pueden
visualizarse con diferentes técnicas, microscopia de contraste de fase, fluorescencia o
confocal, pueden utilizarse para analizar vesiculas de varios ym mientras que vesiculas
con tamafio menor a 0,5 um requieren ser analizadas por microscopia electrénica
(Londoiio, 2010, 131).

Los fosfolipidos, compuestos mayoritarios de los liposomas, estan formados por una
molécula de glicerol (un alcohol con tres grupos hidroxilo) en la cual dos grupos alcohol
han sido esterificados por una molécula de acido graso, formando un 1,2-diacil glicerol.
Las cadenas alquilicas provienen de &cidos grasos saturados, monoinsaturados o
poliinsaturados y constituyen la parte hidrofoba del fosfolipido (R1y Rz en Figura 4). El
tercer grupo alcohol del glicerol se encuentra modificado por un grupo ortofosfato unido
a una base organica como colina, etanolamina, serina o a un alcohol ciclico como el
inositol (Diaz,Pereira-Cabral, & Lorenzo, 2012, 5; Valenzuela, Valenzuela, Sanhueza,
De la Barra, & Morales, 2014, 434) formando la parte hidréfila del fosfolipido. Cuando
los fosfolipidos se suspenden en un exceso de solucion acuosa, tiende a formar una
bicapa multilamelar concéntrica con capas de lipidos separadas por espacios acuosos,
de tal manera que las sustancias hidrosolubles presentes en la fase acuosa durante la

formacion del liposoma, quedaran encapsuladas en el compartimento vesicular,
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mientras que sustancias liposolubles quedaran distribuidos en las bicapas (Figura 5)

(Londoiio, 2010, 200).

Figura 4.Estructura general de un fosfolipido.
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Figura 5.Esquema de fosfolipidos en la formacion de liposomas.
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Dependiendo de la fuente los fosfolipidos se clasifican en sintéticos (obtenidos

mediante sintesis quimica) y en naturales, provenientes de plantas, principalmente

aceites vegetales (tales como soya, algodon y girasol) y de tejidos animales, como

cerebro de bovino y yema de huevo. En términos de produccion, la yema de huevo y la
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soja constituyen la fuente mas importante de esta clase de fosfolipidos (Li et al., 2015,
84).

Desde el punto de vista del comportamiento térmico, los fosfolipidos pueden
encontrarse en forma de gel o en forma cristalina. La temperatura que indica el paso de
una fase a otra es denominada temperatura de transicion (Tm), y esta directamente
relacionada con la naturaleza de la cabeza polar, el tamafio de la cadena
hidrocarbonada (cuanto mayor es la longitud de la cadena, mayor es la energia
necesaria para realizar el cambio de fase y por ende mayor la Tm), y la presencia de
insaturaciones en la cadena hidrocarbonada (los enlaces mdultiples aumentan la
dificultad de empaquetamiento y por ende disminuye la Tm) (Ruano, 2013, 21).

Entre algunos de los métodos utilizados para la preparacion de liposomas se
encuentran: la hidratacion mediante agitaciéon de una pelicula lipidica previamente
formada por evaporacion de una solucién de los lipidos disueltos en un solvente
organico (generalmente cloroformo), obteniendo vesiculas MLV con una distribucion
heterogénea de tamafio y lamelaridad. Otro método es la inyeccién rapida de una
mezcla lipidica (disuelta en etanol o éter) en una disolucion tampdn, originando una
mezcla heterogénea de vesiculas SUV, LUV y MLV, debido a la baja solubilidad de
determinados lipidos en estos solventes este método en ocasiones es limitado (Lanio et
al., 2009b, 24). En el método denominado dialisis del detergente, las vesiculas se
preparan mezclando detergente y fosfolipidos, lo cual origina la formacion de micelas
mixtas, de tal manera que una vez se dializa el detergente se obtienen vesiculas
unilamelares (Ruano, 2013, 43). El método de evaporacion de fase reversa, utiliza una

inyeccion rapida de una solucion acuosa en una fase organica que contiene los lipidos,
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obteniendo vesiculas en suspension acuosa de 0,1 a 1,0 um de diametro, otro método
es el método de deshidratacion y rehidratacion de vesiculas el cual resulta adecuado
para la encapsulaciéon de biomoléculas labiles como proteinas y ADN (Lanio et al.,
2009b, 24). Para asegurar la utilizacién de los liposomas en aplicaciones analiticas y
biomédicas se evallan distintos parametros, con el fin de garantizar su calidad, entre
estos pardmetros se incluyen el tamafio de la nanoparticula, su indice de
polidispersidad, el numero de lamelas, la eficiencia de encapsulacion y la proporcion de
fosfolipido con el material a encapsular (Edwards & Baeumner, 2006, 1432). La
espectroscopia de correlacion foténica o dispersion dinamica de luz corresponde a una
de las técnicas instrumentales que se ha desarrollado para determinar el tamafo de los
liposomas, medido como el radio hidrodinAmico promedio de las particulas en
suspension (Edwards & Baeumner, 2006, 1433), la resonancia magnética nuclear y la
resonancia paramagnética de electrones se han descrito como técnicas Utiles para
investigar la lamelaridad y permeabilidad de las bicapas (Londofio, 2010, 202). La
caracterizacion de la carga en la superficie del liposoma, se determina a través de del
potencial z, el cual se evalta midiendo la movilidad de los liposomas en un campo que
presenta una diferencia de potencial. Este parametro resulta importante por su relacién
con la estabilidad coloidal y la tendencia de las vesiculas para formar agregados
(Popovska, Simonovska, Kavrakovski, & Rafajlovska, 2013, 187).

La utilizacion de estos sistemas para la encapsulacion de sustancias en la
formulacion de alimentos ha tenido gran desarrollo, empleandose para enzimas,
vitaminas, péptidos funcionales y carotenoides (Tan et al., 201423, 1233). A su vez, dado

gue simulan la estructura de la bicapa de las células en el intestino, han sido
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ampliamente utilizados como sistemas de modelo de membrana para estudiar la
permeabilidad y el efecto de moléculas intrinsecas en la absorcion de moléculas
nutricionalmente importantes (Balachandran & Rao, 2003, 612). También presentan
aplicaciones relacionadas con tratamientos dermatolégicos, vacunas, imagenes
diagndsticas y en la liberacion especifica de medicamentos generando con esto un
aumento en la eficiencia del farmaco y una disminucion de sus efectos secundarios
(Sipai, Vandana, & Prasanth, 2012, 17).

En relacién a documentos que relacionen la produccién de liposomas y licopeno,
al emplear la formula de basqueda TITLE-ABS-KEY (liposome*) AND TITLE-ABS-KEY
(Iycopene), se encuentran 233 articulos en la base de datos Scopus, cuya dinamica de
publicacién entre 1996 y 2016 se presentan en la figura 6. Respecto a los paises en los
gue se ha publicado, se encuentra que Estados Unidos, China y Alemania se
concentran los principales autores® (Tabla 4). Las principales areas temaéticas se

muestran en la figura 7.

3 , . . . , .
En la base de datos el nombre de un pais se puede repetir si hay dos autores del mismo pais en un mismo
articulo.
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Figura 6.Articulos reportados entre 1996 y 2016 sobre liposomas y licopeno.

35
30
25
20

15

M*® Articulos

10
5

o
1995 1938 2001 004 2007 2010 2013 2018

Afio
Adaptada de: Scopusl. Fecha de consulta: 03-04-2016

Tabla 5. Pais de procedencia de autores de articulos reportados entre 1996 y 2016 sobre
liposomas y licopeno

Pais Artl'lc\:lulos Porcentaje
Estados Unidos 41 18
China 38 16
Alemania 25 11
India 22 9
Brasil 15 6
Reino Unido 14 6
Espafia 13 6
Polonia 12 5
Corea del Sur 12 5
Italia 11 5
Otros 30 13
Total 233 100

Adaptada de: Scopusl. Fecha de consulta: 03-04-2016
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Figura 7.Areas y enfoques de articulos reportados entre 1996 y 2016 sobre liposomas y
licopeno
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Estabilidad

Los estudios de estabilidad tienen una gran relevancia en los sistemas biologicos
para evaluar la integridad quimica de los medicamentos, productos biofarmacéuticos y
establecer la cinética de degradacion de estos (Do Nascimento, De Jesus Oliveira,
Basilio Junior, De Araujo-Junior, & Macédo, 2013, 59). Ademas de presentar un gran
interés en el sector farmacéutico, los estudios de estabilidad resultan primordiales en la
industria de alimentos, para establecer las condiciones necesarias que permiten
conservar las propiedades fisicas, organolépticas y quimicas de los productos

alimenticios que se ofrece al consumidor. Uno de los conceptos claves para determinar
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la estabilidad en los alimentos secos es la actividad acuosa (Aw)*, la mayoria de las
bacterias patégenas no pueden crecer por debajo de una actividad acuosa de 0,85y el
crecimiento de los microorganismos es inhibido a valores menores de 0,6 (Rahman,
2009, 727).

La evaluacion de la estabilidad de los sistemas encapsulados es un factor
importante para asegurar su calidad y aplicacion (Toledo et al., 2015, 2). En el caso de
las microparticulas obtenidas por secado por aspersion, frecuentemente se evallan
parametros como actividad acuosa, estabilidad térmica, tamafio y color de las
microparticulas asi como el contenido del compuesto encapsulado (Borrmann, Ferreira,
& Da Rocha Ledo, 2011, 379; Carneiro, Tonon, Grosso, & Hubinger, 2013, 445; Li et
al., 2015, 306; Rocha et al., 2012, 38; Shu et al., 2006, 666;. Xue et al., 2013, 442).

En los liposomas, su estabilidad estd relacionada con los pardmetros
fisicoquimicos que afectan la estabilidad de las membranas lipidicas y/o el sustrato
encapsulado. La inestabilidad quimica puede ser ocasionada por reacciones de
hidrélisis y/o reacciones de peroxidacién, por ejemplo la oxidacién via radicales libres
en las cadenas acilicas insaturadas de los lipidos que componen la membrana
(Popovska et al., 2013, 183). Por otra parte, la migracion del compuesto encapsulado
hacia la membrana y procesos de agregacion y fusién de las vesiculas liposomales
para formar particulas mas grandes ocasionan una disminucion en la estabilidad fisica
de estos sistemas (Sipai et al., 2012, 18). Usualmente la estabilidad para los liposomas
es evaluada en parametros tales como tamafio (diametro), potencial z, capacidad de

retencion (eficiencia de encapsulacion) y velocidad de liberacion del compuesto

* La Aw es una propiedad fisicoquimica importante que ha mostrado una mayor relacidon con las propiedades
microbianas, fisicas y quimicas de los productos naturales que el contenido de humedad (Dunlop, McAuley,
Blackall, & Stuetz, 2016, 201).
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encapsulado (Mitri, Shegokar, Gohla, Anselmi, & Maduller, 2011, 269; Okonogi &
Riangjanapatee, 2015, 727; Popovska et al., 2013, 186; Tan et al., 2013, 8178; Tan et

al., 2014, 693).



44

Metodologia

Reactivos:

Estandar de licopeno (Extrasynthese, Genay, Francia), hexano, diclorometano,
cloroformo y acetona (grado reactivo, Merck, Darmstadt, Alemania), acetona, y
metanol, (grado HPLC, Merck, Darmstadt, Alemania), acetato de etilo (Honeywell
Burdick & Jackson, Michigan, Estados Unidos), CO; (99,9% pureza, Cryogas, Medellin,
Colombia), RMCD: B ciclo dextrina metilada, AAPH: 2,2'-azobis (2-amidinopropano)
dihidrocloruro, Trolox: acido-6- hidroxi-2,5,7,8— terametilcroman-2- carboxilico y
asolecitina de soya (Sigma — Aldrich Co., St. Louis, Estados Unidos), aceite cristal USP
(Protokimica, Medellin- Colombia), Capsul®, maltodextrina 19-20, proteina aislada de
soya y goma ardbiga (Bell Chem Internacional S.A, Medellin, Colombia), gelatina para
microbiologia y Tween® 20 (Merck, Darmstadt, Alemania); sacarosa comercial
(Incauca, Cali, Colombia), DMPC: 1,2- dimiristoil — sn- glicero-3-fosfatidil colina, DPPC:
1,2- dipalmitoil-sn-glicero 3- fosfatidil colina y HEL: lecitina hidrogenada de huevo

(Avanti Polar Lipids, Inc. ®, Alabaster, Estados Unidos).

Preparaciéon del material vegetal

Los residuos agroindustriales de tomate fueron obtenidos de la Central Mayorista
de Antioquia (Medellin, Colombia) posteriormente fueron tratados para su desinfeccion
con una solucion de acido peracético, Titan® (1,3 mL/L) durante 20 minutos. Se
realizaron cortes del fruto (Figura 8.b) para ser colocados en el secador de lecho
fluidizado (modelo 0193, serie 002 ACTUM, Rionegro, Antioquia- Colombia). La

temperatura empleada durante el proceso de secado fue de 50 °C y la humedad del
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producto final cercana al 10% medida por termogravimetria mediante un analizador
hal6égeno de humedad (Modelo HB43-S, Mettler Toledo International Inc.). Con el fin de
obtener un tamafio de particula mas pequefio y homogéneo, el tomate seco fue
reducido a través de un molino de discos (Victoria, Colombia) y seleccionado a través
de un tamiz estandar para ensayo Test Sieve ASTM E11 entre las mallas 30 (apertura
de 0,600 mm) y la malla 40 (apertura de 0,425 mm), obteniendo asi particulas con un
tamafio promedio de 512 pm. El tamafio de particula utilizado fue similar al de otras
investigaciones (Grosso et al.,, 2010, 3580; Machmudah, Kawahito, Sasaki, & Goto,
2007, 423). El material aqui obtenido fue guardado en bolsas oscuras y condiciones de

humedad controlada hasta posterior uso en extracciones.

Figura 8. (a) Materia prima (b) Cortes del tomate para secado (c) Tomate puesto en el secador
de lecho fluidizado (d) Tomate seco para extraccion por fluidos supercriticos.

(a) (b) (c) (d)

Validacién de la metodologia en la determinacién y cuantificacion de licopeno por

cromatografia liguida de alta eficiencia (HPLC).

Para identificacion y cuantificacion de licopeno en la matriz vegetal de estudio se

utilizé un cromatégrafo HPLC UltiMate ™ 30000 equipado con un software Chromeleon
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version 7,2 (Dionex, ThermoScientific, Estados Unidos) un detector de arreglo de
diodos (DAD), una columna C 30 YMC - Carotenoid (5 pum; 250 x 4,6 mm) (Allentown,
PA, Estados Unidos) y una temperatura de andlisis de 20°C. EI procedimiento fue
similar al desarrollado en estudios anteriores (Alvarez et al., 2015, 893) con algunas
modificaciones, fase movil: (A) Acetona : (B) Metanol; 100% de B fue mantenido
durante los primeros 30 segundos, luego se aumento el porcentaje de A al 100% hasta
el minuto 34. Finalmente se incrementd al 100% de B hasta el minuto 35. El flujo de
todos los andlisis fue de 1 mL/min y el volumen de inyeccion fue de 10 pL. El analisis
se realiz6 a una longitud de onda de 472 nm, la identificacion de licopeno se realizé por
comparacién con el tiempo de retencion del estandar y la cuantificacion mediante una
curva de calibracion con estandar externo.

Para la validacion del método se tuvieron en cuenta los criterios de: linealidad,
repetibilidad, precision intermedia, selectividad, exactitud (porcentaje de recuperacion),

limites de deteccién y cuantificacion.

Linealidad:

Para obtener el rango de concentraciones en el cual el método presenta un nivel
adecuado de respuesta directamente proporcional a la concentracion del analito se
prepar6 a partir del estdndar de licopeno una solucion de 1000 pg/mL utilizando
cloroformo como disolvente, a partir de ésta se prepararon las diluciones respectivas
para obtener los cinco niveles de concentracion 1, 3, 5, 8, 10 y 15 pg/mL. Para cada
nivel de concentracion se prepararon soluciones por triplicado y cada una se cuantificd

por duplicado mediante HPLC-DAD.
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El criterio de aceptacibn se basdé en un coeficiente de correlacion (R) y
determinacién (R?) = 0,99 y un porcentaje de residuales menor al 20%

(SANCO/12571/2013)°.

Efecto matriz:

Adicional a la curva descrita anteriormente se elaboré una curva en presencia de
la matriz, teniendo en cuenta los mismos niveles de concentracion. Un blanco de la
matriz se preparé limpiando 10 mg de tomate seco, a los cuales se adicionaron 1,5 mL
de hexano:diclorometano (1:1), se llevd al agitador mecanico por 1 minuto,
posteriormente se llevo a sonicacion a 25°C, 25 KHz y 99% en un ultrasonido serie
DTY, Scientz, Ningbo- China), luego se centrifugé (Mikro 120, Hettich, Alemania) a
14000 rpm por 15 minutos y se separé el sobrenadante en un tubo de ensayo. Se secé

con corriente de nitrégeno y se reconstituyd en 5 mL de cloroformo.

Selectividad

Inicialmente se analizaron los diferentes componentes de la fase maovil y del
diluente para establecer la selectividad del método, luego con el fin de confirmar la
identidad del analito y la capacidad del método para medirlo, se analizaron las lecturas
del estandar de licopeno en solvente, un blanco de la matriz y el enriquecido del blanco

matriz a una concentracion especifica de licopeno.

° European Commision Health & Consumer Protection (2014), Guidance document on analytical quality
control and validation procedures for pesticide residues analysis in food and feed.
SANCO/12571/2013. (pp. 25). Recuperada de
http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/guidance_documents/docs/qualcontrol_en.pdf.
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Limite de deteccidn y cuantificacién:

Se prepararon 10 soluciones del blanco de la matriz de forma independiente y se
analizaron por HPLC-DAD. Luego se calcul6 la desviacion estandar de todas las
mediciones en los blancos y junto con la pendiente de la curva de calibraciéon en
presencia de matriz se determiné el limite de deteccion (LD) y cuantificacién (LC) de la

siguiente manera:

Ecuacién 1:

3 * Desviacion Estandar

Limite de deteccion: - - —
Pendiente de la curva de calibracion

10 * Desviacion Estandar

Limite de cuantificacion: - - —
f Pendiente de la curva de calibracion

Exactitud (porcentaje de recuperacion):

Dos analistas® realizaron de forma independiente: 8 muestras “sin enriquecer”, 8
muestras “nivel bajo” de enriquecimiento y 8 muestras “nivel medio” de
enriquecimiento. Las muestras se prepararon y analizaron el mismo dia por los dos

analistas.

Muestras sin enriquecer:
Ocho muestras de 10 mg de tomate seco fueron pesadas. Sobre cada una de
ellas se adicionaron 1,5 mL de hexano:diclorometano (1:1) y se llevaron a agitacion

mecanica por 1 minuto. Posteriormente fueron colocadas en sonicacion a 25°C, 25 KHz

® Quimicas inscritas al grupo de investigacién GRIAL y al Laboratorio de Trazabilidad y Residualidad de
la Corporacion universitaria Lasallista, Caldas, Antioquia.
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y 99% en un ultrasonido (serie DTY, Scientz, Ningbo- China), después, fueron
colocadas en centrifugacion (Mikro 120, Hettich, Alemania) a 14000 rpm por 15
minutos. Se separd el sobrenadante en tubo de ensayo y se realizO el proceso dos
veces mas, juntando luego para cada muestra los tres sobrenadantes. Los cuales
fueron secados en corriente de nitrégeno y reconstituidos en cloroformo para ser

analizados por HPLC-DAD.

Muestras nivel bajo de enriquecimiento:
Se procedi6 de manera similar a las muestras sin enriquecer, la diferencia
estuvo en la adicion de 50 pL de una solucion de 30 pg/mL del estandar antes de llevar

a cabo el proceso de extraccion.

Muestras nivel medio de enriguecimiento
Se procedi6 de manera similar a las muestras sin enriquecer, la diferencia
estuvo en la adiciéon de 50 pL de una solucion de 90 pug/mL del estandar antes de llevar

a cabo el proceso de extraccion.

Los valores de concentracion de las soluciones del estdndar de licopeno
utilizadas para el enriquecimiento (30 y 90 pug/mL) fueron seleccionados teniendo en
cuenta valores de concentracion del 10% y 30% del nivel mas alto de la curva de
calibracion (15 pg/mL). Asi para el nivel bajo se esperaria una concentracion de 1,5
pg/mL (10% del nivel mas alto de concentracion de la curva) y para nivel medio una

concentracion de 4,5 pg/mL (30% del nivel mas alto de concentracion de la curva). El
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porcentaje de recuperacién para cada nivel se determind mediante la siguiente

ecuacion:

Ecuacién 2

3 M — MSE
% Recuperacion = —E " 100

M: contenido de licopeno (ug/mL) en la muestra
MSE: Contenido de licopeno (ug/mL) en la muestra sin enriquecer
NE: concentracion del nivel de enriquecimiento: 1,5 pug/mL (nivel bajo), 4,5

pug/mL  (nivel medio).

El criterio de aceptacion fue tomado de la AOAC “Guidelines for Single
Laboratory Validation of Chemical Methods for Dietary Supplements and Botanicals” en
la que se establece un rango de recuperacion del 80-115% para concentraciones del

orden de pg.mL™ (AOAC, 2002, 19).

Repetibilidad y precision intermedia

Para evaluar los criterios de precision del método se utilizaron los datos
obtenidos en la prueba de porcentaje de recuperacion realizada por los dos analistas.
Se analiz6 la variacion del analista en cada nivel de enriquecimiento (coeficiente de
variacion de las muestras analizadas para nivel bajo y medio) y para evaluar la
precision intermedia se compararon los coeficientes de variacion entre analistas para
ambos niveles de enriquecimiento. El criterio de aceptacion fue coeficientes de

variacion < 10% (Ramirez, Olarte,Téllez & Palma, 2013, 13).



51

Extraccién de licopeno por fluidos supercriticos.

Cinética de extraccion

Para determinar el tiempo indicado de extraccion de licopeno proveniente de la
matriz vegetal se realiz6 una cinética de extraccion a 75°C, 45 MPa (Zuknik et al.,
2012, 255) y un flujo de 100g /minuto de CO, durante 300 minutos.

El esquema del equipo utilizado se muestra en la figura 9, es un equipo de
fluidos supercriticos a escala laboratorio (Thar Process, Inc. Pittsburgh, PA, Estados

Unidos), equipado con un tanque extractor de un litro de capacidad y dos separadores.

Figura 9. Esquema del equipo de fluidos supercriticos.

B.l |

(1) Tanque de CO, (2) sistema de enfriamiento (3) bomba (4) precalentador (5) panel de control de
calentamiento para el extractor, separador 1 y 2 (6) extractor (7) controlador de presion (8) separador 1
(9) separador 2.
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Las muestras (extractos obtenidos en el separador 1) se tomaron cada 5, 10, 15,
20 y 30 minutos. Estas muestras fueron recolectadas en frascos de vidrio ambar y

almacenadas a una temperatura de -20°C hasta analisis por HPLC-DAD.

Extraccion del licopeno

Se planteé un disefo factorial (2k+m) con cinco replicas al centro utilizando el
programa Statgraphics Centurion XV. Los valores de temperatura y presion empleados
fueron 60, 70, 80°C y 25, 35, 45 MPa. Todas las extracciones se llevaron a cabo
durante 180 minutos (tiempo establecido por la cinética de extraccion, anteriormente
explicada) y con un flujo de 100 g CO, /min. Las muestras fueron recolectadas en
frascos de vidrio ambar y almacenadas a una temperatura de -20°C hasta analisis por
HPLC-DAD.

En cada extraccion realizada se evalud el rendimiento total, el rendimiento de
licopeno y la capacidad antioxidante del extracto obtenido. Los valores 6ptimos fueron

determinados mediante un modelo de superficie de respuesta.

Rendimiento total:

Se calculé teniendo en cuenta la masa total de extracto obtenido y la masa de

material vegetal utilizado en cada extraccion.

Ecuacién 3

ot Rendimionto Total Masa de extracto obtenido (g) 100
— *
oRendimiento Tota Masa de material vegetal (g)

Rendimiento de licopeno:
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Para determinar la concentracién de licopeno en cada extraccién, 10 mg de
extracto fueron pesados y disueltos en 1 mL de cloroformo, luego se llevaron las
muestras a agitacion mecénica a 3000 rpm por 1 minuto y se analizaron por HPLC-
DAD. El analisis se realizé por triplicado. Adicionalmente se calcul6 el contenido de

licopeno por gramo de material vegetal mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacién 4

y ] (mg)Licopeno (g)extracto
Concentracion de Licopeno = * ,
(g9) de extracto (g)material vegetal

Determinacion de capacidad antioxidante (ORAC):

La capacidad antioxidante fue analizada por el método ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), el cual de manera general mide la capacidad de los
antioxidantes presentes en las muestras para proteger la fluoresceina del dafio
oxidativo causado por el AAPH como fuente de radicales peroxilos (ROOY). La
intensidad de la fluorescencia se midié en un lector de placas Synergy HT (Biotek
Instruments Inc, USA). Para la curva de calibracion, se utiliz6 Trolox en
concentraciones de 5,10, 25, 50, 100, 150, 200 uM, en buffer fosfato pH 7,4 10 Mm.
Como muestra de analisis se utilizd el extracto lipofilico reconstituido con acetona
siguiendo el método modificado de Sales y Resurreccion (2010); posteriormente se
mezclo con una solucion de B-ciclodextrina metilada (RMCD, por sus siglas en inglés).
En una microplaca de 96 pozos (Costar, USA) se adicionaron en estricto orden:
fluoresceina 1uM, buffer fosfato, la dilucién respectiva de Trolox (5,10, 25, 50, 100, 150,
200 uM) y la muestra. Posteriormente se llevo la microplaca al lector de placas donde

se preincub6 durante 30 minutos a 37°C. Pasado este tiempo fue adicionado a cada
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pozo la solucion de AAPH y se procedi6 al analisis de la intensidad de la fluorescencia
durante dos horas a una longitud de onda de excitacion y de emision de 485 y 520 nm
respectivamente. Cada muestra fue analizada por triplicado y los resultados se reportan
como micro moles equivalentes de Trolox por cada gramo de extracto (umol TE/ g

extracto).

Microencapsulacion del extracto de licopeno utilizando secado por

aspersion

La naturaleza y proporcion de los agentes encapsulantes empleados en cada
formulacién se indican en la tabla 6 basados en estudios previamente reportados (Shu
et al., 2006, 666; Tang & Li, 2013, 421). En todas las formulaciones se mantuvo la
misma relacidén en peso de agente encapsulante:extracto de licopeno (10:0,1). En cada
formulacién se utilizé 0,2 g de extracto de licopeno y como vehiculo de incorporacion se
adicion6 0,7 g de aceite cristal. Para garantizar la relacién de agente encapsulante total
se tuvo en cuenta la proporcion mostrada en la tabla 6 de tal manera que la masa total

de los agentes encapsulantes a emplear por formulacion siempre fue de 22,5 g.

Para cada formulacion se pesaron las cantidades respectivas de agentes
encapsulantes, se disolvieron en agua destilada y se mantuvieron por agitacion
magnética constante hasta total disolucion. Todas las formulaciones se dejaron en
hidratacion y refrigeracion desde el dia anterior al secado. Antes de incorporar el
extracto de licopeno, cada formulacion se agitd mecanicamente por medio del
Ultraturrax (Modelo T50 Basic , IKA, Brasil) durante 10 minutos a 2000 rpm, posterior a

este tiempo se adiciond gota a gota la solucion oleosa del extracto, una vez finalizada
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su adicién se procedié a medir los sélido solubles (°Brix) por medio de un refractémetro
digital (HI96801, HANNA Instruments) y se mantuvo en agitaciéon por medio del
Ultraturrax durante 15 minutos a 2000 rpm previo secado por atomizacién. Los °Brix

para todas las formulaciones fueron en promedio de 14,73 + 0,5.

Tabla 6. Agentes encapsulantes empleados en la microencapsulacion del extracto de licopeno

Formulacion Agente Encapsulante* Proporcién
F1 Cap : MD 2:1
F2 Cap: MD : PAS 1:25:1
F3 GA: MD 2:1
F4 Gel: Sac 1: 2,3

*Cap: Capsul®, MD : Maltodextrina 19-20; PAS : Proteina aislada de soya GA: Goma arébiga;
Gel: Gelatina; Sac: Sacarosa Comercial.

El proceso de secado se llevé a cabo en un equipo a escala laboratorio Lab
Plant SD-05 (Huddersfield, Inglaterra), con un flujo de alimentacion de 4 mL/min, un
porcentaje de aspiracion del 65%, una temperatura de entrada de 150 + 5 °C y una
temperatura de salida de 93 £ 5 °C, la emulsion se mantuvo con agitaciébn magnética
constante y desde su elaboracion hasta finalizar el proceso de secado fue protegida de
la luz con papel aluminio.

El producto obtenido se guardd en recipientes de vidrio color ambar y fueron
almacenados en un desecador con una humedad relativa del 19% y una temperatura

de 25 °C hasta su analisis.
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Rendimiento en el proceso de microencapsulacion

Se calculé mediante la siguiente formula:

Ecuacién 5

o Producto obtenido en el secado (g)
% Rendimiento: - * 100
Agentes encapsulantes (g) + Extracto (g) + Aceite (g)

Eficiencia de encapsulacion (contenido de licopeno)

Procedimiento basado en Xue et al. (2013, 441) con algunas modificaciones.
Para cada formulaciéon se tomé una muestra de 50 mg, se le adicion6 600 pL de
acetato de etilo se llevd durante 2 minutos a agitacion mecéanica (Fisher Scientific,
Estados Unidos) a 3000 rpm y a centrifugacion por 10 minutos a 14000 rpm (Mikro 120,
Hettich, Alemania). Se descart6 el sobrenadante (licopeno “libre” o no encapsulado) y
al material restante (precipitado) se le adicion6 1 mL de agua destilada, posteriormente
la muestra se llevoé a agitacion mecanica por un tiempo de 2 minutos a 3000 rpm y
llevada a sonicacion durante 3 minutos a 25 kHz, 99% de potencia y 20°C en un
ultrasonido (serie DTY, Scientz, Ningbo- China). Se adicionaron 500 uL de acetato de
etilo y se llevé a agitacibn mecénica por 2 minutos a 3000 rpm con posterior
centrifugacion a 14000 rpm durante 5 minutos. Se tomo el sobrenadante y se transfirid
a un microtubo de 2 mL, el proceso de extraccion fue repetido dos veces mas. El total
del sobrenadante fue secado bajo corriente de nitrdgeno y reconstituido en cloroformo

para su posterior analisis por HPLC-DAD.
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Caracterizacion de las microparticulas obtenidas
Las microparticulas se caracterizaron mediante parametros de porcentaje de
humedad, actividad acuosa, tamafio de particula y su morfologia se estudié por medio

de microscopia electrénica de barrido.

Porcentaje de humedad

El contenido de humedad se determind por termogravimetria mediante un
analizador halégeno de humedad (Modelo HB43-S, Mettler Toledo International Inc.).
Alrededor de un gramo de muestra fue utilizado para cada medicion, las cuales se

realizaron por triplicado para cada una de las formulaciones.

Actividad acuosa (Aw)

Utilizando la técnica de punto de rocio de espejo enfriado mediante un AqualLab
Serie 3 (Decaon Devices, Inc.,Pullman, Estados Unidos) se determind la actividad
acuosa de las microparticulas obtenidas por secado por aspersion. El analisis para

cada formulacién se realiz6 por triplicado.

Tamafio de particula

Mediante el método de dispersién de luz dinamica utilizando un analizador de
particula zeta/nano NanoPlus 3 (Micromeritics®, Estados Unidos) se determino la
distribucion del tamafio promedio de las microparticulas obtenidas por secado por
aspersion. Para cada formulacion se realizaron tres repeticiones cada una con serie de

30 datos, los cuales fueron promediados. En las condiciones de analisis se utilizé agua
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destilada como disolvente, con una viscosidad de 0,8878 cp y un indice de refraccién
de 1,33. Cada medicion utilizé6 aproximadamente 10 mg de muestra disueltos en 1 mL
de agua destilada, antes del analisis la muestra se llevé durante 60 segundos a
agitacion mecanica a 3000 rpm. El método de andlisis empleado por el equipo fue

CONTIN con factor de dispersion RGD.

Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de las microparticulas obtenidas y de los agentes encapsulantes
utilizados en las formulaciones fue analizada mediante un microscopio electrénico de
barrido (Jeol, modelo JSM-6490 LV, Japdn) en alto vacio, con un voltaje de
aceleracion de 10 kV y un detector de electrones secundario. Previo al analisis las
muestras fueron fijjadas en una cinta de grafito y cubiertas con plata mediante un

equipo Denton Vacuum (Desk IV, Estados Unidos).

Estabilidad de las microparticulas
Efecto de la temperatura (esterilizacion) en el contenido de licopeno

De cada formulacién se tomaron 300 mg y se adicionaron 6 mL de agua
destilada, luego se agité de forma mecanica a 2000 rpm durante 1 minuto
aproximadamente hasta total disolucién. Luego se tomaron tres muestras de 1 mL para
el proceso de esterilizacion (muestras por triplicado) y tres muestras de 1 mL como
control (sin esterilizacion). El proceso de esterilizacion fue llevado a cabo en un
autoclave (MAGNA, Colombia) durante 15 minutos a una temperatura de 121 °C y una

presion de 103 KPa.
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Posteriormente todas las muestras se llevaron a sonicacién por tres minutos a
99 % 25 KHz y 20 °C en un ultrasonido (serie DTY, Scientz, Ningbo- China). Luego se
adicion6 a cada muestra 500uL de acetato de etilo y se continué el proceso de

extraccion tal como se describe en la seccion de eficiencia de encapsulacion.

Liberacién controlada de licopeno a diferentes pH

Se cuantificd la cantidad de licopeno liberado a 37°C durante dos horas con
tiempos de andlisis de 0, 15, 30, 60 y 120 minutos para tres valores de pH en cada una
de las formulaciones. Se utilizaron buffer pH 4,00 (biftalato de potasio 99%, Bioquigen,
Colombia), pH 7,00 (di-hidrogeno fosfato de potasio 99%, Bioquigen, Colombia) y pH
10 (carbonato y bicarbonato de sodio, Oakton, USA).

Se adicionaron 200 mg de cada formulacion a 4,0 mL de buffer respectivo
(segun pH de estudio) se utilizd agitacion mecanica durante 1 minuto a 2000 rpm hasta
completar su disolucién, se tomaron alicuotas de 400 uL como muestras de andlisis
para cada uno de los tiempos anteriormente mencionados. Para cada tiempo se
tomaron muestras por duplicado.

Posteriormente las muestras fueron llevadas a un agitador mecéanico de
incubacién a 37°C (MAXQ 4000, ThermoScientific, Estados Unidos) las muestras
fueron cubiertas con papel de aluminio. Una vez terminado el tiempo de tratamiento, a
cada una de las muestras se les adicion6 350 pyL de acetato de etilo, se llevo a
agitacion mecanica por 2 minutos a 3000 rpm y luego a centrifugacion durante 5

minutos a 14000 rpm, se separé el sobrenadante en un microtubo y se repitido este
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proceso una vez mas. El sobrenadante total fue secado bajo corriente de nitrégeno

para luego ser analizados por HPLC.

Contenido de licopeno en funcién del tiempo
Semanalmente se determiné el contenido de licopeno encapsulado en cada una
de las formulaciones, las mediciones se hicieron por triplicado. El contenido de licopeno

remante se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacién 6

licopeno encapsulado en la semana de estudio
licopeno encapsulado inicial

% Contenido de licopeno = * 100

El contenido de licopeno inicial hace referencia al determinado a tiempo cero, es
decir al tiempo en el que las formulaciones fueron elaboradas.
Se tomd de cada formulacion 50 mg y se siguié el procedimiento descrito

anteriormente en la seccién de eficiencia de encapsulacién (contenido de licopeno).

Encapsulacion de licopeno utilizando liposomas

Los liposomas fueron elaborados segun el método de hidratacion de pelicula
(Londofio-Londofio, Lima, Jaramillo, & Creczynski-pasa, 2010, 7). Se utilizaron
fosfolipidos de origen sintético: DMPC, DPPC y de origen natural: asolecitina de soya y
HEL, para encapsular el extracto de licopeno obtenido por fluidos supercriticos.

La proporcion en peso que se utilizé en las formulaciones liposomales fue de 2:1

(fosfolipido:extracto de licopeno).
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Las soluciones de fosfolipidos con y sin licopeno (blancos) fueron evaporadas en
un rotaevaporador (R114 Buchi, Alemania), con un bafio de agua (B-480, Buchi,
Alemania) a la temperatura de transicién de cada fosfolipido y con una bomba de vacio
(R 300, Boeco, Alemania) a 60 MPa, hasta evaporar completamente el solvente.

Una vez obtenida la pelicula tras evaporacion se hidraté mediante buffer fosfato
10 mM pH 7,0, se colocé en bafio térmico (segun temperatura de transicion del
fosfolipido) durante 35 minutos y se llevé a agitacion mecénica por 1 minuto con el fin
de desprender la pelicula de la pared del balon. Posteriormente se llevd a sonicacién
por 10 minutos a 40 kHz, 66% de potencia en un ultrasonido (serie DTY, Scientz,
Ningbo- China), la temperatura empleada para cada ensayo vari6 de acuerdo al
fosfolipido de trabajo. Después de este proceso los liposomas fueron llevados a un
proceso de extrusién a través de un mini-extrusor (Avanti Polar Lipids, Canada-
Estados Unidos) utilizando membranas de policarbonato (Whatman) de 0,4 um y 0,2

um.

Eficiencia de encapsulacién de licopeno en liposomas

Las suspensiones liposomales obtenidas fueron centrifugadas a 14000 rpm por
15 minutos a 4 °C (Z326K, HERMLE Labotechnik, Alemania), luego se eliming el
sobrenadante y se adicioné buffer 10 mM pH 7,0 posteriormente se repitio el ciclo de
centrifugacion y se elimin6 el sobrenadante. Al precipitado obtenido se le adicionaron
150 pL de solucion al 10% de Tween ® 20 y se llevo a agitacion mecanica durante 1

minuto a 3000 rpm, luego se adiciono cloroformo, se repitio el proceso de agitacion y se
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llevé a centrifugacion por 5 minutos a 14000 rpm y 4 °C . Se tomo la parte organica y
se llevo a analisis por HPLC-DAD.
Para determinar la eficiencia de encapsulacién se cuantificé la cantidad de

licopeno a encapsular con cada fosfolipido y se utilizé la siguiente ecuacion:

Ecuacién 7

S ., Cantidad de Licopeno dentro de los liposomas
% Eficiencia de Encapsulacion: Cantidad de Licopeno a encapsular * 100

Para cada fosfolipido se realiz6 el analisis por triplicado.
Se selecciono el fosfolipido que presentara la mayor eficiencia de encapsulacion
para realizar la caracterizacién, estudios de efecto térmico, liberacion de pH y estudio

de estabilidad.

Caracterizacion de los liposomas

Tamafo de particula

De la suspension liposomal (DPPC-Licopeno) extrudia por membrana de 0,2 um
se tomaron 100 pL de muestra y se adicionaron a 1 mL de agua destilada, se agité y se
llevé al analizador de particula zeta /nano Nano plus 3 (Micromeritics ®, Estados
Unidos), la forma de obtencion de resultados es la misma que se describe en la seccion

de caracterizacion de microparticulas obtenidas por secado por aspersion.

Potencial Z
Se utilizé el analizador de particula zeta /nano Nano plus 3 (Micromeritics®,

Estados Unidos) mediante el método de movilidad electroforética. Para la lectura, se
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emplearon 100 pL de muestra en 1 mL de agua ultrapura (miliQ, 18,2 MQ.cm), cada

analisis se realiz6 por triplicado.

Efecto térmico sobre el contenido de licopeno en liposomas

Se repartieron 6 muestras, tres de ellas como control (sin esterilizacion) y las
tres restantes para el procedimiento de esterilizacion. El proceso térmico se llevd a
cabo en un autoclave (MAGNA, Colombia) durante 15 minutos a una temperatura
del21 °C y una presion de 103 kPa. Una vez finalizado el tratamiento las seis muestras
fueron centrifugadas a 4 °C durante 15 minutos y 14000 rpm, se descart6 el
sobrenadante y al precipitado obtenido se le adicionaron 150 pL de solucién al 10% de
Tween ® 20, se llevd a agitacion mecanica durante 1 minuto a 3000 rpm,
posteriormente se adicionaron 170 pL cloroformo, se repitié el proceso de agitacion y
se llevé a centrifugacién por 5 minutos a 14000 rpm y 4 °C. Se tom¢é la parte la parte

organica y se analizé por HPLC-DAD.

Perfil de liberacion de licopeno a pH neutro

Se tomaron muestras por duplicado para los cinco tiempos de andlisis: 0, 15, 30,
60 y 120 minutos. Posteriormente las muestras fueron cubiertas con papel de aluminio
para protegerlas de la luz y se llevaron a un agitador mecanico de incubacion
previamente calentado a 37°C (MAXQ 4000, ThermoScientific, Estados Unidos), una
vez finalizado el tiempo de tratamiento, las muestras se centrifugaron a 14000 rpm por

15 minutos a 4 °C, se tomoé el sobrenadante y se adicionaron 150 pL de cloroformo, se
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agitaron y nuevamente se llevaron a centrifugacion a 4°C, 14000 rpm durante 5

minutos, se tomo la parte organica y se analizé por HPLC —DAD.

Estabilidad en el tiempo

Se evaluaron los parametros de: contenido de licopeno encapsulado, tamafio y
potencial z a dos tiempos (0 y 20 dias). La metodologia utilizada fue similar a la

descrita anteriormente para cada parametro.
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Resultados y Discusion

Identificacion de licopeno

En la figura 10 se muestran los cromatogramas obtenidos para los estandares
(licopeno (all-trans) y beta-caroteno) (Figura 10.a), para uno de los extractos obtenidos
por fluidos supercriticos (Figura 10.b) y para el tomate utilizado en la extraccién (Figura
10.c). Al comparar los cromatogramas se observa el mismo tiempo de retencién en
todas las muestras, tanto para el licopeno all-trans como para el beta-caroteno,
corroborando asi la presencia de estos dos compuestos tanto en tomate utilizado para

la extraccion como el extracto obtenido por fluidos supercriticos.

Figura 10. Cromatogramas obtenido por HPLC para (a) estandar de licopeno (all-trans) y beta-
caroteno (b) extracto de licopeno obtenido por fluidos supercriticos (c) Tomate utilizado para la
extraccion.
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(€)

B-caroteno - 8,42
caroteno - §, Licopena -31,76

- mAU

Validacion de la metodologia en la determinacion y cuantificacion de licopeno

por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Efecto matriz

Se compararon las pendientes obtenidas para las dos curvas realizadas tanto en
solvente como blanco matriz, obteniendo una diferencia menor al 15%
(SANCO/12571/2013)". Lo cual indica que cualquiera de las dos curvas puede ser

utilizada en la cuantificacion del analito.

Linealidad:

El rango de trabajo lineal utilizado en la validacion del método fue de 1 - 15
pg/mL. La ecuacion de la regresion lineal determinada por el método de los minimos
cuadrados fue Y: 0,679x -0,1539, con un coeficiente de correlacion lineal (R) de 0,99 ,
un coeficiente de determinacién (R? de 0,998 y un porcentaje de residuales < 20,
indicando asi una adecuada descripcion de la recta como modelo matematico para el

método de estudio (Ramirez et al., 2013, 13).

7 European Commision Health & Consumer Protection (2014), Guidance document on analytical quality
control and validation procedures for pesticide residues analysis in food and feed. . SANCO/12571/2013.
(pp. 25). Recuperada de
http://ec.europa.eu/food/plant/pesticides/guidance_documents/docs/qualcontrol_en.pdf.
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Selectividad:

Al analizar los cromatogramas de la fase movil y del diluente no se observd
ningun tipo de interferencia, se continud con el andlisis del tiempo de retencion del
analito (licopeno all-trans) tanto en el tomate utilizado para las extracciones como en el
extracto obtenido por fluidos supercriticos, observando el mismo tiempo de retencién
en todos los cromatogramas, adicionalmente se corroboré la identidad del licopeno all-
trans comparando los espectros de absorbancia con los del estandar, con pico

caracteristicos a 447, 472 y 504 nm, como se muestra en la figura 11.

Figura 11. Espectros de absorcién de licopeno (A) estandar (B) extracto de obtenido por fluidos
supercriticos.
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El analisis del cromatograma para el blanco matriz enriquecido confirmé que los

otros compuestos presentes en la matriz no generaron interferencia, debido a que al
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aumentar la concentracién del analito GUnicamente se increment6 el area relacionada

con la sefal del licopeno all-trans.

Figura 12. Adicién de estandar de licopeno en blanco matriz. La sefial mas baja corresponde al

blanco, siguientes sefiales en orden ascendente corresponden a concentraciones de estandar
adicionado de 1, 3, 5, 8 y 10 pg.mL™. -
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Con todo esto se puede afirmar que el método permitié diferenciar el analito
principal de los otros compuestos presentes en la matriz como por ejemplo la presencia

de otros carotenos e isémeros del licopeno.

Limite de deteccién y cuantificacién:
El método utilizado permiti6 detectar el analito en concentraciones = 0,122

pMg/mL  (limite de deteccion) y cuantificarlo en concentraciones = 0,300 ug/mL  (limite

de cuantificacion).
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Exactitud, repetibilidad y precision intermedia:
Los resultados obtenidos para evaluar los parametros de exactitud, repetibilidad

y precision intermedia se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Coeficientes de variacion y porcentajes de recuperacion obtenidos para los
pardmetros de precision y exactitud en la validacién del método

Nivel de % CV %Recuperacion
Concentracion

Analista 1l Analista2 Analistal Analista 2
Bajo 9,66 3,66 87,63 94,3

Medio 2,34 4,21 99,59 99,88

Los porcentajes de recuperacion tanto para el nivel bajo como para el nivel
medio se encontraron en el rango de aceptacion (AOAC, 2002, 19), mostrando asi una
buena exactitud del método.

La repetibilidad del método se evalud con los coeficientes de variacién obtenidos
para el mismo analista en cada nivel de estudio y la precisién intermedia comparando
los coeficientes de variacion entre analistas para el mismo nivel, en ambos casos se
observan porcentajes de coeficiente de variacion (%CV) menor o igual al 10% lo cual

indica una buena repetibilidad y precision intermedia del método analitico.

Extraccion de licopeno por fluidos supercriticos.

Cinética de extraccioén

En la figura 13 se muestra la curva del rendimiento acumulado de licopeno en

funcién del tiempo, en esta se observa que para tiempos superiores a 180 minutos no
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se obtienen cambios apreciables. Teniendo en cuenta los costos que trae el proceso
de extraccion y el poco incremento obtenido después de 180 minutos, se seleccioné
este valor de tiempo como el indicado para realizar las extracciones del disefio de

experimentos para la extraccion de licopeno por fluidos supercriticos CO».

Figura 13. Curva de cinética para de extraccion SC-CO2 (75°C y 25 MPa) de licopeno
proveniente de residuos agroindustriales de tomate.
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Adicional al tiempo de extraccion, se calcul6 la solubilidad del licopeno en las
condiciones de extraccidn en las que se realizo la cinética (75 °C y 25 MPa), mediante
la pendiente de la recta obtenida en la region lineal de la grafica de rendimiento de
licopeno en funcion de la masa de CO, (Zona | figura 14) , el valor obtenido fue de
3,48 X 10° g licopeno/ g CO. (equivalente a 3,48 mg licopeno /Kg CO, ) el cual se
encuentra dentro el intervalo de solubilidad reportada por otros autores (Del Valle &
Urrego, 2012, 159). Asi mismo se observa en la figura 14 las principales zonas de una

curva tipica de extraccion integral (Del Valle y Urrego, 2012, 158), la zona | en la cual
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dominan los procesos de solubilidad, la zona Il en la cual se obtiene la transicion entre
la solubilidad y el dominio por transferencia de masa y la zona Il donde predomina los

procesos de transferencia de masa.

Figura 14. Solubilidad del licopeno extraido por SC-CO, a partir de residuos agroindustriales de
tomate.
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En la tabla 7 se muestra el plan experimental de las extracciones realizadas, los
valores de presion y temperatura utilizadas, asi como los resultados obtenidos del
rendimiento total, rendimiento de licopeno y capacidad antioxidante (ORAC).

El analisis estadistico se realizo mediante el software Statgraphics Centurion XV,
para cada variable respuesta se evalu¢ el efecto de temperatura, presion asi como la
interaccion entre ellas, encontrando Unicamente para el rendimiento de licopeno un
efecto significativo (p<0,05) de la temperatura con un nivel de confianza del 95,0%

(Tabla 9). Sobre el rendimiento total y la capacidad antioxidante no se presentaron
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efectos significativos de las variables estudiadas (valores de p>0,05 para todos los
factores e interacciones entre estos).

Tabla 8. Rendimiento total, rendimiento de licopeno y capacidad antioxidante (ORAC)
obtenidos en la extraccion SC-CO, de licopeno a partir de residuos agroindustriales de tomate.

. Temperatura Presion Rendimiento Licopen.o Rendimiento TotaI. ORAC
N° Extraccion °C) (MPa) (ug Licopeno/ g material (g extracto/kg material (umol TE/ g

seco) seco) extracto)
1 80 25 166,75 26,89 152,57
2 70 35 38,21 10,11 113,30
3 70 35 75,24 16,73 139,93
4 60 25 22,68 9,11 890,11
5 80 45 91,68 20,18 394,32
6 70 35 60,03 12,88 129,30
7 60 45 85,49 22,12 224,19
8 70 35 82,69 19,62 134,66
9 70 35 33,50 5,31 129,30

El modelo se ajusté con un R? del 70 % a la siguiente ecuacion:

Ecuacién 8

J Rendimiento licopeno
= —55,531 + 0,896412 * Temperatura + 1,39748 * Presién — 0,0195548
* Temperatura * Presion
La prueba de falta de ajustes arroj6é un valor p > 0,05 (Tabla 9) indicando asi que
el modelo seleccionado resultd adecuado para la descripcion de los datos con un nivel
de confianza del 95 %.

Tabla 9. Andlisis de varianza (ANOVA) para el rendimiento de licopeno obtenido en la
extraccion SC-CO2 a partir de residuos agroindustriales de tomate.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
cuadrados

A:Temperatura 17,9764 1 17,9764 8,31 0,0449

B:Presién 0,328056 1 0,328056 0,15 0,7167

AB 15,2957 1 15,2957 7,07 0,0564

Falta de ajuste 5,88391 1 5,88391 2,72 0,1744

Error puro 8,64872 4 2,16218

Total (corr.) 48,1327 8
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Teniendo en cuenta que el Unico factor que presentd efecto significativo en el
rendimiento de licopeno fue la temperatura, se analizaron los siguientes grupos de
extracciones: N° (1 y 4) realizadas a 25 MPa y N° (5 y 7) realizadas a 45 MPa (Tabla
8). Para ambos grupos se observd que el incremento en la temperatura ocasiono
valores mas altos en el contenido de licopeno, rendimientos superiores para las
extracciones N°1 y 5 (realizadas a 80°C). Adicionalmente se observé que el efecto de
la temperatura en las extracciones a presiones altas (45 MPa), extracciones 5y 7, fue
bajo, con un cambio de tan solo 6,19 ug licopeno/ g material seco, mientras que para
las extracciones realizadas a presiones bajas (25 MPa), extracciones N° 1y 4, el efecto
produjo un cambio de 144,07 ug Licopeno/ g material seco.

El incremento en el rendimiento de licopeno al aumentar la temperatura puede
ser explicado por el aumento que se genera en la presion de vapor del licopeno y por
ende el incremento en su solubilidad, adicionalmente al aumentar la temperatura se
genera un mejor transporte de soluto en la matriz y/o desde la matriz al solvente
(procesos de transferencia de masa) probablemente por la destruccidén parcial de las
estructuras vegetales que contienen licopeno (Machmudah et al., 2012, 293; Yi, Shi,
Xue, Jiang, & Li, 2009, 1091). Resultados reportados en literatura cientifica soportan
gue incrementos en la temperatura de extraccion del SC-CO, genera rendimientos mas
altos de licopeno (Zuknik et al., 2012, 254).

En la figura 15 se muestra la superficie de respuesta para el analisis realizado,
encontrando 80°C y 25 MPa como los valores 6ptimos de temperatura y presion para la

extraccién de licopeno, con un rendimiento de 166,75 ug licopeno/g material seco
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(equivalente aproximadamente a 89.7 pg licopeno/g material fresco. Este valor se
encuentra dentro de los valores reportados por otros investigadores. Mattea, Martin, &
Cocero (2009, 258) reportaron una variacion en el contenido de licopeno de 3 a 20
mg/100g fruto fresco, Yi Chun et al. (2009, 1088) determinaron en su estudio de
extraccion por fluidos supercriticos, un contenido maximo de 31,25 pg licopeno/g de
tomate fresco (100°C, 40 MPa y 1,5 mL/minutos). Topal, Sasaki, & Oto (2006, 5607)
reportaron un maximo rendimiento de 1,18 mg licopeno/g de muestra a 40 MPa, 100°C,
flujo de 2,5 mL/minuto en un tiempo de 5,5 horas de extraccién. Rozzi, Ingh, lerling, &
Atkins, (2002, 2642), encontraron una eficiencia maxima de extraccion del 61%,
equivalente a 14,86 ug licopeno/g material seco a 86°C, 35MPa y 500 mL CO,. Egydio,
Moraes, & Rosa (2010, 163) investigaron la extracciéon de licopeno en un rango de 40-

80°C encontrando un maximo de rendimiento a 80°C y 35 MPa.

Figura 15. Gréfica de superficie de respuesta para el disefio aplicado a la extraccion por fluidos
supercriticos-CO, de licopeno.
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Una alternativa para incrementar el poder de solvatacion del CO, supercritico es
utilizar solventes organicos como co-solventes durante la extraccion, sin embargo este
uso puede generar preocupacion por los efectos tanto en la salud como en el medio
ambiente debido a las trazas de estos compuestos, por esta razén los investigadores
han llevado a cabo extracciones utilizando otro tipo de compuestos como co-solventes,
Machmudah et al, (2012, 292), encontraron un incremento en la eficiencia de extraccién
del 28,5 % empleando semillas de tomate, este aumento fue atribuido a una mejora en
el transporte y solubilidad del licopeno desde la matriz solida al CO, supercritico,
atribuido a la presencia del acido linoleico presente en las semillas. Vasapollo (2004,
citado en Yi et al.,, 2009, 1089) describe en su investigacibn como la presencia de
aceites vegetales utilizados como co-solventes mejora el rendimiento de licopeno y
contribuye a su estabilidad.

Es importante mencionar que el contenido de licopeno en matrices vegetales
depende de diversos factores tales como, la especie y la temperatura de crecimiento,
maduracion y almacenamiento del fruto, debido a que el licopeno es el dltimo pigmento
que aparece durante la maduracion y su desarrollo es inhibido a temperaturas
superiores a 30-32°C. Lie et (2009, citado en Shi & Xue, 2010, 621) reportaron un
incremento en el contenido de licopeno entre 4 y 21 dias de almacenamiento. Todas
estas variables hacen que los contenidos de licopeno presenten variaciones al

comparar las investigaciones que se realizan en condiciones de extraccion similar.
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Microencapsulacion del extracto de licopeno utilizando secado por
aspersion

En la figura 16 se muestran los parametros de humedad para las microparticulas
obtenidas en el secado por aspersiéon para la encapsulacion de licopeno proveniente de
la extraccion por fluidos supercriticos asi como los porcentajes de rendimiento y la

eficiencia de encapsulacion para cada una de las formulaciones realizadas.

Figura 16. (a) Parametros de humedad y actividad acuosa de las microparticulas. (b)
porcentajes de rendimiento y eficiencia de encapsulacién en el proceso de microencapsulacion
de licopeno por secado por aspersién. Se muestran los resultados promedio + desviacion
estdndar (n=3). F1. (Cap+MD), F2: (Cap+MD+PAS), F3: (GA+MD), F4: (Gel+Sac). Los
resultados con diferente letra presentan diferencia significativa con un nivel de confianza del
95,0%.
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Los valores de contenido de humedad y actividad acuosa para las
microparticulas obtenidas por secado por aspersidon de todas las formulaciones
presentaron valores adecuados para disminuir el dafio microbiolégico y reducir la
reactividad del sistema, factores que afectan la estabilidad del producto durante su
almacenamiento. El contenido de humedad como se muestra en la figura 16.a estuvo
del 4,4% al 7,9 %, intervalo dentro del rango sugerido (3 al 10%) para esta clase de

alimentos (Li et al., 2015, 305; Xue et al., 2013, 442). Los valores de actividad acuosa
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(Aw) determinados fueron menores a 0,6 generando asi una adecuada estabilidad
microbioldgica para todas las formulaciones (Quek, Chok, & Swedlund, 2007, 390).

Los rendimientos en el proceso de secado oscilaron entre el 18% al 29% (Figura
16.b), mientras que la eficiencia de encapsulacion estuvo entre el 39% al 70%. Las
eficiencias determinadas en este estudio presentaron valores similares a las reportadas
por otras investigaciones para la microencapsulacion de licopeno por secado por
aspersion, Rocha et al, empleando gelatina y sacarosa reportaron en su estudio rangos
del 12-82% (Rocha et al., 2012, 40); ademas fueron reportados rangos del 21 al 30%
utilizando almidon modificado y eficiencias del 25-88 % empleando goma arébiga,
goma gellan y maltodextrina (Rocha-Selmi, Favaro-Trindade, & Grosso, 2013, 4).
Utilizando proteina aislada de soya y goma arabiga se reportan eficiencias del 69 al
85% (Li et al, 2015, 303). Se reportaron eficiencias del 41-44% para la
microencapsulacién por secado por aspersién para el aceite de soya empleando
proteina aislada de soya como material encapsulante (Tang & Li, 2013, 442).

En este estudio el porcentaje de eficiencia mas alto se obtuvo para la
formulacién 3, en la que se utilizaron goma arabiga y maltodextrina como agentes
encapsulantes, este comportamiento puede ser atribuido a las excelentes propiedades
emulsificantes y de formacion de pelicula que presenta la goma arabiga en
combinacién con las propiedades de proteccion en los procesos de transferencia de
oxigeno que ofrece la maltodextrina (Gharsallaoui et al., 2007, 1115) ofreciendo asi una
buena encapsulacion para el extracto de licopeno. Matioli & Rodriguez-Amaya, (2002,
201) reportaron una mejor estabilidad para el licopeno encapsulado con la utilizacion de

estos dos agentes encapsulantes en comparacion con la estabilidad ofrecida utilizando
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Unicamente goma arabiga. Parra et al, (2010, 5675) combinaron maltodextrina y goma
ardbiga para la microencapsulacion por secado por aspersion de otros productos
oleosos tales como el aceite de cardamomo. Otro estudio indicé que la sustitucion del
50% de goma arabiga por glucosa generd un incremento en la eficiencia de
encapsulacion del 18%, no obstante la maltodextrina DE 18,5 fue considerada la mas
indicada en la sustitucién parcial de la goma arabiga debido a la buena solubilidad y
rapida reconstitucion del material encapsulante (Gharsallaoui et al., 2007, 1115).

Adicionalmente, se reporta la elaboracién de una patente para la encapsulacién
de licopeno por secado por aspersion utilizando goma arabiga y almidén modificado
(Jing, Chai, Shi & Gu, 2014).

La segunda formulacion que presentd el porcentaje de eficiencia de
encapsulacion mas alto fue la formulacion 4 en la que se utilizaron como agentes
encapsulantes, gelatina y sacarosa, la gelatina se caracteriza por su alta actividad
emulsificante, estabilizante y alta tendencia a formar una buena red de atrapamiento
(Gharsallaoui et al., 2007, 1116). Se han reportado estudios en los que la gelatina en
combinaciébn con la sacarosa ha presentado un buen desempefio en la
microencapsulacién de beta-caroteno y licopeno, encontrando eficiencias entre 12% al
82% (Shu et al., 2006, 665). La formulacion 1 aunque presento el valor més alto en el
porcentaje de rendimiento como se muestra en la figura 16.b obtuvo el porcentaje mas
bajo de encapsulacion junto con la formulacion 2. Teniendo en cuenta la proporcion y
naturaleza de los agentes encapsulantes empleados para la formulacion 1 y 3 (Tabla 6)
se puede concluir que entre el Capsul® y la goma arabiga, esta Ultima presentd

mejores propiedades en la encapsulacion de extracto licopeno.
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Microscopia electrénica de barrido (SEM) para las microparticulas

En la figura 17 se compara la morfologia de las microparticulas obtenidas por
secado por aspersion para las 4 formulaciones de estudio, en la figura 17 se observa
que todas las formulaciones presentaron microparticulas de diferente tamafio, con
superficies externas continuas (sin fisuras, grietas, o interrupciones), caracteristica que
puede ofrecer una mejor proteccion al compuesto encapsulado, superficies continuas
con formacion de pliegues y concavidades, similares a la figura 17.A, fueron obtenidas
por Glaucia A. et al., empleando Capsul® como agente encapsulante parar la
microencapsulacién de licopeno, la presencia de pliegues sobre la superficie fue
atribuida a la rapida evaporacion de las gotas de la emulsién durante el proceso de
secado (Rocha et al., 2012, 39). Utilizando gelatina y sacarosa para la encapsulacion
de licopeno, Shu et al., (2006, 668) reportaron imagenes equivalentes a las obtenidas
en la figura 17.D, la suavidad presentada en las superficies externas fue atribuida a la

adicion de sacarosa en la formulacion.
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Figura 17. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de las microparticulas obtenidas por
secado por aspersion (A) Formulacion 1 (Cap + MD), (B) Formulacién 2 (Cap+MD+PAS) (C)
Formulacion 3 (GA+ MD) (D) Formulacion 4 (Gel+ Sac).

Tamafo de las microparticulas y estabilidad del licopeno en funcion del

tiempo

En la tabla 10 se muestra el tamafio (tomado como didmetro promedio) de las
microparticulas obtenidas por secado por aspersion el dia de su elaboracién (t: 0 dias)
y a los 30 dias, las microparticulas a tiempo O presentaron un tamafio de 0,5 — 1,5 um
las cuales se encuentran cerca al rango reportado para particulas obtenidas mediante
secado por aspersion(l um - 50 um) (Nesterenko et al., 2013, 471). En esta misma
tabla se observa que las microparticulas de menor diametro promedio al iniciar el

analisis son las de la formulacion 1 y que las de mayor didmetro y mayor indice de
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polidispersidad son las de formulacidén 2. Al concluir los 30 dias las microparticulas que
presentaron un menor cambio en el diametro promedio fueron las de la formulacion 1 y
las de mayor cambio las de la formulacion 3, referente al indice de polidispersidad no
se observé un cambio apreciable.

A tiempo inicial (t:0 dias) no se encontrd relacion del tamafio obtenido con la
eficiencia de encapsulacién presentada por las microparticulas (Tabla 10 y Figura 16).
A un tiempo de 30 dias las microparticulas de las formulaciones 3 y 4 fueron las que
presentaron mayor tendencia de aglomeracion (incremento en el tamafio) y como se
observa en la figura 18 presentaron un mayor porcentaje de retencion del licopeno al
tiempo final de estudio, esta tendencia puede ser explicada al tener en cuenta que el
proceso de aglomeracion disminuye la exposicion de las particulas al oxigeno
ofreciendo asi una proteccién al licopeno para su destruccién (Quek et al., 2007, 391),
lo cual explicaria también la tendencia observada para las microparticulas de la
formulacion 1, la cual presenté un menor tamafio a los 30 dias y el menor porcentaje de
retencion de licopeno (Tabla 10 y Figura 18). Matioli & Rodriguez-Amaya (2002, 201),
observaron en su investigacién que el tamafio de las particulas fue el factor principal
para afectar la estabilidad del licopeno, obteniendo una mayor facilidad a la oxidacién

en las particulas de menor tamafio.
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Tabla 10.Tamafio de las microparticulas obtenidas por secado por aspersion en el proceso de
microencapsulaciéon de licopeno para tiempo inicial (t:0) y después de 30 dias de
almacenamiento (t:30).

t:0 t: 30
Formulacion Diametro promedio PD* Diametro PD
(um) promedio (um)
F1 0,592 0,348 0,929 0,458
F2 1,523 0,715 1,416 0,607
F3 1,469 0,545 2,348 0,563
F4 1,148 0,347 1,546 0,545

*PD: indice de Polidispersidad.
F1: (Cap+MD), F2: (Cap+MD+PAS), F3: (GA+MD), F4: (Gel+Sac).

El estudio de estabilidad en funcion del tiempo para el licopeno
microencapsulado por secado por aspersion durante el almacenamiento a 20°C se
muestra en la figura 18.

Las formulaciones 1 y 3 en la primera semana ofrecieron una mayor proteccion
del licopeno, sin embargo durante las otras semanas de estudio la formulacion 1
presentd bajos porcentajes de retencion, en comparacién con la formulacion 3 la cual
present6é una buena tendencia de proteccién durante todo el tiempo de estudio para el
contenido de licopeno, corroborando asi las buenas propiedades encapsulantes que
ofrecen los agentes encapsulantes de esta ultima formulacién. Con el fin de comparar
las velocidades de degradacion para cada formulacién se realiz6 un modelo de
regresion lineal, las ecuaciones se muestran en la figura 18, encontrando que la
formulacién que presentd una mayor tasa de degradacién (un valor mas alto de la

pendiente) fue la formulacién 1.
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Figura 18. Degradacion del licopeno en microparticulas obtenidas por secado por aspersion
durante almacenamiento a 20 °C. Los valores mostrados corresponden al valor promedio de los
datos + desviacion estandar (n=2). F1: (Cap+MD), F2: (Cap+MD+PAS), F3: (GA+MD), F4:
(Gel+Sac).
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Matioli & Rodriguez-Amaya (2002, 202), en la microencapsulacion de licopeno
proveniente de la pulpa de guayaba encontraron pérdidas en el contenido de licopeno
del 50% almacenado a temperatura ambiente durante 18 dias utilizando goma arabiga
como agente encapsulante. Xue et al., (2013, 443) utilizando zeina como agente
encapsulante para la encapsulacion de oleorresina de tomate obtuvo una pérdida en el
contenido de licopeno del 66% al almacenar las microparticulas a 25°C durante 18
dias. Como se indica en la figura 18 para la semana 3 la disminucion del contenido de
licopeno microencapsulado se obtuvo en el rango del 60% al 46% para las

formulaciones 1y 3 respectivamente.
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Efecto térmico en el contenido de licopeno

En la figura 19 se muestra el estudio de estabilidad al tratamiento térmico
(esterilizacion) realizado a las microparticulas obtenidas por secado por aspersion para
las cuatro formulaciones de analisis. En ella se observa que las formulaciones 1y 3
presentaron un efecto protector en comparacién con el extracto obtenido por fluidos
supercriticos de licopeno sin encapsular, a diferencia de las formulaciones 2 y 4 en las
gue se presento un efecto negativo para el contenido de licopeno.

Para evaluar si habia diferencias significativas entre los tratamientos realizados
se llevé acabo la prueba F mediante un andlisis ANOVA en la cual se encontré un valor
p menor a 0,05 indicando una diferencia estadisticamente significativa entre las medias
de las 4 formulaciones y el extracto sin encapsular con un nivel de confianza del 95 %.
Posteriormente para determinar cuales medias eran significativas se realizé la prueba
de multiples rangos encontrando 4 grupos homogeéneos, (Extracto libre), (F1-F3), (F2) y

(F4) indicados en la figura 19 con las letras a, b, c, y d respectivamente.

Figura 19. Contenido de licopeno remanente + desviacién estandar (n=3) después del
tratamiento térmico realizado (esterilizacion). F1: (Cap+MD), F2: (Cap+MD+PAS), F3:
(GA+MD), F4: (Gel+Sac). Los resultados con diferente letra presentan diferencia significativa
con un nivel de confianza del 95,0%.
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Las principales causas de la degradacion del licopeno durante el procesamiento
de alimentos son la oxidacion e isomerizacion. Shi, Kakuda, Jiang, & Mittal (2007, 357)
realizaron un estudio evaluando la estabilidad de licopeno en el rango de temperatura
de 100°C a 180°C encontrando que a temperaturas superiores a 100°C se
incrementaba la degradacion de ambos is6meros del licopeno cis y trans concluyendo
asi que a temperaturas por encima de 100°C el mecanismo principal que influye en la
degradacion de este compuesto es la oxidacion. Knockaert et al., (2012, 1296)
estudiaron el efecto de los procesos de pasteurizacion y esterilizacibn sobre el
contenido de licopeno en puré de tomate, obteniendo como resultado, que el contenido
total de licopeno no se afectd durante el proceso de pasteurizacion pero si presento
una disminucion significativa en el proceso de esterilizacion, como consecuencia de la
degradacion oxidativa del licopeno.

La oxidacion es un proceso complejo que depende de varios factores tales como
las condiciones de procesamiento, humedad, temperatura y la presencia de pro o
antioxidantes (Shi, Le Maguer, & Bryan, 2002, 152). Dado que para las cuatro
formulaciones se emplearon las mismas condiciones de procesamiento, temperatura,
presién, humedad y tiempo de exposicion, se infiere la presencia de sustancias que
podrian actuar como pro-oxidantes en las formulaciones 2 y 4 que hayan ocasionado
un mayor deterioro en el contenido de licopeno una vez efectuado el proceso de
esterilizacion. Shi et al., (2002, 152) mencionan gue la presencia de azlcares, acidos y
aminoacidos afectan la degradacion del licopeno en productos alimenticios procesados.

Lo cual puede explicar el comportamiento obtenido para las dltimas formulaciones
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mencionadas, debido a la presencia de proteina aislada de soya en la formulacién 2 y
de gelatina y sacarosa en la formulacion 4.

Las proteinas son compuestos susceptibles a la desnaturalizacion, este proceso
involucra cambios conformacionales de sus estructuras nativas sin la alteracion de la
secuencia de aminoacidos que las componen, uno de los factores que influyen en este
proceso es la temperatura, asi mismo la interaccion con el agua también afecta las
propiedades fisicoquimicas de las proteinas como consecuencia de la modificacion de
sus estructuras tridimensionales (Sun, 2005, 295). En algunos casos la
desnaturalizacién de las proteinas puede provocar el desplegamiento completo de las
cadenas proteicas, provocando la exposicion de los grupos internos al medio (Lupano,
2013, 13). Se ha estudiado mediante calorimetria diferencial de barrido los cambios en
la estructura nativa de la proteina de soya por efecto del incremento en la temperatura,
observando los dos picos de desnaturalizacién correspondientes a las fracciones
proteicas principales el primero para glicina (11 S globulina) y el segundo para glicina
(7S globulina) (Guerrero, Betty, Kerry, & De la Caba, 2012, 56; Nesterenko et al., 2013,
471; Sun, 2005, 295). Las temperaturas correspondientes a las pérdidas de agua
residual para esta proteina se encontraron a 100°C y 220°C (Tang, Choi, & Ma, 2007,
96).

La gelatina es un biopolimero natural muy versatil derivado del colageno
insoluble fibroso presente en piel, cartilago, huesos y residuos de animales mamiferos
y peces. Cuando se lleva a calentamiento se provoca la desnaturalizacion y separacion
de sus tres hélices (cadenas de polipéptidos enrolladas entre si mediante puente de

hidrogeno) (Acosta, 2014, 30).
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Para ambas formulaciones (1 y 4) es probable que bajo el tratamiento térmico
efectuado las proteinas hayan presentado cambios en sus estructura tridimensional
exponiendo sus cadenas proteicas al medio facilitando asi tanto su degradacion como
la oxidacion del licopeno por la posible interaccion de los grupos funcionales con el
compuesto encapsulado.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se concluye que la combinacion
entre almidén modificado de maiz (Capsul®) con maltodextrina y de esta ultima con
goma arabiga ofrecieron un efecto de proteccion para el extracto de licopeno
microencapsulado (formulaciones 1 y 3), contrario a la combinacion de los agentes
encapsulantes de las formulaciones 2 y 4, en donde estan presentes compuestos como
proteinas y sacarosa.

En la figura 20 se muestra el efecto que produjo la esterilizacion en el tamafio de
las microparticulas de cada formulacién, para las formulaciones 1 y 3 se present6 un
efecto de agregacion (figura 20 a y c¢) y para las formulaciones 2 y 4 un efecto de
fragmentacion (figura 20.b y d), lo cual se relaciona con lo mostrado en la figura 19, una
mayor proteccion para el licopeno encapsulado en las microparticulas de las
formulaciones 1 y 3. La presencia de particulas mas pequefias (figura 20 b y d), podria
indicar la presencia de fragmentos de los agentes encapsulantes, no obstante seria

necesario realizar la identificacién de estos para confirmar esta hipétesis.
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Figura 20. Efecto de la esterilizacién sobre el tamafio de las microparticulas secadas por
aspersion. La linea continua hace referencia a las microparticulas sin esterilizar y la linea
segmentada indica las microparticulas sometidas al proceso de esterilizacién. (a) Formulacion
1 (Cap +MD) (b) Formulacién 2 (Cap+MD+PAS) (c) Formulacion 3 (GA+MD) (d) Formulacion 4
(Gel+Sac).
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Perfil de liberacion de licopeno
Con el fin de describir y comparar el proceso de liberacion de licopeno
proveniente de las microparticulas obtenidas por secado por aspersion para las cuatro
formulaciones de estudio se utiliz6 un modelo exponencial, que sigue una ecuacion de
tipo:
Y=YO0 + (Plateau-Y0)*(1-exp(-K*X)),  Ecuacién 9

Donde:

Y: contenido de licopeno liberado, expresado en: Licopeno liberado g/ g

formulacion.
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Yo: contenido de licopeno liberado a tiempo 0, expresado en: Licopeno liberado
Mg/ g formulacion.

Plateu: estimacion del contenido de licopeno liberado a tiempo infinito,
expresado en: Licopeno liberado pg/ g formulacion.

K: constante de velocidad de liberacién (minutos™).

X: tiempo (minutos).

Span, es un parametro obtenido al calcular la diferencia entre Plateu y Yo, como
se muestra en la figura 21. Las unidades de Span para este estudio son licopeno

liberado pg/ g formulacion.

Figura 21. Comportamiento del modelo utilizado para el perfil de liberacion de licopeno
proveniente de las microparticulas
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Yo

Tiempo

En la figura 22 se muestran los comportamientos de liberacion de licopeno y en
la tabla 11 se indican los parametros anteriormente mencionados segun el modelo
aplicado para describir la liberacion de licopeno de las microparticulas en las cuatro
formulaciones bajo los tres valores de pH estudiados. Todas las formulaciones
presentaron un buen ajuste al modelo de acuerdo a los valores de R? obtenidos por

cada una de ellas.
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Figura 22. Liberacién acumulada de licopeno proveniente de las microparticulas obtenidas por
secado por aspersion. (F1-F4) indican las formulaciones de estudio F1: (Cap+MD), F2:
(Cap+MD+PAS), F3: (GA+MD), F4: (Gel+Sac). A) pH 4,0B) pH 7,0 C) pH 10.
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Comparando los valores de Yo, para cada una de las formulaciones a los tres
valores de pH, se observa que la formulaciébn que presentdé un comportamiento
apreciable dependiente del pH fue la formulacion 4, presentando un valor mas alto en
el contenido de licopeno inicial (Yo) a pH 10. Referente a los valores de Plateu, para la
formulacién 2 la estimacion del contenido de licopeno liberado fue similar en los tres
valores de pH, presentando un comportamiento independiente de pH, para la

formulacién 3 y 4 el valor de Plateu estima una liberacion similar a pH neutro y basico.
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Para la formulacién 4 se observd una diferencia apreciable al comparar la liberaciéon
estimada a tiempo infinito a pH 4 y 10. En los valores de Span las formulaciones 2 y 3
no presentaron cambios importantes, no obstante para la formulacion 1 se observo una
ligera dependencia del pH presentando su valor mas alto a pH 7, en la formulacion 4 se
observé una mayor dependencia del pH para el pardmetro Span, lo cual podria inferirse
teniendo en cuenta que para esta formulacion se observaron los cambios mas
importantes tanto para Yo como para Plateu al variar el pH del medio en el cual eran

expuestas las microparticulas para la liberacion de licopeno encapsulado.

Tabla 11. Pardmetros del modelo exponencial utilizado en la liberacion de licopeno proveniente

de las microparticulas secadas por aspersion.

F1 F2 F3 F4
K  002820+0,003 0,01994+0,004 0,02191+0,005 0,01438 + 0,002
Yo 4,684 0,3 6,542+ 0,6 7,872+ 1,0 3,030+0,3
pPH40 Plateu  14,95+0,4 21,47+ 1,1 28,73+ 1,9 16,05+ 0,9
Span 10,27 £0,4 14,93+1,1 20,86+ 1,9 13,02+0,9
R’ 0,9969 0,9938 0,9894 0,9974
K 0018810002 0,02340 0,002 0,02145+0,001  0,02009 + 0,001
Yo 7,078 £0,7 5183%0,5 671305 7,507+ 0,5
pH:7.0 Plateu  38,62+18 25,98+ 0,8 43,08 1,0 45,02 + 1,1
Span 31,54+ 1,7 20,7908 36,36 + 1,0 37,51+1,1
R? 0,9970 0,9978 0,9991 0,9990
K 0018840001 0,02027 +0,002 0,01903 0,001  0,01909 0,002
Yo 4,749 +0,3 7,082+0,5 9,087 0,5 9,943+ 0,9
pH:10.0 Plateu  29,12+0,8 33,92+1,0 44,48 +1,0 54,01+ 1,9
Span 24,37+0,7 26,83+ 1,0 3539+1,0 44,07 +1,8
R’ 0,9990 0,9984 0,9992 0,9982
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Teniendo en cuenta que el punto isoeléctrico de las proteinas de la gelatina (uno
de los componentes de la formulacion 4) es de 4,7 a 5,2 y que cerca este valor la
gelatina tiende a formar un gel (Podczeck, F., 2009), podria explicar la baja liberacion
de licopeno a condiciones de pH 4 comparada con los otros valores de pH en los
cuales, al estar alejados del punto isoeléctrico, la resistencia de gel disminuye.

Teniendo en cuenta que la principal zona de absorcién del licopeno es la del
intestino (Li et al., 2015, 306), se buscan microparticulas que resistan la liberacion de
su contenido a pH acidos (estdbmago) y permitan su liberacibn en la zona donde
presente su principal absorcién. Este comportamiento fue observado por el perfil de
liberacion en las microparticulas de la formulacion 4, adicionalmente los agentes
encapsulantes de esta formulacién (gelatina y sacarosa) son altamente biocompatibles
con lo cual podria generar una posible aplicacién para la industria farmacéutica o de

alimentos.

Elaboracion de liposomas para la encapsulacion de licopeno

Eficiencia de encapsulacién

Los porcentajes de eficiencia de encapsulacion obtenidos empleando diferentes
fosfolipidos para encapsular extracto de licopeno obtenido mediante fluidos
supercriticos se muestran en la figura 23. Obteniendo valores del 9,0 % para DMPC,
9,3 % para asolecitina de soya, 28,4 % para HEL y 30,9 %DPPC. Se realizé una
prueba de multiples rangos obteniendo dos grupos homogéneos como se muestra en la

figura 23 marcados con las letras a y b.
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Figura 23. Eficiencias de encapsulacion para los sistemas liposomales de licopeno. Cada
valor representa el valor promedio + desviacion estandar (n=3).Los fosfolipidos marcados con
las mismas letras no presentan diferencias significativas de las medias con un nivel del 95% de
confianza.
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Teniendo en cuenta que todos los fosfolipidos utilizados presentan el mismo
grupo colina se atribuye la diferencia obtenida a la cadena de los &cidos grasos
presentes en cada uno de los fosfolipidos. La diferencia principal entre los fosfolipidos
naturales se encuentra en su composicion lipidica, para la asolecitina de soya se
reporta como especie mayoritaria en un 64 % un acido graso poliinsaturado, el acido
linoleico (C18:2), seguido por 13% de acido palmitico (C16:0) y un 10 % de acido oleico
(C18:1) (Sigma-Aldrich, s.f) mientras que para HEL la especie mayoritaria corresponde
a un acido graso saturado, un 61% de &cido estearico (C18:0) seguido por acido
palmitico (C16:0) en un 32% (Avanti Lipids Polar, 2016). Teniendo en cuenta la
facilidad de los acidos grasos poliinsaturados para experimentar reacciones de
peroxidacién (Tan et al., 2014, 1235; Vemuri & Rhodes, 1995, 102), puede justificarse
porque la asolecitina de soya presento6 el porcentaje mas bajo de eficiencia comparado
con HEL. En el caso de los fosfolipidos de origen sintético se observa que ambos

presentan el mismo nivel de saturaciébn en la composicion lipidica (Figura 24), la
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diferencia se observa en el nimero de carbonos que conforman la cadena de acidos
grasos, para el DMPC 14 atomos de carbono (acido miristico) y para el DPPC, 16
atomos de carbono (&cido palmitico), esta diferencia se ve reflejada en el espacio que
tendria el licopeno para estar encapsulado y en los valores de las temperaturas de

transicion de fase.

Figura 24. Estructuras quimicas de los fosfolipidos empleados en la encapsulacion de
licopeno.
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*Para asolecitina de soya y lecitina hidrogenada de huevo (HEL) se muestran las estructuras de las especies
predominantes. Estructuras quimicas tomadas de http://www.avantilipids.com/.

Estudios han reportado que la localizacion del licopeno en los liposomas esta
dirigida a la parte final de las cadenas de los acidos grasos de los fosfolipidos (Tan et
al., 2014, 1233), por lo cual, al incrementar el nimero de carbonos, aumenta el tamafio
de la cadena hidrocarbonada y por ende al crearse una estructura esférica (vesicula
liposomal) se incrementa el volumen (espacio) para contener el material encapsulante
(licopeno).

Otro parametro que es modificado al aumentar el nimero de carbonos en las

cadenas de acidos grasos es la temperatura de transicion de fase, la cual hace


http://www.avantilipids.com/
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referencia a la transicion que experimentan las cadenas hidrocarbonadas de los
fosfolipidos de su estructura ordenada (gel) a una de mayor fluidez (liquido cristalina) y
a la permeabilidad y estabilidad de los liposomas (Vemuri & Rhodes, 1995, 101), para
el DMPC se reporta una temperatura de transicion de 23°C y para el DPPC de 41°C, lo
cual podria sustentar junto con la explicacion del incremento del espacio para el
material encapsulante porque de los dos fosfolipidos sintéticos el DPPC presentd una
mayor eficiencia de encapsulacion.

Aunque no se obtuvo diferencias significativas entre los dos fosfolipidos que
presentaron los porcentajes mas altos de eficiencia de encapsulacion se seleccioné el
DPPC, de origen sintético teniendo en cuenta la ventaja que ofrece esta clase de
fosfolipidos al tener una composicién mas precisa y homogénea (Van & Wendel, 2014,

1096).

Caracterizacion de los liposomas y estabilidad en el tiempo

En la tabla 11 se muestra la caracterizacion realizada para los liposomas vacios
y con carga (extracto de licopeno) en dos tiempos, (t,) tiempo inicial y después de 20
dias de almacenamiento (ty0). Al finalizar este periodo, se determino el contenido
encapsulado encontrandose un 20% del contenido inicial de licopeno encapsulado.

El tamafio obtenido para las particulas de ambas suspensiones liposomales (sin
y con licopeno) permitié clasificarlas como vesiculas unilamelares grandes, por sus
siglas en inglés LUV (Large Unilamellar Vesicles), las cuales en dependencia de la

membrana utilizada pueden oscilar entre 80- 400 nm (Lanio et al., 2009, 24).
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Tabla 12. Tamafio de particula y potencial z para los liposomas vacios y cargados con licopeno
almacenados a 4°C durante 20 dias en oscuridad.

Diametro indice de Potencial Z
Muestra promedio (hm) Polidispersidad (PD) Promedio ¢ ( mV)
to too AD (nm) to too APD to too AZ (mV)

Liposomas Vacios

(DPPC) 89.1 126.7 37.6 0.224 0.263 0.039 -11.58 -2.05 9.53

Liposomas cargados

- - - *
(DPPC-Licopeno) 166.3 243.9 77.6 0.223 0.323 0.100 -30.48 -39.78 9.3

(to) :tiempo inicial (tyo):tiempo de 20 dias. *El signo negativo en el A indica que el cambio se
efectud hacia valores negativos.

Se analizaron a tiempo inicial los tres parametros de estudio, tamafio (diametro
promedio), indice de polidispersidad, y potencial z (), como se muestra en la tabla 11
la incorporacion de licopeno presentd un aumento importante en el diAmetro promedio
de la particula sin embargo este no gener6 un incremento en el indice de
polidispersidad, indicando asi que se mantuvo una dispersion homogénea en la
suspension liposomal, el indice de polidispersidad es una medida de la homogeneidad
de la dispersion en un rango de 0-1, asi valores entre 0-0,3 indican una dispersion
relativamente homogénea (Tan et al., 2013, 8178), ademas del diametro promedio, el
potencial z de las particulas liposomales también aument6 debido a la incorporacion de
licopeno, de manera general valores por encima de + 30 mV y por debajo de - 30 mV
son indicativos de la estabilidad de las suspensiones coloidales e incrementan la
uniformidad a través de las fuerzas de repulsion entre las particulas (Tan et al., 2013,
8178).

Al finalizar el estudio (t:20) se observo un incremento en el diametro promedio
tanto para las particulas vacias como para las cargadas con licopeno, expresando asi

un efecto de agregacion o fusion de las particulas durante el almacenamiento, no
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obstante el cambio fue mayor para las particulas cargadas con licopeno (AD en tabla
12), resultados similares fueron reportados por Tan et al., (2014, 1236), en su estudio
de sistema de liberacion con diferentes carotenos, encontraron que las particulas
liposomales cargadas con licopeno generaron mayor incremento en el tamafio del
diametro comparado con las particulas vacias, en otro estudio se reporté un incremento
del 20- 25 % después de 30 dias de almacenamiento a 4°C para liposomas cargados
con luteina (Tan et al., 2013, 8178).

El indice de polidispersidad del liposoma vacio en los 20 dias de
almacenamiento no mostré6 una diferencia apreciable, caso contrario al incremento
reflejado en los liposomas cargados con licopeno en el que se obtuvo un PD: 0,323
indicando asi una suspension liposomal poco homogénea.

En el tiempo de almacenamiento ambas suspensiones liposomales presentaron
variacion en el potencial z, como se muestra en la tabla 11 los liposomas sin carga
presentaron un incremento hacia la region del cero, mientras que las suspensiones
cargadas con licopeno incrementaron de manera negativa su valor evidenciando asi un

efecto con la incorporacion del licopeno en la membrana liposomal.

Efecto térmico en el contenido de licopeno

En la figura 25 se muestra el comportamiento de las suspensiéon liposomal
DPPC-Licopeno frente al tratamiento térmico en comparacion con el extracto de
licopeno sin encapsular, mediante un analisis ANOVA, con un valor de p<0,05 en la
prueba-F se encontré que existe una diferencia significativa entre las medias de los dos

tratamientos con un nivel de confianza del 95,0% y que los fosfolipidos no ejercieron un
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efecto protector para el extracto, por el contrario propiciaron en él la disminucién de su
contenido.

Los lipidos, componentes mayoritarios de las formulaciones liposomales
presentan dos rutas principales de degradacion, la hidrdlisis y la peroxidacion lipidica,
(Vemuri & Rhodes, 1995, 105). Se ha reportado que los lipidos son hidrolizables a las
altas temperaturas de esterilizacion (121°C) (Vemuri & Rhodes, 1995, 104) lo cual
conlleva a que las suspensiones liposomales sean bastante termolébiles. En el estudio
se utiliz6 DPPC, el cual en su estructura esta compuesto por el 4cido palmitico (C16:0)
gue aunque no presenta insaturaciones en su estructura quimica que promuevan la
peroxidacion lipidica, al ser hidrolizado a estas temperaturas posiblemente haya
generado compuestos que causen cambios tanto en la permeabilidad de las bicapas de
los liposomas generando una mayor exposicion del licopeno (compuesto encapsulado)
al medio como por la interaccibn de estos con el licopeno (compuesto altamente
insaturado), promoviendo en ambos casos la degradacion oxidativa del licopeno que
como se menciond anteriormente (seccion de esterilizacion para las microparticulas de
secado por aspersion) a elevadas temperaturas es la principal ruta de degradacion del

licopeno.
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Figura 25. Contenido de licopeno después del proceso de esterilizacion (120°C, 15 min, 15 psi)
para el extracto sin encapsular y para el sistema liposomal DPPC-Licopeno.
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Perfil de liberacion de licopeno

Para analizar el perfil de liberacion de licopeno a pH neutro se utilizé el modelo
exponencial descrito en la seccion de perfil de liberacion de licopeno para las
microparticulas de secado por aspersion. En la figura 26 se muestra el perfil de
liberacion de licopeno durante dos horas a pH 7,0. Se determiné mediante el modelo
los pardmetros mostrados en la tabla 12, los resultados obtenidos se ajustan al modelo

seleccionado con un valor de R? de 0,9964.

Tabla 13. Parametros del modelo exponencial utilizado en la liberacién de licopeno proveniente
de la suspensién liposomal DPPC-Extracto de licopeno.

Parametro  Valor SD Explicacion del parametro segin modelo
Yo 0,07553 001103 Contenido de licopeno liberado a tiempo inicial
Plateu 0,4812 0,02665 Estimacion del contenido de licopeno liberado a tiempo infinito
K 0,01801  0,002740 Constante de velocidad de liberacion
Span 0,4057 0,02510 Parametro obtenido al calcular la diferencia entre plateuo y Yo
ti2 38,49

Parametro obtenido al calcular In 2/k

Yo, Plateu y Span estan expresados como g Licopeno liberado / mL solucion liposomal, el tiempo de vida
media (t12) en minutos y la constante de velocidad (k) minutos™ .SD: Desviacion Estandar.



Figura 26. Perfil de liberacién de licopeno a 37 °C y pH 7.0 desde la suspension liposomal

preparada con DPPC.
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Conclusiones

o La cinética de extraccion permitio establecer el tiempo adecuado de
extraccion de licopeno a partir de residuos agroindustriales de tomate y calcular la
solubilidad del compuesto, los valores respectivos fueron: 180 minutos y 3,48 mg
licopeno/ Kg CO;, a 75°C y 25 MPa. Por su parte, las condiciones 6ptimas de extraccion
de licopeno en el intervalo de presion y temperatura evaluados fueron 80°C y 25 MPa,
con un flujo de 100 g CO,/min, obteniendo asi un rendimiento de 166,75 g licopeno/ g
material seco, encontrando que la temperatura fue el Unico pardmetro que presento
una influencia significativa sobre el rendimiento de licopeno pudiéndose explicar por el
aumento en la presion de vapor del licopeno debido al incremento en la temperatura
durante el proceso de extraccion SC-CO;,

o La técnica de secado por aspersidon permiti6 la obtencién de
microparticulas cargadas con licopeno. La formulacidn que presentd una mejor
eficiencia de encapsulacion fue la formulaciéon 3 (%EE: 70), elaborada con goma
arabiga y maltodextrina en una proporcion (2:1). Asi mismo, las formulaciones 3 y 4
obtuvieron el mejor desempefio en cuanto a la cantidad de licopeno encapsulado,
mientras que la formulacién 1 obtuvo la tasa de degradacién mas alta para un tiempo
de almacenamiento igual a 30 dias.

o Se caracterizaron fisica y morfolégicamente las microparticulas obtenidas
por secado por aspersion para todas las formulaciones de estudio. Las caracteristicas

fisicas presentadas estuvieron dentro del rango usual para este tipo de particulas (Aw<



102

0,5, contenido de humedad: 4-8%, tamafio: 0,6 -1,5um). La micrografia realizada
mostré6 de manera general para todas las microparticulas, superficies continuas con
algunas concavidades. De igual forma, los resultados obtenidos en el analisis del perfil
de liberacion de licopeno en funcion del pH para las microparticulas obtenidas por
secado por aspersion permiten proponer una formulacién de liberacién controlada
dependiente del pH (formulacion 4), lo cual puede ser de interés en aplicaciones
nutracéuticas en las cuales se busque mantener la integridad de la particula a pH &cido
y promover su liberacion a pH alcalino.

o En las suspensiones liposomales, los fosfolipidos que presentaron los
valores mas altos de eficiencia de encapsulacion para el extracto de licopeno fueron el
DPPC y HEL. Adicionalmente, se evaluo la estabilidad en refrigeracién, asi como la
estabilidad térmica de la suspension liposomal con DPPC, encontrando que en
condiciones de almacenamiento refrigerado la formulacion liposomal conservé un 20%
del licopeno encapsulado, mientras que en la prueba de estabilidad térmica ocasiond

un efecto negativo promoviendo la degradacion del licopeno.
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Perspectivas

o Teniendo en cuenta el impacto que podria generar en el sector
industrial el desarrollo de la formulacion de nano y microparticulas de licopeno
extraido por fluidos supercriticos se sugiere realizar un analisis econémico total
del proceso, desde la etapa de recoleccion de los residuos agroindustriales
hasta su obtencion.

o Desarrollar prototipos alimentarios y/o farmacéuticos de las
formulaciones microencapsuladas (en especial la formulacion 4) para evaluar su
factibilidad de implementacion.

o Hacer pruebas in vitro utilizando células (Caco2) como modelo de
las células epiteliales del intestino humano para evaluar la estabilidad digestiva,
recepcion y transporte asi como el metabolismo de las microparticulas de la

formulacion 4 sugeridas con una posible aplicaciéon a la industria de alimentos.
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