Revista Mexicana de Ingenieria Quimica

Vol. 12, No. 2 (2013) 177-191

DISENO DE UN JUGO MINIMAMENTE PROCESADO ADICIONADO CON MICRO
Y NANOCAPSULAS DE ACIDO FOLICO Y SU USO COMO VEHICULO PARA LA
INGESTA EN RATAS WISTAR

DESIGN OF A MINIMALLY PROCESSED JUICE ADDED WITH MICRO AND
NANOCAPSULES OF FOLIC ACID AND ITS USE AS VEHICLE FOR INGESTION IN
WISTAR RATS

V. Santacruz-Vazquez'*, C. Santacruz-Vazquez' y J.O. Laguna-Cortés?

' Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Facultad de Ingenieria Quimica,
Ciudad Universitaria, 72570, Puebla, Pue., México.
2 Instituto Tecnologico de Puebla, 72220, Puebla, Pue., México.

Recibido 7 de Noviembre de 2012; Aceptado 22 de Marzo de 2013

Resumen

Se disefid un jugo de pifia minimamente procesado (JPMP) adicionado con micro y nanocdpsulas de dcido félico
(AF) y se uso como vehiculo para la ingesta de AF en un modelo experimental de ratas Wistar. Se formaron grupos
con 4 diferentes dietas de hidratacién. Los animales fueron sometidos durante 30 dias a las dietas establecidas
y a extracciones de sangre, para determinar valores de eritrocitos, hematocritos y concentraciéon de hemoglobina.
El consumo de la bebida fortificada por las ratas madre permitié valores medios significativamente mayores de
hemoglobina y hematocritos en el plasma al cabo de los 30 dfas de tratamiento, ademds de un aumento mayor de la
talla y peso de las crias. El modelo de von Bertalanffy describié adecuadamente los datos de peso y longitud de las
ratas.
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Abstract

A minimally processed pineapple juice added with micro- and nanocapsules of folic acid (FA) were designed and it
was used as vehicle for ingestion of FA in an experimental model using Wistar rats. The rats were allocated into four
groups and fed four different hydration diets for 30 days. Blood samples were collected after feeding to determine
the erythrocyte, hematocrit count and hemoglobin concentration. Consumption of micro- and nanocapsules of folic-
acid-fortified juice for 30 days resulted in significant increases in plasma hemoglobin concentrations and hematocrit,
as well as increased size and weight gain of the offspring. Model of von Bertalanffy allowed to describe models
body weight and length rats data.

Keywords: fortified food, nanoencapsulation, folic acid, minimally processed pineapple juice, rats.

1 Introduccion para el recubrimiento y formacién de la pelicula
son materiales poliméricos entre ellos polisacaridos;
lipidos, lecitinas y proteinas (Champagne y col., 2007;
Yadav y col., 2007; Fuchs y col. 2006; Barbosa y col.,
2005; Phillips y Williams, 2003). Especificamente en
el area de alimentos y biomateriales las aplicaciones

La encapsulacion es una técnica ampliamente
empleada en la industria farmacéutica y de
alimentos que consiste en recubrir sustancias activas
solidas, liquidas o gaseosas mediante una pelicula
(Gharsallaoui, 2007). Los materiales empleados
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de esta técnica han ido en aumento debido a
la necesidad de incrementar la protecciéon de los
materiales encapsulados de factores ambientales
como calor y humedad, permitiendo mantener
su estabilidad quimica y viabilidad para su uso.
La microencapsulacién permite que los materiales
alimenticios resistan las condiciones de procesamiento
y empacado mejorando la calidad en sabor, aroma,
estabilidad, valor nutritivo y apariencia (Carrillo-
Navas y col., 2011). Wang y col. (2010) establecieron
que segun su didmetro los cdpsulas son consideradas
como microcdpsulas 1-1000um mientras que las
nanocdpsulas presentan valores del didmetro en un
intervalo entre 1-1000nm.

En otro entorno, las variaciones en los patrones
de la alimentacién humana generaron una nueva
area de desarrollo en las ciencias de los alimentos
y de la nutricién que corresponde a los alimentos
minimamente procesados y alimentos funcionales.
Los alimentos minimamente procesos se han definido
como aquellos alimentos sdlidos (frutas, hortalizas,
tubérculos, enteros o fraccionados), o liquidos
(jugos), que han sido lavados, desinfectados, pelados,
cortados, prensados, filtrados y envasados listos
para ser consumidos, y que mantienen todas las
caracteristicas del producto fresco, presentando una
vida 1til corta de 7 a 10 dias, también conocidos como
alimentos gama I'V. Existe una gran diversidad de estos
productos en el mercado internacional, ensaladas de
verduras, frutas troceadas, jugo de frutas y verduras,
cuyas ventajas son su frescura, ausencia de aditivos y
una vida ttil mds larga respecto a los productos frescos
(Lee y col., 2003).

Con respecto a la otra tendencia anteriormente
citada, los alimentos funcionales se refieren a aquellos
productos procesados que contienen ingredientes
que desempeflan una accién especifica en las
funciones fisiolégicas del organismo humano, mds
alld de su contenido nutrimental (Kam y col., 2012;
Gliszczyniska-Swigto, 2007; Gregory Il y col., 2005).
Son similares en apariencia a los alimentos comunes,
son consumidos en una dieta usual y se ha demostrado
que presentan beneficios fisiologicos a la salud
humana. La concentracion de los nutrimentos se puede
incrementar por encima de los niveles contenidos en
forma natural en el alimento, resultando un producto
enriquecido (Capita y Calleja, 2006).

El 4cido félico (AF) es una vitamina del complejo
B que juega un papel fundamental en el proceso
de la multiplicacién celular, siendo primordial su
consumo durante el embarazo (Tzu-Yuan y col,
2007; Green y col., 2003) ya que contribuye a la

prevencién de defectos de nacimiento en el cerebro
y la médula espinal denominados defectos del tubo
neural (Herrmann, y Obeid, 2011; Paschoal-Prado y
col., 2010, Fassiatou y col., 2007). A pesar de que el
AF puede encontrarse en frutas, vegetales y granos, es
dificil obtener la cantidad necesaria de esta vitamina
s6lo de la dieta. Sin embargo la dieta comin de
muchas mujeres no aporta en ningin caso mis de
200 microgramos (Liu y col., 2012; Linabery y col.,
2012; Jayapriya y col., 2010). El 4cido félico se
encuentra formado por una molécula de acido pteroico
al que se le une un nimero variable de residuos de
acido glutdmico; a su vez, el primero consta de un
grupo de 2-amino-4-hidroxi-6-metilpterina enlazado a
un 4cido p-aminobenzoico. De todos los folatos, el
acido félico o acido pteriolglutamico es el que tiene
una mayor actividad biolégica (Jayapriya y col., 2010).
Vora y col. (2002) determinaron que el 4dcido fdlico
presenta deterioro en su estructura, resultado del estrés
térmico durante el procesamiento de los alimentos. La
reaccion de deterioro consiste en la separacion de sus
grupos iniciando por la fraccién del 4cido glutdmico.
Akhtar y col. (2003), establecieron que el acido
folico es una vitamina fotosensible, cuya velocidad
de fotolisis es descrita por una reacciéon de primer
orden. Younis y col. (2009) establecieron que el pH
del alimento es fundamental para su disolucién, siendo
considerablemente mayor en soluciones alcalinas que
en soluciones acidas. EIl objetivo de este trabajo
consistié en diseflar un jugo de pifia minimamente
procesado adicionado con micro y nanocdpsulas de AF
y emplearlo como vehiculo para introducir las micro y
nanocapsulas de AF en ratas Wistar durante el periodo
de gestacion.

2 Materiales y métodos

2.1 Obtencion del jugo de pina
minimamente procesado (JPMP)

Ejemplares de pifia (Ananas comosus) se adquirieron
en un mercado en la ciudad de Puebla, y fueron
almacenados hasta que los frutos alcanzaron un
contenido de sdlidos solubles totales (SST) de 16 a 17
%. Los ejemplares de pifia fueron lavados con agua
clorada (150 ug L"), pelados y cortados en cubos
de 2.5 cm por arista aproximadamente. Los cubos se
sanitizaron por inmersién en agua clorada (50 ug L™
durante 2 min) y posteriormente se les extrajo el jugo
mediante un extractor previamente esterilizado. El
jugo obtenido fue envasado en bolsas de polietileno de
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250 ml con tapa y almacenado durante 12 dias a 5 °C.
Cada 2 dias se analizaron las bolsas, 20 de las cuales se
utilizaron para la evaluacién sensorial y 9 para evaluar
los cambios en color, sdlidos solubles totales (SST)
y pH. El experimento se realizé por triplicado. El
valor de la actividad acuosa (0.88+0.01) del jugo de
pifia desarrollado fue ajustado mediante la adicién de
sacarosa, mientras que el pH (3+0.1) fue ajustado con
acido citrico comercial (Fabpsa, México).

El porcentaje de sélidos solubles totales (SST)
se determindé por refractometria (°Bx) con un
refractémetro digital marca ATAGO modelo (Atago
Co. Ltd., Tokyo, Japon). El pH se midi6
por la técnica de inmersién del electrodo, con
un potenciémetro digital marca Corning (Corning
Medical and Instrument, Inglaterra), calibrado con
amortiguadores de pH 7 y 4. La actividad de agua se
determiné mediante un medidor de actividad de agua
AquaLab (Decagon Devices, Illinois, E.U.A.).

2.2 Determinacion del porcentaje de acidez
e indice de madurez de la pifia previo a
su procesamiento

El valor del porcentaje de acidez del jugo de pifia fue
determinado por titulacién (A.O.A.C., 1995) mediante
una solucién de NaOH 0.1 N, utilizando fenoftaleina
como indicador; el porcentaje de acidez (Ac) fue
expresado en g de 4cido/100 g de producto, teniendo
en cuenta la dilucién efectuada:

0><f ey

o

2
%Acz—SOXV1><c><
m

Donde: % Ac= Porcentaje de acidez (g de 4cido/100g
de jugo) m = masa del jugo (g) V, = Volumen de
la muestra de jugo para ensayo (ml) V= Volumen
de la solucién de hidréxido de sodio utilizada
para la determinacién (ml) ¢= Concentracién de la
solucion de hidréxido de sodio (mol/l) f= Factor
correspondiente al acido mayoritario (dcido citrico
f=0.064)

El indice de madurez (IM) fue expresado como la
relacion entre el porcentaje de s6lidos solubles totales
(SST) y el porcentaje de acidez % Ac (A.O.A.C.,
1995).

2.3 Andlisis fisicoquimico del JPMP

Al inicio del experimento y en cada muestreo
se midié el cambio en color del JPMP durante
el almacenamiento. La evaluacién se realiz6
con un colorimetro Minolta Croma Meter CR-300
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(Minolta Corp., Ramsey, NJ, E.U.A.) empleando el
sistema CIELab. Se determinaron los valores de
L* (luminosidad), a* (componente rojo del color)
y b* (componente amarillo del color) segiin el
procedimiento reportado por Moura y col. (2009).

La determinacién de humedad se realizé en una
termobalanza marca Ohaus MB45 (Ohaus Corp., NJ,
E.U.A.) Las mediciones de SST, pH y humedad se
realizaron por triplicado segiin los procedimientos de
la AOAC (A.O0.A.C., 1995).

2.4 Analisis proximal del JPMP

Se realiz6 el andlisis proximal del JPMP suministrado
a los animales mediante los métodos reportados
en el A.O.A.C. (1995); la humedad se determin6
mediante el método A.O.A.C. 32.1.03 (1995); cenizas
se determinaron mediante el método de calcinacién
en mufla método gravimétrico; proteinas mediante
el método A.O.A.C. 32.1.03 (1995); grasa mediante
el método A.O.A.C. 920.160 (1995); fibra cruda
mediante el método A.O0.A.C. 45.1.3 (1995) y
finalmente los carbohidratos se determinaron por
diferencia de peso de los constituyentes determinados
anteriormente.

2.5 Andlisis microbiologico del JPMP

El andlisis microbiolégico del JPMP se realizd
periédicamente en el transcurso de 12 dias. La
determinaciéon de mesoéfilos aerobios se realizé por
el método de recuento estandar por vertido en placa,
mientras que la determinacién de hongos y levaduras
se realiz6 por la técnica vertido en placa (Mosqueda-
Melgar y col., 2012).

2.6 Evaluacion sensorial del JPMP

El jurado de evaluacién sensorial estuvo constituido
por una muestra de 100 estudiantes cuya edad
oscilé entre 15 - 30 afios. Una vez conformado
el jurado se evaluaron los pardmetros sensoriales
color, olor, sabor y aceptaciéon general. = Cada
juez recibié las muestras en su envase original en
orden aleatorio, debidamente codificadas con niimeros
aleatorios de tres digitos. Los datos obtenidos
de la evaluacién sensorial se analizaron mediante
estadistica descriptiva y andlisis de varianza con un
disefio completamente aleatorizado para determinar
diferencias significativas en los atributos sensoriales
respecto al tiempo de almacenamiento, seguido de una
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prueba de comparacién de medias por el método de
Tukey (p < 0.05) (Mosqueda-Melgar y col., 2012).

2.7 Encapsulacion del AF por el método
de secado por aspersion para su
incorporacion en el JPMP

Para los ensayos de encapsulaciéon se usé dacido
folico (Merck, E.U.A.) y como material encapsulante
la goma ardbiga (GA) grado alimenticio (Fabpsa,
Meéxico). En todos los ensayos se us6 agua purificada.
Para la obtencién de las microcdpsulas y nanocapsulas
se prepard una suspension cuya composicion p/p fue
AF (5%), de agua (77%) y goma ardbiga (18%).
Proporciones similares de materiales encapsulantes de
GA fueron reportados por Pérez-Alonso y col. (2009).
Las suspensiones se prepararon dispersando la goma
arabiga en agua destilada con un agitador de hélice a
600 rpm=+ 50 y 17+ 1°C, durante 30 minutos. Luego
se adicioné el AF y se continué agitando durante 30
min adicionales. Las cdpsulas de AF fueron obtenidas
secando la suspensién en un secador por aspersion de
laboratorio Buchi modelo B-191 (Buchi Labortechnik
AG, Flawil, Suiza) equipado con una boquilla fija
neumdtica con diametro interno de 0.7 mm. La
temperatura de entrada y salida del aire del secador fue
mantenida a 150+5 y 60+10 °C, respectivamente y un
tiempo de secado de 15 minutos (Gharsallaoui, 2007;
Madziva y col., 2006). La velocidad de alimentacién
al sistema aspersor fue de 1.5 Lh™!. La humedad de
las muestras, se determiné por el método de estufa a
vacio (A.O.A.C. 20.013, 1995).

2.8 Evaluacion de las caracteristicas
morfologicas de las micro vy
nanocdpsulas de AF

La estructura de las micro y nanocdpsulas se evalud
usando microscopia electronica de barrido.  El
microscopio que se empled para la caracterizacion es
un MEB de bajo vacio, modelo JSM-5300 (JEOL Ltd.,
[linois, E.U.A.) con una diferencia de potencial de
20KV y una amplificacién de 30000X. El andlisis se
efectud a 12-15Kv de voltaje de aceleraciéon (Pulido y
Beristain, 2010; Madene y col., 2006).

La distribucién del tamafio de las cdpsulas fue
determinada usando un analizador de tamafio de
particula (MasterSizer 2000, Malvern, Worcestershire,
Inglaterra) y agua como agente dispersante para la
preparacion de la muestra. La temperatura de lectura
fue 18°C+ 3, se realizaron barridos de 50 medidas con

capacidad de medir un intervalo ponderado de 0.020 a
2000 pm.

2.8.1. Andlisis Fractal de la textura de las
micrografias de las micro y nanocdpsulas

Cada una de las micrografias (MEB) de las micro
y nanocdpsulas fue transferida, digitalizada vy
posteriormente analizada utilizando el programa
Sigma Scan Image Measurement Pro (Jandel
Scientific Corporation, 2003), del cual se obtuvo una
matriz numérica cuyos datos fueron los valores de
la intensidad de los pixeles en escala de grises (0-
255). Luego esta matriz numérica fue introducida en
un algoritmo disefiado en el Programa Excel 2007
(Microsoft Corporation, 2008) para su analisis, el
cual consisti6 en seleccionar matrices de tamafio
diferente (N) a partir de la matriz original y calcular
las diferencias entre los valores maximos y minimos
de los datos de las matrices seleccionadas (R).
Posteriormente el algoritmo calcul6 el valor absoluto
de la pendiente de la linea recta del grafico logaritmico
R vs. N. La dimensién fractal de la textura de las
imdgenes fue obtenida a partir de la ecuacién 2 y el
algoritmo disefiado fue obtenido a partir del Método
de Hurst (Santacruz-Vazquez y col., 2008).

DF7pxr =2+ 1yl 2

Donde: y=pendiente de la linea recta del grafico
logaritmico diferencias de los valores méaximos y
minimos de las matrices seleccionadas (R) vs. Tamafio
de las matrices (N).

R = diferencias de los valores maximos y minimos
de los datos de las matrices seleccionadas.

N = tamaifio de las matrices de datos.

2.9 Eficiencia de encapsulacion y perfil de
disolucion de las cdpsulas de AF

Para determinar el porcentaje de eficiencia de
encapsulacion, se pesaron 100 mg de cédpsulas en
una microbalanza mod. XP6 (Mettler Toledo, IIntl.
Inc. Espafia) y se colocaron en un matraz, el
cual fue aforado con una solucién de HCI 0.IN
seglin la metodologia propuesta por Reza Avadi y
col. (2010). La muestra se colocé en un sonicador
mod. CPI08891-21 (Cole Parmer, Illinois, E.U.A.) a
temperatura de 37+1.0 durante 30 minutos (Calero y
col., 2008). Para determinar el porcentaje de eficiencia
de encapsulacién, el contenido de las cdpsulas fue
liberado en la solucién y analizado por HPLC en fase
inversa, empleando una bomba cuaternaria, columna
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Agilente Zobax (1500mm*4.6mm*0.5mm), la fase
movil empleada fue Acetonitrilo: buffer acetato pH
3.5 en una relacién 1:8 a un flujo de 0.6mL/min. Con
un detector de UV se cuantificé la concentracién de
acido folico a 290nm. Las extracciones de las capsulas
se realizaron por triplicado. La curva de calibracién se
obtuvo con una curva patrén de acido félico (Merck
98%) (Breithaupt, 2001).

La eficiencia de encapsulacion se calculé usando
la siguiente ecuacion:

Eficiencia de encapsulacion(%) 3)
mg 4cido félico

= 100
mg 4cido félico tedrico

Para determinar el perfil de disolucién las
microcdpsulas fueron colocadas en un equipo
disolutor mod SR8 (Hanson Research Co., Ca.
E.U.A.)). Las muestras se colocaron en el aparato
y rotadas a una velocidad de 50 rpm. El ensayo se
realizé empleando soluciones buffer a pH 2.5 y pH 7.2
similares al fluido géstrico e intestinal y a temperatura
de 37+1.0°C. Se monitoreo el proceso de liberacién en
periodos de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 25 y 30 minutos
de agitaciéon (Brunner y col., 2011). Las muestras
fueron retiradas en los diferentes tiempos de muestreo
para la determinacién del AF el contenido disuelto
mediante HPLC.

2.10 Modelo animal

Se utilizaron 45 ratas Wistar hembras adultas prefiadas
de 200 + 20 g de peso corporal, cuya edad fue de 60
dias, con un tiempo de gestacion de 1 dia procedentes
del Bioterio Claude Bernard, de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, localizado en
la ciudad de Puebla, México. Las condiciones
ambientales a las cuales estuvieron sometidos los
animales de experimentacién fueron: temperatura
constante (23 +1°C), humedad relativa de 50 a 55 %,
lecho de viruta con cambio cada 48 h y ciclos de luz-
oscuridad de 12 x 12 h. El cuidado y manejo de los
animales se realizé de acuerdo a los procedimientos
aceptados nacionalmente (NOM-062-Z0O0-1999). Se
formaron cuatro grupos, el grupo testigo hidratado
con agua purificada comercial denominado F1 y tres
tratamientos mas F2, F3 y F4. EIl grupo F2 fue
hidratado con una mezcla de agua y JPMP 50:50,
el tercer grupo F3 hidratado con una mezcla de
agua y el JPMP (50:50) adicionado con las micro
y nanocapsulas de AF; la cantidad suministrada fue
calculada basdndose en la administracién de AF de
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400ug/dia Kg de peso corporal (Herrera-Batista y col.,
2012). EI grupo F4 fue hidratado con una mezcla de
agua, JPMP (50:50) y una dosis de AF de 400ug/dia
Kg de peso corporal (Acido félico Omega®).

Todos los animales fueron sometidos durante
30 dias a las dietas de hidratacidon establecidas
y a extracciones de sangre de la vena caudal
una vez por semana, de las cuales se determind
valores de hematocritos, eritrocitos y el contenido de
hemoglobina.

Para medir la talla de cada uno de los ejemplares
de las crias de las ratas sometidos a las dietas
establecidas, se utiliz6 un vernier marca Mitutoyo
(Mitutoyo Corp., Ohio E.U.A.) con exactitud de
0.02mm y capacidad 300mm/12”. También se evalud
el peso corporal con una balanza digital con capacidad
de 2 kg y sensibilidad de 1g marca Ohaus modelo
CS2000 (Ohaus, Corp., NJ, E.U.A.). El seguimiento
de peso de los animales se realiz6 diariamente por un
periodo de 10 dias, pesando por separado a cada una
de las ratas y sus crias (Capd y col., 2004).

Posteriormente se realizaron curvas de porcentaje
de Ganancia de peso vs. Tiempo de tratamiento
para los diferentes grupos, tanto para el testigo como
para las formulaciones propuestas. Se realizé un
procedimiento similar para la determinacién de la talla
y peso de las crias. Se realiz6 el andlisis de varianza
unifactorial para observar las diferencias entre grupos
y se utilizo el método de Schiffe para determinar
las diferencias entre medias. Se consideré6 como
significativa una p < 0.05.

Los datos de peso corporal y longitud vs. edad
cronolégica de las crias se ajustaron con el modelo de
von Bertalanffy (Drack y Wolkenhauer, 2011; Roman-
Romaén y col., 2010). EI modelo propuesto de von
Bertalanfly para longitud y peso de los animales se
presenta en la ecuacion 4 y 5 respectivamente.

L = A(1 — bexp[—kt]) “4)

P = A(1 — bexp[—k1]) 5)

Donde: L=Tamafio o longitud final del animal (cm).

A=Tamafio o longitud asintética al final del
crecimiento (cm).

k =Tasa de madurez.

P=Peso final del animal (g).

La determinacion de los pardmetros A y k se
efectuaron con una técnica iterativa de regresion no
lineal (Sdez y Rittman, 1992), evaludndose la bondad
a partir de la convergencia del modelo y los valores
de los coeficientes de determinacién no lineal R2.
El modelo de von Bertalanffy fue empleado ya que
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ha sido empleado en la determinacién de dindmicas
de crecimiento de animales de laboratorio y en seres
humanos. (Noguera y col., 2008).

3 Resultados y discusion

3.1 Andlisis fisicoquimico,  proximal,
microbiologico y evaluacion sensorial
del JPMP

El andlisis fisicoquimico, proximal, microbiolégico y
evaluacion sensorial del JPMP se presenta en la Tabla
1.

Los parametros obtenidos del jugo de pifia natural
(SST), pH y acidez se encuentran dentro de los
intervalos reportados en la literatura (Moreno, 2003;
Macrae y col., 1993) los cuales dependen del grado
de la madurez de la fruta. Durante el almacenamiento
el jugo disefiado present6 una ligera variacién en los
solidos solubles totales SST, pH, acidez y color del
JPMP durante su vida util de diez dias. Con respecto
al pH del jugo minimamente procesado, los valores
fueron incrementdndose ligeramente de 3.05 a 3.45
al décimo dia de almacenamiento, mientras que los
valores de acidez y color (a, b, L) no presentaron
diferencia significativa en el transcurso de su vida titil
correspondiente a los 10 dfas de almacenamiento a
temperatura de refrigeracion (5°C).

La determinacién del anélisis proximal se realizé
en base a una porcién de 200 g, porcién similar a la
presentacion de los jugos comerciales enlatados. Los
resultados del anélisis proximal del JPMP, permitieron
identificar un nulo contenido de proteinas y grasas,
mientras un valor alto en aztcares. Los resultados del
andlisis proximal al dia cero no presentaron diferencia
significativa con respecto a los valores obtenidos en el
dia 10 de almacenamiento.

La caracterizacién microbiolégica del JPMP
fue aceptable dentro de los primeros 10 dias
de almacenamiento, posterior a este periodo las
UFC de colonias de hongos se incrementaron
significativamente. La poblacién microbiana maxima
del JPMP al dia 10 de almacenamiento fue aceptable
segin la NOM-093-SSA1-1994, norma que regula
la poblacién microbiana maxima de productos para
consumo humano. La aceptaciéon sensorial del
producto fue aceptable, durante los primeros 10 dias
de almacenamiento, ya que posterior a este periodo
el descriptor sensorial olor fue diferente al original
indicando el final de la vida qtil del JPMP desde el
punto de vista sensorial.

3.2  Evaluacion de caracteristicas
morfologicas de las micro vy
nanocdpsulas de AF

Los valores promedios de la humedad final de
las micro y nanocdpsulas de AF oscilaron entre
0.115 y 0.123 Kg H,0O/Kg s.s. El contenido de
humedad de las cdpsulas de AF reportado al final
del secado fue relativamente bajo permitiendo la
estabilidad del encapsulado y con ello asegurar la
baja probabilidad de ocurrencia de fenémenos de
agregacion y apelmazamiento de las cdpsulas durante
el almacenamiento previo a su adiciéon al JPMP.
Las micro y nanocépsulas obtenidas presentaron un
color blanco y su apariencia correspondia a un sélido
pulverizado.

En la Fig. 1 se presenta la forma esférica con
superficie agrietada de las micro y nanocdpsulas de
AF resultado de la deshidrataciéon durante el secado
por aspersiéon. La morfologia presentada por las
capsulas de AF estd acorde a los resultados reportados
por otros autores; Dong y col. (2011) obtuvieron
microcdpsulas de aceites que presentaron formas
esféricas hasta irregulares. Weinbreck, y col., (2004)
obtuvieron microcdpsulas de aceites esenciales de
limén y naranja, con una superficie tipica dentada.
Teixeira y col. (2004) obtuvieron microcdpsulas de
acido grasos de cadena corta por secado por aspersion
empleando como encapsulante a la goma arabiga y
la maltodextrina,en proporciones de 5 -10%. Las
microcdpsulas obtenidas presentaron estructuras con
contracciones que se caracterizaron por superficies
dentadas, similares a las obtenidas en este trabajo.

En la Fig. 1 se presentan los valores de la
DFrexr pardmetro descriptor de la rugosidad de la
superficie de las cdpsulas, con valores promedio de
2.587+0.016 para las microcdpsulas y 2.542+0.025
para las nanocdpsulas. Quintanilla-Carvajal y col.
(2010) determinaron los cambios morfométricos de
microcdpsulas de alfatocoferol con encapsulante de
goma ardbiga a partir de secado por aspersion,
reportando valores de la DFp.,, que oscilan entre
2.646-2.699, valores similares a los reportados en este
estudio (Quintanilla-Carvajal y col., 2011).

En la Fig. 1 se reporta el perfil de distribucion de
tamafio de particula para las micro y nanocapsulas
obtenidas. El didmetro promedio de las cédpsulas
presentdé un intervalo de 1.215+£0.52um que
corresponde a nanocdpsulas de didmetro de 695nm
hasta microcdpsulas de 1.735um, datos que se apegan
seglin la clasificacién reportada por Wang y col.
(2010) cuyos diametros son microcapsulas (1-1000
pm) y nanocdpsulas (1-1000nm) respectivamente.
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Tabla 1. Caracterizacidn fisicoquimica, sensorial y microbioldgica del jugo de pifia minimamente procesado.

Caracterizacion fisicoquimica

Parametro Dias de almacenamiento
0 Dias 10 Dias
a, 0.88+0.02 0.88+0.02
pH 3.05+0.02¢ 3.45+0.02¢
Color L=41.77 L=42.98
a="7.42 a=6.23
b=68.86 b=71.01
Sélidos solubles Totales 20.00+0.5 19.00+0.5
Acidez 0.81+0.02 0.85+0.01
Indice de Madurez 0.24+0.09 0.22+0.03
Andlisis proximal/ porcién 1 porciéon= 200g
Parametro 0 Dias 10 Dias
Humedad expresado en b.h. 85+0.58 85+0.65
Proteinas 0 0
Lipidos 0 0
Fibra Cruda 1.52+0.22 1.52+0.31
Cenizas 0.85+0.10 0.85+0.12
Carbohidratos 20+0.5 20+0.8
Valor Energético (Kcal) 368.36 368.36
Caracterizacién microbiolégica
UFC 0 Dias 10 Dias
Hongos y levaduras <10 < 10
Mesofilos aerobios <10 <10
Caracterizacion sensorial
Descriptor sensorial 0 Dias 10 Dias
Sabor 6.44+0.13 6.31+1.58
Color 6.85+0.23 6.72+0.88
Olor 6.21+1.05% 5.45+0.95"
Aceptacion general 6.25+0.26°¢ 6.16+0.52¢

Valores (media+desviacion estdndar, n=5) in el mismo renglén con letras iguales son significativamente diferentes (p < 0.05).

3.3 Eficiencia de

Encapsulacion

y

disolucion de las micro y nanocdpsulas

de AF

La concentraciéon de AF tedrica en las cdpsulas se
obtuvo a partir de un balance de materia, donde
la concentracién p/p de la suspensién agua: goma:
AF fue 0.770:0.180:0.050; después del secado por
aspersion la concentracion p/p del agua: goma: AF
fue 0.103:0.703:0.194, dado que durante el proceso
de secado por aspersion se eliminé el 96.5% del agua
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contenida y con ello las concentraciones de AF y goma
se incrementaron, presentando una concentracion
tedrica del AF en las cépsulas de 19.4% expresado
como 19.4mg/100mg.

Las micro y nanocépsulas se analizaron por HPLC
encontrando un contenido de 13.3mg de AF/100mg.
La aplicacién de la ecuacion 1 permitié establecer los
valores de eficiencia entre el 65-75%. Este resultado
puede ser atribuible a la propiedad de la GA para
formar peliculas y encapsular principios activos con
baja y mediana solubilidad en agua.
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microcdpsulas fracturadas de AF durante el proceso de rehidratacién pH 7.2 (e) microcdpsulas fracturadas de AF
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Fig. 2. Perfiles de liberacién de las cdpsulas de AF en
solucién buffer a 37°Cy pHde 7.2y 2.5.

Kanakdande y col. (2007) reportaron la eficiencia
alta de mezclas de GA para la encapsulacién de
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oleorresinas, Mercadante y col. (2005) reportaron
una eficiencia de encapsulacion de 86% al encapsular
bixina con GA, mientras que Young and Morr (2006)
reportaron que la GA no logré la encapsulacion de
aceite de naranja, estos resultados difieren de los
obtenidos en estudio dado la naturaleza no polar del
aceite de naranja.

Para el método de extraccidn se realizaron ensayos
preliminares buscando las condiciones para romper las
paredes de las cdpsulas y liberar el compuesto. En la
Fig. 1 se presentan las micrografias de las cédpsulas
fracturadas durante el proceso de rehidratacién a pH
de 7.2 y 2.5, estableciendo que existi6 la hidratacion,
ruptura y destruccién de la membrana polimérica,
liberando al AF encapsulado. En la Fig. 2 se presenta
el porcentaje de AF liberado en la solucién buffer
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durante los primeros 30 minutos.

Existe una fuerte influencia del pH de la solucién
en el proceso de liberacién de las capsulas de AF; en
los primeros 15 minutos se observa que la velocidad
de liberacidon es mayor, seguido de un periodo (15-
30 minutos) en el cual la liberacién va disminuyendo
hasta presentar un comportamiento asintético. El
maximo porcentaje de liberacién para la solucién
buffer pH 2.5 fue 30.8% y se present6 a los 15 minutos,
mientras que para la solucién pH 7.2, el valor maximo
de 28.5% se presenté a los 28 minutos. EIl andlisis
estadistico indicé que existié diferencia significativa
entre los perfiles de liberacion de las capsulas de AF
para los dos diferentes pH estudiados (p < 0.05).
De tal forma que la estructura de goma ardbiga de
la nanocdpsula formada presenta una pared compacta
que favorece el atrapamiento del AF pero dificulta en
cierto grado su liberacion.

Resultados similares fueron reportados para la
cinética de liberaciéon de nanoparticulas de insulina
empleando quitosano y goma ardbiga Reza-Abdabi
y col. (2010); autores que obtuvieron una
mayor liberacién de la insulina en presencia de
soluciones acidas en comparacién con la obtenida
en soluciones alcalinas. Durante la agitacién
las moléculas de la goma ardbiga (complejos de
arabinogalactano) presentan diferentes asociaciones
moleculares, siendo menos densas en soluciones
dcidas y mds densas en soluciones alcalinas, lo
que permite una mayor hidratacién y rompimiento
de las cédpsulas a condiciones de pH 2.5. Este
resultado concuerda con el deterioro encontrado en las
micrografias de las capsulas fracturadas de AF durante
el proceso de rehidratacién a pH 7.2 y 2.5 (Fig. 1). Li
y col. (2009) propusieron que durante el proceso de
agitacion de soluciones de goma guar, se presentan
diferentes estados de aglomeracion, redes, clusters
o relajacién de las estructuras de arabinogalactano,
mismas que se encuentran en equilibrio y son
dependientes de las condiciones de acidez. Durante
el proceso de adicién de las cdpsulas al JPMP,
las condiciones de liberacién no estin presentes
especialmente la agitacion, lo que hace suponer que
las cépsulas se liberaron en el interior del tubo géstrico
de los animales de experimentacién y no en el jugo
minimamente procesado.
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Fig. 3. Ganancia de peso de las ratas alimentadas con
las formulaciones estudiadas.

3.4 Aplicacion en modelo animal

La Fig. 3 presenta las variaciones de la ganancia de
peso experimentada por las ratas prefiadas durante
el tiempo en el cual fueron hidratadas con las
formulaciones propuestas, observando una mayor
ganancia de peso de los animales durante los primeros
21 dias (tiempo de gestacion).

Posterior a esta fecha, las ratas presentaron un
decremento de la ganancia de peso, ya que se
encontraron en el periodo postgestacion. El andlisis
estadistico (p < 0.05) reportdé que no existieron
diferencias significativas entre los animales hidratados
con agua (F1) y los hidratados con el JPMP (F2, F3
y F4), la ingestién de la bebida propuesta no gener6
un aumento de peso en las ratas durante el periodo de
gestacion y postgestacion.

En la Tabla 2 se presentan los valores medios de
hematocrito, hemoglobina y eritrocitos de los animales
sometidos a las dietas de hidratacion al dia 1, 10
y 20 de su administracién. Se observa que existi6
un decremento de los contenidos de hemoglobina,
hematocritos y eritrocitos en el plasma de las ratas
a lo largo del tiempo de experimentacién, debido al
estado de prefiez. Los valores medios de hematocritos
y hemoglobina durante los 30 dias de tratamiento
fueron significativamente diferentes (p < 0.05) en los
4 grupos experimentales, con valores mayores en los
animales hidratados con AF (F3 y F4).

Se observé que la administracion del AF
encapsulado favorecié tanto el incremento de la
formacién de hemoglobina, de hematocritos vy
consecuentemente de los niveles de hierro en plasma,
corroborando los efectos benéficos de la ingesta del
JPMP en los estados nutricionales experimentales de
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Tabla 2. Valores medios (X+ DE) de hemoglobina (Hb), hematdcrito (Hto) y
eritrocitos en plasma de ratas alimentadas con las formulaciones F1, F2, F3 y F4
al dia 1, 10, 20 de gestacién

1 DIA DE GESTACION

Grupo Hematocrito (%) Hemoglobina (mg/dL) Eritrocitos (10°/L)
F1 32.01+£2.56 15.42+1.52 804.00+21.23
F2 33.74+3.67 14.84+0.89 816.67+18.98
F3 32.14+3.43 14.81+£0.77 802.10+12.74
F4 32.28+3.23 15.21+£0.48 812.00+15.26

10 DIAS DE GESTACION
F1 41.24+6.34¢ 14.23+1.89" 670.33+20.56¢
F2 34.00+4.78“ 12.78+0.98" 720.48+10.93¢
F3 43.33+3.90¢ 16.18+1.20" 803.00+15.89¢
F4 45.87+3.25¢ 16.27+1.32° 812.28+16.24¢
20 DIAS DE GESTACION
F1 32.18+3.02¢ 14.23+1.59¢ 423.67+18.34/
F2 31.72+2.56¢ 16.78+0.87¢ 426.00+17.12f
F3 38.65+1.78¢ 17.89+1.68°¢ 650.33+13.45f
F4 39.47+2.89¢ 18.47+1.87¢ 655.22+14.117
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Valores (media+desviacion estindar, n=3) en la misma columna con letras iguales son

significativamente diferentes (p < 0.05).
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Fig. 4. a) Ganancia de peso b) aumento de talla de las
crias.

las ratas en estudio (Fuchs y col., 2006; Gregory III y

col., 2005).

La Fig. 4a y 4b muestra la ganancia de peso
y el porcentaje del aumento de talla experimentado
por las crias de las ratas madres hidratadas con las
formulaciones F1, F2, F3 y F4, las cuales fueron
monitoreados y analizados 8 dias a partir de la fecha de
nacimiento. Los resultados experimentales mostraron
que las crias de los dietas F3 y F4 presentaron una
mayor ganancia de peso 9 % y un mayor aumento de
talla del 10 %, en relacion con los datos obtenidos
de las crias de los animales hidratados con F1 y F2,
sugiriendo que el consumo del JPMP fortificado con
las nanocépsulas de acido félico F3 por parte de la rata
permitié un rdpido crecimiento de sus crias. El andlisis
estadistico indicé que existié diferencia significativa
en la ganancia de peso y el aumento de talla de las
crias de todos los tratamientos (p < 0.05).

La aplicacién del modelo de von Bertalanfty a los
datos de peso corporal-edad y longitud-edad para cada
cria, convergieron en una solucién. En la Tabla 3 se
observan los valores de R? y de P correspondientes a
los ajustes de los datos promedio.
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Tabla 3. Valores de los estimadores A, by K,
probabilidad y R? correspondientes a los ajustes de
los datos promedios durante el crecimiento de las
crias en el modelo von Bertalanffy

A B k R2 P

Longitud- edad crias

F1 20989  0.750°  0.050° 0.958 0.659
F2  21.180*  0.820° 0.058 0.968 0.561
F3 224214 0.780>  0.059° 0.974 0.622
F4 22500  0.780°  0.060° 0.953 0.550

Peso - Edad crias

FI 180.000f 0.780g 0.280h 0.951 0.903
F2 181.000f 0.820g 0.260h 0.956 0.815
F3 185.000f 1.040g 0.430h 0.969 0.866
F4 185.000f 1.040g 0.410h 0.952 0.932

Valores (media+desviacion estandar, n=3) en la misma
columna con letras iguales son significativamente
diferentes (p < 0.05).

Los valores de R? encontrados fueron superiores al
95%, lo que hace suponer que el modelo propuesto
describe adecuadamente los datos experimentales del
crecimiento de las crias.

En las ecuaciones de longitud y peso del modelo de
von Bertalanfty, los pardmetros A y k son indicadores
del crecimiento del animal, A representa la dimension
(longitud y peso) al finalizar el crecimiento del animal,
mientras que k es denominada la tasa de madurez.

En la Tabla 3 se presentan los valores de A y k
del modelo de von Bertalanffy. Estableciendo que las
formulaciones F3 y F4 presentaron para la longitud
como para la ganancia de peso de las crias, valores de
Ay k superiores a los reportados por las formulaciones
F1 y F2. El andlisis estadistico para los valores de A y
k muestra que no existi6 diferencia significativa para
las formulaciones F3 y F4, (p < 0.05) pero si fue
evidente la diferencia con los pardmetros obtenidos
de las formulaciones F1 y F2. Las crias de los
animales hidratados con F1 y F2 mostraron patrones
de crecimiento similar y menor que el registrado para
las crias de los animales hidratados con F3 y F4.

Los resultados de la aplicacién del modelo de
von Bertalanffy a los datos de peso corporal-edad y
longitud-edad para cada cria avalan la importancia
de emplear los modelos predictivos para identificar y
diagnosticar la vulnerabilidad durante el crecimiento
de las de los animales y con ello planear la ingesta
de nutrimentos empleando como vehiculo el JPMP
adicionado con las micro y nanocédpsulas.
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Conclusiones

El 4cido félico (AF) es una vitamina del complejo B
que juega un papel fundamental en diversos procesos
fisiologicos, no obstante esta vitamina es susceptible
de deterioro térmico y fotosensible; siendo necesaria
su proteccion mediante la micro y nanoencapsulacion
con goma ardbiga como material encapsulante. Las
micro y nanocdpsulas de AF (0.695 ym -1.735 pm),
fueron adicionadas al jugo de pifia minimamente
procesado y posteriomente este fue empleado como
vehiculo para su administracion en los animales de
experimentacion.

De los resultados se concluye que el consumo
adecuado del jugo adicionado con las micro y
nancdpsulas de AF en la dieta diaria de las ratas
madre durante el periodo de gestacion incidié en una
concentracion mayor de hemoglobina en el plasma y
un crecimiento mayor de sus crias. El modelo de von
Bertalanfty describié adecuadamente el incremento
del peso y longitud de las crias. De tal forma que
el suministro del AF nanoencdpsulado podria ser una
opcidn para su suministro en pacientes renuentes a la
ingesta del AF en comprimidos.
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Nomenclatura

% Ac Porcentaje de acidez (g de 4cido/100g de

jugo)

m masa del jugo (g)

V, Volumen de la muestra de jugo para ensayo
(ml)

Vi Volumen de la soluciéon de hidréxido de
sodio utilizada para la determinacién (ml)

C Concentracién de la solucion de hidréxido
de sodio (mol/1)

F Factor correspondiente al 4cido mayoritario
en el jugo (4cido citrico f=0.064)

L Tamafio o longitud final del animal (cm)
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A Tamafio o longitud asintética al final del
crecimiento (cm)

K Tasa de madurez

P Peso final del animal (g)

N  Tamaiio de las matrices de datos

R Diferencias de los valores méaximos y
minimos de los datos de las matrices
seleccionadas

vy  pendiente de la linea recta del grafico
logaritmico diferencias de los valores
maximos y minimos de las matrices
seleccionadas (R) vs. Tamafio de las
matrices (N).
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