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SiIMBOLOS

a*: Coordenada rojo-verde

AA: Acido ascérbico
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar la eficiencia de
encapsulacion del acido ascorbico y fenoles totales del extracto del tumbo serrano en
alginato de sodio mediante gelificacion ibnica. Se empleé el disefio factorial fraccionado
3D con 9 tratamientos con dos réplicas, siendo los factores de trabajo: pH a4, 5.5y 7,
CaCl,a2.5,35y45%yAlgNaal.z2 1.5y 1.8 %. Durante la investigacion se analizé
la materia prima en estado de madurez intermedia, obteniendo una longitud 11.23 +
0.744 cm, diametro 4.3 £ 0.240 cm, peso 102.88 + 8.695 g, humedad 86.45 + 0.646 %,
pH 3.42 + 0.006, solidos solubles 13.23 + 0.057 °Brix, acidez titulable 2.59 + 0.070 %,
acido ascorbico 70 + 0.0014 mg/ 100 mL y fenoles totales 2145.81 + 0.067 mg GAE/100
mL. Se obtuvo mayor eficiencia de encapsulacion del acido ascorbico 95 + 0.009 % en
T3 (pH 4, CaCl, 4.5 % y AlgNa 1.5%) y en la eficiencia de encapsulacién de fenoles
totales 90 + 1.002 % en T6 (pH 5.5, CaCl; 4.5 % y AlgNa 1.2 %). Las mejores
caracteristicas de las capsulas fueron: humedad 9.86 + 0.101 %, actividad de agua 0.36
*+ 0.002 y mayor solubilidad en agua 37.27 £ 0.453 % en T7, menor higroscopicidad
23.23+0.417 % en T3, en T1 mayor densidad aparente 0.738 + 0.007 g/cm?®y densidad
compacta 0.784 + 0.008 g/cm3. Los mejores parametros de color fueron: (L*) 32.02 +
0.022 y (a*) 57.64 £ 0.349 en Tl y (b*) 73.57 + 0.486 en T2. Referente al analisis
estructural de las capsulas, se obtuvieron menor diametro 1.76 mm en T1 y una
morfologia cristalina, compacta y forma esférica en las capsulas de T3. En conclusion,
se logré obtener capsulas del extracto de tumbo por el método de gelificacién iénica y
la técnica de goteo, siendo los factores de mayor efecto en todos los analisis de las
capsulas el pH, CaCl, y AlgNa.

Palabras clave: Tumbo serrano, gelificacién iénica, acido ascérbico, fenoles

totales, capsulas.
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SUMMARY

The objective of the present research was to determine the efficiency of encapsulation
of the ascorbic acid and total phenols of the extract of the banana passion fruit in sodium
alginate by ionic gelation. The fractional factorial design 3¢9 with 9 treatments and two
replicates were used, with the working factors: pH at 4, 5.5 and 7, CaCl; at 2.5, 3.5 and
4.5 % and AlgNa at 1.2, 1.5 and 1.8 %. During the investigation, the raw material was
analyzed at intermediate maturity, obtaining a length of 11.23 + 0.744 cm, diameter 4.3
+0.240 cm, weight 102.88 + 8.695 gr, humidity 86.45 + 0.646 %, pH 3.42 + 0.006, soluble
solids 13.23 + 0.057 ° Brix, titratable acidity 2.59 + 0.070 %, ascorbic acid 70 £ 0.0014
mg / 100 mL and total phenols 2145.81 £ 0.067 mg GAE / 100 mL. Higher efficiency of
encapsulation of ascorbic acid 95 + 0.009 % in T3 (pH 4, CaCl> 4.5 % and AlgNa 1.5 %)
and in the efficiency of encapsulation of total phenols 90 £ 1.002 % in T6 (pH 5.5, CaCl,
4.5 % and AlgNa 1.2 %). The best characteristics of the capsules were: humidity 9.86 +
0.101 %, water activity 0.36 £ 0.002 and greater water solubility 37.27 + 0.453% in T7,
less hygroscopicity 23.23 £ 0.417 % in T3, in T1 greater apparent density 0.738 + 0.007
g/ cm3 and compact density 0.784 + 0.008 g / cm3. The best decolor parameters were:
(L*) 32.02 £ 0.022 and (a*) 57.64 + 0.349 in T1 and (b*) 73.57 + 0.486 in T2. Regarding
the structural analysis of the capsules, a smaller diameter of 1.76 mm was obtained in
T1 and a compact, crystalline morphology and spherical shape in the T3 capsules. In
conclusion, banana passion fruit extract capsules were obtained by the ionic gelation
method and the drip technique, the pH, CaCl, and AlgNa being the most effective factors
in all capsule analyzes.

Keywords: Banana passion fruit, ionic gelation, ascorbic acid, total phenols,

capsules.

XVi



CAPITULO |
INTRODUCCION

Las industrias alimentarias y nutraceuticos requieren de tecnologias que puedan
proteger los compuestos bioactivos por factores internos y externos. Una de las
aplicaciones para mantener la estabilidad del acido ascorbico y fenoles totales son
mediante la encapsulacion a través del método de gelificacidén i6nica u otros (Martin,
Morales, Gallardo y Ruiz, 2009).

El problema principal es la inestabilidad del acido ascorbico y fenoles totales, y
la deficiencia de consumo de aquellos en la dieta diaria, produce una incidencia de
enfermedades oxidativas conocida como escorbuto, estrés oxidativo, envejecimiento,
cardiovascular, trastornos oculares, cataratas, enfermedades cutaneas, procesos
neurodegenerativos, inflamatorias, ciertos tipos de cancer, etc. (Sanchez y Méndez,
2013). Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2014 y 2016) al afio mueren
cerca de 17.3 millones de peruanos por males cardiovasculares y cancerigenas, que
equivale al 22 % y 20 % respectivamente.

La causa principal del deterioro de los componentes bioactivos en los alimentos,
es la oxidacion durante el almacenamiento y procesamiento tecnoldgico de diversos
alimentos funcionales, al ser expuesto a ciertos factores externos como el oxigeno,
humedad, luz y tratamientos térmicos a altas temperaturas provocan la pérdida de su
estructura activa y formacion de compuestos sin actividad biolégica, ademas de
elementos de precursores del oscurecimiento no enzimatico (Urango, Montoya,
Cuadros, Henao, Zapata, Lopez et al., 2009).

Segun principales mercados en 2016, la exportacion del tumbo serrano en Peru
fue de 586,79 Kg (Espafa 96 % y lItalia 3.05 %) en fruta y pulpa segun reporta la
Comisién de Promocion del Per( para la Exportacion y el Turismo (PROMPERU, 2017).
A pesar de las exportaciones el tumbo aun es relativamente desconocido en el mercado

interno y mundial.



El proceso de encapsulacion permite el empaquetamiento del extracto del tumbo
a través de la aplicacién de una cubierta delgada denominada pared; de esta forma se
obtiene capsulas, que consiste de una membrana semipermeable, resistente y delgada
con el objetivo de proteger al compuesto bioactivo encapsulado de agentes como luz,
calor y oxigeno; cumpliendo de esta manera la funcion de mantener el 4cido ascorbico
y fenoles totales estables y viables (Gutiérrez, Albillos, Casas-Sanz, Cruz, Estrada,
Guerra et al., 2013).

El &acido ascorbico y fenoles totales actian como antioxidante, siendo
mecanismo de defensa en el organismo. En concentraciones normales poseen una
afinidad mayor que cualquier otra molécula para interactuar y neutralizar radicales libres
(RL) cediendo electrones, transformandolos en débiles, no toxicos y bloqueando parte
del dafio causado en nuestro organismo. Asi prevenir las enfermedades oxidativas como
envejecimiento, cardiovasculares, neurodegenerativos, cancer, entre otros (Encina y
Carpio, 2011 y Molina, 2012).

La aplicacién de la tecnologia de encapsulacion del acido ascérbico, fenoles
totales y otros nutrientes funcionales mediante gelificacion ibnica permite su estabilidad
y serian utilizadas como aditivos naturales en la formulacién y produccién en industrias
alimenticias (Industria lactica, panificaciébn y en otras segln requieran su uso), en
productos nutracelticos (como suplementos) y estéticos. Los objetivos de la
investigacion fue determinar la eficiencia de encapsulacion del acido ascérbico y fenoles

totales del extracto del tumbo serrano en alginato de sodio mediante gelificacion ionica.



CAPITULO Il

REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Encapsulacion

La encapsulacion es definida como la tecnologia de empaque en pequefios de
materiales gaseosos, sélidos y liquidos contenidos en capsulas que pueden liberar su
contenido en forma controlada durante largos periodos y bajo las condiciones
especificas. Es una técnica que protege el material encapsulado conservando dentro de
una matriz polimérica o sistema de pared donde se crea un microambiente en la capsula,
que es capaz de controlar las interacciones entre la parte interna y externa de ésta, con
el propdsito de incrementar la estabilidad y la vida anaquel de éstos (Cuatzo, 2010).

La sustancia encapsulada, puede ser llamada activo, nucleo o relleno, fase de
carga Util y la sustancia que esta encapsulando es llamada recubrimiento, cascara,
capsula, material de pared, membrana, matriz o fase externa. Este proceso atrapa una
sustancia (agente activo) dentro de otra sustancia (material de pared) (Ortiz, 2016).

La mayor ventaja que tiene la encapsulacion es que la fase interna o nucleo se
libera bajo condiciones controladas en el momento y lugar deseado:

e Liberacion térmica: sucede durante la coccion del alimento.

e Liberacion fisica: Se da durante el quebramiento de la capsula por esfuerzo fisico
(triturado, masticado).

¢ Disolucién: La pared se disuelve bajo condiciones determinadas de concentracion de
sales o de pH, como ocurre durante la digestion (Brownlie, 2007).

El matriz de la cdpsula consiste en una mezcla homogénea del material
encapsulante e ingrediente activo (Lopez, 2012). La liberacibn en estos sistemas
depende del tipo del material de matriz, de la forma de la capsula y la cantidad de
compuesto activo (Figura 1). En la ciencia e ingenieria de los alimentos la encapsulacion
hoy en dia se aplica para preservar y/o proteger numerosos ingredientes, que involucra

la incorporacibn de agentes activos como ingredientes naturales, polifenoles,



antioxidantes, aditivos volatiles, enzimas, bacterias lacticas, colorantes, saborizantes,

levaduras, vitaminas, minerales y entre otros, en pequefias capsulas (Riveros, 2015).

Material activo
(Nicleo)

Barrera protectora
(Pared)

Figura 1. Estructura de la capsula (Ortiz, 2016)

El uso de la técnica de encapsulacion en la industria de alimentos tiene algunos

propositos, como (Lopez, 2012):

e Proteger el compuesto activo de la degradacién producida por los factores del
ambiente (Calor, luz, aire, humedad, etc.)

e Liberacién controlada del compuesto activo desde la matriz encapsulante bajo
condiciones especificas (pH, temperatura, etc.)

e Hacer mas facil su manipulacién y modificar las caracteristicas fisicas del material.
Por ejemplo, modificar su densidad, convertir materiales liquidos en polvo, reducir la
higroscopicidad, entre otros.

¢ Enmascarar sabores desagradables.

¢ Dividir los componentes con el fin de que éstos no reaccionen.

El principal objetivo de la encapsulacion es proteger el material encapsulado de
condiciones adversas, tales como luz, humedad y oxigeno, contribuyendo asi al
aumento de su estabilidad. Esto ocurre debido a la capacidad de las cipsulas de reducir

la tasa de evaporacion y de transferencia de material del ndcleo al ambiente, ademas,



modifican las caracteristicas fisicas del material, facilitando su manejo y propiciando la
liberacion controlada del material encapsulado (Kuhn, 2013).

En la industria, la tecnologia de encapsulacion ha sido empleada por mas de 60
afios. Actualmente, la encapsulacion es utilizada cominmente en diferentes industrias
como: alimenticia, textil, metallrgica, quimica, cosméticos, farmacéutica y medicina
(Riveros, 2015).

2.1.1. Estructuras de las capsulas.

La forma y el tamafio de la mayoria de las capsulas dependen mucho tanto del
material, como también del método de obtencidn. Estos presentan mayor variedad de
estructuras como se presenta en la Tabla 1, algunas presentan una geometria irregular,
mientras que otras una geometria esférica. Las formas de las cépsulas dependen
también de la composicién de la pared, la técnica de encapsulacién y de las propiedades
fisicoguimicas del material encapsulado (Cuatzo, 2010).

Tabla 1. Tipos de estructuras de las capsulas (Sandoval-Peraza, Cu-Cafietas, Peraza-
Mercado y Acereto-Escoffie, 2016).

Tipos de estructura Definicion

Material o nlcleo rodeado de una capa con espesor uniforme.

Esfera simple Cubierta inerte del nlcleo.

Con varios nlcleos dentro del material de encapsulaciéon. El
Estructura agregada ~ compuesto encapsulado se encuentra disperso en el medio

encapsulante.

Estas se obtienen por congelacién del material ya encapsulado y

Estructura . . . .
cubierto de nuevo con otro material de cubierta (medicamentos

combinada deliberacion prolongada).

Se consideran como microcapsulas a aquellas particulas que presentan un
diametro entre 1-1000 ym, nanoparticulas a particulas con diametros menores a 1 ym

y aquellas que son mayores a 1000 pym se pueden definir como microgranulos o



macrocapsulas. La forma y el tamafio de las particulas dependen mucho del método de
obtencién, como se muestra en la Tabla 2 (Sandoval-Peraza et al., 2016).

Tabla 2. Métodos de encapsulacion y tamafio de capsula promedio (Cuatzo, 2010).

Método Tamafio de la particula

Coacervacion (separacién de fases)

1-1000 pm
Polimerizacion interfacial.
Extrusion / evaporacion disolvente. 1-1000 pm
Atomizacion y atomizacion- congelacion. 0,1 -1000 pm
Suspension en aire 50 - 5000 pm
Gelificacion idnica > 1000 pm*

*Procedimiento tradicional: Tamafio de particula > 1000 um. En condiciones
controladas: tamafio <1000 pm.

2.1.2. Principales técnicas de encapsulaciéon
Riveros (2015) y Martin et al (2009) reportaron diversos métodos para producir
capsulas, se dividen en tres grandes grupos:
e Procesos fisicos: Secado por aspersion, enfriamiento tras atomizacion (Spray
chilling), recubrimiento en lecho fluido, disco giratorio con orificios maltiples.
e Procesos quimicos: Polimerizacion interfacial e inclusion molecular.
e Procesos fisicoquimicos: Coacervacion compleja, liposomas y gelificacion iénica.
Estas técnicas han sido utilizadas para la proteccion de una gran variedad de
ingredientes en la industria de alimentos. El uso del proceso de encapsulacion adecuado
depende de multiples factores como: Tamafio de particula requerida, propiedades
fisicoguimicas del material encapsulante, el compuesto activo a encapsular, la finalidad
del producto encapsulado o su aplicacién, su mecanismo de liberacion y costo
(Sandoval-Peraza et al., 2016). En la actualidad el proceso de secado por atomizacion
(Representa el 80 a 90 %) y la extrusion son mas empleados en la industria alimentaria,
esto debido al costo accesible y la produccion en serie de encapsulados (Gharsallaoui,

Roudaut, Chambin, Voilley y Saurel, 2013).



2.1.2.1. Gelificacion idnica

La formacién de la pared de las capsulas tiene lugar por una reaccion de
gelificacion iénica entre un i6n de carga opuesta y un polisacarido. La metodologia
comprende en suspender el principio activo en una disolucion acuosa de alginato de
sodio. Dicha suspension se hace gotear sobre una disolucion acuosa de cloruro calcico
en agitacion. Se forma asi cubiertas de alginato calcico que son insolubles y permeables
(KurozAwa y Dupas, 2017).

La reaccion de gelificacion es la siguiente:
2 Na - alginato + Ca*> __ Ca-Alginato + 2 Na*

Es un método de encapsulacién que se puede realizar mediante el uso de
procedimientos: Atomizacion, goteo (coextrusién, extrusibn) o pulverizacién
electrostatica, en la Figura 2 se muestra el proceso de gelificacién del Alginato de sodio
y la estructura en “caja de huevo”. Este método tiene la ventaja de utilizar condiciones
no agresivas, no emplea altas temperaturas, agitacion vigorosa o disolventes organicos,
lo que permite la encapsulacion de sustancias que se degradarian en otras condiciones

(Moura et al., 2017).
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Figura 2. Proceso de gelificacién del alginato de sodio y estructura en " caja de
huevos" del calcio (KurozAwa y Dupas, 2017)

Entre los diversos métodos para encapsular compuestos bioactivos, la
gelificacion idnica es una técnica interesante, porque puede considerarse de bajo costo
y no requiere equipo especializado, temperaturas altas y solventes orgénicos

(KurozAwa y Dupas, 2017).



Esta técnica consiste en agregar un volumen de solucién, por cada cuatro
volumenes de material encapsulante y mezclar a temperatura ambiente. A continuacion,
la solucion se coloca en una jeringa u otro dejando gotear el concentrado en una
solucion de cloruro de calcio en agitacion continua, las capsulas se mantendran durante
30 min en la solucién a temperatura ambiente y luego se filtran. Las capsulas se secan
durante 24 horas a 28 °C (Hernandez, llina, Ventura, Belmares, Contreras, Michelena
et al., 2016).

e Tiempo de contacto de las particulas con la solucién de cloruro célcico:

El tiempo de reaccién es necesario, pero no debe ser excesivo, debido a que
facilita la difusién del principio activo por gradiente de concentracion.
e Concentraciéon de iones calcio:

Un pardmetro critico en la produccion de particulas. Al incremento de la
concentracion, aumenta el rendimiento total de particulas y la encapsulacion de principio
activo (Martin et al., 2009).

2.1.3. Materiales de pared para encapsulacién

El tipo de material encapsulante es considerado como uno de los principales
factores que influyen en la estabilidad de los compuestos encapsulados, de acuerdo a
la naturaleza del material encapsulante. Todos los materiales encapsulantes deben
tener los siguientes requisitos: Las propiedades de formacion de pelicula, baja
higroscopicidad, baja viscosidad en altas concentraciones de sélidos (menor que 0.5
Pas en concentraciones superiores a 45 %), de sabor y olor suaves, facil reconstitucion
y bajo costo. Los tipos de materiales de encapsulacion son gomas, carbohidratos,
celulosas, lipidos, proteinas y materiales inorganicas, como se muestra en la Tabla 3

(Food Ingredients Brasil, 2013).



Tabla 3. Materiales usados en la encapsulacion de alimentos (Martin et al., 2009).

Tipo de cobertura Cobertura especifica
Gomas Carragenina, Agar, goma arabiga, alginato de sodio.
Carbohidratos Dextranos, jarabes de maiz, Almidén, sacarosa.
Celulosas Etilcelulos, metilcelulosa, acetilcelulosa, nitrocelulosa,

carboximetil-celulosa.

Lipidos Parafinas, ceras, monoglicéridos, diglicéridos, aceites,

acido estearico, triestearina, grasas.

Proteinas Gluten, caseina, albimina
Materiales inorganicos Sulfato de calcio, silicatos
a) Alginato de sodio

Los alginatos son polimeros, formadas por la unibn de mondémeros
(monosacaridos) de tipo organico. Son polisacéridos que se encuentran en las paredes
celulares de las algas pardas y también pueden ser producidos por bacterias no
patégenas y fijadoras de nitrdgeno como Azotobacter vinelandii. Son derivados del acido
alginico y la sintesis de los alginatos se da a partir de la fructosa, pasando por el acido
manurdénico y gulurénico (Nava, Michelena, llina y Martinez, 2015).

El alginato es un agente encapsulante de grado alimentario utilizado en la
encapsulacion de sustancias debido a su capacidad de formar esferas, microparticulas,
geles y nanoparticulas. Los beneficios que presenta en caso de ingestion es como fibra
diaria para la reduccion del colesterol en la sangre, tiene la capacidad para prolongar la
vida atil en productos y de los niveles de azlcar (Hernandez et al., 2016).

Segun Moura, Berling, Germer, Alvim y Hubinger (2017) los cationes divalentes
que actian como agente de reticulacién pueden interactuar con el alginato. Se ha
demostrado que el alginato tiene biodegradabilidad, biocompatibilidad y es atéxico. En
lo que respecta a su estructura como se observa en la Figura 3, el alginato es un

biopolimero lineal polianidnico compuesto por acidos L-gulurénico y D-manurénico.
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Figura 3. Estructura quimica del alginato de sodio (Moura et al., 2017)

El comportamiento del alginato se ve afectada en general por los siguientes

factores (Cubero, Montferrer y Villala, 2002).

e Temperatura: En presencia de temperatura alta no hay gelificacion porque las
cadenas tienen exceso de energia y no se alinean para formar un gel.

e pH: A pH &cido aumentan la viscosidad y dependiendo de la cantidad de iones calcio
disponible, puede gelificar a pH 5. La disminucién del pH aumenta la eficacia del
alginato ya que se precisa menos calcio libre en el medio para lograr su funcionalidad.
A pH entre 3y 3.2 el alginato es insoluble y precipita en forma de acido alginico.

e Presencia de proteinas: A pH &cido y temperatura relativamente bajas los alginatos
pueden desnaturalizar las proteinas.

e Azulcares: Niveles altos de azucares solubles disminuyen la fuerza de gel.
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b) Propiedades gelificantes de alginato de sodio
El gel es un sistema difasico constituido por una red macromolecular
tridimensional sélido que retiene entre sus mallas una fase liquida. Su formacién implica
la asociacién de cadenas entre si 0 de segmentos de cadenas entre ellas. Las etapas
de transicién son diversas (Multon, 2000):
o Estado “sol”: Etapa donde el polimero forma una disolucion, las macromoléculas no
estan organizadas unas respecto de otras.
o El estado “gel”: Aparece cuando las cadenas estan suficientemente asociadas para
formar una red gel elastico.
¢ A medida que las cadenas se organizan entre si, el gel se transforma cada vez mas
rigido, lo que da lugar al fenébmeno de la sinéresis, el gel se contrae y exuda una
parte de la fase liquida.
2.1.4. Aplicacion de encapsulacién de compuestos con actividad funcional
Los alginatos son utilizados en procesos de encapsulacion, que consiste en el
proceso en donde pequefias gotas son rodeadas por un recubrimiento heterogéneo u
homogéneo integrado a las capsulas con amplias aplicaciones (Figura 4), promoviendo
un aumento en la vida util del producto (Lopez, 2012).
La Tabla 4, muestra un resumen de los diferentes tipos de antioxidantes
naturales que han sido encapsulados, los materiales encapsulantes y las técnicas

empleadas.

11



Tabla 4. Ejemplos de encapsulacién de compuestos antioxidantes (Lopez, 2012).

. Material Técnicade
Compuesto activo
encapsulante encapsulacion Referencia
Aceite de oliva Alginato Inclusion molecular/ (Mourtzinos et al.,
Extrusion 2007)
Catequina Quitasano Gelificacion Zhang et al., 2007)

Extracto de Piper

sarmentosum

Extractos de plantas

medicinales

Extracto de propdleo

Extracto de yerba Mate

idnica/lnclusion

molecular

Alginato Extrusion/

Gelificacion i6nica

Alginato Extrusion

electrostatica

Proteina de soya Coacervacion
compleja
Alginato, Gelificacion i6nica/

guitasano/Sacarosa  Spray drying

Liposomas

Emulsién

(Chan et al,, 2010;

Yim, et al, 2010)

(Stojanovic, et

al.,2012)

(Nori et al., 2011)

(Ferrari et al.,2012)

(Li, y col.,2000; Ren,

et al., 2009)

Bacterias

Aceite de oliva extra

X

virgen

Ingredientes y frutas

Encapsulacion de hierro

Figura 4. Productos encapsulados o esferificados con alginato de sodio (Elayo,

2018)
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2.2.  Tumbo serrano (Passiflora mollisima)

El tumbo serrano (Passiflora mollisima B.H.K) es un fruto que pertenece a la
familia Passifloraceae. La variedad cercana del tumbo serrano son la granadilla (P.
Ligularis) y el maracuya (P. Edulis), especies de mayor explotacion comercial. Conocida
como Curuba en Colombia, Parcha en Venezuela, Taxo en Ecuador (Encina y Carpio,
2011).

En el Peru las zonas de produccién se ubican entre 1000 a 3500 m.s.n.m. de
preferencia en la sierra de las regiones de Ancash, Junin, Moquegua y Huancavelica
como se muestra en la Tabla 5; requiere clima con temporadas de alta humedad y secas,
especialmente son originarios en los valles interandinos, con temperaturas entre 18 °C
a 24 °C, cultivandose mayormente bajo lluvia en huertos familiares, enramadas o crecen
en estado semi silvestre formando cercos vivos de proteccion en heladas (FAO, 2007).

Tabla 5. Zonas del Pert donde el tumbo serrano existe (Leén y Riveros, 2014)

Departamento Provinciay distrito

HUANUCO Pampayacu y Huanuco

Junin Carpapata, Tarma, Huancayo y Ocopa.

Pasco Oxapampa

Ayacucho Carrapa y Ayacucho.

Cuzco Ollantaitambo, Huasao, Quispicanchis, Cuzco y Valle
Urubamba.

. Parccarccoto, Valle de Apurimac.
Apurimac

. Pampas Tayacaja.
Huancavelica P yacay

El Fruto es una baya oblonga u ovoide, al madurar es amatrillo, blanco o rojizo
como se observa en la Figura 5, dimensiones variables de 6 a 20 cm de largo, de 3a 7
cm de didmetro y su peso promedio es de 90 g como se presenta en la Tabla 6, en fruto

madurez intermedio (Pint6n). La pulpa del tumbo esta constituida por semillas envueltas
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en arilos con jugo aromatico, color anaranjado o rojizo; generalmente rico en niacina
(3.05 mg en 100 g), tiene alto contenido de pectinas, sabor muy agradable y agridulce,

con pH que varia de 3.5 a 4.5 segun la variedad (Le6n y Riveros, 2014).

ENDOCARPIO

ARILOS (SACOS)

SEMILLAS

Figura 5. Estructura histoldgica del tumbo serrano (Leén y Riveros, 2014)

Tabla 6. Las propiedades fisicas del tumbo serrano en su estado de madurez
intermedio “pitén” (Encina y Carpio, 2011).

Caracteristicas fisicas Valor
Didmetro (cm) 5

Tamafio Longitud (cm) 8
Parte comestible (g) 47

Peso Fruta entera (g) 75
Céscara més semilla (g) 28

2.2.1. Composicién nutricional del tumbo

En la industria alimentaria el tumbo se usa para preparar licores, sorbetes, jugos
a partir de la pulpa congelada, helados, mermeladas y para saborizar productos lacteos.
Sus caracteristicas de importancia son su sabor y aroma: Tenues, Suaves y delicados,

gue le otorga amplias posibilidades de fruta exética en los mercados de Norteamérica y
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la composicion nutricional de tumbo serrano.

Europa reportado por el Instituto Nacional de Salud (INS, 2009). La Tabla 7 menciona

Tabla 7. Composicion nutricional de tumbo serrano (INS, 2009)

Composicion Unidades Passiflora mollisima
Energia Kcal 64
Proteinas 9 1.2
Grasa g 0.5
Carbohidrato 9 15.4
Fibra mg 3.6
Calcio mg 8
Fésforo mg 34
Hierro mg 0.6
Retinol mg 159
Riboflavina mg 0.11
Niacina mg 4.56
Acido Ascérbico mg 66.7

2.2.2. Propiedades funcionales del tumbo

El tumbo contiene como propiedades funcionales los compuestos bioactivos
(Tabla 8), las que mas abundan en este fruto son: Los carotenoides, compuestos
fendlicos, acido ascorbico, otras vitaminas que podrian proporcionar el efecto fisiol6gico
beneficioso para la salud. Dado que existe un efecto sinérgico entre los compuestos y
son las que le confieren una gran capacidad antioxidante, por ello desempefian un papel
esencial en la proteccion frente los fenébmenos de dafio oxidativo y tienen efectos
terapéuticos en un elevado numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica,

la aterosclerosis o el cancer (Zelada, Rene, Rivadeneira y Laura, 2011).
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También se encarga de disminuir el riesgo de alteraciones cardiacas, prevenir
varios tipos de cancer, evitar la obesidad, funcionamiento eficaz del sistema inmunitario,
reducir el riesgo de la apoplejia, disminuye el envejecimiento, retrasar el desarrollo de
las cataratas y bajar la tension arterial; son aquellos efectos beneficiosos del consumo
de jugos vy frutas. Los antioxidantes son considerados, sustancias que actlan como
mecanismos de defensa en el organismo. En concentraciones normales poseen una
afinidad mayor que cualquier otra molécula para interactuar y neutralizar radicales libres.
Los antioxidantes ceden electrones a los RL, transformandolos en débiles y no toxicos
(Molina, 2012).

Tabla 8. Andlisis de los compuestos bioactivos y capacidad antioxidante del tumbo
(Encina y Carpio, 2011).

Componente Contenido
Acido ascorbico (mg/100g) 61.80 + 3.58
Carotenos totales (mg de B-caroteno/100g) 1.83 +0.03
Compuestos fendlicos (mg clorogénico/100g). 190 +2.14
Capacidad antioxidante (ug eq trolox/g) DPPH Hidrofilica 494.32 + 12.42

2.2.2.1. Acido ascérbico

El &cido ascérbico es un compuesto hidrosoluble que cumple importantes
funciones como antioxidantes en el organismo. Tiene el potencial para proteger
carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos (ADN Y ARN) vy lipidos contra el dafio
oxidativo causados por diversos radicales libres y especies reactivas (Molina, 2012).
Actla potenciando el efecto de otros antioxidantes tales como la vitamina E y el selenio.
No se sintetiza en el organismo, por lo que debe ser consumida a través de los
alimentos.

Segun Instituto de investigaciones agropecuarias (INIA, 2015), reporté que la
vitamina C es un componente que se necesita para el crecimiento y reparacion de los

tejidos en todas las partes del cuerpo. Es utilizado para formar una proteina importante
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utilizada para proteger los tendones, la piel, los vasos sanguineos, ligamento, formar
tejido cicatricial y sanar heridas.

El contenido de acido ascérbico, puede variar en funcién de la especie y
variedad del fruto o verdura, generalmente son fuente de vitamina C. La organizacion
de las Naciones Unidas para la alimentacién y la Agricultura (FAO, 2006) informa que
es necesario consumir 75 mg diarios para que el cuerpo permanezca saturado con

vitamina C. La Figura 6 muestra la estructura del &cido ascoérbico.

Figura 6. Estructura del acido ascérbico (Molina, 2012)

La deficiencia del acido ascérbico produce una enfermédad conocida como el
escorbuto, con dafos relacionados con la sintesis del colageno, ya que el acido
ascorbico es un cofactor esencial en este proceso. Las consecuencias clinicas van
desde la debilidad de las encias a las hemorragias diseminadas en todo el organismo
(Ramos, 1991). La vitamina C es un nutriente esencial en la dieta humana y es bien
conocido por su capacidad de reducir las reacciones de oxidacion.

La estabilidad del &cido ascérbico es afectada por varias condiciones
ambientales, como, la temperatura, la actividad de agua, luz y el oxigeno, porque es la
mas sensible a estos factores mencionados (Sandoval, 2010).
2.2.2.2. Fenoles totales

Los fenoles son sintetizados por las plantas (sus frutas, tallos hojas, semillas,
raices u otras partes). Producto de su metabolismo secundario. Todos exhiben
propiedades antioxidantes y dan cuenta de la mayor parte de la actividad antioxidante
que exhiben las verduras, frutas, bebidas naturales y ciertas infusiones consumidas por

la poblacién. Quimicamente, todos los polifenoles presentan en su estructura, a lo
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menos uno 0 mas grupos hidroxilos (HO-) unidos en un anillo aromatico, es decir,
presentan algun grupo fendlico (Quifiones, Miguel y Aleixandre, 2012).

Segun Losada y Bravo (2017) todos los compuestos fendlicos poseen una
estructura comun caracteristica: Un anillo aromético que lleva un sustituyente hidroxilo.
A partir de la estructura basica, varios miles de compuestos han sido descritos, desde
simple fendlicos a compuestos altamente polimerizados tales como taninos. Los
polifenoles se clasifican en Tabla 9.

Tabla 9. Clasificacion de los fenoles y ejemplos de ellos (Losada y Bravo, 2017).

Estructura quimica Tipo Ejemplo de fenoles
C6 Fenol simple Eugenol
C6-C1 Acido fendlico Acido galico
Acido benzoico Acido elagico
(C6-Cl)n Tanino hidrolizables
C6- C2 Acido fenil acético
C6- C3 Acido hidroxicinamico Acido cafeico
Cumarinas Acido fertlico
(C6- C3)2 Lignanos
C6- C1-C6 Benzofenona
Xantanas
C6- C2-C6 Etilbenos Resveratrol
C6- C3-C6 Chalconas Antocinaninas
Flavonoides Flavonoles
Flavonas
Flavononas
isoflavonas
Flavonoles
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Los compuestos fendlicos son considerados como uno de los antioxidantes que
mas abundan en la dieta humana. Sus ventajas son prevenir la aparicion de
enfermedades cardiovasculares, ejercen importante actividad antiinflamatoria, ayudan
a prevenir el sobrepeso y la obesidad, previene la diabetes, beneficia a la hora de
prevenir la aparicion de cancer y es Util en el tratamiento o prevencién de enfermedades
neurogenerativas (INIA, 2015). La estructura quimica de los flavonoides y sus

principales subclases se muestra en la Figura 7.

FLAVONOIDE

Flavonol

Flavanonol RS N I

Figura 7. Estructura quimica de los flavonoides y sus principales subclases (Quifiones et al,
2012)

2.3. Disefios factoriales fraccionados 3%

Un disefio fraccionado es un disefio en el cual solo se realizan un subconjunto
seleccionado o "fraccion” de las corridas experimentales incluidas en el disefio factorial
completo. Son una opcién adecuada cuando los recursos son limitados o el nimero de
factores incluidos en el disefio es grande, porque utilizan menos corridas que los disefios
factoriales completos. Permite estudiar los efectos de interés, que sera suficiente con
realizar una parte (fraccion) del disefio completo y para fines de prediccion se
recomienda coeficientes de determinacion ajustado del 70% cuando hay muchos

factores en el estudio (Button, 2012).
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El disefio factorial fraccionado puede ser realizado de dos formas en 2 niveles
2%, (alto y bajo) o 3 niveles 3* (bajo, medio y alto), se utilizan las notaciones 2P o 3%?,
donde 2 o 3 sigue siendo el nimero de niveles, k el nimero de factores independientes
y la letra p indica el grado de fraccionamiento (1/2 ,1/3, 1/4) (Myers, Montgomery y
Anderson-Cook, 2009).
a) Disefos fraccionados de tres niveles

Esta fraccion reduce el numero de corridas en la tercera parte que las del disefio
factorial completo. Para construir un disefio fraccionado 3%' se selecciona una
componente de interaccion, normalmente la de orden més alto, y se hace una particion
del disefio 3 completo en tres blogues con 3! combinaciones posibles de tratamientos
en cada bloque, donde cada efecto principal o componente de interaccion estimado a
partir del disefio 3" tiene dos alias. Por ejemplo, si consideramos una fracciéon de un
tercio del disefio 33, puede seleccionarse cualquier componente de la interaccion ABC
para construir el disefio (ABC, AB2C, ABC? o AB2C?). Supongamos que elegimos la
componente AB?C?. Cada fraccion del disefio 3%' resultante contendra 32 = 9

combinaciones de tratamientos que deben satisfacer (Montgomery, 2004).

Disefio 1 Disefic 1 Disefio 1
u=0 u=1 =2
000 100 200
012 112 212
101 201 o
202 002 102
021 | 121 il
110 210 010
122 222 022
21 011 111
220 020 120

a) Combinaciones de tratamientos

] [ |

i 1 4
B [ __ — —_——

4 | - 1 e | -
rd Ve rd

H L [l

lé-.a e S S S S
i . - -
A s -~

u=0 u=1 u=2

b) Vista geométrica

Figura 8. Las tres fracciones un tercio del disefio 32 con la relacion de
definicién | =AB2C? (Montgomery, 2004).
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El disefio factorial 30 3%; es decir, un arreglo factorial de k factores que tienen
tres niveles cada uno y se hace referencia a los tres niveles de los factores como bajo,
intermedio y alto; cuando los factores son cuantitativos, es comun denotar los niveles -
1, 0y +1, respectivamente. La adicion de un tercer nivel de los factores permite que la
relacién entre la respuesta y los factores del disefio se modele como un modelo
cuadratico. Estos disefios pueden generar modelos de primer orden, segundo orden y
hasta pueden optimizar procesos al trabajar con puntos centrales o réplicas. Las
repeticiones al centro permiten detectar la presencia de curvatura (Button, 2012 y
Montgomery, 2004).

b) Ventajas y desventajas de disefios factoriales fraccionados 3

Los disefios factoriales fraccionados permiten estudiar un elevado namero de
factores en un nimero de experimentos mucho menor de lo que requeriria una factorial
completa (Rodrigues y Lemma, 2012).

En general, los disefios factoriales fraccionados implican una pérdida de
informacion estadistica, requiriendo realizar supuestos sobre la no significatividad de
efectos de orden superior (por ejemplo, interacciones entre dos o mas atributos). El uso
de los disefios factoriales fraccionados lleva con frecuencia a una gran economia y
eficiencia en la experimentacion, en particular si las corridas pueden hacerse
secuencialmente (Soler, 2016).

Al usar un disefio fraccionado no permite medir la posible falta de ajuste del
modelo, a menos que se cuente con una estimacion de la varianza del error haciendo

réplicas del punto central o replicas (Gutiérrez, 2008).
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CAPITULO 1Nl
MATERIAL Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

La investigacion se ejecutd en los Centros de Investigacién de Tecnologia de
Alimentos (CITAL), Ciencia de Alimentos (CICAL) y laboratorio de Procesos
pertenecientes a la Facultad de Ingenieria y Arquitectura. Laboratorio de Microscopia
de la Facultad de Medicina y en el laboratorio de Control de Calidad de Union de la
Universidad Peruana Union, Lima — Peru.

3.2. Materiales e insumos

3.2.1. Materia prima
Se utilizé el tumbo serrano (Passiflora Mollisima H.B.K.) con estado de madurez
Pintén (Figura 9); adquirida en el mercado central de frutas-Lima, provenientes de

la provincia de Oxapampa/ Pasco (1814 m. s. n. m.).

Figura 9. Fruto del tumbo serrano
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3.2.2. Materiales

Desecador de vidrio (210 mm).

Probeta (25 mL).

Soporte de anillo (20.13 x 12.7 cm base)
Vasos de precipitado (10. 50 y 100 mL).
Placas Petri (80 mm x 15 mm).

Embudo de vidrio (100 mm de didmetro y 100 mm de longitud del mango).
Fiola (10, 25, 100, 250 y 1000 mL).
Tubos de ensayo (5 mL).

Micro pipetas (10 — 1000 pL).

Pipetas volumétricas (1, 5y 10 mL)
Colador de acero inoxidable (20 cm)
Papel filtro (Nathmen N° 42).

Otros.

3.2.3. Equipos

Centrifuga con refrigeracion (Marca: Labotec, modelo: H-2050R).
Homogenizador de alto cizallamiento (Marca: Silverson, modelo: LM5-A).
Agitador magnético (Marca: HW KESSEL, modelo: SP18420-26).

Horno secador de bandejas (Modelo: HSBD1).

Espectrofotémetro digital (Marca: Venier, modelo: Go direct Spectrovis plus).
Analizador de humedad (Marca: PECASON, modelo:MX-50).

Medidor de actividad de agua (Marca: AQUALAB, modelo: 3TE).

Estufa (Marca: Memmert, modelo: UN200).

Balanza analitica (Marca: Pionner, modelo: OHAUS, 210 gr*0.1 mg).
Colorimetro digital (Marca: 3NH, modelo: NR200).

Pie de rey digital (Marca: Vernier).

Estereoscopio optico (Marca: OLYMPUS, modelo: SZ2-ILST).
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e Balanza granero
e Agitador Vortex multiple (Modelo: VWR).
o Refractometro (Marca: Atago, escala: 0 — 32 ° Brix).
e pH-metro digital (Marca: Lovibond, modelo: SD50).
3.2.4. Reactivos
e NaOH (0.1 N).
¢ Fenolftaleina.
e Acido ascorbico (0.1 %).
e Acido galico.
e Acido oxalico (0.4 %).
e 2,6 dicloroindofenol (0.0012 %).
¢ Folin Ciocalteu (2N).
e Carbonato de sodio (10 %).
¢ Metanol (80 %).
e NaOH (5 M).
¢ NacCl.
3.2.5. Agentes para la gelificacion
¢ Alginato de sodio (Viscosidad: 700 - 800 mPa.s).
e CaCl>(99.8 %, PM= 147.02).
3.3. Métodos de andlisis fisico, fisicoquimico y compuestos bioactivos del
tumbo
3.3.1. Analisis de propiedades fisicas
Para determinar las propiedades fisicas del tumbo se realizé los siguientes
andlisis de acuerdo a los métodos descritos en Encina y Carpio (2011) con
modificaciones. Se tomd al azar 10 frutos de tumbo (Figura 10) y se analiz6 el color
(Visualmente), textura (Tacto), el tamafio (Longitud y didmetro) se determind con un pie

de rey y el peso con una balanza digital.
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Figura 10. Muestras de tumbo elegidas al azar para analizar sus
caracteristicas fisicas

3.3.2. Propiedades fisicoquimicas
Para determinar las caracteristicas fisicoquimicas del tumbo se realiz6 los
siguientes andlisis de acuerdo a los métodos descritos en Asociacién Oficial de Analisis
Quimico (AOAC).
e Humedad (%): Método de gravimetria, a 105 °C por 5 h, segiin AOAC (2016).
e Solidos solubles (°Brix): Por el método refractométrico a 20 °C, segun AOAC
(2016).
e pH: Mediante el método potenciométrico, segun AOAC (2016).
e Acidez titulable: Por el método de titulacién visual con NaOH 0.1 N y fenolftaleina
como indicador, segin AOAC (2016).
3.3.3. Cuantificacion de &cido ascorbico
El &cido ascorbico se determino por el método de espectrofotometria, expresado
como mg acido ascoérbico/100g muestra, segun la metodologia de Riveros (2015) y
Cervantes, Pimentel y Pinzén (2017) con modificaciones.
Se tom6 20 mL de extracto de tumbo y se centrifugé a 4000 rpm por 15 min,

luego se filtré el sobrenadante con papel filtro. Posteriormente se tomé 3 mL de la

25



muestra filtrada y se enraz6 con acido oxalico al 0.4 % en una fiola de 100 mL y se
medi6 la absorbancia a 420 nm, como se muestra a continuacion.
I. 10 mL de agua destilada.
[I. 1 mL de acido oxalico al 0.4% + 9 mL de 2,6 dicloroindofenol al 0.0012% (L1).
lll. 1mL de muestra + 9 mL de agua destilada.
IV. 1 mL de muestra + 9 mL de 2,6 dicloroindofenol al 0.0012 % (L2)
Se calculé L1 - L2 y la concentracion de &acido ascoérbico mediante la curva

estandar y la ecuacion.

Ac. Ascorbico ( —& (Ecuacion 1)

o mg )_ CxD
100mg ~ 100ml/

M

donde:

C: concentracion de AA (Acido ascérbico) determinada por la curva de calibracion (mg/
100mL).

D: Volumen de dilucién de la muestra (mL)

M: Peso de la muestra (g o mL); g (gramos) si la muestra es seca o en polvo y mL si la
muestra es liquida.

3.3.4. Cuantificacion de fenoles totales

Se cuantific6 por el método de Folin Ciocalteu (Garcia, Fernandez y Fuentes,
2015) con modificaciones.

El extracto metandlica se preparé con 3 mL de extracto de tumbo mas 6 mL de
metanol al 80 %, luego se centrifugd a 4000 rpm por 20 min a 10 °C y se filtr6 con papel
filtro a vacio.

Se tomo6 1 mL extracto metandlica de tumbo y se afiadieron 99 mL de agua
destilada (1:100), luego de esta dilucién se retir6 100 pL y se le afadieron 400 pL de
reactivo Folin Ciocalteu a 2 N (1:5 H.O destilada) y se agit6 a 800 rpm por 8 min en un
agitador Vortex. Luego, 2000 uL de carbonato de sodio (Na.COs) al 10 % fueron
agregados y el contenido reposé 30 min.

La absorbancia fue medida a 765 nm en un espectrofotometro y finalmente, la

concentracion de fenoles totales fue determinada utilizando una curva estandar de acido
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galico (mg/mL). El resultado se expresé como mg equivalentes de acido galico (EAG)

por 100 mL de extracto de tumbo liquido mediante la siguiente ecuacion.

= FTx2 ™y Fpx 100  (Ecuacién 2)
100g de muestra m(g)

mg de acido galico(EAG)

Fenoles totales (

donde:

FT: concentracién de FT (fenoles totales) determinada por la curva estandar (mg de
acido gélico/ 100 mL).

V: volumen del extracto (mL).

M: peso de la muestra liquida (mL).

FD: factor de diluciéon (mL de agua destilada / mL de extracto metandlica).

3.4. Proceso de extraccion del extracto del tumbo serrano

El flujo de operacion para la extracciéon del tumbo serrano se muestra en la Figura

11 y se describen a continuacion.
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RECEPCION
DE TUMBO

PESADO

2 Se

SELECCION Fl’l{tOS verdes y
dafiados

LAVADO — Agua + impurezas

L=
U

DESCASCARADO — Cascara

Semillas, arilos (sacos)
PULPEADO — y particulas groseras

Sélidos insolubles

CENTRIFUGADO — 4000 rpm / 20 min a 18°C.

<L
6
<L

Bolsas de polietileno—» ENVASADO

<:|.

Temperatura: - 20 °C  —»
ALMACENADO

Figura 11. Flujograma para la extraccion del extracto del tumbo
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<> Pesado
Se registro el peso del tumbo.
% Seleccion
La seleccién permitié obtener frutos sin dafios fisicos, lo cual evitd contaminar el
producto final y permitié contar con los mejores frutos en su estado de maduracién
(Pitén).
s Lavado
El lavado se realiz6 con agua potable circundante eliminando las particulas
extrafias que se encuentren adheridas a la superficie de los frutos.
% Descascarado
En este proceso se retirg las cascaras del tumbo con un cuchillo y asi facilitar el
proceso de despulpado.
< Pulpeado
El pulpeado se realiz6 utilizando la maquina despulpadora de frutas con una
malla de 2 mm, permitiendo separar la pulpa de los arilos y semillas.
s Centrifugado
El centrifugado se realiz6 con una centrifuga con refrigeraciéon a 4000 rpm por
20 min a 18 °C. Cuya finalidad fue separar los sélidos insolubles del jugo o extracto.
< Envasado
En este proceso se envaso el extracto del tumbo serrano en bolsas de polietileno
y sellada con una selladora eléctrica. Se cubri6 con bolsa negra para aislar del medio
ambiente que lo rodea.
« Almacenado

El producto envasado fue almacenado en una congeladora a temperatura de -

20 °C hasta el momento de su uso.
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3.5. Proceso de encapsulacion por gelificacion idnica

El flujo de operacion para la encapsulacion del extracto de tumbo se muestra en

la Figura 12.

EXTRACTO
DELTUMBO

Andlisis:

pH, Acidez, °Brix, color,
acido ascorbico y fenoles
totales

PREPARACION
DE LA
SOLUCION

pH de extracto: 4, 5.5y 7.

Alginato de sodio: 1.2, 1.5
y 1.8% plv.

ENCAPSULADO Extracto de tumbo

Cloruro de calcio: 2.5, 3.5 + alginato de sodio

y 4.5 % plv.

Agitacion constante D

FILTRADO Solucién

reticulante
<
o RPN
T=30°C :>
Tiempo: 24 h K /

ENVASADO Bolsa
polietileno

Lugar secoy a
ALMACENADO 25 °C.

Capsulas: ) G

Humedad, AW,
Higroscopicidad, color,
diametro, morfologia,
densidad aparente y
compacta, solubilidad,
acido ascorbico y )
fenoles totales.

Figura 12. Flujograma de proceso de encapsulacion
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3.5.1. Preparacion de la solucion de alginato

Se prepar6 200 mL de solucion con Alginato de sodio al 1.2, 1.5y 1.8 % p/vy se
ajusto el extracto de tumbo a pH 4, 5.5y 7 (se incremento el pH con NaOH al 5 M), a
continuacién, se homogenizé a 2000 rpm durante 20 min a 25°C hasta obtener una
mezcla homogénea. Siempre se mantuvieron las soluciones cubiertas con plastico
stretch film color negro, con la finalidad de evitar la degradacion de los compuestos
bioactivos del extracto del tumbo.
3.5.2. Preparacion de la solucion reticulante

Se prepar6 200 mL de solucién al 2.5, 3.5y 4.5 % p/v de CaCl; y agua destilada.
Se mantuvo en agitacién continua durante 10 min a 200 rpm a 25 °C, logrando asi una
solucién transparente y homogénea.
3.5.3. Formacion de capsulas por gelificaciéon

Para la obtencion de las capsulas (esferas) se aplicé el método de gelificacion
ionica por goteo segun Lopez (2012) con modificaciones.
Las soluciones de alginato se suministraron al sistema de encapsulacién (Figura 13)
construida de acuerdo a las condiciones requeridas. Dicha suspensiéon fue goteada
sobre la solucién reticulante descrita anteriormente, bajo agitacion constante a 750 rpm.
Finalizado el goteo se mantuvieron en agitacion durante 40 min y después, las capsulas
fueron filtradas con un colador de acero inoxidable, descartando la solucién reticulante.

Por ultimo, se sec6 las capsulas a 30 °C por 24 horas y se envasé en bolsa polietileno.
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Figura 13. Sistema de encapsulacién por gelificacion idnica

3.6. Métodos de andlisis de las capsulas

3.6.1. Determinacion de eficiencia de encapsulacion de compuestos bioactivos

3.6.1.1. Eficiencia de encapsulacion del &cido ascorbico

Segun la metodologia de Khalida, Kobayashi, Neves, Uemuraa, Nakajimaa y
Nabetani (2014) y Cervantes, Pimentel y Pinzén (2017) con modificaciones.

Se tomo6 1.5 g de las capsulas secas trituradas y 50 mL de acido oxalico al 0.4
%, a continuacion, se centrifug6 a 4000 rpm durante 20 min a 18 °C y finalmente se hizo

la lectura de la absorbancia a 420 nm con un espectrofotometro digital.
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Para calcular la eficiencia de encapsulacién del 4cido ascorbico se utilizo la

ecuacion 3, que se muestra a continuacion.

_ Cantidad de acido ascorbico encapsulado 100
Cantidad tedrica de material activo

Eficiencia de encapsulacion (%)

(Ecuacion 3)

3.6.1.2. Eficiencia de encapsulacién de fenoles totales.

Se determiné por medio del método de Folin Ciocalteu (Garcia, Fernandez y
Fuentes, 2015 y Kuhn, 2013) con modificaciones.

Preparacion del extracto:

Se us6 1 g de capsulas secas trituradas mas 20 mL de metanol al 80 %, la
mezcla se dejo macerado durante una noche (15 h) y luego se centrifugé a 4000 rpm
durante 20 min a 10 °C. Posteriormente se retird el sobrenadante y al precipitado se
volvio a afadir 20 mL de metanol al 80 % y nuevamente se centrifugd durante 20 min.
Al final, se retir6 nuevamente el sobrenadante y se mezclé con lo anterior, la mezcla de
ambos se utiliz6 como extracto metandlica para la determinacion de fenoles totales.

Lectura en el espectrofotometro

Pararealizar la lectura, primero se diluy6 el extracto metanélica en 1:20 con agua
destilada, se retir6 100 pL y se le afiadieron 400 pL de reactivo Folin Ciocalteu (1:5 H20
destilada) y se agité a 800 rpm durante 8 min. Luego, se afiadié 2000 pL de carbonato
de sodio al 10 % y el contenido repos6 durante 30 min y la absorbancia fue medida a
765 nm.

Para calcular la eficiencia de encapsulacion de fenoles totales se utilizé la

ecuacion 4, que se muestra a continuacion.

_ Cantidad de fenoles totales encapsulado 100
Cantidad tedrica de material activo

Eficiencia de encapsulacion (%)

(Ecuacion 4)
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3.6.2. Determinacion de propiedades fisicoquimicas

3.6.2.1. Higroscopicidad

Se determiné de acuerdo a Silva, Da Costa, Martins da, Sartoratto, Ferreira y
Dupasc (2016) con modificaciones. Se colocaron 0.5 g de cépsulas a 20 °C en una
campana de desecacién que contenia la solucion saturada de NaCl (75.3 % de humedad

relativa) y la ganancia en peso debida a la adsorcion de humedad se registré durante

una semana.
. . b+wi 5
Higroscopicidad (%)= & b (Ecuacion 5)
1+3
donde:

a: Cantidad de muestra (g).
b: Cantidad de humedad del polvo antes de exponerse a H. R. (g)
wi: Incremento de la cantidad de humedad del polvo (g).

3.6.2.2. Humedad
El contenido de humedad se determind mediante el equipo analizador de

humedad a una temperatura de 130 °C por 10 min, cada muestra por tres repeticiones.

3.6.2.3. Determinacion de Aw
La actividad de agua se medio6 con el equipo AQUALAB, a 25 °C.

3.6.2.4. Andlisis de la solubilidad de las capsulas.

Se coloc6 1g de muestra en 100 mL de agua destilada, se centrifugd a 4000 rpm
durante 20 min, se tomd una muestra representativa de 25 mL del sobrenadante y se
paso6 a placas Petri. Finalmente se secé en estufa a 105 °C por 5 h (Murga, 2014). La
solubilidad se calcul6 por diferencia de peso y expresado en porcentaje (%).

3.6.3. Evaluacion de las propiedades de flujo de las cipsulas

3.6.3.1. Densidad aparente

La densidad a granel es la masa de las capsulas dividida entre el volumen
aparente. Se pesO 1 g de muestra y se agreg6 a una probeta de 25 mL, se medi6 el
desplazamiento del volumen que ocupé las capsulas (Ortiz, 2016). La densidad se

calcul6 con la siguiente ecuacion:

DA = % (Ecuacion 6)
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donde

DA es la densidad aparente, M es el peso de la muestra en gramos y V es el
volumen de la muestra en mL
3.6.3.2. Densidad compacta

La densidad compacta es el volumen que ocupa la muestra después de
compactarse. El volumen se medié después de golpear continuamente 50 veces las
capsulas, se anoto el volumen compacto (Ortiz, 2016). Se calculdé mediante la siguiente
ecuacion:

Dc=— (Ecuacion 7)

donde

M es el peso de la muestra en gramos y Vc es el volumen de la muestra
compactada en mL.
3.6.4. Analisis colorimétrico

El color se medi6é usando el colorimetro digital, con escala CIELAB (L*, a* y b*).
Las mediciones de color se expresaron en términos de luminosidad L * y los parametros
de cromaticidad a *y b * (Kuehni, 2013).
L* (Luminosidad o brillantez): 0 (oscuro) a 100 (claro)
a*: - verde a + rojo
b*: - azul a + amarillo

3.6.5. Caracterizacion estructural y morfolégica de las capsulas
3.6.5.1. Morfologia

La morfologia de las capsulas producidas se observé en un estereoscopio éptico,
las capsulas fueron montadas en una porta muestras y se observaron a un aumento de
30X para evaluar su morfologia de las capsulas. Las imagenes se dimensionaron a 1
mm con la ayuda del programa Image J.
3.6.5.2. Tamafio

El diametro de las capsulas se medié con un pie de rey digital, se tomé al azar
100 cépsulas de cada tratamiento (Solis, 2016).
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3.7. Disefio y andlisis estadistico
3.7.1. Disefio estadistico

Se empled el disefio factorial fraccionado 3! (Montgomery, 1991). Para k=3
variables, obteniendo un total de 9 tratamientos experimentales y se trabajé con 2
réplicas.

Los factores y niveles (codificados o no codificados) son mostrados en el Tabla
10 y Tabla 11. Los datos se analizaron con el modelo de segundo orden sin
interacciones como se observa en la ecuacion (8), para conocer cémo es el
comportamiento de las variables independientes frente a los resultados analizados
(Rodrigues y lemma, 2014):

Z=Bo + BaX1 + B1aX1? + BaXo + B2X2? + BaXz + B2X3? (Ecuacion 8)

donde

Z es la variable dependiente

Bo: Coeficiente intercepto

B1, B2, Bs: Coeficientes del modelo lineal y cuadrético, respectivamente.
X1, X2 'y X3: Valores codificados de las variables independientes.

Tabla 10. Factores y niveles del disefio factorial fraccionado.

Niveles
Codificado Factores
-1 0 1
X1 pH 4 5.5 7
X2 CaClz (%) 2.5 35 45
X3 AlgNa (%) 1.2 1.5 1.8
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Tabla 11. Disefio factorial fraccionado para cuantificar fenoles totales y acido

ascorbico
Variables independientes Variables dependientes
Codificado No codificadas Eficiencia Fj,e
encapsulaciéon
Tratamientos Acido Fenoles
X1 X2 Xz pH CaCl, (%) AlgNa (%) ascdrbico totales
(mg/100g) (EAG/100g)
1 -1 -1 1 4 25 1.2 - -
2 -1 0 1 4 35 1.8 - -
3 101 0 4 4.5 1.5 - -
4 0O -1 1 55 25 1.8 - -
5 0O O 0 55 35 1.5 - -
6 0 1 -1 55 4.5 1.2 - -
7 1 -1 O 7 25 1.5 - -
8 1 0o -1 7 35 1.2 - -
9 1 1 1 7 4.5 1.8 - -

3.7.2. Anélisis estadistico

Fue generado el gréfico de curvas de contorno y superficie de respuesta
tridimensional, fueron usados para mostrar la relacion entre la respuesta y los niveles
de cada variable independiente y verificar los parametros 6ptimos en las capsulas de
extracto de tumbo serrano. El efecto de los factores fue analizado por analisis de
varianza (ANOVA), estimacion de efectos y grafico Pareto a un intervalo de confianza
de 95% (p < 0.05). Se obtuvo el ajuste del modelo para coeficientes significativos para

las respuestas analizadas, usando el software STATISTICA versién 13.1.

37



CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de la materia prima
4.1.1. Andlisis fisico

Para la produccion de las capsulas se utilizo el tumbo serrano con un estado de
madurez intermedio “pintdn”, teniendo en cuenta lo reportado por Encina y Carpio (2011)
quienes mencionan que el contenido de azlcar y 4cidos esté estrechamente relacionado
con lamadurez de la materia prima, donde la maduracién del fruto presenta un descenso
de la acidez e incremento de azUcares hasta un punto después del cual existe una
degradacion de compuestos bioactivos al encontrarse el fruto en un estado de
sobremadurez.

La Tabla 12 muestra diferentes estados de madurez del tumbo serrano y sus
caracteristicas fisicas.

Tabla 12. Estados de madurez del tumbo serrano y sus caracteristicas fisicas.

Verdes Pintones Maduros

Color: Verde Color: Amarillo - verdosos Color: Amarillo
Textura: dura al tacto Textura: Ligero ablandamiento Textura: Blando

Respecto a las caracteristicas fisicas del tumbo en estado de madurez
intermedio, se registré una coloracion verde-amarillo y ligero ablandamiento, resultados
similares reportaron Angén, Santos y Hernandez (2006) que las caracteristicas fisicas
de una fruta en estado de madurez intermedio (pintén) son: La superficie del fruto
presenta una coloracion de verde sobre amarillo, desarrollan un aroma caracteristico e
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indicios de ablandamiento. Con la maduracion por lo general disminuye el color verde
de las frutas debido a una disminucion de su contenido de clorofila y a un incremento en
la sintesis de pigmentos de color amarillo (carotenoides) (Encina y Carpio, 2011).

En la Tabla 13 se muestra las caracteristicas fisicas del tumbo en estado de
madurez pintdn, analizados en 10 unidades de tumbo que fueron elegidos como muestra
al azar para el respectivo analisis, se obtuvo una longitud promedio de 11.23 cm,
diametro 4.3 cm y peso de fruta entera 102.88 g. Se consideré también, los pardmetros
de calidad como: tamafo uniforme, fresca, limpia, grado de madurez, color tipico, libre
de dafios por ataque de insectos y entre otros.

Tabla 13. Caracteristicas fisicas del tumbo en estado de madurez intermedio (Pinton)

Medidas biométricas Valor
Forma Eliptica
Tamafio Longitud (cm) 11.23 £ 0.744
Diametro (cm) 4.3 +£0.240
Peso Fruta entera (g) 102.88 £ 8.695

Las medidas registradas de la materia prima se encuentran dentro del rango de
los datos reportados por la FAO (2007), donde en su descripcidbn botanica es
considerado como un fruto de forma eliptica algo alargados, de cascara gruesa y la
pulpa aromatica; sus dimensiones varian de 6 a 20 cm de largo, de 3 a 7 cm de diametro
y peso promedio de 90 g.

4.1.2. Andlisis fisicoquimico del extracto del tumbo

Los resultados obtenidos en los analisis fisicogquimicos del extracto de tumbo
serrano se observan en la Tabla 14, se muestran el pH, acidez titulable, sélidos solubles

y humedad.
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Tabla 14. Andlisis fisicoquimico del tumbo.

Caracteristicas Cantidad
Humedad (%) 86. 45 + 0.646
pH 3.42 + 0.006
Sdlidos solubles (°Brix) 13.23 + 0.057
Acidez titulable (% de ac. Citrico/100mL) 2.59 + 0.070

El tumbo serrano presenté el contenido de humedad 86. 45 % + 0.646, un pH de
3.42 £ 0.006, sélidos solubles 13.23 °Brix + 0.057 y acidez titulable 2.59 % * 0.070.

En el extracto de tumbo procedente de Huancayo, Cardenas y Huaman (2015)
reportaron una humedad de 91 %, pH 3.4, solidos solubles 10 °Brix y acidez titulable
2.35 % de &cido citrico. Encina y Carpio (2011) registraron en pulpa de tumbo una
humedad de 87.32 %, pH 3.28, sdlidos solubles 12 °Brix y acidez titulable 4.1 %.

Segun FAO (2007 y 2006) el pH del tumbo varia desde 3.5 a 4.5 seguln el estado
de madurez, aumentando a medida que el fruto madura y esto se debe a que las
enzimas propias del fruto descomponen a la clorofila y endulzan el fruto. El tumbo debe
presentar 10 °Brix como minimo para ser cosechado.

Los datos obtenidos en esta investigacion presentan una ligera variacion frente
a lo reportado por los autores mencionados anteriormente, esto se debe a las diferencias
de estado de maduracion (mayor estado de maduracién disminuye los acidos organicos,
el almidén y aumenta el contenido de azucares), climaticas (influencia de la luz solar) y
ambientales (contenido de nutrientes del terreno) por la diferencia geografica (Chaparro
etal., 2015).

4.1.3. Compuestos bioactivos del extracto del tumbo.

En la Tabla 15 se muestra los resultados del contenido de acido ascorbico y

fenoles totales del extracto de tumbo serrano.
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Tabla 15. Compuestos bioactivos en el extracto del tumbo

Componentes Contenido
Acido ascorbico (mg/100 g) 70.04 + 0.0014
Fenoles totales (mg acido galico 2145.81 + 0.067
(GAE)/100 g)

El contenido promedio del acido ascérbico del extracto del tumbo serrano fue
70.04 mg/ 100 g + 0.0014; valor similar reportd6 Ocampo (2014) en tumbo serrano
peruano con 70.1 mg/100 g de &cido ascoérbico, en la parte comestible y valores
cercanos Encina y Carpio (2011) quienes registraron el contenido de acido ascérbico de
61.80 £ 3.58 mg/100 g en la pulpa del tumbo (Passiflora mollisima H.B.K. Bayley)
proveniente de Ayacucho en estado de madurez intermedia. Cardenas y Huaman (2015)
reportaron 69.28 mg de &acido ascorbico en 100 g en jugo de tumbo (Passiflora
mollisima) en estado de madurez pintén, proveniente de Huancayo y segun el Instituto
Nacional de Salud (2009) el tumbo presenta 66.70 mg/ 100 g de acido ascorbico, siendo
la fruta rica en acido ascorbico.

Chaparro et al (2015) reportaron el contenido de acido ascérbico de la fruta
curuba larga (Passiflora mollisima Bailey) colombiana, valores de: 40.5 mg/100 g de
porcién comestible y 61.5 mg/100 g de acido ascérbico de jugo fresco. En comparacion
con el resultado obtenido son valores bajos y segun Valencia Sullca, Cristina'y Guevara
(2013) estas variaciones se deben al utilizar distintos métodos de cuantificacion, tipo de
muestra (liquida y soélida), estado de madurez del fruto y por distintos lugares de
procedencia.

En la Figura 14 se observa la capacidad de poder reductora del acido ascorbico
frente al reactivo 2,6 dicloroindofenol, la reaccién de ambos ocasiona cambio de color,

adquiriendo una coloracion rosada.
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Figura 14. La capacidad de reduccién del a&cido ascoérbico del
extracto de tumbo frente al reactivo 2,6 dicloroindofenol

El resultado promedio de fenoles totales en el extracto de tumbo fue 2145.81 +
0.067 mg de éacido galico (GAE) / 100 g muestra fresca; valor cercano retribuyeron
Mufioz, Ramos-Escudero, Ortiz y Castafieda (2007) en su trabajo de evaluacién de
compuestos fendlicos, usando el método Folin-Ciocalteu en recursos vegetales
promisorios peruanos, encontrando el valor de fenoles totales en tumbo serrano de
1478.26 mg de GAE/ 100 g de materia fresca e indican que es el fruto con mayor
contenido de fenoles totales siguiendo al fruto de Camu -Camu.

Otros frutos investigados reportaron el contenido de compuestos fendlicos, en
uva rosada 93 mg/100 g, uva blanca 95 mg/100 g, ciruelo 200 mg/100 g, naranja 217
mg/100 g, toronja rosada 425 mg/100g, manzana “gala” 132 mg/100 g y kiwi 273 mg/100
g; siendo superados por el tumbo serrano y camu-camu (Cieslik, Greda y Adamus,
2006).

Rojano, Zapata y Cortes (2012) encontraron en la pulpa de curuba colombiana
el contenido de fenoles totales igual a 5 012.8 mg de acido galico/100 g de pulpa, los
extractos fueron preparados con hexano y para la parte lipofilica con acetona y agua
con 7 % de metil a-ciclodextrina en una relaciéon (1:1). Chaparro et al (2015)
obtuvieron un valor de 4690.10 + 28.24 mg &cido gdlico (GAE)/100 g de porcién

comestible fresca, por lo tanto, frente a estés valores mencionados el resultado obtenido
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es menor y esto se debe a la diferencia del método para la obtencion del extracto para
el analisis, el uso de muestra (pulpa o extracto acuoso de tumbo) y por las diferencias
geograficas que pueden influir en el contenido de estos compuestos.

Contreras, Calderon, Guerra 'y Garcia (2011) registraron 635 + 2.71 mg GAE/100
g de peso fresco y Vasco, Ruales, y Afaf (2008) consiguieron un valor de 1010 + 198
mg GAE/100 g de peso fresco de la muestra, de frutos procedentes de Ecuador.

En la Figura 15 se observa la oxidacion del reactivo Folin-Ciocalteu por la
presencia de fenoles totales, la reaccibn de ambos ocasiona la viracion de color,

adquiriendo una coloracién azul.

Reaccion

Figura 15. Oxidacion del reactivo de Folin-Ciocalteu

4.2. Obtencidon de capsulas por gelificacion iénica

Se obtuvo capsulas humedas con forma esférica en todos los tratamientos a una
distancia de encapsulacion de 7 cmy presentaron diferencias en su coloracién y forma
en las capsulas secas, por la variacion de pH en el extracto de tumbo. Las capsulas
obtenidas a pH 4 muestran el color naranja, que es relativamente similar al color del
extracto fresco de tumbo (Figura 16).

Corroborando con otros estudios, afirman que a una distancia de 7-10 cm, la
gota liquida es capaz de superar las fuerzas de impacto y arrastre para formar particulas

de gel esféricas (Blandino, Macias y Cantero, 1999).
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Figura 16. Morfologia de capsulas desarrolladas por el método de gelificacién idnica por goteo

4.3. Eficiencia de encapsulacion de los compuestos bioactivos
4.3.1. Eficiencia de encapsulacion del acido ascoérbico
Los resultados referentes a la eficiencia de encapsulacion del acido ascoérbico se

muestran en la Tabla 16.
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Tabla 16. Eficiencia de encapsulacion del &cido ascérbico.

Tratamientos pH CaCl; AlgNa Acido ascorbico Eficiencia q§a

(%) (%) (mg/1009) encapsulacion
T1 4(-1) 25(1) 1.2(1) 50.95 + 1.315 73 +0.019
T2 4(-1) 3.5(0) 1.8 (1) 64.09 + 0.329 92 +0.005
T3 4(1) 45() 1.5(0) 66.73 + 0.658 95 + 0.009
T4 550) 25(1)  1.8(1) 39.22 +0.949 56 + 0.014
T5 550) 3.5(0) 1.5 (0) 43.72 + 0.329 62 + 0.004
T6 5.5(0) 4.5 (1) 1.2 (-1) 52.04 + 0.827 74 +0.012
T7 7(1) 25(1) 15(0) 41.2 +0.379 59 + 0.005
T8 7(1) 35(0) 1.2(1) 47.12 + 1.369 67 + 0.019
T9 71 45(1) 1.8 (1) 37.04 + 1.483 53 + 0.021

La eficiencia de encapsulacion varié entre 53 % + 0.021 a 95 % + 0.009,
obteniéndose mayor porcentaje en el tratamiento tres a pH 4, con 4.5 % de cloruro de
calcioy 1.5 % de alginato de sodio.

El analisis de varianza (ANOVA) para la variable eficiencia de encapsulacion del
acido ascorbico se muestra en la Tabla 17. Se obtuvo un coeficiente de determinacion
(R?) = 0.8528 al 95 % de nivel de confianza y muestra los factores de mayor efecto a la
respuesta analizada, siendo el pH (L y Q) y concentracion de cloruro de calcio (L y Q)
considerando el p< 0.05. Siendo el factor con mayor influencia el pH (L), por presentar
mayor valor de F (80.88), seguido por el porcentaje de cloruro de calcio lineal (CacCly)
utilizado en la solucion reticulante (F= 15.17) y segun la gréfica de Pareto y la tabla de
estimacion de efectos (Anexo 5). La concentracién de alginato de sodio no fue

significativo.
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Tabla 17. Resultados de ANOVA y efecto en la eficiencia de encapsulaciéon del acido

ascorbico
FACTOR SS df MS F P Efecto
(1) pH (L) 3248320 1  3248.320 80.88446  0.000000* -26.8676*
pH (Q) 469.067 1 469.067 11.67996 0.002728* -8.8418*

(2) CaCl2 (%) (L) 609.288 1 609.288 15.17152 0.000899*  11.6360*

CaClz2 (%) (Q) 174.660 1 174.660  4.34910 0.050051 5.3954
(3) AlgNa (%) (L) 97.268 1 97.268 2.42200 0.135325 -4.6492
AlgNa (%) (Q) 56.002 1 56.002 1.39448 0.251504 3.0551
Error 803.200 20 40.160

Total SS 5457.805 26

R? 0.8528

R ad] 0.8087

(*) Significativo p < 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) Cuadrética

Se analiz6 los datos de la eficiencia de encapsulacion del acido ascorbico
mediante las gréaficas de superficie de respuesta y curva de contorno, que se muestran
en la Figura 17 acorde a la interaccién de los factores donde: La gréfica (a y b) indican
que a menor pH (4) y al incremento de concentracién de cloruro de calcio (4 %), sera
mayor la eficiencia de encapsulacion del acido ascorbico; la grafica (c y d) muestra que
a menor pH (4) y siendo independiente la concentracién de alginato de sodio es mayor
la respuesta analizada y la gréfica (e y f) indica parametros 6ptimos siendo 4 % de CaCl,
y 1.4 % de AlgNa con 70 % o mayor de eficiencia de encapsulacion de &cido ascérbico.

La eficiencia de encapsulacién (EE %) del acido ascorbico fue significativamente
mayor en las capsulas elaboradas a pH 4, mientras que en las capsulasapH 5.5y 7 la
eficiencia fue menor, dado que al incremento del pH la eficiencia fue disminuyendo. Esto
se debe a que el &cido ascorbico se altera facilmente por los cambios de pH, la accién
de latemperatura, la luz y los iones metalicos (Cahuaya, 2017). Ademas, es mas estable

a medida que el pH del medio es mas &cido y natural (Murga, 2014).
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Se generd un modelo sin interaccidn con coeficientes significativos segun la tabla
de coeficiente de regresion (Anexo 5), el comportamiento de los variables sobre la
eficiencia de encapsulacion de acido ascérbico fue:

EE del acido ascoérbico (%) = 86.8378 — 52.1824(X1) + 3.9297(X1)2 + 43.856(X>)
(Ecuacion 9)

dénde: Xi: pH; Xz2: CaCls

Existe informacion reducida permiten comparar valores asociados a la cantidad
de &cido ascérbico encapsulado en capsulas de AS.

La técnica de encapsulacion por gelificacion i6nica por consistir en un
entrecruzamiento idnico entre los iones de la molécula divalente (calcio) y las unidades
de &cido gulurdnico de alginato, dan lugar a un gel conocido como “modelo de caja de
huevo”. El alginato de sodio en contacto con los iones de calcio forma un gel
instantaneamente; los iones se siguen difundiendo en el alginato, produciendo el
endurecimiento del gel con el paso del tiempo de interaccién y basado en el peso del
alginato se requiere de 7.2 % de calcio para lograr una sustitucibn completa; sin
embargo, con solo 2.2 % de calcio se logra la formacion del gel. Referente a esta
informacion en este trabajo se observd, que al disminuir la concentracion de cloruro de
calcio es probable que existi6 el desequilibrio de iones divalentes causando una
sustitucion incompleta de calcio en las cépsulas y disminuyendo la EE % del acido
ascorbico (Pacheco-Aguirre, Rosado-Rubio, Betancur-Ancona y Chel-Guerrero, 2008).

Chan (2011) plante6 que un aumento en la concentracion del nicleo y/o
combinado con una baja concentracion del polimero pared genera una disminucion de
la EE. En este estudio no variaron la concentracion del nucleo, pero si la material pared
(AS) y el material reticulante (CaCly), cuando el AS se aumentd en las diferentes
proporciones y el cloruro de calcio se fueron disminuyendo, es probable que fue aquello
que habria generado un colapso del AS como matriz en el secado, disminuyendo la EE

%,debido a que afectaria el grado de reticulacion de la superficie de las céapsulas,
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resultando un factor determinante para disminuir la formacion de poro y evitar difusién
del material nucleo.

Céardenas y Huaman (2015) al realizar el estudio de secado por atomizacion del
extracto acuoso de tumbo usando goma arabiga y carboximetilcelulosa; de entre todos
los tratamientos obtuvieron el mayor concentracion de 4cido ascorbico en el tratamiento
con 5 % de carboximetilcelulosa, a temperatura de 140 °C con contenido de 390.56 +
21.2 mg de &cido ascorbico/ 100 g y observaron que al incrementar el porcentaje del
encapsulante el contenido del acido ascérbico disminuye, esto debido que al
incrementar el contenido de sélidos provenientes de encapsulante este se encuentra en
mayor proporcion que los sélidos provenientes de los componentes del tumbo (como el
acido ascérbico) (Guevara-Bretdn y Jimenez-Munguia, 2008). La cual explica la mayor
EE del acido ascorbico obtenida en las capsulas, que se trabajé en concentraciones
bajas de alginato de sodio.

Hernandez (2015) encontré resultados similares, al trabajar con Fe Hem
liofilizado por el método de gelificacion idnica, con la diferencia en que el material nicleo
fue variando en las diferentes proporciones y mas no el AS, a partir de la proporcion
1:05, disminuyendo la EE. Las pérdidas de compuestos bioactivos (acido ascorbico)
pueden ocurrir durante la extraccion debido al contacto con el oxigeno y la exposicion a
la luz, caracterizada por una menor estabilidad del extracto bajo tales Condiciones
(Lopes, Xavier, Quadri y Quadri, 2007).

4.3.2. Eficiencia de encapsulacion de fenoles totales.

Los resultados referentes a la eficiencia de encapsulacion de fenoles totales
estan dispuestos en la Tabla 18.

Los valores de la eficiencia de encapsulacion de fenoles totales oscilaron entre

55 % + 0.032 a 90 % + 1.002.
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Tabla 18. Resultados de la Eficiencia de encapsulacion (EE %) de fenoles totales.

Fenoles totales Eficiencia de
Tratamientos pH CacCly (%) AlgNa (%) (mg EAG/100g Encapsulacion

muestra) (%)
T1 4(-1) 2.5(-1) 1.2 (-1) 1503.76 + 0.703 70 +0.008
T2 4(-1) 3.5(0) 1.8 (1) 1596.57 + 0.566 75 + 1.004
T3 4(-1) 45 (1) 1.5 (0) 1678.64 + 2.054 78 +0.002
T4 5.5 (0) 2.5(-1) 1.8 (1) 1735.46 + 1.468 81 + 0.009
T5 5.5 (0) 3.5(0) 1.5 (0) 1825.73 + 0.865 85 + 0.006
T6 5.5 (0) 45 (1) 1.2 (-1) 1926.74 + 3.052 90 + 1.002
T7 7 (1) 2.5(-1) 1.5 (0) 1212.74 + 0.016 57+ 0.004
T8 7 (1) 3.5(0) 1.2 (-1) 1526.49 + 0.045 71 +2.018
T9 7 (1) 45 (1) 1.8 (1) 1178.65 + 4.013 55 + 0.032

Segun la Tabla 19 de analisis de varianza, la grafica de Pareto y estimacién de
efectos (Anexo 4) los variables independientes que tuvieron un efecto significativo en la
eficiencia de encapsulacién de fenoles totales de las capsulas con un p< 0.05 fueron: el
pH (L y Q), concentraciéon de cloruro de calcio (L y Q) y concentraciéon de alginato de
sodio (L). Se obtuvo un coeficiente de regresion (R?) = 0.9310 y siendo el factor de
mayor influencia el pH (Q) con mayor valor F (159.28).

Tabla 19. Resultados de ANOVA vy efecto para EE % de fenoles totales en las

capsulas.
FACTOR SS Df MS F P Efecto
1) pHQL) 813.127 1  813.127  68.6404  0.000000*  -13.4423*
pH (Q) 1886.884 1 1886.884 159.2819 0.000000* 17.7336*

(2)CaCl (%) (L)  121.948 1  121.948  10.2943  0.004410*  5.2057*
CaCl> (%)(Q) 158530 1 158530  13.3824  0.001562*  5.1402*

(3) AlgNa (%)(L) 217.687 1  217.687  18.3761  0.000360*  -6.9552*

AlgNa (%) (Q) 0.310 1 0.310 0.0262 0.873059  -0.2274
Error 236.924 20  11.846
Total SS 3435411 26
R2 0.9310
R adj] 0.9104

(*) Significativo p < 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) Cuadratica
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Se generdé un modelo de segundo orden sin interaccidbn con coeficientes
significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 4), que demuestra el
comportamiento de los variables sobre la eficiencia de encapsulacion de fenoles totales:

EE de fenoles totales (%) = -174.026 + 82.217 (X1) — 7.882(X1)?+ 38.584(Xz) — 5.140
(X2)? (Ecuacién 10)

dénde: Xi: pH; Xz2: CaCls

En la Figura 18 se observa los efectos de los variables independientes sobre la
eficiencia de encapsulacion de fenoles totales. Siendo valores 6ptimos a pH 5.3, cloruro
de calcio 3.7 % y menor concentracion de alginato de sodio para obtener una eficiencia
mayor a 90 %.

Los valores mas altos de la eficiencia de encapsulacién de fenoles totales en el
presente trabajo se obtuvieron en cipsulas elaboradas a pH 4 y pH 5.5 y corroborando
con Cuatzo (2010) en la encapsulacion por gelificacion iénica de puré de durazno, puré
de cuitlacoche y jugo de uva-ardndano con solucién de alginato y con variacién de pH
(3,3.5,4,5,6y7), demostré que las mejores condiciones para encapsulaciéon son a pH
entre 4 y 6 para obtener una capa uniforme del encapsulado y que no exista alta cantidad
de difusién de sdlidos solubles y/o iones H*.

Al aumentar la concentracion de alginato y al incremento de pH se obtuvo una
solucion mas espesa, aquello implicdé un mayor tiempo de recorrido en el embudo o
equipo de encapsulacion. Hernandez, llina, Ventura, Belmares, Contreras, Michelena et
al. (2016) indicaron que el tiempo de contacto de las particulas con la solucién de cloruro
de calcio no debe ser excesivo, debido a que facilitara la difusion del principio activo por
gradiente de concentracion; si bien es necesario un tiempo de reaccién. Se observo en
este trabajo que a pH 7 la solucion fue mas densa y su encapsulacién fue en mayor
tiempo que a pH inferiores, lo cual implica que las capsulas o particulas estuvieron
sumergidos a mayor tiempo en la solucién de cloruro de calcio y la difusién de fenoles

totales fue mayor de acuerdo a lo expuesto por el autor mencionado anteriormente.
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Su, Nidhi y Bhesh (2015) mencionaron que las particulas de alginato en gel
experimentan cambios morfol6gicos y quimicos bajo diferentes niveles de pH. A un
entorno de pH bajo, las particulas de gel se encogeny el tamafio de los poros disminuye.
A un pH neutro o por encima del neutro, las particulas de gel se hinchan y el tamafio del
poro del gel aumenta. La exposicidén prolongada a altos niveles de pH inicia la disolucién
del gel de alginato. Esto reduce el peso molecular del polimero y hace que el gel sea
mas propenso a la desintegracion cuando aumenta el pH (Gombotz y Wee, 1998).

El mecanismo por el cual un pH bajo causa la contraccion del gel puede
atribuirse a la condicién de pH bajo, que suprime la disociacion de los grupos carboxilo
en las moléculas de alginato (Wu, Zhu, Chang, Zhang y Xiao, 2010). Los grupos
carboxilo que estan protonados forman una red de gel mas compacta debido a la
reduccion de la repulsion electrostéatica entre los polimeros de alginato (You, Park, Park,
Haam, Chung y Kim, 2001).

Para las observaciones sobre la hinchazén, dependiente del pH de los geles de
alginato, Niedz y Evens (2009) sugirieron que el efecto de hinchamiento depende en
parte de las concentraciones ionicas del ambiente en lugar de solo los niveles de pH. La
presencia de agentes quelantes como EDTA (acido etilendiaminotetraacético), citrato o
fosfato y altas concentraciones de Na* o Mg?* aceleran el hinchamiento del gel, que es
el precursor de la disociacion del gel.

Parece ser un parametro critico en la produccién de particulas, la influencia de
la concentracién de ion calcio que fue evaluada por el autor a diferentes concentraciones
y observo que a medida que se increment6 la concentracion, aument6 el rendimiento
total de microparticulas y la encapsulacion de principio activo (Martin et al, 2009).

Solis (2016) reportd en su trabajo, una combinacién éptima para obtener las
esferas de alginato con: 2 % alginato de sodio, 2 % cloruro de calcio y 5 min de
gelificacion, obteniendo una eficiencia de encapsulacion de fitoesteroles de 70 % y en

microcapsulas de diclofenac obtenidas por gelificacion idnica, consiguieron el 81.04 %
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+ 0.64 de contenido de principio activo (Calero, Sanchez, Torrez, Hernann y Lépez,
2008).

Lupo, Maestro, Porras, Gutiérrez y Gonzalez (2013) reportaron en su
investigacion, la eficiencia de polifenoles de cocoa que vario entre 53.61 % a 80 % en
los diferentes tratamientos encapsulados por el método de gelificacién idnica interna.
Comparando con los resultados obtenidos en esta investigacion, los valores son
relativamente similares, la eficiencia de encapsulacion de fenoles totales en capsulas
de extracto de tumbo serrano varié de 55 % a 90 %; obteniéndose algunos valores
mayores por este método de gelificacion ionica externa. Ademas, el autor menciona que
la fase dispersa de cocoa manifiesta la importancia de controlar el pH, la temperatura y
los tiempos de preparacion de las microesferas.

Rezende, Nogueira y Narain (2018) informaron que la eficiencia de
encapsulacion de fenoles totales de pulpa de acerola fue 69.34 % por el método de
spray drying. Saikia, Mahnot y Mahanta (2015) reportaron compuestos fendlicos
microencapsulado de carambola por pulverizacion y liofilizacién, la eficiencia de
microencapsulacién fue mucho mayor en las muestras liofilizadas (78-97 %) que en los
productos secados por pulverizacién (63-79 %). En comparacion por este método de
gelificacién idnica externa se obtuvo resultados similares o dentro del rango a lo
obtenido por los diversos métodos de microencapsulacién mencionados.

En la encapsulacion de enzimas por el método de gelificacion ibnica, encontraron
gue el resultado 6ptimo de la eficiencia de encapsulacion fue en condiciones de 1 % wi/v
de alginato de sodio, 5.5 % w/v de cloruro de calcio (fue alto al incremento de
concentracion de CacCly) y un tiempo de gelificacion de 1h, obteniendo asi un resultado
mas alto de eficiencia de encapsulacién de 95 % (Blandino, Macias y Cantero, 2000).

George y Abraham (2006) mencionaron que el uso de altas concentraciones de
cloruro de Calcio puede disminuir el rendimiento de produccion, pues al utilizar una

cantidad mayor, el remanente de esta sal contindia siendo elevada al final del proceso
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de gelificacién, provocando que el polimero gelifigue rapidamente produciendo
microesferas que precipitan formando asociaciones permanentes.

4.4. Determinacion de propiedades fisicoquimicas de las capsulas.

Los resultados promedios de humedad, actividad de agua e higroscopicidad de
las capsulas se observa en la Tabla 20.

La humedad de las cépsulas oscilé de 9.86 % + 0.148 a 13.08 % + 0.048, la
actividad de agua de 0.36 + 0.002 a 0.54 = 0.006 y la higroscopicidad a partir de 20.69
% + 0.311 a 32.60 % + 0.271.

Las caracteristicas del contenido de humedad, la actividad de agua (Aw) y la
higroscopicidad son importantes para la estabilidad, calidad y el almacenamiento del
polvo (Tonon, Brabet y Hubinger, 2008).

Tabla 20. Resultados de las propiedades fisicoquimicas de las capsulas.

Tratamientos pH C(EOI/OC)|2 Al(og/ol;la Hur(r;/i)dad AW Higrosz:(;;g)icidad
T1 4(1) 25(1) 12(1) 13.08+0.048 0.54+0.006 25.63 + 0.353
T2 4(-1) 35(0) 1.8(1) 10.40+0.016 0.44+0.007 25.30+0.278
T3 4(-1) 45(1) 15() 9.87+0.148 0.43+0.005 20.69 +0.311
T4 550) 25(1) 1.8(1) 12.18+0.035 0.40+0.001 28.34 + 0.650
T5 55(0) 35(0) 15(0) 10.28+0.028 0.36+0.006 22.88 + 0.416
T6 550) 45(1) 12(-1) 11.26+0.203 0.38+0.001 25.58 + 0.357
T7 7(1) 25(1) 15(0) 986+0.101 0.36+0.002 23.23+0.417
T8 7(1) 35(0) 1.2(-1) 10.21+0.271 0.37+0.003  24.60 + 0.200
T9 7(1) 45(1) 1.8(1) 11.12+0.148 0.39+0.002 32.60+0.271

4.4.1. Humedad

En la Tabla 21 se muestra la ANOVA para la variable humedad de las capsulas,

donde se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) = 0.82865 a 95 % de nivel de
confianza y en el anexo 6.1 se muestra la gréafica de Pareto y la tabla de estimacién de
efectos; Siendo los factores significativos o con efecto el pH (Ly Q), CaClo(Ly Q) y

AlgNa (Q) por presentar el p valor menor a 0.05, indicando la influencia en el porcentaje
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de humedad de las capsulas. Siendo el factor de mayor influencia la concentracion de
alginato de sodio cuadratica, por presentar mayor valor F (47.65476).

Tabla 21. Resultados de ANOVA y efecto para la humedad de las capsulas.

FACTOR SS Df MS F P Efecto
(1) pH (L) 171742 1 1.71742 6.26736 0.021077* -0.61778*
pH (Q) 1.71022 1 1.71022 6.24109 0.021315* 0.53389*

(2) CaCl2(%) (L)  5.03502 1  5.03502  18.37422 0.000360*  -1.05778*
CaClz (%) (Q) 462296 1  4.62296  16.87050 0.000547*  -0.87778*
(3) AlgNa (%) (L)  0.35983 1  0.35983  1.31314  0.265354  -0.28278

AlgNa (%) (Q)  13.05867 1  13.05867  47.65476  0.000001*  -1.47528*

Error 5.48053 20 0.27403
Total SS 31.98466 26

R? 0.82865

R adj 0.77725

(*) Significativo p< 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) cuadrética

Se generé un modelo de segundo orden sin interaccion con coeficientes
significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 6.1), que demuestra el
comportamiento de los variables sobre la humedad de las capsulas:

Humedad (%) = 53.81777 + 2.4042 (X1) — 0.2373(X1)2— 6.6733(X2) +0.8778(X2)? +
16.3920 (X3)? (Ecuacién 11)

donde: Xi: pH; X2: CaCly; X3: AlgNa

En la Figura 19 se observa las graficas de contorno y superficie de respuesta
para la humedad de las céapsulas, al incrementar la concentracion de cloruro de calcio
(4) y al aumentar el pH (7) disminuye la humedad de las capsulas, siendo los parametros
optimos 1.5 % de alginato de sodio y 3.5 % cloruro de calcio con menores de 10.5 % de
humedad. Las capsulas del tratamiento siete presentaron el porcentaje de humedad
més bajo con 9.86 % + 0.101, a pH 7, 2.5 % de cloruro de calcio y 1.5 % de alginato de

sodio.
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El contenido de humedad determina diferentes propiedades que influye en las
reacciones fisicas, quimicas, enzimaticas y microbiolégicas en las capsulas y es un
parametro de alta importancia en los productos deshidratados (Picot y Lacroix, 2004).

Por esta metodologia las capsulas de extracto de tumbo perdieron el 87 % a 90
% de humedad, resultados similares reportaron los siguientes autores. Villarroel (2015)
corrobor6 en su investigacion de elaboracibn y evaluacion de microesferas
mucoadhesivas preparadas a través de la técnica de gelificacion ionica utilizando
alginato de sdédico y quitasano, obteniendo como resultado la pérdida de humedad
promedio que experimentaron las microesferas de 90.42, 89. 72 y 89.86 %. Ademas,
segun otras investigaciones realizadas se conoce que estas formas esféricas
farmacéuticas pueden perder una cantidad de agua alrededor de 89, 90 a 95 % (George
y Abraham, 2006).

Jiménez (2011) reportd en su investigacion de encapsulacion de Lactobacillus
paracasei en una matriz de alginato-almidén a través de: Atomizacién y coacervacion,
el contenido de humedad de las cépsulas secas de coacervacion obtuvieron 1.8 % y
atomizacion 2.2 %, durante el secado por lecho fluidizado. Rezende et al (2018) registro
en microencapsulacion de extractos de compuestos bioactivos obtenidos a partir de
pulpa y residuo de acerola por pulverizacién vy liofilizacion, un contenido de humedad
que varié de 3.12 % a 7.05 %. Siendo métodos de encapsulaciébn con menor porcentaje
de humedad de c4psulas frente a la metodologia de gelificacién idnica.

Se llega obtener particulas con menor porcentaje de humedad, cuando se da el
uso de temperaturas altas en el secado; lo cual implica una mayor tasa de transferencia
de calor a las particulas y conduce a un incremento de la evaporacién de agua del
producto y al trabajar a altas concentraciones del material encapsulante (Quek, Yuil y

Zjuk, 2007).
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4.4.2. Actividad de agua (Aw)

Segun la Tabla 22 de andlisis de varianza, la grafica de Pareto y tabla de
estimacion de efecto (Anexo 6.2) los variables independientes que tuvieron un efecto
significativo en la actividad de agua de las capsulas con un p< 0.05, fueron pH,
concentracion de cloruro de calcio y alginato de sodio. Se obtuvo un coeficiente de
determinacion (R?) = 0.90498 y siendo el factor de mayor influencia el pH (L) con valor
F (108.7134).

Tabla 22. Resultados de ANOVA vy efecto para actividad de agua en las capsulas.

FACTORES SS Df MS F P Efecto
(1) pH (L) 0.039107 1 0.039107 108.7134  0.000000*  -0.093222*
pH (Q) 0.010894 1 0.010894  30.2851 0.000022* -0.52611*

(2) CaCl (%) (L)  0.004434 1  0.004434 123253  0.002200* -0.031389*
CaCl: (%) (Q)  0.003659 1  0.003659 10.1714  0.004608*  -0.024694*
(3) AlgNa (%) (L)  0.002091 1  0.002091  5.8125  0.025652*  -0.21556*

AlgNa (%) (Q)  0.008338 1  0.008338 23.1784  0.000105* -0.037278*

Error 0.007194 20 0.000360
Total SS 0.075717 26

R2 0.90498

R ad] 0.87648

(*) Significativo p< 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) Cuadratica

Se generé un modelo de segundo orden sin interaccion con coeficientes
significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 6.2), que demuestra el
comportamiento de los variables sobre la actividad de agua:

Actividad de agua = 2.42508 — 0.23940 (X1) + 0.01894(X1)2— 0.18856(Xz) + 0.02469
(X2)2- 1.27852(Xs) + 0.41420(Xs)? (Ecuacion 12)

donde: Xi: pH; Xo: CaCly; Xs: AlgNa
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En la Figura 20 se muestra las graficas de superficie de respuesta (a,cy e) y
curvas de contorno (b, d y f). Aquellos, muestran factores éptimos para la actividad de
agua a pH de 6.3, 3.8 % de cloruro de calcio y 1.5 % de alginato de sodio con 0.36 o
menores.

La actividad de agua segun los estudios es un parametro que esta relacionado
con los cambios deteriorativos de los alimentos, encontrandose que mientras mas alto
sea su valor y se encuentre mas cercano a 1, mayor sera su inestabilidad y mientras
sean mas bajos favorecen la estabilidad de las capsulas al presentar menos agua
disponible y asi prolongar su vida Gtil (Tonon, Brabet, Pallet, Brat y Hubinger, 2009).

En la Tabla 20 se observa que con esta metodologia de encapsulacién se
obtuvieron valores bajos de actividad de agua, siendo el tratamiento 7 (pH 7, CaCl,2.5
%y AlgNa 1.5 %) con menor valor de 0.36 + 0.002, Valores mas bajos registrd Ortiz
(2016) en su investigacion de encapsulacién de Lactobacillus plantarum por el método
de gelificacion con alginato de calcio, una actividad de agua de 0.063 + 0.001 para las
capsulas elaborado por goteo. Siendo la diferencia el uso del método de secado por
liofilizacion de la capsula de Lactobacillus por 48 horas.

Jiménez (2011) en su trabajo de encapsulacion de Lactobacillus paracasei
report6 que las capsulas por el método de coacervacion y aspersién por pistola
presentaron una Aw de 0.76, siendo valores mayores a los obtenidos por Picot y Lacroix

(2004) registraron Aw de capsulas que variaron de 0.143 a 0.176.
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4.4.3. Higroscopicidad de las capsulas

Segun la Tabla 23, gréafica de Pareto y tabla de estimacién de efecto (Anexo 6.3)
los factores con un efecto significativo en la higroscopicidad de las cdpsulas fueron el
pH (L), CaCl; (Q) y AlgNa (L y Q) al presentar el valor p < 0.05 (Tabla 23), con un
coeficiente de determinacion (R?) =0.86932. Factor con mayor influencia la
concentracion de alginato de sodio (F= 72.27059).

Tabla 23. Resultados de ANOVA y efecto para la higroscopicidad de las capsulas.

Factor SS Df MS F p Efecto
(1) pH (L) 38.7590 1 38.7590 20.7936 0.000190* 2.93481*
pH (Q) 0.4041 1 0.4041 0.21683 0.646500 0.255953

(2) CaCl (%)(L) 1.4090 1 1.4090 0.75599 0.394901 0.55957
CaClz (%) (Q) 18.3224 1 18.3224 9.83051  0.005209*  -1.74749*

(3) AlgNa (%)(L) 543767 1 543767  29.17471  0.000028*  3.47616*

AlgNa (%) (Q) 134.7002 1  134.7002  72.27059  0.000000%  -4.73815*

Error 37.2766 20  1.8638
Total SS 285.2482 26

R2 0.86932

R ad] 0.83011

(*) Significativo p< 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) Cuadréatica

Se generé un modelo de segundo orden sin interacciébn con coeficientes
significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 6.3), que demuestra el
comportamiento de los variables sobre la higroscopicidad:

Higroscopicidad (%) = 142.598 + 2.247(X1) —11.953(X2) + 1.747(X2)?— 152.145(Xs) +
52.646(X3)? (Ecuacion 13)

dénde: Xi: pH; X2: CaCly; Xs: AlgNa

En la Figura 21 las gréficas (a, b, ¢ y d) muestran, que a menor pH sera menor
el porcentaje de higroscopicidad de las capsulas y las gréficas (e y f) indican factores
optimos, siendo 3.4 % de cloruro de calcio y 1.3 % de alginato de sodio con 22 % o

menores.
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Figura 21. Superficie de respuesta y curvas de contorno para la higroscopicidad (%) en funcién a CaCl? (%) y

pH (a) y (b); AlgNa (%) y pH (c) y (d) y AlgNa (%) y CaCI* (%) (e) y (f).
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La higroscopicidad de un alimento es un término que describe cuan facilmente
un material puede absorber humedad cuando se somete a un cambio dado en la
humedad relativa; un material altamente higroscépico va a mostrar una absorcién de
agua mucho mayor que materiales con baja higroscopicidad (Figura y Teixeira, 2007).

En esta investigacion se observé que las capsulas pueden presentar cambios en
su higroscopicidad debido a cambios en su estructura; las capsulas con mayor
higroscopicidad fueron los tratamientos a pH 5.5 y 7 probablemente por presentar una
estructura mas porosa.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares a los valores
reportados por Ortiz (2016) en su investigacién de encapsulacion de Lactobacillus
plantarum por el método de gelificacion con alginato de calcio, con un promedio de
higroscopicidad de 27.06 % + 0.20 (g de agua/100g de ss.) para las capsulas elaborados
por goteo.

4.4.4. Capacidad de solubilidad de las capsulas

En la Tabla 24 se muestra los valores de la solubilidad de las capsulas. Se
observa que las capsulas con 2.5 % de CaCl,, 1.5 % de AS y pH 7 mostraron valores
significativamente mayores (37.27 % + 0.453). El factor pH fue el més influyente frente
a la solubilidad, pH mas cercano a neutro mayor solubilidad.

Tabla 24. Resultados de la solubilidad de las cdpsulas

Tratamientos pH CacCl; (%) AlgNa (%) Solubilidad (%)
T1 4 (-1) 2.5 (-1) 1.2 (-1) 10.75 + 1.208
T2 4 (-1) 3.5(0) 1.8(1) 31.58 + 1.655
T3 4 (-1) 45 (1) 1.5 (0) 18.68 + 1.513
T4 5.5 (0) 2.5 (-1) 1.8 (1) 12.80 + 1.112
T5 5.5 (0) 3.5(0) 1.5 (0) 32.86 + 0.489
T6 5.5 (0) 45 (1) 1.2 (-1) 25.58 + 1.689
T7 7(1) 2.5 (-1) 1.5 (0) 37.27 + 0.453
T8 7(1) 3.5(0) 1.2 (-1) 30.71 + 0.589
T9 7(1) 4.5 (1) 1.8 (1) 27.69 + 1.489
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Segun ANOVA (Tabla 25), gréfica de Pareto y tabla de estimacién de efecto
(Anexo 8.3) los factores con efecto significativo en la solubilidad de las capsulas fueron
el pH (L), concentracién de cloruro de calcio (Q) y Alginato de sodio (Q). Con un
coeficiente de determinacion (R?) = 0.72245, los factores de mayor influencia en la
solubilidad son: pH (L) (F= 20.7411).

Tabla 25. Resultados de ANOVA y efecto de la solubilidad de las capsulas.

FACTOR SS Df MS F P Efecto
(1) pH (L) 600.624 1 600.624 20.7411 0.000193* 11.32486*
pH (Q) 33.554 1 33.554 1.15870  0.294549 -2.36480

(2) CaCl, (%)(L)  61.922 1 61.922  2.13832  0.159196 3.70950
CaCl, (%) (Q)  551.650 1  551.650 19.04991 0.000300*  9.58862*
(3) AlgNa (%)(L)  12.659 1 12.659  0.43714  0.516053 1.67721

AlgNa (%) (Q) 247.147 1 247.147 8.53461 0.008441* 6.41803*

Error 579.163 20 28.9582
Total SS 2086.719 26
R? 0.72245
R adj 0.63919

(*) Significativo P< 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) Cuadratica

Se generé un modelo un modelo de segundo orden sin interaccién con
coeficientes significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 8.3), que
demuestra el comportamiento de los variables sobre la solubilidad:

Solubilidad (%) = -243.564 — 7.710(X1) — 9.589(X2)?— 71.311(X3)? (Ecuacion 14)
donde: Xi: pH; Xz: CaCly; Xs: AlgNa

En la Figura 22 las graficas (a, b, ¢ y d) muestran, que al incremento del pH sera
mayor la solubilidad de las capsulas y las graficas (e y f) indican factores 6ptimos, siendo
3.6 % de cloruro de calcio y 1.5 % de alginato de sodio con 30 % o mayores de
solubilidad.

El alginato, en forma sddica es soluble en soluciones acuosas pH mayores de

3.5. Las sales de cationes monovalentes (Na*, NH4, (CH.OH); NH*) del acido alginico
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y su éster de propilenglicol son solubles en agua. Por lo contrario, el &cido alginico y sus
sales con cationes polivalentes como el calcio son insolubles en agua; es probable que
por aquello las capsulas de extracto de tumbo registraron una baja solubilidad
(Gonzéles, 2009).

La mayor solubilidad puede estar relacionada con la alta solubilidad de los
agentes de encapsulacion utilizados y también con el tamafio de particula obtenido en
los productos; cuanto menor sea el tamafio de particula, mayor sera el &rea de superficie
disponible para la hidratacién (Rezende et al, 2018).

La mayor porosidad da lugar a una mayor superficie especifica de la capsula, lo
que resulta en un area de contacto mas grande entre la capsula y el agua, resultados
observados en microencapsulacion de jugo de naranja por atomizacién (Cahuaya,
2017). Aquello justifica los resultados obtenidos, que a mayor irregularidad y porosidad
de las cépsulas la solubilidad fue alta (tratamientos a pH 5.5y 7).

Otro de los factores de influencia en la solubilidad de las capsulas puede ser la
presencia y la fraccion de volumen de la fase dispersa dentro de una particula de gel,
que puede resultar cambios dramaticos en la resistencia del gel. Los rellenos activos
pueden mejorar o repulsar la microestructura del gel, al interactuar fuertemente con la
matriz del gel (Chen y Dickinson, 1999). La interaccién con la matriz de gel conduce a
una disminucién en la resistencia del gel (Vliet, 1988). Las particulas de relleno
comunmente estudiadas son gotas de emulsion (Lorenzo, Zaritzky y Califano, 2013). En
este caso el relleno de las capsulas fue extracto de tumbo serrano y es probable que
algunos de sus componentes como azucares, proteina, calcio entre otros haya influido
en este proceso de encapsulacion.

Cuando se forman geles de alginato, las moléculas de agua que se unen a la
estructura interna del gel mediante enlaces de hidrégeno quedan atrapadas dentro de
la matriz del gel (Draget, Gaserod, Aune, Andersen, Storbakken, Stokke y Smidsrod,

2000), lo cual facilita su dilucién en el agua.
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Los geles con alto contenido de G son quebradizos y un gel alto en M sera mas
elastico. La resistencia del gel también depende del grado de interaccion del alginato
con el catién divalente, que depende del radio iénico. Los iones Ca, que se unen a los
blogues G y MG, y que tienen menos afinidad con el alginato (Chapman, 1980). La
liberacion del contenido de las capsulas se puede llevar a cabo por disolucién en agua,
esfuerzos de cizalla, temperatura, reacciones quimicas y enzimaticas o por cambios en
la presion osmaética. La permeabilidad a través de la matriz y la solubilidad de los
componentes de la pared de la capsula influyen en la velocidad de difusion (Martin et
al., 2009).

4.5. Propiedades de flujo de las capsulas

En la Tabla 26 se muestra los resultados promedios de la densidad aparente y
compacta de las capsulas. Son parametros fisicos que proporcionan informacién sobre
el comportamiento de los materiales. La densidad de particula da una idea de la
porosidad de los materiales sélidos, en este caso, muestra como el secado va formando
grietas o poros debido a la deshidratacion durante el secado. Las caracteristicas fisicas
de las capsulas que afectan las propiedades de flujo de las cépsulas son como el
tamafio, forma y porosidad (Ortiz, 2016).

Tabla 26. Resultados de las propiedades de flujo de las capsulas.

Tratamientos oH CacCly AlgNa Densidad , Densidad ,

(%) (%) aparente (g/cm?) compacta (g/cm?)
T1 4(-1) 25(1) 1.2 (-1) 0.738 + 0.007 0.784 + 0.008
T2 4(-1) 35(0) 1.8 (1) 0.563 + 0.015 0.724 + 0.007
T3 4(-1) 45() 1.5 (0) 0.527 + 0.003 0.626 + 0.002
T4 55(0) 25(1) 1.8(1) 0.460 + 0.016 0.505 + 0.020
T5 55(0) 3.5(0) 1.5 (0) 0.322 +0.001 0.344 + 0.001
T6 55(0) 45(1) 1.2(1) 0.342 + 0.007 0.396 + 0.009
T7 7(1) 25(1) 15(0) 0.250 + 0.005 0.299 + 0.009
T8 7(1) 350 1.2(1) 0.278 + 0.004 0.294 + 0.004
T9 7(1)  45(1) 1.8 (1) 0.359 + 0.023 0.386 + 0.027
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Los resultados de densidad aparente de las capsulas variaron entre 0.250 g/cm?
+ 0.005 a 0. 738 g/cm?® + 0.007 y la densidad compacta entre 0.299 g/cm?® + 0.004 a
0.784 g/lcm®+ 0.008. Siendo con mayor valor en ambas propiedades el tratamiento 1 a
pH 4, con 2.5 % de cloruro de calcio y 1.2 % de alginato de sodio.

4.5.1. Densidad aparente

La densidad aparente es la relacién entre la masa y el volumen de un material
cuando es vertido en un contenedor (Jiménez y Beristain, 2011).

En la Tabla 27, grafica de Pareto y tabla de estimacion de efecto (Anexo 8.1) se
observa los factores con efecto significativo para la densidad aparente, siendo el pH (L
y Q), CaCl; (L y Q) y AlgNa (Q). Con un coeficiente de determinacién (R?) = 0.93882 a
95 % de nivel de confianza. Principalmente de mayor influencia el factor pH (L) (F=
237.1687).

Tabla 27. Resultados de ANOVA y efecto para la densidad aparente de las capsulas.

Factor SS df MS F P Efecto
(D)pH (L) 0.442046 1 0.442046  237.1687 0.000000* -0.313421*
pH (Q) 0.036557 1  0.036557 19.6136  0.000258* -0.078056*
(2)CaClz2 (%)(L) 0.024203 1  0.024203  12.9856 0.001774* -0.073338*
CaClz (%)(Q) 0.020205 1 0.020205 10.8405 0.003639* -0.058030*
(3)AlgNa (%)(L) 0.000288 1  0.000288  0.1544  0.698477 0.007998
(3)AlgNa (%)(Q) 0.048693 1  0.048693  26.1252  0.000053* -0.090086*

Error 0.037277 20 0.001864

Total SS 0.609269 26
R? 0.93882
R adj 0.92046

(*) Significativo p< 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q)Cuadratica
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Se generdé un modelo se segundo orden sin interaccion con coeficientes
significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 8.1), que demuestra el
comportamiento de los variables sobre la densidad aparente:

Densidad aparente (g/cm?) = 4.97120 — 0.48608(X1) + 0.03469(X1)? — 0.44288(X?) +

0.05803(X2)? + 1.00096(X3)? (Ecuacion 15)

dénde: Xi: pH; Xz: CaCly; Xs: AlgNa

En la figura 23 las gréficas muestran los efectos de los factores sobre la densidad
aparente de las cdpsulas, donde: (a), (c) y (e) indican que, a menores concentraciones
de cloruro de calcio, al incremento de la concentracion de alginato de sodio y a menor
pH la densidad aparente es mayor.

La densidad aparente debe estar en torno a 0.600 - 0.800 g/ cm?, el descenso
de esta da idea de una particula muy grande y esponjosa. En los resultados obtenidos
se observo esta situacion, con el aumento de pH increment6 el tamafio de las capsulas
y la densidad aparente baj6é (Miravet, 2009).

La densidad aparente sera mayor en las capsulas con mayor contenido de
humedad o mientras mas pesado sea el material, ya que un material pesado se
acomodara mas facil en espacios entre las particulas, ocupando asi menos espacio
(Tonon, Brabet, y Hubinger, 2010). Por ende, en las cépsulas a pH 4 la densidad
aparente fue mayor por el mayor contenido de humedad.

Ortiz (2016) en la encapsulaciéon de L. plantarium los valores obtenidos para la
densidad aparente presentaron diferencia significativa (P < 0.001) siendo de 0.194 %
0.002 para las capsulas obtenidas por goteo y de 0.124 + 0.001 para las atomizadas,
valores inferiores a los resultados obtenidos. La densidad aparente de granada
microencapsulado registré entre 0.50 y 0.60 g/cm?, observandose que la densidad
aparente aumenta ligeramente al aumentar la proporcién de agente encapsulante
utilizado (Miravet, 2009). Una baja densidad aparente indica mas aire entre particulas,

y la necesidad de un mayor volumen de empaque (Lewis, 1987).
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4.5.2. Densidad compacta

La densidad compacta es la relacién de masa entre el volumen medida después
de que el contenedor ha sido agitado y el material se ha consolidado (Jiménez, 2011).
En la Tabla 28, grafica de Pareto y tabla de estimacion de efecto (Anexo 8.2), con
coeficiente de determinacion (R?) de 0.98989 a 95 % de nivel de confianza indican que
todos los factores son significativos. Factor de mayor efecto el pH (L) (F = 1590.333).

Tabla 28. Resultados de ANOVA vy efecto para la densidad compacta.

Factor SS df MS F P Efecto

(1) pH (L) 0.665926 1  0.665926  1590.333  0.000000*  -0.384686*
pH (Q) 0.064486 1  0.064486  154.003  0.000000*  -0.103671*

(2) CaCl(%)(L) 0.016302 1  0.016302  38.933  0.000004*  -0.060189*
CaCl2(%) (Q) 0.012192 1  0.012192  29.115  0.000028*  -0.045077*
(3) AlgNa (%)(L) 0.009991 1  0.009991  23.861  0.000090* 0.047120*

AlgNa (%) (Q) 0.050921 1 0.050921 121.607 0.000000* -0.092124*

Error 0.008375 20 0.000419
Total SS 0.828193 26

R? 0.98989

R adj 0.98685

(*) Significativo p < 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) Cuadratica

Se obtuvo un modelo de segundo orden sin interaccién con coeficientes
significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 8.2), que demuestra el
comportamiento de los variables sobre la densidad compacta:
Densidad compacta (g/cm?) = 5.26557 — 0.63507(X1) + 0.04608(X1)? — 0.34563(X2) +

0.04508(X2)?— 2.99226(X3) + 1.02360(X3)? (Ecuacion 16)

donde: Xi: pH; Xo: CaCly; Xs: AlgNa
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En las siguientes gréficas de superficie y contorno de la Figura 24 se observa
que la densidad compacta de las capsulas es mayor a menor concentracion de cloruro
de calcio, mayor concentracion de alginato de sodio y a menor pH.

Vargas, Zaragoza, Mufioz, Sanchez, Tijerina, LoOpez, et al (2008)
reportaron que a medida se incrementa el tamafio de particulas, se reduce la densidad
compacta. Observé datos similares reportados en esta investigacion, ya que durante el
incremento del pH los tamafos de las cdpsulas incrementaron y la densidad compacta
fueron descendiendo. En forma general la densidad se incrementa con la disminucién
del tamafio de las particulas (Fernando, Borges, Botrel, y Oliveira, 2014). Mayor
densidad compacta de las capsulas se obtuvo en el tratamiento uno con menor didmetro
de capsulas (0.784 + 0.008 g/cm?3).

Lépez (2012) registro los valores para la densidad compactada de 0.209 + 0.001
para las capsulas obtenidas por goteo y de 0.166 + 0.002 para las atomizadas, debido
a que se considera que una mayor diferencia entre la densidad aparente y la densidad
compacta indica materiales que tienden a fracturarse. Frente a estos datos obtenidos
por encapsulacion por goteo, nuestros valores de densidad aparente de las capsulas
fueron mayores.

En la microencapsulacién de aceite de canela mediante secado por atomizacién
los autores confirmaron este hecho, observaron que los polvos de Maltodextrina-Inulina
presentaron los valores mas pequefios de tamafio de particula y por lo tanto altas
densidades. Reportan que la densidad compacta, fue mayor en los polvos de
Maltodextrina-Inulina, e increment6 de forma no significativa (p>0.05) al incrementar la

cantidad de fase oleosa (Gomez, Lépez, Palou y Jiménez, 2017).
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4.6. Andlisis de los parametros de color en las capsulas

En la Tabla 29 se presentan los valores de los parametros de color de las
capsulas. Se observa que la luminosidad (L* = 0-oscuro a 100-blanco) de las capsulas
mas cercanas a la luminosidad del extracto de tumbo fresco son en los tratamientos 1,
2y 3 apH4(32.02 £ 0.022) y en tratamiento uno valores significativamente mayores
para el parametro a* (57.64 + 0.349) a 2.5 % de CaCl;, 1.2 % de AlgNa y pH 4, siendo
mayores al valor de extracto fresco (22.31 + 0.250). Mientras que el tratamiento dos con
proporcion de 3.5% de CaCl,, 1.8 % de AlgNa (AS) y pH 4 mostré mayor valor en el
parametro b* (73.57 + 0.486), superando el valor del extracto fresco (45.38 + 0.042). Lo
gue se traduce en aquellas capsulas con una menor concentracion de AS mostraron
una tonalidad naranja puro y que al incremento de AS y pH gener6 un cambio en la

coloracién de las cdpsulas desde naranja puro a diferentes tonos de naranja de oscuros

a claras.

Tabla 29. Valores de los parametros de color de las capsulas.
Tratamientos L* a* b*
Extracto fresco 41.58 £ 0.330 22.31+0.254 45.38 + 0.042

T1 32.02 + 0.022 57.64 + 0.349 71.24 + 0.449
T2 41.77 + 0.370 41.09 + 0.391 73.57 + 0.486
T3 34.00 + 0.483 56.69 + 0.379 67.07 + 0.266
T4 61.20 + 0.299 18.54 + 0.387 32.42 +0.170
T5 65.81 + 0.203 16.33 + 0.141 26.56 + 0.130
T6 55.19 + 0.415 24.28 + 0.394 36.80 + 0.304
T7 62.61 + 0.299 6.32 + 0.257 11.44 + 0.165
T8 67.98 + 0.337 4.22 +0.033 9.14+ 0.304

T9 56.61 + 0.356 7.28 +0.214 13.63 + 0.212
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La evaluacion del color es un criterio muy variable que depende de distintos
factores, lo cual es muy importante el uso de un instrumento que permita obtener
mediciones objetivas y estandarizadas, asi como el colorimetro que mide la luz refleja
por el alimento por medio de un fotodetector, codificando esta sefial en término de algun
sistema de medicién (Chacon, 2009).
4.6.1.Pardmetro L* (Luminosidad)

Segun la Tabla 30, gréafica de Pareto y tabla de estimacién de efecto (Anexo 7.1)
los variables independientes que tuvieron un efecto significativo en L* (Luminosidad) de
las capsulas con un p< 0.05, fueron pH y concentracién de cloruro de calcio con un
coeficiente de determinacion (R?) = 0.98361 y siendo el factor de mayor influencia el pH
(L) con valor F (843.3169).

Tabla 30. Resultados de ANOVA y efecto para el pardmetro L*

Factor SS df MS F P Efecto
(1)pH (L) 3074.456 1 3074.456 843.3169 0.000000* 26.13833*
pH (Q) 780.102 1 780.102 213.9804 0.000000* 11.40250*
(2) CacClz (%)(L) 50.234 1 50.234 13.7790 0.001378* -3.34111*
CaClz (%) (Q) 441.870 1 441.870 121.2040 0.000000* 8.58167*
(3)AlgNa (%)(L) 14.436 1 14.436 3.9599 0.060445 1.79111
AlgNa (%) (Q) 13.650 1 13.650 3.8521 0.067258 1.50833
Error 72.913 20 3.646
Total SS 4447662 26
R2 0.98361
R adj 0.97869

(*) Significativo a P< 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) Cuadratica

Se obtuvo un modelo de segundo orden sin interaccién con coeficientes
significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 7.1), que demuestra el

comportamiento de los variables sobre la L*:
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Luminosidad (L*) = -275.226 + 64.458(X1) — 5.068(X1)? + 58.401(Xz) — 8.582(X2)?
(Ecuacion 17)

dénde: Xi: pH; Xz: CaCl,

En la Figura 25 se observan las graficas de superficie de respuesta (a,cye) y
contorno (b, d y f) para la luminosidad (L*) de las capsulas, siendo mayor (>70) o mas
claro con pardmetros optimos a pH 6.5, concentracion de cloruro de calcio 3.4 % y
concentracion de alginato de sodio 1.6 %. Las gréficas a y ¢ que se presenta indican
que los valores més bajos de L* se encuentran a un pH menor (4) y menor concentracion
de alginato de sodio (1.2 %).

El hidréxido de sodio con el cual se ajustd el pH del extracto de tumbo es un
compuesto de color blanco que tiende a aumentar los valores de L* en las cdpsulas.
Caso similar reportaron Jacho y Vasquez (2011), la adicion de hidroxido de calcio en el
jugo de sabila y naranja tuvo una relacion directa sobre el aumento de la luminosidad
del jugo y Andrade, Blanquicett y Rangel (2016) indicaron que a medida que el pH
aumento6 con hidréxido de calcio (3.8 a 4.5), la luminosidad de los cocristales de zumo
de naranja agria aumento.

El color del alimento es un atributo importante porque indica calidad para los
consumidores, por ende, es muy importante la comparacion con la muestra natural.
Ademas, menciona que la adicion de aditivos causa un aumento como el valor del
parametro L* (Marqués, 2009). En este trabajo se observé que a medida se aumento la
concentracion de alginato de sodio aumenté los valores de L* de las capsulas,
corroborando con Murga (2014) reportd que al aumentar Maltodextrina los valores de L*

fueron altos en pulpa de Guayaba secado por atomizacion.
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Figura 25. Superficie de respuesta y curvas de contorno para L* en funcién a CaCl? (%) y pH (a) y (b); AlgNa
(%) y pH (c) y (d) y AlgNa (%) y CaClI> (%) (e) y (f).
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4.6.2. Parametro a*

Segun la ANOVA (Tabla 31), gréfica de Pareto y tabla de estimacion de efecto
(Anexo 7.2) la coordenada a* se vio influenciada significativamente (p< 0.05) con los
factores: pH (L y Q), concentracion de cloruro de calcio (Q) y concentracion de alginato
de sodio (L). Se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) = 0.98091 y siendo el factor
de mayor influencia el pH con valor F (921.8121).

Tabla 31. Resultados de ANOVA y efecto para el pardmetro a*

Factor SS Df MS F p Efecto
(1) pH (L) 9466.16 1  9466.16 921.8121 0.000000* -45.8650*
pH (Q) 502.91 1 502.91 48.9735 0.000001* -9.1553*
(2) CaClz (%)(L) 16.53 1 16.53 1.6098 0.219088 1.91553
CaClz (%) (Q) 375.20 1 375.20 36.5364 0.000007* -7.9078*
(3) AlgNa (%)(L) 184.70 1 184.70 17.9864 0.000400* -6.4067*
(3) AlgNa (%) (Q) 5.27 1 5.27 0.5132 0.482031 0.9372
Error 205.38 20 10.269
Total SS 10756.19
R? 0.98091 26
R adj 0.97518

(*) Significativo a P< 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) Cuadratica

Se obtuvo un modelo de segundo orden sin interaccion con coeficientes
significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 7.2), que demuestra el
comportamiento de los variables sobre la a*:

a* = 308.36 -60.0475(X1) +4.0690(X1)? +7.9078(X2)? + 20.5630 (Xs)
(Ecuacion 18)

donde: Xi: pH; Xz: CaCly; Xs: AlgNa
En la Figura 26 se observa gréficas de superficie de respuesta y contorno para
el parametro a* de las capsulas con extracto de tumbo serrano, para estos graficos se
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muestran los efectos que produce el pH, CaCl, y AlgNa frente a este parametro de color.
Las coordenadas a* representa los componentes de color rojo a verde tomando valores
positivos el color rojo y negativos para el verde (Kuehni, 2013).

Las gréficas (a b, c, d, e y f) que se presenta indican que los valores mas altos
(>60) de a* se encuentran a un pH menor (4) y a menor concentracién de alginato de
sodio (1.2 %). Sin embargo, los valores para obtener menor a* son el incremento del
pH, mayor concentracion de AlgNa (1.8 %) y 3.6 % de CaCl,; adquiriendo asi capsulas
de color més cercanas al color verde o perdida de color naranja puro.

A medida que el pH aumenté la cromaticidad naranja disminuyd, ya que
probablemente esté relacionado con la presencia del acido ascoérbico, dado que a pH
mas &cidos posee mayor disponibilidad para reaccionar con los componentes
responsables del color, dando como resultado una disminucion de la cromaticidad
naranja en las capsulas con extracto de tumbo serrano, resultados similares fueron
reportados por el autor Andrade et al (2016) en el parametro a* del zumo de naranja
cocristalizado.

La concentracion de alginato de sodio también fue uno de los factores mas
influyentes en el aumento del valor de la coordenada a* (cromaticidad), ya que al
incrementar este aditivo los valores fueron disminuyendo y perdiendo la cromaticidad
naranja del extracto de tumbo en las capsulas. Corroborando los resultados con Lujan,
Agudelo, lgual y Martinez (2013) reportaron el parametro de cromaticidad de pomelo
atomizado disminuyé al aumentar la concentracién de soluto afiadido (Maltodextrina) y
la temperatura.

Los carotenoides son pigmentos vegetales que confieren coloraciones amarillo,
naranjay rojo. El tumbo serrano tiene un contenido de caroteno 1.03 (mg 3-caroteno/100
gr de pulpa), lo cual le da el color anaranjado intenso al tumbo (Encina y Carpio, 2011).
Estos pigmentos son estables en su ambiente natural, mientras sean alterados se

degradan (Meléndez-Martinez, Vicario y Heredia, 2004).
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(f) - Cacl.z(%) -

Figura 26. Superficie de respuesta y curvas de contorno para a* en funcién a CaCl? (%) y pH (a) y (b); AlgNa (%)
y pH (c) y (d) y AlgNa (%) y CaClI> (%) (e) y (f).
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4.6.3. Parametro b*

Segun la Tabla 32, gréafica de Pareto y tabla de estimacion de efecto (Anexo 7.3)
los factores con efecto significativo en parametro b* de las capsulas fueron el pH (L y
Q), CaCl, (Q) y AlgNa (Q) con un p< 0.05; con un coeficiente de determinacion (R?) =
0.99362 y siendo el factor de mayor influencia el pH (L) con valor F (2990.78).

Tabla 32. Resultados de ANOVA y efecto para el parAmetro b*

FACTOR SS Df MS F P Efecto
(L)pH (L) 1578331 1 15783.31 2990.78  0.000000* -59.2233*
pH (Q) 49553 1 49553  93.897  0.000000* -9.0878*
(2)CaClz (%)(L) 2.87 1 2.87 0.544 0.469258 0.7989
cacClz (Q) 32.93 1 32.93 6.240 0.021322* -2.3428*
(3)AlgNa (%)(L) 2.98 1 2.98 0.566 0.460766 0.8144
AlgNa (%) (Q) 11879 1 11879  22.59 0.000124* -4.4494
Error 10555 20  5.277
Total SS 16541.96
R2 0.99362 26
R ad] 0.99171

(*) Significativo a P< 0.05 y efecto significativo, (L) Lineal, (Q) Cuadratica

Se obtuvo un modelo de segundo orden sin interaccién con coeficientes
significativos segun la tabla de coeficiente de regresion (Anexo 7.3), que demuestra el
comportamiento de los variables sobre la b*:

b* = 394.657 — 64.170(Xy) + 4.039(X1)? + 2.343(X,)? + 49.438 (Xa)?

(Ecuacion 19)

donde: Xi: pH; Xz: CaCly; Xs: AlgNa

En la Figura 27 se observa gréficas de superficie de respuesta y curvas de
contorno para el parametro b* de las capsulas que varia de azul a color amarillo (Kuehni,
2013).

Las gréficas (a y c) presentan mayor valor b* a pH menor (4) y la gréfica (e y f)
indica los parametros éptimos para obtener menor valor b* (<28) 3.4 % de cloruro de

calcio 1.5 % de alginato de sodio.
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Figura 27. Superficie de respuesta y curvas de contorno para b* en funcién a CaCl? (%) y pH (a) y (b); AlgNa
(%) y pH (c) y (d) y AlgNa (%) y CaClI2 (%) (e) y (f).
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La variacion o degradacion del color de las capsulas se dio al incrementar el pH
(influida por el NaOH) y la concentracion del agente encapsulante, resultados similares
observaron Carrillo-Navas, Gonzalez-Rodea, Cruz-Olivares, Barrera-Pichardo, Roman-
Guerrero y Pérez-Alonso (2011) en variacion de color de las microcapsulas de jugo de
maracuya obtenidas mediante secado por aspersion.

4.7. Caracterizacion estructural y morfolégica de las capsulas
4.7.1. Tamafio de las capsulas

Se tomaron una muestra de 100 unidades de cépsulas al azar de cada
tratamiento y se registré el diametro de las capsulas con un pie de rey digital. Los
resultados promedios del diametro de las capsulas se presentan en Tabla 33.

Tabla 33. Resultados del diametro de las capsulas.

Tratamientos pH CacCl; (%) AlgNa (%) Diametro (mm)
T1 4 (-1) 2.5(-1) 1.2 (-1) 1.76 +0.118
T2 4 (-1) 3.5(0) 1.8 (1) 1.86 + 1.104
T3 4 (-1) 4.5 (1) 1.5 (0) 1.80 + 0.179
T4 5.5 (0) 2.5(-1) 1.8 (1) 2.30 + 0.303
T5 5.5 (0) 3.5(0) 1.5 (0) 2.27+0.324
T6 5.5 (0) 45 (1) 1.2 (-1) 2.49 +0.388
T7 7 (1) 2.5(-1) 1.5 (0) 2.44 +0.391
T8 7 () 3.5(0) 1.2 (-1) 2.38 + 0.311
T9 7 (1) 45 (1) 1.8 (1) 2.45 + 0.295

El diametro de las cépsulas fluctu6 entre 1.76 mm a 2.49 mm equivalentes a
1760 pm y 2490 pm. Aquellos resultados obtenidos son mayores a 1000 pm (>1mm),
por ende, serian definidos como perlas, microgranulos o macrocapsulas (Sandoval-

Peraza et al., 2016). Cuatzo (2010) mencion6 que por el método de gelificacion iénica y
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utilizando el proceso tradicional se obtienen tamafios de particulas mayores a 1000 um,
excepto sea controlada el sistema.

En la medida que se increment6 el pH de la solucién y la concentracion de
alginato de sodio en las capsulas el tamafio aumenté significativamente, lo cual indica
el aumento de viscosidad. Estudios indican, que se obtiene capsulas de mayor didmetro
en la medida que se trabaja con soluciones mas viscosas (Chen y Subirade, 2006).
Considerar aspectos que influyen en su forma esférica y tamafio como la distancia de
separacion de la boquilla al bafio, el efecto de la gravedad y la tension superficial de la
solucion que induce la gelificacion (Chan y Neufeld, 2009).

En la Figura 28 se observa los histogramas, que muestran una distribucién
normal (p<0.05) de tamafio de las capsulas a pH 4 con sus respectivas imagenes.

La distribucion de tamafio de las particulas se divide en dos grupos: dispersion
de tamafio estrecha y amplia (Leong, Lam, Ho, Voo, Lee, Lim et al., 2015). En este
trabajo de investigacion se obtuvo cdpsulas con dispersion de tamafio amplias, ya que
los histogramas presentan diversas dimensiones de barras.

En el tratamiento uno se obtuvo capsulas de diametro promedio de 1.76 mm con
desviacion estandar (SD) 0.118 y se observa en el histograma (a) la distribucion de los
datos del diametro, que de acuerdo a la estructura de las columnas son muy variables;
dentro de este tratamiento se obtuvo 3 clases de tamafios mas altos, siendo la mayor
con 30% de frecuencia porcentual y capsulas con diametro en unrango de 1.8 a 1.9 mm
con un punto medio de 1.85mm.

El histograma (b) muestra que en el tratamiento 2 la clase mas alta o capsulas
que pertenecen al didmetro en el rango de 1.7 -1.8 mm, se encuentran en mayor
cantidad con 33 % de frecuencia porcentual. Mientras, que el histograma (c) indica que
en el tratamiento 3 el 24 % de las cdpsulas en su mayoria se encuentran en clase de
1.7 — 1.8 mm, seguido con 22 % de capsulas de clase 1.8 mm — 1.9 mm. Las capsulas
elaboradas a pH 4 son las que tuvieron menor didmetro frente el resto de los
tratamientos.
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Figura 28. Imagenes de las capsulas e histogramas de distribuciones de tamafio correspondiente para las
cépsulas del extracto de tumbo serrano a pH 4 y a diferentes concentraciones de cloruro de calcio y alginato de
sodio, respectivamente (a, b y c).
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En la Figura 29 se muestran los histogramas que muestran una distribucion normal
(p<0.05) de los tamafios de las capsulas elaborados a pH 5.5 donde el (d) representa al
tratamiento 4 e indica la representacion dominante de las cdpsulas con diametro de 2.2 — 2.6
mm (e27 %), el (e) representa al tratamiento 5 y muestra que el 30 % de las 100 unidades de
cépsulas pertenecen a la clase de 2.2 - 2.4 mm y mientras en (f) del tratamiento 6 el diametro
dominante se divide en dos clases o grupos de rango 2.4 — 2.6 mm y 2.8 — 3 mm ambos el 20
%. En la Figura 30 se muestran los histogramas que muestran una distribucion normal
(p>0.05) de tamafio de las capsulas elaborados a pH 7 donde la (g) representa al tratamiento
y 7 que indica la representacion dominante de las capsulas con diametro de 2.4 — 2.6 mm (el
25 %), el (h) representa al tratamiento 8 y muestra que el 20 % de las 100 unidades de
capsulas pertenecen a la clase de 2.5 - 2.6 mm y mientras en (i) del tratamiento 9 el diametro
dominante es 2.5 - 2.6 mm el 27 %.

Ortiz (2016) reporté medidas similares en su trabajo de encapsulacion de Lactobacillus
plantarum en Alginato de Calcio con Microestructura modificada, que fueron obtenidas por
atomizacion y por goteo siendo de mucho mayor tamafio las obtenidas por goteo cuyo
diametro maximo fue de 2.970 + 0.16 mm, en comparacion con las de atomizacion que fue de
0.020 * 2.59 x 102 mm, es decir 20 ym.

Los factores que afectan al tamafio uniforme y alto esfericidad de las capsulas
mediante el proceso de gelificacién iénica pueden ser: Concentracién de la solucién de
alginato de sodio y el tipo de AS, la solucién gelificante (tipos de ibnes y concentracion),
tamafio de orificio de goteo que puede ser el mas influyente, la distancia de caida de la gota
y tiempo de inmersién en cloruro de calcio (L6pez, 2012). Otro de los factores que afectan el
tamafio de las cdpsulas negativamente, son una alta concentraciéon de CaCl, y un mayor
tiempo en la solucion reticulante donde se mantienen las cpsulas (Leong et al., 2015).
También se considera la velocidad del agitador magnético aplicada durante la formacion de
las capsulas que ha demostrado influir sobre la generacién de mayores diametros si se utiliza
a bajas rpm (< 200 rpm) (Silva, Ribeiro, Figueiredo, Ferreira y Veiga, 2006 y Haznedae y
Dortune, 2004).

87



30

Tratamiento 4
T4 R
25 Promedio = 2.30mm
SD =0.303
* Punto medio
20+
L]
'S
c
g 15
Q
=
w
10t
) ; \ 5t
ﬂ‘ Ted s B e R sl
~ ’4 YR 'y 0
| A 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Diametro de la particula (mm)
35 —
" T5
Promedio = 2.27 mm
SD=10.324
251 * punto medio
L]
S 20|
=
QL
=
(%]
L 151
('S
0 e ) gl
12 14 16 1.8 2.0 22 2.4 26 2.8 3.0 3.2
Diametro de la particula (mm)
25
11284702 pixels; RGB; 3M8
e U 0y T : ‘ 20| Promedio = 2.49 mm o
SD =0.388
* Punto medio
w 15}
‘B
c
QL
=3
e
Y o0}
5 L
0 bR Ry
1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 22 24 26 28 3.0 3.2 3.4

Diametro de la particula (mm)

Figura 29. Imagenes de las capsulas e histogramas de distribuciones de tamafio correspondiente para las
cépsulas del extracto de tumbo serrano a pH 5.5 y a diferentes concentraciones de cloruro de calcio y alginato
de sodio, respectivamente (d, e y f).
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En la elaboracion de cdpsulas de alginato de calcio, usando el 1.1 % de CaClyy
1%, 1.55 % y 2 % de AS, obtuvieron particulas con diametros que oscilé entre 2 mm a
2.9 mm y observaron que con 2 % de AS los diametros de las particulas fueron mayor,
resultados similares obtenidos en este trabajo al incremento de alginato de sodio.
También, contribuyeron que la cantidad inicial de cargas superficiales tuvo un alto
impacto en el diametro de las gotas y que la velocidad del flujo de liquido jugé un papel
més importante en el diametro medio de las gotas de alginato por método de caida
electrostatica en modo de goteo que en modo de inyeccion (Zhang, Li, Zhang y Xiu,
2007).

El tamafio es un factor importante en la caracterizacion de las esferas, ya que
dependiendo de éste se pueden realizar varias aplicaciones en los alimentos. El tamafio
puede estar relacionado con la capacidad de liberacion del material encapsulado y la
eficiencia de la encapsulacion (Saez et al. 2007). Mumper, Huffman, Puolakkainen,
Bouchard y Gombotz (1994) y Segi, Yotsuyanagi y lkeda (1989) observaron una
reduccién de tamafio de las particulas de gel de alginato cuando el pH se redujo de 4 a
1. Haug, Bjorn y Smidsrod (1963) demostraron que incluso a un pH bajo, se puede
producir una hidrdlisis del alginato catalizada por protones.

La uniformidad de las capsulas también fue influenciada por la velocidad de flujo
y la técnica de encapsulacion por goteo. La extrusion a mano da como resultado
particulas de gel con baja uniformidad, mientras que la extrusion por una bomba
generalmente producira particulas de gel uniformes (Lee, Ravindra y Chan, 2013).
4.7.2. Morfologia de las cdpsulas

Las imagenes de las capsulas obtenidas a través de un estereoscopio optico de
los 9 tratamientos se muestran en la Figura 31, donde se observa que las capsulas
obtenidas a pH 4 (Figura A, B y C) obtuvieron un aspecto cristalino y compacta. Las
capsulas del tratamiento 1 (AS 1.2 % y CaCl. 2.5 %) y 3 (AS 1.8 % y CaCl, 4.5 %)
presentaron una forma esférica resultando con mejor superficie lisa y homogénea,
siendo la mejor el tratamiento 3. Patifio (2017) muestra resultados similares al
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tratamiento 1 y 3 en particulas de AS al 2 % producidas por el “Jet cutting” y mientras
que en las particulas de AS 1 % mas almidon 2 % observaron la irregularidad y la
presencia de una especie de cola en las particulas, asi como se obtuvo en el tratamiento
2 por la presencia de AS en mayor cantidad en la solucién.

A pH 4 se observa que a menor concentracion de AS las particulas son mas
sélidas, esféricas y a medida que va aumentando las capsulas presentan poros y la
irregularidades, que podria relacionarse con el aumento de la viscosidad de las
soluciones formadoras de las capsulas, asi como reporta Herndndez (2015) en la
encapsulacion de Fe Hem liofilizado por el método de gelificacion idnica, con la
diferencia de que a mayor proporcidon de Fe-Hem en la solucién presentaron mayor
viscosidad y consiguieron particulas irregulares. Las apariencias de las capsulas
dependen de la proporcién de los materiales utilizados, teniendo en cuenta en este caso
la concentracion de AS, cloruro de calcio y material a encapsular (Liu, Wan, Xie, Zhai,
Zhang y Liu, 2012).

Las capsulas obtenidas a pH 5.5y 7 (Figura D, E, F, G, H, I) presentaron una
superficie con grietas y forma irregular, similares a la observada por Lopez (2012) en
capsulas de extractos antioxidantes de Yerba mate con AS, por este método de
encapsulacion.

Ademas, en este trabajo de investigacion se observé también una estructura
formada por varias capas de AS en los 6 Ultimos tratamientos. Dicho comportamiento
probablemente fue causado por el proceso de obtencién; debido a que cuando la
solucidn reticulante que contiene iones de calcio difunden en la solucién e interaccionan
formando una red (George y Abraham, 2006).

Draguet et al (2000) y Goh, Heng y Chan (2012) mencionan que la maxima
dureza del gel se registra en la superficie, ya que la concentracion de alginato de calcio
es mayor en ésta y disminuye hacia el centro, por lo que los geles obtenidos no son
homogéneos y muestran superficies agrietados, asi como se obtuvo en el tratamiento 4
(2.5 % CaCl, y 1.8 % de AS), Tratamiento 5 (3.5 % CaCl, y 1.5 % de AS), tratamiento 6
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(4.5 % CaCl; y 1.2 % de AS), tratamiento 7 (2.5 % C aCl, y 1.5 % de AS), tratamiento 8

(3.5% CaCl.y 1.2 % de AS) y tratamiento 9 (4.5 % CaCl y 1.8 % de AS).
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1mm } i 1mm }
Tratamiento 4 Tratamiento 5 Tratamiento 6
20X E— -
1mm
1mm

Tratamiento 7 Tratamiento 8 ‘W"‘I'H_[gt‘fo}"miento 9

Figura 31. Morfologias obtenidas por estereoscopio 6ptico de las cdpsulas del extracto de tumbo
serrano, diferentes tratamientos.

La forma de las particulas o capsulas dependen del contenido y composicion del
hidrocoloide (Nussinovitch, 2010). Antes del secado, todas las particulas presentaban
la forma esférica y en cuanto a las particulas secas, fue notable que en los Ultimos
tratamientos parecieron sufrir cierto colapso, perdiendo simetria. Las topografias
superficiales de las particulas pueden definirse como asperas (Doherty Gee, Ross,

Stanton, Fitzgerald y Brodkorb, 2011). Loyeau (2017) también observé particulas de
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morfologia similar, al encapsular bacterias probidticas mediante emulsificacion vy
gelificacién iénica con alginato de calcio y liofilizado.

La viscosidad de alginato de sodio es casi independiente del pH en un rango
entre 5 y 10 debido a un efecto repulsivo de los grupos carboxilos cargados
negativamente y el polimero incrementa la capacidad de solubilidad y viscosidad en pH
neutro. El descenso de pH de la solucién (< 3 0 3.5) provoca que el alginato de sodio es
insoluble y precipita en forma de &cido alginico, mientras el incremento de pH por
encima de 10 causaria una despolimerizacion (Avendafio-Romero y Lépez-Malo, 2013).
Se menciona también que las soluciones muy viscosas generan capsulas de aspecto
deforme y de superficie irregular (Lopez, 2012). Por lo tanto, es la causa de la obtencién
de cépsulas irregulares en pH 5.5y 7 (Figura D, E, F, G, H, I) y ain con mayor contenido
de AS.

Pasparakis y Bouropoulos (2006) asume que otro de los factores que pude
afectar la morfologia de las capsulas es la metodologia de secado, lo cual en la presente
investigacion se realizé el secado de las cdpsulas de tumbo a 30 °C por 24 h en un
horno de secador de bandejas y Hernandez (2015) secd las cdpsulas de yerba mate en
una estufa de conveccion forzada a una temperatura de 65 °C durante 3 h obteniendo
capsulas secas con superficie con poros y grietas. Son caracteristicas similares en las

capsulas obtenidas en esta investigacion.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Las caracteristicas fisicas, fisicoquimicas y contenido de compuestos bioactivos
del tumbo fresco fueron: Estado de maduracion Pintén (color amarillo-verdoso), longitud
11.23 £ 0.744 cm, didmetro 4.3 + 0.240 cm, peso 102.88 + 8.695 gr, humedad 86.45 +
0.646 %, pH 3.42 + 0.006, soélidos solubles 13.23 + 0.057 °Brix, Acidez titulable 2.59 +
0.070 %, &cido ascorbico 70 + 0.0014 mg/ 100 mL y fenoles totales 2145.81 + 0.067 mg
GAE/100 mL.

La eficiencia de encapsulacién de compuestos bioactivos, los factores mas
influyentes fueron el pH, concentracién de cloruro de calcio, alginato de sodio, siendo
significativos con p < 0.05 segin ANOVA. Se obtuvo mayor EE del &cido ascérbico con
95 + 0.009 % en el tratamiento tres a pH 4, CaCl; 4.5 % y AlgNa 1.5 % y la EE de fenoles
totales fue mayor en el tratamiento seis con 90 + 1.002 % a pH 5.5, CaCl> 4.5 % y AlgNa
1.2 %. Para ambos la eficiencia fue alta en pH bajos, menor concentracion de AS y
mayor concentracion de cloruro de calcio.

Las propiedades fisicoquimicas de las capsulas fueron: menor humedad 9.86 +
0.101 %, actividad de agua 0.36 + 0.002 y mayor porcentaje de solubilidad de las
capsulas en el agua 37.27 + 0.453 % en el tratamiento siete a pH 7, CaCl, 2.5 % y AlgNa
1.5 %, respectivamente. Menor higroscopicidad 20.69 + 0.417 % en el tratamiento tres.

Las propiedades de flujo de las capsulas se obtuvieron, mayor densidad
aparente con 0.738 + 0.007 g/cm?® y densidad compacta con 0.784 + 0.008 g/cm? en el
tratamiento uno a pH 4, CaCl; 2.5 % y AlgNa 1.2 %, respectivamente en las capsulas
de menor diametro.

Los pardametros de color de las capsulas presentaron mas dependencia con el
aumento del pH y el incremento de AS. Se obtuvo una luminosidad (L*) con menor valor
de 32.02 + 0.022, la coordenada a* con mayor valor de 57.64 + 0.349 en el tratamiento

uno a pH 4, CaCl, 2.5 % y AlgNa 1.2 % y la coordenada b* con mayor valor de 73.57 +
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0.486 en el tratamiento dos a pH 4, CaCl; 3.5 % y AlgNa 1.8 %. Los tratamientos a pH
4 obtuvieron valores mas cercanos a los valores del extracto de tumbo fresco (L* = 41.58
+0.330, a* = 22.31 + 0.254 y b* = 45. 38 + 0.042), manteniendo el color naranja.

Analisis estructural de las capsulas el factor de mayor influencia fue el pH. Dado
que, se obtuvieron menores didmetros (1.76 a 1.86 mm) y una morfologia cristalina,
compacta y forma esférica en las cipsulas producidas a pH 4. Mientras que, a mayor
pH los diametros fueron relativamente mayores (2.27 a 2.49 mm) y en la morfologia de
las cdpsulas se presentaron formas irregulares, porosas y superficies agrietados. Segun
el tamafio de las capsulas son consideradas como perlas o macrocapsulas.

Se llegd encapsular el extracto de tumbo serrano por el método de gelificacién
ibnica y técnica de goteo, adquiriendo cdpsulas himedas en todos los tratamientos de
forma esféricas a una altura de 7 cm en sistema construido, obtenido cdpsulas secas
con mejor morfologia en el tratamiento tres.

5.2. Recomendaciones

Para una préxima investigacion se recomienda los siguientes puntos:

e Realizar un estudio de almacenamiento del extracto del tumbo serrano considerando
diferentes tipos de empaque.

e Trabajar a diferentes temperaturas de secado de las capsulas.

e Utilizar un material para el refuerzo de la matriz o material de relleno inerte, para la
mayor estabilidad del material encapsulante (Ejemplo el almidéon, etc.).

e Para mejor encapsulacion del extracto de tumbo serrano por este método considerar
el rango de pH a partir de 3.7 a 6.

e Trabajar a diferentes volimenes de la solucion reticulante.

e Estudiar otros factores que afecten el proceso de encapsulacion como el tiempo,
revoluciones de agitacion, cambiar de agente encapsulante, viscosidad, distancia de
goteo, cambiar la técnica de encapsulacion por el método de gelificacion idnica, entre

otros.
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Utilizar otros disefios estadisticos para la optimizacién de la encapsulacién del
extracto de tumbo serrano.

Realizar estudios de encapsulacién por el método de gelificacién idnica y atomizacion
de diferentes frutos o vegetales.

Estudio de vida util de las capsulas.
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ANEXOS

Anexo 1. proceso de encapsulacion del extracto de tumbo.
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Anexo 2. Resultados de medidas biométricas del tumbo serrano.

MEDIDAS BIOMETRICAS EN 10 MUESTRAS

N°muestra Longitud (cm) Ancho (cm) Peso (gr)
1 11.4 4.4 108.74
2 11.6 4.7 111.21
3 11 4 98.7
4 10.7 4 98.53
5 11.7 4.4 104.41
6 11.2 4.4 92.6
7 10.7 4 89.89
8 10 4.5 100.36
9 12.8 4.4 118.68
10 11.2 4.2 105.63

Promedio 11.23 4.3 102.88
DS 0.744 0.240 8.695

Anexo 3. Metodologia de determinacion de acido ascoérbico
Protocolo de determinacién de acido ascérbico
Reactivos:

1. Acido oxalico al 0.4%: Pesar 4 g y llevar a 1000 mL con agua destilada.

2. Solucion madre de &cido ascorbico 0.1 % en solucion acido oxalico: Pesar 100
mg de &cido ascorbico y llevar a volumen de 100 mL con una solucion de acido
oxalico al 0.4%.

3. Solucién de 2,6 dicloroindofenol: Pesar 12 mg de 2-6 DFIF, disolver y llevar a
1000 mL de volumen con agua destilada hirviente. Almacenar en botella de color
oscuro y en refrigeracion.

Materiales y equipos:

1. Espectrofotometro

Cubetas de espectrofotometro
Fiolas de 1000, 250 y 100 mL
Tubos de ensayo

Micropipetas de 10 pl a 1000 |
Pipetas volumétricas de 1, 5 ylo mL
Balanza analitica

Centrifuga

9. Licuadora

©NOo Ok WN

Preparacion de la muestra

- Lavar la fruta (Tumbo).
- Quitar la cascara y despulpar con ayuda de una Licuadora (hasta romper los
arilos del tumbo). Filtrar con un tamiz n°® 2 mm.

Lectura de acido ascérbico en espectrofotometria

112



MUESTRA
200 mL jugo

@

Centrifugar
4000 rpm x 15min

p-

Filtrar a vacio
Con Papel de filtro (Nathmen N° 42)

p-

3 mL de muestra

filtrada n f\

Enrazar con acido oxalico al
0.4%

Fiola de 100 mL

¢

Tomar 4 tubos:

I. 10 mL de agua destilada.

II.1 mL de acido oxalico al 0.4% + 9 mL de 2,6 dicloroindofenol
al 0.0012% (L1).

lll. 1mL de muestra + 9 mL de agua destilada.

IV. 1 mL de muestra + 9 mL de 2,6 dicloroindofenol al 0.0012

% (L2)

Calcularel L1y L2
(lectura)
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Lectura de la curva patron de acido ascérbico

25 mL de Soluciébn madre
de ac. Ascorbico al 0.1%

\ ¢

Afadir a cada fiola de 100 mL las
diferentes concentraciones de Ac.
Ascbérbico: 1, 2, 3,4,5y6.

|
SERBENR

imL 2mL 3mL 4mL 5mL 6mL

Después enrasar a 100 mL con 4cido oxalico

al 0.4 %

Posterior generar 4 tubos respectivos de cada
Fiola o concentracion.
I. 10 mL de agua destilada (Blanco 1).
Il. 1 mL de acido oxalico al 0.4%+ 9 mL de 2,6 dicloroindofenol al 0.0012%
(Representa al L1).
lll.  1mL de solucién estandar fiola 1 (2, 3,4,5y 6) + 9 mL de agua destilada
(Blanco 2).
IV. 1 mL de solucién estandar fiola 1 (2,3,4,5y 6) + 9 mL de 2,6
dicloroindofenol al 0.0012 % (Representa al L2).

Calcularel L1y L2
(Lectura)

114



Construccién de la curva estandar del acido ascérbico

Para la determinacion del contenido de &cido ascorbico en el extracto del tumbo,
se utilizé la curva estandar que se muestra a continuacién, que es la representacion
grafica en un eje de coordenadas de la Absorbancia (eje de ordenadas) frente a la

concentracion de &cido ascérbico (eje de abscisas). Se trabaj6é con un R? de 0.9751.

DATOS DE LA CURVA ESTANDAR
[]de acido ascérbico

(mL) L1 L2 L1-L2
1 0.176 0.156 0.02
2 0.215 0.177 0.038
3 0.219 0.122 0.097
4 0.227 0.066 0.161
5 0.235 0.023 0.212
025 1
(9]
_' -
- i
< 02 ¢
© r y = 0.0507x - 0.0465
e i R2=0.9751
8 0.15 ¢
§ - —e—Curva Patron
G 0.1 ——Lineal (Curva Patron)
3
© C
S 0.05 ¢
e L
2 i
A O +——— e e —
0 1 2 3 4 5 6
Concentracion de acido ascorbico (mg/100 mL)

a 0.0507
b 0.0465
R"2 0.9751
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Calculo de acido ascérbico del tumbo serrano

Datos de acido ascérbico del tumbo serrano

L1 Concentracion
N° (Abs) L2(Abs) L1-L2 espectrofotometro mg &cido ascorbico/100g
(mg/100 mL)
2 0.216 0.157 0.059 2.081 69.4
3 0.219 0.159 0.060 2.101 70.0

llustracién 1. Lectura de acido ascérbico en espectrofotometria.

Anexo 3. Metodologia para la cuantificacion de fenoles totales

protocolo para la determinacion de fenoles totales

Reactivos:

1. Acido gélico: Pesar 0.1 g y llevar a 1000 mL con agua destilada.

2. Folin Ciocalteu 2 N: 1mL de Folin mas 5 mL de agua destilada (1:5).

3. Carbonato de sodio al 10%: Pesar 10 g de carbonato de sodio, disolver y llevar
a 50 mL de volumen con agua destilada.

4. Metanol 80 %
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Preparacion del extracto metandlico en extracto de tumbo (1) y capsula (2)

1.Liguido 2.capsulas
S | Bl K—\ e
' 1 mL de 1gde
L extracto de capsula
tumbo

Triturar

Afadir 20 mL de . e cansulas.
metanol al 80% n caso de capsulas:
< dejar reposar por 15 h.

Centrifugar a 4000

rom a 20min/ 10°C
.

Filtrar con papel filtro
.

Almacenar en envases ambar
a-20 °C.

llustracion 2. Equipo para filtrar el extracto fenolico
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Preparacion de curva estandar con acido galico

=

40pl - 60l goul  100u  120ul 140l Blanco

\ J
[

Enrazados a 500 pl con agua destilada

A 4
Retirar 100 pl de c/u

g

Afadir 400 pl de Folin Ciocalteu

Solucién madre
Acido gélico

Agitar en vortex durante 8 min

¥

Afnadir 2000 pl de carbonato de
sodio (10%
(10%) 3

Dejar reposar 30 min

Lectura a 765 nm
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Construccién de la curva estandar del acido ascérbico

se utilizé la curva estandar que se muestra a continuacién, que es la representacion

gréfica en un eje de coordenadas de la Absorbancia (eje de ordenadas) frente a la

Para la determinacion del contenido de acido ascorbico en el extracto del tumbo,

concentracion de &cido ascérbico (eje de abscisas). Se trabaj6é con un R? de 0.9751.

o Solucién de Agua Reactivo Solucién
Tubos acido galico destilada Folin (ul) Na2CO3 ABS1 ASB2 Promedio SD
(mL) (mL) (H1)

Blanco 0 0.5 250 1250 0.002 0.002 0.002 0.000
1 0.04 0.46 250 1250 0.31 0.278 0.294 0.023
2 0.06 0.44 250 1250 0.448 0.438 0.443 0.007
3 0.08 0.42 250 1250 0.653 0.643 0.648 0.007
4 0.1 0.4 250 1250 0.785 0.783 0.784 0.001
5 0.12 0.38 250 1250 0968 0.938 0.953 0.021
6 0.14 0.36 250 1250 1.097 1.082 1.0895 0.011

Curva Patron

1.2
)
—~ 1 y =7.9201x - 0.009 o
< R2=0.9981 .
E o8 -
5 N P QT
so6 .
2 o
c04 LT
0
o e @
<02 T
0 e
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

Concentracion AG mg/mL de solucién)

llustracién 3. Curva patrén de fenoles totales.
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Anexo 4. Resultados con 2 réplicas, tabla de coeficiente de regresion, estimacién
efectos y Pareto de fenoles totales.

Fenoles totales

Eficienciade

n° Réplica Tratamientos pH C(%/SIZ Al(?ﬁ)l;la (mg EAG/100  encapsulacion
9) (%)
1 1 T1 4(-1) 25¢(1) 1.2 (-1) 1505.66 70
2 1 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8 (1) 1600.36 75
3 1 T3 4(-1) 45(1) 1.5 (0) 1674.22 78
4 1 T4 55(0) 2.5(-1) 1.8(1) 1736.72 81
5 1 T5 550) 3.5(0) 1.5(0) 1812.48 85
6 1 T6 550) 4.5(1) 1.2 (-1) 1916.64 90
7 1 T7 7(1) 25¢(1) 1.5 (0) 1208.32 56
8 1 T8 7)) 3.5(0) 1.2 (-1) 1503.77 70
9 1 T9 7(1) 45 (1) 1.8(1) 1126.88 53
10 2 T1 4(-1) 25¢(1) 1.2 (-1) 1486.72 69
11 2 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8 (1) 1587.10 74
12 2 T3 4(-1) 45(Q) 1.5 (0) 1679.90 78
13 2 T4 5.5(0) 2.5(-1) 1.8(1) 1753.77 82
14 2 T5 5,50) 3.5(0) 1.5(0) 1829.52 85
15 2 T6 550) 45(1) 1.2(-1) 1928.01 90
16 2 T7 7(1) 25¢(1) 1.5 (0) 1206.42 56
17 2 T8 71 350) 1.2(1) 1570.06 73
18 2 T9 7(1) 45(1) 1.8 (1) 1255.67 59
19 3 T1 4(-1) 25¢(1) 1.2 (-1) 1518.92 71
20 3 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8 (1) 1602.25 75
21 3 T3 4(-1) 45(Q) 1.5 (0) 1681.80 79
22 3 T4 5.5(0) 2.5(-1) 1.8(1) 1715.89 80
23 3 T5 5.50) 3.5(0) 1.5(0) 1835.20 86
24 3 T6 550) 45() 1.2 (-1) 1935.58 90
25 3 T7 7(1) 25¢(1) 1.5 (0) 1223.47 57
26 3 T8 71 3.5(0) 1.2 (-1) 1505.66 70
27 3 T9 7(1) 45(1) 1.8 (1) 1153.39 54
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(%); R-sgr=.93103; Adj:.91035 Eficiencie de encapsulacidn (%): Fenoles totales
Effect | Std.Erm. t(20) p -95 % +95% | Coeff. | StdEm | -95% +95 %
Factor Cnf Limt | Cnf Limt Coeff.  |CnfLimt |[CnfLimt
Mean/Interc. 736551 0662381 111.1975 0.000000| 722734 75.0368|73.65509| 0662381 7227338 7503679
(1)pH iL) -13.4423| 1.622494| -8.2849 0.000000| -16.8267 | -10.0578( -6.72114| 0811247 -8.41337| -5.02891
pH Q) 17.7336 1.405121 12,6207 0.000000) 148026 20.6646| 886680 0.702561 7.40128|10.33232
(2)CaCl2 (%) (L)| 5.2057 1.622484 32085 0.004410 1.5213| 8.5902| 260286 0.511247| 0.91063 4.29509
CaCl2 (%)Q) 51402 1.405121| 36582 0.001562 22092 8.0712] 257010 0.702561| 1.10459 403562
(3)AlgNa (%)L) | -6.9552| 1.622494| -4 2867 0.000360| -10.3397 -3.5707( -3.47760| 0.811247 | -5.16984 -1.78537
AlgHa (%)(Q) -0.2274 1.405121  -0.1618 0.873059 -3.1584) 2.7036] -0.11370 0.702561) -1.57922 1.35182
DV: Eficiencie de encapsulacidn (%): Fenoles totales
%
pH(Q) £ 26200 o “
85
(1)pHIL)
80
(3)AlaMa (%)IL) //// ; 0 a0 ©
; é 70
. . 0 o o
CaC22 (%)) / %%194 z
| . &
// //7/4 0
(21CaCk ()L | s oo o
. G
161836

AlgNa (%)(Q) ¢

50

45 50

p=.05

55 60

70
Observed Values

65

75

80 85 90

Regr. Coefficients; Var_:Eficiencie de encapsulacion (%); R-sgr=

Fegressn | Std.Ermr. t(20) p -95 % +95 %
Factar Coeff. CnflLimt [CnfLimt
Mean/Interc. 174 026| 42 30971 -4.1131) 0.000540| -262. 283 -85.7696
(1)pH (L) 82217 689074 11.9315| 0.000000| 67.843| 96.5907
pH () -7.882| 062450 -12. 6207 0.000000 -9.184| -6.5739
(2)CaCl2 (%)L} 38584 986925 39095 0.000869 17,997 591712
CaCl2 (%){Q) -5.140| 1.40512| -3.6582| 0.001562 -3.071| -2.2092
(3)Algha (Se)L) 19172 4691537 -0.4087 0.687138 -117.036 73.6917
AlgMa (36)Q) 2527 15661246 01618 0873059 -30.040 350837
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Anexo 5. Resultados con 2 réplicas, tabla de coeficiente de regresion, estimacion
efectos y Pareto de acido ascarbico.

. o . caCl, AlgNa é(,:idp Eficiencia de
n° Reéplica Tratamientos pH (%) (%) ascorbico encapsulacion
(mg/1009) (%)
1 1 T1 4(-1) 25(1) 1.2(-1) 52.268 75
2 1 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8(1) 64.431 92
3 1 T3 4(-1) 45(Q) 1.5(0) 66.075 94
4 1 T4 55(0) 2.5(-1) 1.8(1) 38.133 54
5 1 T5 5.5(0) 3.5(0) 1.5(0) 43.393 62
6 1 T6 550) 45(@) 1.2 (-1) 51.940 74
7 1 T7 7(1) 251 1.5 (0) 40.763 58
8 1 T8 71 35(0) 1.2 (-1) 46.680 67
9 1 T9 7(1) 451 1.8 (1) 38.462 55
10 2 T1 4(-1) 25(1) 1.2(-1) 49.638 71
11 2 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8(1) 64.070 92
12 2 T3 4(-1) 45(Q) 1.5(0) 66.732 95
13 2 T4 55(0) 2.5(-1) 1.8(1) 39.776 57
14 2 T5 5.5(0) 3.5(0) 1.5(0) 44.050 63
15 2 T6 55(0) 4.5(1) 1.2(-1) 51.282 73
16 2 T7 7(1) 25(1) 1.5(0) 41.420 59
17 2 T8 71 35(0) 1.2 (-1) 46.022 66
18 2 T9 7(1) 45(1) 1.8 (1) 37.147 53
19 3 T1 4(-1) 25(1) 1.2(1) 50.953 73
20 3 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8(1) 63.774 91
21 3 T3 4(-1) 45(@Q) 1.5(0) 67.390 96
22 3 T4 55(0) 2.5(1) 1.8(1) 39.776 57
23 3 T5 5.5(0) 3.5(0) 1.5(0) 43.721 62
24 3 T6 55(0) 4.5(1) 1.2(-1) 52.926 76
25 3 T7 7(1) 25(1) 1.5(0) 41.420 59
26 3 T8 7(1) 35(0) 1.2(-1) 48.652 70
27 3 T9 7(1) 45 1.8(1) 35.503 51
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Effect Estimates; Var.:Eficiencia encapsulacion (%), R-sqr=.85283; Ad]:.80868 (3™(3-1) fractional factorig

3 3evel factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=40.16

DV: Eficiencia encapsulacion (%): Acido ascdrbico

Effect | Std.Em. | t(20) p B95% | +95% | Coeff |StdEm | -95% | +95%
Factor CnfLimt |CnfLimt Coefft. | CnfLimt |CnfLimt
Mean/Interc. 701797] 1.219593 57.54357| 0.000000) 67.6357 72.7238| 701797 1.219593| 67.6357 T72.7238
(1)pH (L) -26.8672) 2.967381 -6.99358 0.000000 -33.0988| -20.6357| -13.4336| 1.493690) -16.5494| 103178
pH (Q) -5.8418 2587148 -341760 0002728 -14.2385 -34451) -44209 1293574 -7.1193 -17226
(2)CaCl2 (%)L) | 11.6360 2987381 3.89506 0.000899 54045 17.8676| 585180 1493690 27022 89338
CaCl2 (%)(Q) 53954 2587148 208545 0.050051 -0.0013 10.7921| 26977 1.293574 -0.0007  5.3960
(3)Algha (%)L) | 46492 2987381 -1.55628 0135325 -10.8808 15824 -23246 1493690 54404 07912
Alghla (%)(Q) 3.0551 2567148 1.16088 0.251504 -23416 84518] 15276 1.293574 11708 42259

CaCl2 (%)(Q) ¢
(3)Algha (6)L) -

AlgNa (%)(Q) :

100

9%

20

85

80

75

70

Predicted Walues

65

60

55

50

45

o0

o0

Qoo

4]

slene]

oo

45

50 5

60

65 70

7% 80 8 %

Observed Values

Regr. Coefficients; ; R-sqr=.85283; Ad):.80868 (3""(3-1) fractiona

3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=40.16

DV: Eficiencia encapsulacidn (%): Acido ascérbico

Regressn | Std Em. t(20) P -85 % +95 %
Factor Coeff. CnfLimt |CnfLimt
Mean/Interc. 86.8378 77.90179 111471 0.278192| -75.6625 249 3381
(1)pH (L) 52 1824 12.68742| -4.11293| 0.000540| -78.6479) -26.7170
pH (@) 39297 114984 3.41760| 0.002728) 16312 63282
(2)CaCl2 (%6)(L) | 43.5856| 15.17153| 2.39856| 0.026325 56804 §1.4907
CaCl2 (%)) -5.3954 258715 -2.08545 0050051 107921 0.0013
(3)AlgMa (%)(L) | 94.0884 86.38187 1.08921 0.289010 -86.1010 2742778
AlgMa (%)(Q) -33.9457 28.74608 -1.18085 0.251504| -93.9090 26.0176
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Anexo 6. Resultados de propiedades fisicoquimicos de cipsulas con 2 réplicas

n° Reéplica Tratamientos pH  CaClx(%) Al(g/o';la Hurg)z)ciad AW ngrosz:(%almdad
1 1 T1 4(-1) 25(-1) 1.2 (-1) 13.08 0.53 25.934
2 1 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8(1) 10.34 0.44 25.299
3 1 T3 4(-1) 45(1) 1.5 (0) 9.82 0.43 20.787
4 1 T4 550) 2.5 (-1) 1.8 (1) 12.21 0.40 28.385
5 1 T5 5,50 3.5(0) 1.5(0) 10.28 0.36 22.892
6 1 T6 550) 4.5(1) 1.2 (-1) 11.27 0.38 25.424
7 1 T7 7(1) 25(1) 1.5 (0) 10.01 0.36 22.845
8 1 T8 7(1) 3.5(0) 1.2 (-1) 10.21 0.38 24514
9 1 T9 7(1) 45(1) 1.8 (1) 11.11 0.39 32.406
10 2 T1 4(-1) 25(1) 1.2(1) 13.06  0.54 25.241
11 2 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8 (1) 10.42 0.45 25.582
12 2 T3 4(-1) 45(1) 1.5 (0) 9.55 0.43 20.626
13 2 T4 5.5(0) 2.5(-1) 1.8 (1) 12.20  0.39 28.622
14 2 T5 5.5(0) 3.5(0) 1.5(0) 10.26 0.36 23.531
15 2 T6 550) 4.5(1) 1.2 (-1) 11.54 0.38 25.990
16 2 T7 7(1) 25(1) 1.5 (0) 9.90 0.36 23.169
17 2 T8 7(1) 3.5(0) 1.2 (-1) 10.32 0.37 24.460
18 2 T9 7(1) 45(1) 1.8 (1) 11.23 0.39 32.907
19 3 T1 4(-1) 25(-1) 1.2 (-1) 13.10 0.54 25.700
20 3 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8 (1) 10.46  0.43 25.027
21 3 T3 4(-1) 45(1) 1.5 (0) 9.32 0.42 20.668
22 3 T4 550) 2.5 (-1) 1.8 (1) 12.13  0.40 28.005
23 3 T5 550) 3.5(0) 1.5 (0) 10.30 0.37 22.230
24 3 T6 5.50) 4.5(1) 1.2 (-1) 10.98 0.38 25.329
25 3 T7 7(1) 25(1) 1.5 (0) 9.67 0.36 23.673
26 3 T8 7(1) 35(0) 1.2 (-1) 10.12 0.37 24.830
27 3 T9 7(1)  45(1) 1.8 (1) 11.03 0.39 32.474

llustracién 4. Equipos para determinar humedad y Aw.
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Anexo 6.1. Tabla de coeficiente de regresion, estimacion efectos y Pareto de la
humedad de las cdpsulas

Effect Estimates; Var.:Humedad (%); R-sqr=.62865; Adj..77725 (3"(3-1) fractional factorial design, 1 blog

3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; M3 Residual=.2740265

OV: Humedad (%)

Effect | Std.Er. | t(20) p -95% | +95% | Coeff. | StdEr. | -95% | +95.%
Factor Cnflimt |CnfLimt Coeff.  |Cnflimt |CnfLimt
Mean/Interc. 10.88296  0.100743 108.0271( 0.000000| 10.67282) 11.09311)) 10.88296| 0.100743( 10.67282 11.09311
(pH (L) 0.61776| 0.246769| -2.5035(0.021077 -1.13253| -0.10303| -0.30889  0.123384) -0.56626  -0.05151
pH  (Q) 053389 0.213708, 24982 0.021315 0.08810, 0.97968| 026694 0.106854 0.04405 0485984
(2)CaCl2 (%)(L) | -1.05778 0246769 -4.2865)0.000360) -1.57253| -0.54303| -0.52889 0.123384 -0.78626 -0.27151
CaCl2 (%)(Q) | -0.87778 0213708 -4.1074]0.000547) -1.32356| -0.43199| -0.435859| 0.106854| -0.66178| -0.21600
(3)AlgMa (%)(L) | -0.28278 0246769 -1.1459)0.265354 -0.79753 0.23197| -0.14139 0.123384| -0.39876 0.11599
AlgNa (%)(Q) | -1.47528 0.213708) -6.9032| 0.000001) -1.92106 -1.02949| -0.73764| 0.106854| -0.96053 -0.51475

Algha (%)(Q) £
(2)CaCl2 (%)(L)

CaCl2 (%)Q) |

{1)pH(L)

.
.5450347

Fredicted Walues

p=05

Regr. Coefficients; Var.:Humedad (%); R-sqr=.82865; Adj: 7772

3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=_2740265

DW: Humedad (%)

Regressn | Std.Err. t(20) p -95 % +595 %
Factor Coeff. Cnflimt |Cnflimt
Mean/Interc. 53.8177 | 6.434975 B.36331[ 0.000000| 403946 &7.2408
(1)pH (L) 24042 1.043027, 2.29402(1 0.032751 0.2181 4.5903
pH Q) -0.2373| 0.094981| -2.49822|| 0.021315| -0.4354| -0.0392
(2YCaCl2 (% )(L) -6.6733| 1.501035| -4 44582 0.000248| -9.8044| -3.5422
CaCl2 (%)(Q) 0.8778 0213708 4107370000547 04320 1.3236
(3)AlgMa (%e)(L) | 496472 7.135461 -6.95782|| 0.000001| -64 5315 -34.7629
Algha (%)) 16.3920 2 374533 690324 0.000001, 11.4385 21.3452
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Anexo 6.1. Tabla de coeficiente de regresion, estimacion efectos y Pareto de Aw
de las capsulas

Effect Estimates: Var.:Aw; R-sqr=.90498; Adj:.87648 (3**(3-1) fractional factorial design, 1 block . 9 runs (Spread
3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=.0003597

DV: Aw

Effect | StdEr. | t(20) p -95.% +95 % Coefl. | Std.Em. | -95.% +95.%
Factor Cnflimt | CnflLimt Coeff. | CofLimt | CnfLimt
Mean/Interc. 0407741 0.003650| 111.7074 0.0000000 0400127 0415355 0407741 0.003650 0400127 0.415355
(pH (L) -0.093222 0.008941| -10.4266 0.000000 -0.111872 -0.074572 -0.046611| 0.004470  -0.055936| -0.037286
pH (Q) -0.042611 0.007743| -5.5032 0.000022 -0.058763 -0.026460| -0.021306| 0.003871 -0.029381| -0.013230
(2)CaCl2 (%)(L) | -0.031389 0.008941 -3.5107| 0.002200) -0.050039 -0.012739| -0.015694 | 0.004470) -0.025020  -0.006369
CaCl2 (%)(Q) -0.024694 0.007743 -3.1893 0.004608 -0.040846| -0.008543) -0.012347| 0.003871 -0.020423 -0.004271
(3)AlgNa (%)(L) | -0.021556) 0.008941, -2.4109 0.025652| -0.040206 -0.002905| -0.010775| 0.004470) -0.020103  -0.001453
Algha (%)(Q) 0037278 0.007743) -4.8144 0.000105 -0.053429) -0.021126 -0.018639| 0.003871 -0.026715| -0.010563
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AlgNa (%)(Q) £ £90324 125

(2)CaCl2 (%)(L)

CaCl2 (6)(Q) f

120

Predicted Values
= n

=
en

7 7/5 100
%.24158217
95
7 |
.%592
| )]
| 85
p=05
Regr. Coefficients; Var.:Aw; R-sqr=.90498; Adj-.87648 (3™(3-1) fr
3 3-level factors, 1 Blocks. 27 Runs; MS Residual=_0003597
DV Ay
Regressn | Std.Err. t[20) p -95 % +95.%
Factor Coeff. Cnf Limt | CnfLimt
Mean/Interc. 242508 0.233150| 1040139 0.000000, 1.93874 2.911421
(1)pH L) -0.23940) 0.037972 -6.30456| 0.000004 -0.318600 -0.160187
pH (Q) 001594 0.003441| 550319 0.000022 001176 0.026117
(2)CaCl2 (%)L) | -0.18556  0.054385| -3.46705 0.002434| -0.30200| -0.075111
CaCl2 (%)(Q) 002469 0.007743| 318927 0.004608 0.00854| 0.040846
(3)AlgMa (%)(L) | -1.27852 0.258529 -4 94535 0.000078| -1.81780 -0.739236
Alghla (%a)(Q) 041420 0.086033| 4.81439| 0.000105 0.23474| 0.593660
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Anexo 6.3. Tabla de coeficiente de regresion, estimacion efectos y Pareto de la
higroscopicidad de las capsulas

Effect Estimates; Var.:Higroscopicidad (%); R-sqr=.86932; Adj:.83011 (3*%(3-1) fractional factorial design,
3 3-evel factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=1.863831
DV: Higroscopicidad (%)

Effect | Std.Em. | t(20) p -95% | +95.% | Coeff. |[StdEmr | -95% | +95.%
Factor CnfLimt |Cnf Limt Coeff.  |CnfLimt |CnfLimt

Mean/Interc. 2542762 0.262737| 96.76046  0.000000| 24.57976| 25.97566( 25.42782 0.262737 24.67976| 25.975488
(pH (L) 2.93481) 0.643572) 456019 0.000190) 1.59234| 4.27728) 1.46741|0.321786 0.79617| 2.13864
pH Q) 0.25953 0.557350 046565 0.646500) -0.90308 1.42214) 012976 0.278675 -0.45154 071107
(2)CaCl2 (%)(L) | 0.55957 0.643572 0.86948 0394901 -0.78250 1.890204( 027979 0321786 -0.39145 0.95102
CaCl2 (%)(Q) | -1.74749 0.557350) -3.13536| 0.005209| -2.91010 -0.58488( -0.87375| 0.275675 -1.45505) -0.29244
(3)Algha (%)(L) | 347616 0.643572] 540136 0.000028| 213370, 4.81863| 1.73808) 0.321786 1.06685 240932
Algha (%)(Q) | -4.73815 0.557350| -6.50121) 0.000000 -5.90076  -3.57554) -2.36907| 0.278675 -2.95038 -1.76777

Alga (%)(Q) 850121 A
(3)AlgNa (%)(L) 2
(1pH fn

| /% 15536 E
e &

Regr. Coefficients; Var.:Higroscopicidad (%), R-sqr=_86932; Adj
3 3-evel factors, 1 Blocks, 27 Runs; M5 Residual=1.863831
OW: Higroscopicidad (%)

Regressn | Std.Err. t(20) p -95 % +95.%
Factor Coeff. CnfLimt | Cnf Limt
Mean/Interc. 142 598| 16.78239 8.49639| 0.000000| 107.591 177606
(1)pH (L) 2247 273325 082212 0420700 -3.454 7.949
pH (Q) 01150 0.24771 -0.46565 0.646500 -0.632 0.401
(2)CaCl2 (%)(L) -11.8963) 3.91469| -3.05328 0006275 -20.119 -3. 787
CaCl2 (%)) 1.747| 055735 3.13536 0.005209 0.585 2910
(3)AlgMa (%)) | -152.145| 15.60926| -8.17575 0.000000| -190.963| -113.326
AlgMa (% )(Q) 2646 619277 850121 0000000 39728 655664
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Anexo 7. Resultados de parametros de color de las capsulas con 2 réplicas

CaCl,

AlgNa

Parametros de color

n° Réplica Tratamientos pH (%) (%) L* a* b Chroma Hue
(CY (H*)
1 1 T1 4(-1) 25(1) 12(1) 3273 56855 72.46 92.10 51.61
2 1 T2 4(-1) 35(0) 1.8(1) 4573 369 73.18 81.96 62.04
3 1 T3 4(-1) 45(1) 15(0) 34.61 52.845 66.025 84.57 52.56
4 1 T4 550) 25(1) 1.8(1) 6155 17.055 31.815  36.10 61.43
5 1 T5 55(0) 35(0) 15(0) 66.32 1598 25091 30.44 58.66
6 1 T6 550) 45(1) 1.2(-1) 5595 23.995 36.83 43.96 56.47
7 1 T7 7(1) 25(1) 15(0) 6296 5.695 11.045  12.43 61.73
8 1 T8 7(1) 35(0) 1.2(1) 6870 401 8.445 9.35 65.08
9 1 T9 7(1) 45(1) 1.8(1) 5655 7.555 13.455 @ 15.43 56.62
10 2 T1 4(-1) 25(1) 1.2(1) 3261 57.145 71.28 91.36 51.33
11 2 T2 4(-1) 35() 1.8(1) 43.78 3641 7331 81.85 61.08
12 2 T3 4(-1) 45(1) 15(0) 3377 569 67.39 88.20 52.18
13 2 T4 550) 25(1) 1.8(1) 60.97 18915 32.75 37.82 60.69
14 2 T5 550) 35(0) 15() 66.30 16.44 27.08 31.68 59.13
15 2 T6 550) 45(1) 1.2(-1) 54.80 2475 37.205  44.69 57.69
16 2 T7 7(1 25(1) 15(0) 6291 663 11765  13.50 61.53
17 2 T8 7(1 350 1.2(1) 678L 41 9065 9.95 65.95
18 2 T9 7(1 45(1) 18(1) 56.87 713 13.135  14.95 60.78
19 3 T1 4(-1) 25(1) 1.2(1) 3073 5891 69.99 91.48 49.85
20 3 T2 4(-1) 35(0) 1.8(1) 3879 49.96 74.23 89.48 56.21
21 3 T3 4(-1) 45(1) 15() 33.62 6032 67.78 90.73 51.99
22 3 T4 550) 25(1) 1.8(1) 61.07 1966 32.705  38.16 60.59
23 3 T5 550) 35(0) 15(0) 6482 1658 26.685  31.42 58.87
24 3 T6 550) 45(1) 1.2(-1) 54.83 24.08 36.37 43.62 56.14
25 3 T7 7(1) 25(1) 15(0) 6196 6.62 115 13.27 60.08
26 3 T8 7(1) 35(0) 12(1) 67.44 456 9915 10.91 65.79
27 3 T9 7(1) 45(1) 18(1) 5642 716 1431 16.00 63.42

llustracién 5. Medicion de color de capsulas con colorimetro.
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Anexo 7.1. Tabla de coeficiente de regresion, estimacion efectos y Pareto del L*
de las capsulas

Effect Estimates; Var..L*, R-sqr=.98361; Adj:.97869 (3"(3-
3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs: M5 Residual=3.645671

Factor

DV L*

1) fractional factorial design, 1 block |, 9 runs (§

Effect | Std.Em.

20 | p

Cnf.Limt

95% | +95.%

Cnf Limt

Coeff. | Std.Em.

Coeff.

05 %
Cnf Limt

+95.%

Cnf.Limt

Mean/Interc.

(et (L)

pH__ (@)

(2)CaCl2 (%))

CaCl2 (%)(Q)

(3)AIga (e)(L)

AlgNa (%)Q)

53.13111] 0.367457 144.5813 0.000000| 52.36461 53.89761
26.13833) 0.900083] 29.0399 0.000000] 24.26079 28.01587

11.40250 0.775495
-3.34111] 0.900083
B.58167| 0.7794%5
1.79111 0.900083
1.50833 0.779495

14.6281 0.000000
-3.7120 0.001378
11.0093 | 0.000000
1.9899 0.060445
1.9350 0.067258

-5.21865

9.77650) 13.02850
-1.46357
6.95567) 10.20766

-0.08643  3.66665
0.11766 313433

53.13111] 0.367457
13.06917 0.450041
5.70125| 0.389747
-1.67056) 0.450041
4.29083| 0.389747
0.69556  0.450041

0.75417) 0.389747

52.36461
12.13040
458525
-2.60933

347783
-0.04321
-0.05883

53.89761
14.007%4
6.51425
D737
5.10383
1.83433
1.56717

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: L*
3 3evel faciors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=3 645671

75

ov:L*

70

CaCl2 (%)) |
(2)CaCl2 (%)L) £
(3)AgNa (%)(L)

=
qoaaﬁfu

AlgNa (%)(Q)

65

Predicted Values
= - en en
= & = on

(%)
(=]

30

2

2

30 3

90 9%

60 65

Regr. Coefficients; Var_:L*, R-sqr=_98361; Adj: 97869 (3*(3-1) fr

3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; M3 Residual=3.645671

ov: L*

Regressn | Std_Ermr. t(20) p -95 % +95 %
Factor Coeff. CnfLimt |Cnf Limt
Mean/Interc. 276 226| 23 47142 11.7260| 0.000000| -324 186 -226.265
(1jpH (L) G4 458 382265 16.8622| 0000000, AG4B4| 72432
pH  (Q) -.068) 0.34644| 14,6281 0.000000 -5.790 -4 345
(2)CaCl2 (%)(L) 53401 547499 106669  0.000000 46980 &9.822
CaCl2 (%)(Q) -3.682 0.77949| -11.0093 0.000000, -10.208 -5.956
(3)Algha (%a)(L) 53263 26.02642 20465 0054079 -1.027 107553
Alghla (%)(Q) -16.759 866105 -1.9350 0067258 -34.826 1.307
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Anexo 7.2. Tabla de coeficiente de regresion, estimacion efectos y Pareto del a*
de las capsulas

Effect Estimates; Var.:a*; R-sgqr=_98091; Adj:.97518 (3**(3-1) fractional factorial design, 1 block , 9 runs (
3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=10.26911
DV- a*
Effect | Std.Em. t{20) p -95.% +95.% | Coeff. | StdEr | -95% +095 %
Factor CnfLimt |CnfLimt Coeff. |Cnflimt |[CnfLimt
Mean/Interc. | 2582070 0.616715] 41.8682| 0.000000 245343 271072 258207 0.616715| 245343 27.1072
MpH (L) -45 8650] 1.510637 | -30. 3614 0.000000| -49.0161| 42 7139| -22 9325 0.755319| -24 5081| -21 3569
pH (@) -9.1553| 1308250 -6.9981 0000001 -11.8842| -64263| -4A5776 0654125 -589421| -32132
(2)CaClI2 (%)L} 19167 1.510637  1.2688 0.2190858 -1.2345 50678 0.9583 0.75531% -06172 25339
CaCl2 (%)(Q) -7.9078| 1.308250| -6.0445 0.000007 -10.6367| -5.1788| -3.9539 0654125 -5.3184| -25894
(3)Algha (%)L) | -6.4067 1510637 -4.2410|0.000400| -9.5578 -3.2555| -3.2033 0.755319, -4.7789 -1.6273
AlgNa (%)(Q) 09372 1308250 07164 0482031 -17917 36662 04686 0654125 -08959 18331
70
(1)pHIL) -30.3614
60
0 Qo
DH(O) 50
[+ o
o A0
CaCl2 (%}(Q} E
2
E 30
(3)AIgNa (%)(L ) u @
L
E (o]
(2)CaCl2 (%)(L) ¢
10 P
[+
AlgNa (%)(Q) 0
10 ; ; ; ;
10 0 10 20 30 40 50 60

Regr. Coefficients; \Var.:a

* R-sqr=.98091; Adj.97518 (37(3-1) fr

3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs: MS Residual=10_26911

D a*

Regressn | Std.Err. t(20) p -95 % +95.%
Factor Coeff. Cnf.Limt | Cnf Limt
Mean/Interc. 3068.3459) 39.39282 7.82746 0.000000 2261739 3805178
(1)pH L) -60.0475| 641568 -9.35948| 0.000000| -7¥3.4303 -46.6646
pH (Q) 40690 058144 699811 0.000001,  2.8561| 5.2819
(2)CaCl2 (%)L} | -54.3961| 9.18885 -5.91980) 0.000009| -73.6637 -35.2285
CaCl2 (%)(Q) 79078 1.30825 6.04455| 0000007 61788 10.6367
(3)Algha (%)) | 205630 43.68096 047075 0642910 -70.5539 111.6799
Alghla (%6)(Q) 104136 1453611 -0.71639 0.482031 -40.7354 19.8082
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Anexo 7.3. Tabla de coeficiente de regresion, estimacion efectos y Pareto del b*
de las capsulas

Effect Estimates; Var.:b*, R-sqr=.99362; Ad]:.99171 (3**(3-1) fractional factorial design, 1 block , 9 runs (§
3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=5.277316

DV: b*

Effect | Std.Em. t(20) p -95.% +95.% | Coeff. |StdEr. | -95.% +95.%
Factor CnfLimt | CnfLimt Coeff.  |CnfLimt |CnfLimt
Mean/Interc. 379863 0442104 859216 0.000000 37.0641| 389085 37.9863 0442104 37.0641| 359085
(1)pH (L) -59 2233 1.082930| -54 6381| 0.000000| -61.4823 -A6.9644( -29.6117| 0.541465| -30.7411| -25.4522
pH @) -9.0878| 0.937845  -9.6901) 0.000000 -11.0441 -7.1315] -4.5439 0468922 -5A2200 -3.46657

(2)CaCl2 (%)
CaCI2 (%)(Q
(3)AlgNa (%)
AlgNa (%)(Q

=

L) 0.7989)1.082930) 0.7377 0469258 -14601 30578 03994 0.541465 -0.7300) 1.5289
-2.3428 0.937845| -2.4980 0.021322) 42991 -0.3865] -1.1714| 0468922 -2.1495 -0.1932
L) 0.8144 1.082930 0.7521 0460766 -14445 30734 04072 0541465 -0.7223  1.5367
-4.4494|0.937545| 47443/ 0000124 -6.4068 -24931| -2.2247 04685922 -3.2029) -1.2466

fr

-

—

80

54.6681 7 @
60
50

Alghia (%)(Q) |

40

Predicted Values

CaCi2 (%)(Q) w,/ w
30
(3)AlgNa (%)(L) | -
(2)CaCi2 (%)(L) 10 A
0
0 10 2 30 10 50 80 10 80

Regr. Coefficients; Var.:b*, R-sqr=_99362; Ad]:.99171 (3™(3-1) fn

3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; M5 Residual=5.277316

DV: b*

Regressn | Std.Err. t[20) p -95 % +95 %
Factor Coeff. Cnf Limt | Cnf Limt
Mean/Interc. 394 657 28.23951) 13.9753| 0.000000) 335.750) 453.5634
(MpH (L) 64 170 4.59921| -13.9525 0000000, -73.764| -54 5765
pH  (Q) 4039 041682 963901 0.000000 31700 4.9085
[2)CaCl2 (%)(L) -16.000) 658720 -2.4290 0024694 -29741| -2.2593
CaCl2 (%)) 2343 093784 2.4980| 0.021322 0386 4291
(3)AlgMa (%)L} | -146.957 31.31355, -4.6931 0.000140| -212 276| -81.6385
Alghla (%)(Q) 49.438| 1042050 47443 0.000124| 27701 711750
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Anexo 8. Resultados de propiedades de flujo y solubilidad de las capsulas con 2

réplicas
n° Réplica Tratamientos pH C%Cb AlgNa 2321?1‘2 (?::12'2;(; Solubilidad
(%) (%) (g/lcm”3) (g/cm”3) (%)
1 1 Tl 4(-1) 25(1) 1.2 (-1) 0.742 0.789 9.38
2 1 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8 (1) 0.580 0.733 32.55
3 1 T3 4(-1) 45(Q) 1.5 (0) 0.527 0.628 19.72
4 1 T4 5.5(0) 2.5(-1) 1.8 (1) 0.464 0.510 13.24
5 1 T5 550) 3.5(0) 1.5 (0) 0.323 0.345 32.30
6 1 T6 550) 4.5(1) 1.2 (-1) 0.346 0.401 26.79
7 1 T7 7(1) 25(1) 1.5 (0) 0.254 0.299 37.42
8 1 T8 7(1) 35(0) 1.2 (-1) 0.280 0.296 30.36
9 1 T9 7(1) 45(Q) 1.8(1) 0.385 0.417 28.03
10 2 T1 4(-1) 25(-1) 1.2(1) 0.741 0.788 11.20
11 2 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8(1) 0.556 0.721 29.67
12 2 T3 4(-1) 45(Q) 1.5 (0) 0.524 0.626 16.95
13 2 T4 550) 25(-1) 1.8(1) 0.474 0.522 13.63
14 2 T5 550) 3.5(0) 1.5 (0) 0.322 0.344 33.12
15 2 T6 550) 4.5(1) 1.2 (-1) 0.346 0.401 23.65
16 2 T7 71 25(1) 1.5 (0) 0.253 0.302 36.76
17 2 T8 7(1) 35(0) 1.2 (-1) 0.281 0.297 31.39
18 2 T9 71 45(Q) 1.8 (1) 0.345 0.370 28.98
19 3 T1 4(-1) 25(-1) 1.2(1) 0.730 0.775 11.67
20 3 T2 4(-1) 3.5(0) 1.8(1) 0.554 0.718 32.52
21 3 T3 4(-1) 45(Q) 1.5 (0) 0.530 0.624 19.38
22 3 T4 5,50) 25(-1) 1.8 (1) 0.442 0.484 11.54
23 3 T5 5.5(0) 3.5(0) 1.5 (0) 0.321 0.344 33.17
24 3 T6 550) 4.5(1) 1.2 (-1) 0.334 0.385 26.29
25 3 T7 7(1) 25(1) 15(0) 0.245 0.295 37.62
26 3 T8 7(1) 35(0) 1.2 (-1) 0.274 0.290 30.38
27 3 T9 71 45(Q) 1.8 (1) 0.347 0.372 26.06
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Anexo 8.1. Tabla de coeficiente de regresion, estimacion de efectos y Pareto de
densidad aparente de las capsulas

Effect Estimates; Var :Densidad aparente (g/cm®); R-sqr=93882; Adj: 92046 (3**(3-1) fractional factorial design,
3 JHevel factors, 1 Blocks, 27 Runs; M3 Residual=.0015638
DV: Densidad aparente (g/cm’)

Effect | Std.Er. | t(20) p -95.% +95.% Coefft. |StdEmr. | -95.% +95.%
Factor Cnflimt | CnfLimt Coeff. | CnfLimt | CnfLimt
Mean/Interc. 0.426582| 0.008309, 51.3427 0.000000 0409250 0443913 0426582 0.008309| 0.409250| 0.443913
(1peH (L) -0.313421) 0.020352 | -15.4003 0.000000| -0.355673 -0.270968) -0.156710| 0.010176] -0.177937| -0.135454
pH  (Q) -0.078056) 0.017625 -4.4287 0.000258  -0.114821) -0.041291) -0.039023| 0.008813 -0.057411] -0.020646
(2)CaCl2 (%)(L) | -0.073338 0.020352| -3.6036) 0.001774| -0.115791| -0.030885| -0.036669| 0.010176 -0.057895 -0.015443
CaCl2 (%)(Q) | -0.058030 0.017625 -3.2925) 0.003639| -0.094795| -0.021265) -0.029015| 0.008813 -0.047398 -0.010633
(3)Algha (%e)(L) | 0.007998 0.020352) 0.3930 0.698477 -0.034455 0.050451] 0.003999 0.010176 -0.017227 0.025225
AlgNa (%)(Q) | -0.090086 0.017625 -5.1113 0.000053 -0.126851 -0.053321| -0.045043| 0.008513) -0.063426] -0.026661

08

-15:4003
07

06

7/

)
.345'9249

05

Predicted Values

04

03

02
0.1

Regr. Coefficients; Var.:Densidad aparente (g/cm’); R-sqr=_938§

3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=_0018638

DV: Densidad aparente (g/cm®)

Regressn | Std.Err. t(20) p -95 % +95 %
Factor Coeff. CnflLimt |CnfLimt
Mean/Interc. 4.97120| 0530708, 9.36711, 0.000000| 3.864165| 6.07524
(MpH (L) -0.48608| 0.086433| -5.62378 0.000017| -0.66638| -0.30579
pH  (Q) 0.03469| 0.007833| 442572 0000258 0.01835 0.05103
[2)CaCl2 (%)L} | -0.44288) 0123794 -3.67756 0.001884| -0.70111| -0.158465
CaCl2 (%)(Q) 0.05803| 0.017625| 329249 0003639, 0.02127| 0.09480
(3)Algha (%)(L) | -2.98955| 0.588479 -5.08013 0.000057| -4.21708| -1.76200
Alghla (%)(Q) 1.00096 0195833 511123 0.000053 0.59246 1.40946
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Anexo 8.2. Tabla de coeficiente de regresion, estimacion efectos y Pareto de
densidad compacta de las cipsulas

Effect Estimates: Var.-Densidad compacta (g/cm®); R-sqr=_98989: Adj:.98685 (3**(3-1) fractional factorial design
3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=.0004187

DV: Densidad compacta (g/cm?)

Effect | Std.Em. t(20) p -95 % +95 % Coeff. Std_Err. -95 % +95 %
Factor CnfLimt | CnfLimt Coeff. | CnfLimt | CnfLimt
Mean/Interc. 0.484273 0.003938 122.9712| 0.000000| 0476058 0.492488( 0484273 0003935 0476058 0492485
(MpH (L) -0.384686  0.009646 -39.8790/0.000000| -0.404808  -0.364564( -0.192343 0.004823| -0.202404| -0.182282
pH (Q) -0.103671) 0.008354 -12.4098| 0.000000| -0.121097 -0.086245( -0.051836 0.004177| -0.060549| -0.043123
(2)CaCl2 (%)(L) | -0.060189 0.009646 -6.2396) 0.000004| -0.080311| -0.040067| -0.030095| 0.004523 -0.040156 -0.020034
CaCl2 (%)(Q) -0.045077 0.008354 -5.3959) 0.000028| -0.062503 -0.027651] -0.022538 0.004177| -0.031251| -0.013625
(3)Algha (%)(L) | 0.047120) 0.009646 48847 0.000090 0.026998| 0.067242) 0.023560 0.004823) 0.013499 0.033621
Alghla (%)(Q) -0.092124 | 0.008354 ) -11.0275| 0.000000| -0.109550 -0.074698] -0.046062 0.004177| -0.054775| -0.037349

09
(1)pH(L) -39.879

AlgNa (%)(Q) £

(2)CaCl2 (%)L)

CacCl2 (%)(Q)

B

08

07

=
=3

=3
o

Predicted Values

04

03

02

02

Regr. Coefficients; Var.-Densidad compacta (g/cm®); R-sqr=_984

3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=.0004187

DV- Densidad compacta (g/cm®)

Regressn | Std.Err. t(20) p -95 % +95.%
Factor Coeff. Cnflimt |CnfLimt
Mean/Interc. h.26557| 0.251547| 209327 0.000000, 474085 579029
()pH (L) -0.63507| 0.040968| -15.5015| 0.000000) -0.72052| -0.54961
pH  (Q) 0.04608| 0.003713| 12.4098 0.000000, 0.03833| 0.05382
(2)CaCl2 (%)(L) | -0.34563 0.058676, -5.8905 0000009 -0.46803 -0.22324
CaCl2 (%)(Q) 0.04503| 0.008354| 5.3959 0.000025 0.02765| 0.06250
(3)Algha (%)(L) | -2.99226 0278930 -10.7277| 0.000000| -3.57410 -2.41043
Alghla (%)(Q) 1.02360 0.092822| 11.0275) 0.000000 0.52993 121722
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Anexo 8.3. Tabla de coeficiente de regresion, estimacién de efectos y Pareto de
la solubilidad de las capsulas

Effect Estimates; Var.:Solubilidad (%), R-sqr=_72245; Adj:.63913 (3**(3-1) fractional factorial design, 1 bla
3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=28.95817
DV: Solubilidad (%)

Effect | Std.Er. | t(20) P -95% | +95.% | Coef. |StdEm | -95% | +95%
Factor Cnf Limt |Cnf.Limt Coeff.  |CnfLimt |CnfLimt

Mean/Interc. 2532486 1.035628| 24.45363| 0.000000| 23.16458| 27.48514| 25.32456 1.035628 23.16455 27.43514
(1)pH (L} 11.55301) 2.536759 4.55424 0.000193] 6.26142 16.84460 5.77650) 1.268380 3.13071 8.42230
pH (@) -2.36480  2.196898 -1.07643 0.294549 -6.94745 2.21784) -1.18240 1.098449 -3.47373 1.10892
(2)CaCl2 (%)(L) | 3.70950 2536759 1.46230 01589196 -1.58209 9.00109| 1.85475 1.268380 -0.79104 4.50054
CaCl2 (%)(Q) 9.58862| 2.196898| 4.36462| 0.000300) 5.00598) 14.17127| 4.79431 1.093449 2.50299 7.03564
(3)AlgNa (%)(L) | 1.67721 2536759 0.66116 0.516053 -3.61438 6.96880( 0.83860 1.268380 -1.80719 3.48440
AlgNa (%)(Q) 6.41803) 2.196898) 2.92141) 0.008441) 1.63538) 11.00088] 3.20901 1.098449 0.91769 5.50034

0
(1)pH(L) 45542
% LI
CaCR (%)Q) %
/ o
)
oono
Algha (%)Q) / :
7 7 i : %5 2.9
A | 3
(2)CaCR o)) / %?5’@2299 § ° o
i il
7 4 20
pHQ) / 7%31643 § e
| oo
15
(3)AlgNa (%)(L)
= 10 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘
p=05 5 1 15 0 2 Q) % 10

Reqgr. Coefficients; Var.:Solubilidad (%); R-sqr=.72245; Adj: 639
3 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=25.95817
DV: Solubilidad (%)

Regressn | Std.Ermr. t(20) p -95 % +95 %
Factor Coeff. Cnf Limt |Cnf Limt
Mean/interc. -243 564 6615096 -3.68194 | 0.001478 -381.652 -105.575
(1)pH (L) -F.710 1077363 -0.71566 0482473 -30.184 14763
pH Q) 1.051| 0.97640 1.07643 0294549 -0_.986 3.088
(2)CaCl2 (%)(L) 60.975) 1543050 447005 0.000235  36.7438| 101.163
CaCl2 [%)(Q) -9.589 219690 -4 36462 0000300 -14171 -5.006
(3)AlgNa (%)L) | 216.730) 73.35188| 295466 0.007835 63.720) 369.739
AlgMa (%)(Q) -71.311) 24 40993 | -2 92141 0.008441 -122 230 -20.393
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Anexo 9. Datos de medidas de diametro de las capsulas

n° muestra T1 T2 T3 T4 5 T6 T7 T8 T9

1 177 18 155 216 236 250 275 203 285 50 163 175 181 277 247 252 286 227 175
2 181 179 175 232 233 242 244 236 216 5 1818 148 214 281 32 25 241 261

52 181 179 185 24 201 235 243 233 227
3 18 176 183 264 246 291 227 236 2.18

53 168 176 175 22 257 264 21 248 249
4 176 164 198 244 24 286 246 229 298 5 L6 164 176 24 198 187 212 25 268
5 163 176 174 242 272 3 263 194 255 55 L9 176 168 228 21 23 247 257 243
6 172 177 179 245 261 225 298 312 255 56 L84 177 174 25 286 208 263 253 255
8 162 186 157 294 27 257 267 269 269 58 191 186 178 221 273 289 193 281 297
9 165 185 195 212 218 299 254 283 231 59 188 185 161 164 289 295 204 173 242
10 177 174 186 214 177 222 242 273 228 60 189 174 178 193 251 264 219 256 245
11 159 18 207 244 294 284 299 218 246 61 198 18 163 222 194 266 288 239 285
12 16 197 206 238 223 274 225 248 257 62 Lrs 197 19 238 237 23 258 204 256
13 139 19 155 242 273 251 266 205 2 63 L 18 L7228 202 252 27 26 236
14 171 185 158 256 212 317 273 257 235 64 185 18 17 245 202 298 264 228 216
15 163 167 213 227 235 251 244 251 288 6 L7a 16T 184 26 246 200 247 249 292

66 175 178 193 245 225 31 258 212 215
16 184 178 172 219 218 214 285 239 261

67 189 179 187 261 254 159 252 239 266
17 185 179 188 265 2 273 23 231 214

68 19 163 16 214 217 323 237 2 244
18 138 163 151 241 232 2 248 282 189 69 178 188 18 25 256 248 24 258 258
19 169 188 146 3 242 263 235 243 178 70 168 175 182 253 228 256 28 182 254
20 L7i 175 191 21 239 273 192 253 233 7 167 168 152 208 212 269 236 272 276
21 17 1.68 152 247 221 277 279 223 211 72 145 182 193 193 191 272 28 217 22
22 169 182 194 284 234 256 309 234 266 73 179 188 201 2 224 24 304 203 229
23 168 188 183 182 202 191 28 253 23 74 181 188 181 224 227 3 186 198 25
24 183 188 195 236 236 177 258 215 274 75 166 181 168 158 191 16 031 159 23
25 194 181 189 251 246 254 268 276 236 76 194 177 168 2 208 276 218 163 286
26 193 177 204 18 205 156 214 294 258 m 185 193 166 228 288 245 26 258 266
27 173 193 176 234 203 277 283 213 242 8 182 167 18 227 226 216 247 205 28
28 174 197 238 228 201 212 238 198 254 & 183 18 181 254 23 249 25 188 27
29 183 186 192 213 221 207 291 214 209 & L1z 175214186 261 249 2% 2 197

81 178 183 184 231 255 243 237 25 218
30 176 175 195 167 25 286 212 289 252

82 193 155 178 244 294 257 238 262 243
31 175 183 173 211 199 292 225 285 24 03 177 188 198 240 235 28 17 250 291
32 174 15 119 245 213 2 211 254 239 84 178 191 224 245 229 305 237 23 215
33 173 188 173 265 19 284 217 204 171 85 187 195 172 192 215 268 287 237 215
34 1.72 1.91 179 173 224 281 287 185 303 86 1.88 175 168 229 239 233 295 255 225
35 173 195 188 232 255 274 219 288 253 87 1.84 161 197 218 191 24 243 251 295
36 153 175 178 336 241 207 276 208 244 88 185 169 173 226 22 29 247 23 245
37 166 161 206 183 221 253 274 232 238 89 168 166 189 248 167 18 298 221 272
38 167 169 195 258 253 246 258 255 237 90 191 165 187 223 169 282 173 252 196
39 1.86 1.66 1.86 27 244 245 28 24 255 91 1.92 181 143 203 276 274 278 245 278
40 185 165 195 232 21 232 262 234 208 92 189 197 17 207 215 29 218 285 237
4 164 18 201 205 234 193 228 28 19 % L2181 231 222 284 317 215 258
2 163 197 179 256 221 206 189 235 284 94 16 181 197 269 269 239 221 285 215

95 173 171 182 206 139 238 255 214 243
43 187 18 155 267 154 197 234 256 215

9% 174 206 18 199 182 218 216 264 289
44 181 181 209 243 248 198 236 238 207 o L5 108 178 21 291 235 245 274 235
45 166 1711 163 15 147 200 21 254 26 98 186 192 176 226 195 211 168 189 209
46 164 206 168 225 208 18 236 241 254 % 186 186 199 253 226 207 237 211 242
48 169 192 189 251 211 212 232 215 255  promedio 176 180 180 230 227 249 244 238 244
49 161 186 16 258 177 221 244 257 285 SD 012 011 018 030 032 039 039 031 030
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