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RESUMEN

La curcumina, compuesto bioactivo fendlico, obtenida del rizoma de la curcuma
(Curcuma longa), es un colorante natural que ha demostrado varios beneficios terapéuticos y
funcionales. Su uso en la industria alimenticia y farmacoldgica se ve limitado por su
inestabilidad frente a diversos factores ambientales y fisiolégicos. Para mejorar su estabilidad
y bioactividad, se han aplicado diferentes técnicas de microencapsulacion con varios materiales
de pared, siendo los agentes encapsulantes grasos los que mejor efecto han presentado, pero
con limitantes tecnoldgicas y de disponibilidad. La presente investigacion tuvo como objetivo
evaluar dos matrices grasas poco exploradas, la cera de abeja (CA) y la manteca cacao (MC),
como agentes encapsulantes en microencapsulacién por emulsion — evaporacion de solvente.
Para la elaboracién de capsulas se utilizo acetato de etilo como solvente organico y Tween 80
como surfactante. En pruebas preliminares se definieron dos niveles de la relacion fase acuosa:
fase organica (FAc:FO) (3:1, 7:1). Se aplico un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 22, combinando los agentes encapsulantes con la relacion FAc:FO, se realizaron 3
repeticiones y se generaron 12 unidades experimentales. Como variables de salida se considero,
eficiencia de encapsulacién (%EE) y liberacion abrupta. Se caracterizaron las microparticulas
y se evallo la morfologia, diametro y distribucion de tamafio. El tratamiento con mayor
efectividad correspondié a MC 3:1, con un %EE de 91,88% y una liberacion abrupta de 4,05%.
Las particulas fueron las que mayor uniformidad tuvieron, con un didmetro de 4,2 pum, sin
embargo, los dos materiales propuestos tienen potencial para microencapsular la curcumina con
resultados prometedores, y por su facil obtencion y bajo costo pueden ser alternativas atractivas
para sistemas de microencapsulacion.

Palabras clave: curcumina, microencapsulacion, manteca de cacao, cera de abeja,

relacion fase acuosa/fase organica.
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ABSTRACT

Curcumin a phenolic bioactive compound, obtained from the rhizome of turmeric
(Curcuma longa) is a natural colorant that has shown several therapeutic and functional
benefits. Its use in the food and pharmacological industry is limited by its instability against
various environmental factors and physiological conditions. To improve its stability and
bioactivity, different microencapsulation techniques have been applied with various wall
materials, where fatty encapsulating agents have shown the best results, but most of them
present technological and availability limitations The present research aimed to evaluate two
fat matrices not too experimented such as beeswax and cocoa butter as encapsulating agents in
microencapsulation by emulsion - solvent evaporation. Ethyl acetate was used as an organic
solvent and Tween 80 as a surfactant. In preliminary tests, were determined two levels for the
aqueous phase: organic phase ratio (FAc: FO) (3:1, 7:1). It was applied a complete randomized
design with a factorial arrangement 22, combining the encapsulating agents with the FAc:FO
ratio. It was made three repetitions generating 12 experimental units. As output variables,
encapsulation efficiency (%EE) and burst release were evaluated. The microparticles were
characterized evaluating: morphology, diameter and size distribution. The most effective
treatment corresponded to MC 3:1, having a %EE of 91,88% and a burst release of 4,05%.
These particles were the ones with the greatest uniformity, with a diameter of 4.2 um, however,
the two proposed materials have the potential to microencapsulate curcumin with promising
results, since they are easy to acquire and have low cost, resulting in attractive alternatives for
microencapsulation systems.

Key words: turmeric, curcumin, microencapsulation, cocoa butter, beeswax, aqueous

phase / organic phase ratio
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INTRODUCCION

La cdrcuma, también conocida como turmérica o azafran de las Indias, es una especie
obtenida de los rizomas de Curcuma longa, con forma similar al jengibre, siendo parte de la
familia Zingiberaceae. Ha sido cultivada por siglos en paises asiaticos, y actualmente es
encontrada en todas las regiones tropicales del mundo (Badui Dergal, 2006). Esta especia es
consumida como medicina tradicional y considerada como remedio casero para varias
enfermedades como la artritis, diarrea, fiebre, problemas hepaticos, entre otras (Asaithambi et
al., 2020; Gonzélez-Albadalejo et al., 2015).

La curcuma posee propiedades pigmentantes, con un color amarillo anaranjado vibrante,
ademas imparte un olor intenso y astringente. Su sabor es amargo y picante, con notas de
almizcle, naranja y jengibre (Badui Dergal, 2006). Es utilizada como condimento, preservante,
colorante para alimentos y agente terapéutico (Degot et al., 2021).

Los curcuminoides, compuestos bioactivos fenolicos, constituyen entre 2,5y 6% de la
composicion de la cdrcuma, y son los responsables del color amarillo brillante y de sus
propiedades terapéuticas. Entre estos se encuentran: Curcumina | o curcumina; Curcumina Il o
demetoxicurcuminay la Curcumina I11, bisdesemetoxicurcumina; se diferencian por el nimero
de grupos metoxi en su estructura molecular, como se detalla en la Figura 1 (Cano-Higuita et
al., 2015; Degot et al., 2021). Todos los tipos de curcuminoides forman un complejo conocido
como azafran indio o amarillo natural 3 (Wong et al., 2018). Al menos el 70% de estos
compuestos corresponde a la Curcumina I, que posee la mayor variedad de las propiedades
medicinales y farmacoldgicas (Asaithambi et al., 2020; Cano-Higuita et al., 2015; Gonzélez-

Albadalejo et al., 2015; Kharat et al., 2017).
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Bisdesemetoxicurcumina (Curcumina I11)

\ / \ OCHj3

OH OH
Demetoxicurcumina (Curcumina I1)

H4CO. N P N OCH,
Z
OH OH
Curcumina (Curcumina I)
Figura 1. Estructura de la curcumina Il 11 y |

Fuente: (Degot et al., 2021)
La composicion aproximada de la circuma es variable y depende de la region de origen
(Tabla 1) (Gonzélez-Albadalejo et al., 2015; Macédo et al., 2021).

Tabla 1. Composicion proximal de la crcuma

Composicion Porcentaje (%)

Curcuminoides 2,50 - 6,00
Curcumina | 1,68 -4,20

Fibra 3,50 - 22,00
Minerales 3,20 -3,50
Proteinas 5,80 — 10,00
Grasas 3,50 - 4,70

Agua 12,00 — 13,00

Hidratos de carbono 52,00 - 67,00

Fuente: (Gonzalez-Albadalejo et al., 2015; Kharat et al., 2017)

La curcumina I es utilizada como pigmento natural seguro y como condimento culinario
(Degot et al., 2021). Ha sido empleada en varias aplicaciones farmacéuticas por sus propiedades
antiinflamatorias, anticancerigenas, antimicrobianas, antidiabéticas, antioxidantes, antiveneno,
hipocolesterolémicas, antitumorales; existen indicios de que incluso puede actuar contra el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Rathore et al., 2020). Otros autores relacionan su
consumo con la reduccion de la incidencia de Alzheimer (Macédo et al., 2021) y con
propiedades neuroprotectoras (Gonzalez-Albadalejo et al., 2015; Monge Neto et al., 2017).

Algunos ensayos clinicos han determinado que una dosis de 10 g/dia no presenta toxicidad
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(Ariyarathna & Karunaratne, 2016; de Carvalho et al., 2020; de Paiva et al., 2019). Por otro
lado, estudios de sensibilidad en ratas hembras reportaron que la dosis letal 50 oral de la
curcumina fue mayor a 5000 mg/kg/dia (Krishnaraju et al., 2009).

El principal problema de la curcumina es su baja solubilidad en agua, inestabilidad
quimica frente a agentes ambientales y fisiologicos, que limitan su extraccién, almacenamiento
y formulacion, por lo que su uso en la industria alimentaria y farmacéutica es reducido
(Ariyarathna & Karunaratne, 2016; Cano-Higuita et al., 2015; Degot et al., 2021).

Por su disposicién molecular, es hidrofoba y tiene muy baja solubilidad en medios
acuosos y una dispersabilidad insuficiente, lo que conduce a una ineficiente disponibilidad y
dificultad de manejo en matrices alimentarias (Kharat et al., 2017; Nahum & Domb, 2021). La
curcumina es practicamente insoluble en soluciones acidas, inestable en soluciones de pH
basico y se degrada facilmente produciendo &cido ferdlico, feruloilmetano y productos de
condensacion marron, que limitan su uso (Cano-Higuita et al., 2015; Palash et al., 2015).

La curcumina, ademas, tiene baja estabilidad a la luz natural y a la radiacion UV. Su
naturaleza fotosensible dificulta la aplicacion general y en determinados productos
(Ariyarathna & Karunaratne, 2016; Degot et al., 2021; Hu et al., 2019). Esta molécula es estable
a temperaturas bajas y moderadas, menores a 100°C, que facilita su manipulacién a temperatura
ambiente y suele descomponerse a altas temperaturas (Ariyarathna & Karunaratne, 2016; Degot
et al., 2021; Gonzéalez-Albadalejo et al., 2015).

La biodisponibilidad de la curcumina es limitada por la inestabilidad quimica bajo
condiciones fisiol6gicas normales, impidiendo que los compuestos bioactivos lleguen a ser
absorbidos y por lo tanto, no tienen el efecto funcional esperado (Ariyarathna & Karunaratne,
2016; Kharat et al., 2017). La curcumina no se absorbe facilmente en el sistema digestivo
humano en condiciones neutras, acidas o alcalinas (Hu et al., 2019). La biodisponibilidad en el

cuerpo humano se ve reducida por la rapida eliminacion sistémica, poca absorcion y
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metabolismo acelerado (Ariyarathna & Karunaratne, 2016). La absorcion por las células
epiteliales es ineficiente, debiendo ser ingerida con lipidos digeribles que formen micelas
mixtas en el intestino delgado (Kharat et al., 2017).

Por otro lado, la microencapsulacion es una técnica que permite encerrar varios
ingredientes activos, como la curcumina, en pequefias capsulas que ayudan a mantener las
caracteristicas funcionales y sensoriales del material encapsulado (Sharipova et al., 2016). Con
este método se asegura extender la vida atil del producto, proteger contra la evaporacion y
controlar la reaccion o la migracion en los sistemas alimentarios (Mansour et al., 2020). La
tecnologia de microencapsulacion forma una pared alrededor del material del nucleo que lo
protege contra la luz, la humedad, el pH y el calor (Deladino et al., 2008). La preparacion de
microcépsulas de caracteristicas deseadas depende de varios factores, como el tamafio y la
naturaleza del nucleo, las propiedades del material de la pared, las técnicas y los parametros de
encapsulacion, rendimiento y eficiencia (Sharipova et al., 2016). En el campo del
procesamiento de alimentos, se han utilizado distintas técnicas de microencapsulacion para
proteger distintos ingredientes alimentarios como saborizantes, aceites esenciales, lipidos,
oleorresinas y colorantes contra el deterioro, pérdidas volatiles o la interaccién con otros
compuestos de la matriz o del ambiente (Cano-Higuita et al., 2015). La microencapsulacion
ademas de la proteccion durante la produccién y el almacenamiento de alimentos, permite la
fabricacion de ingredientes alimentarios en polvo con nuevas propiedades (Cano-Higuita et al.,
2015).

Sistemas de microencapsulacion se han estudiado para mejorar la dispersabilidad en
agua, la estabilidad quimica y la biodisponibilidad de la curcumina (Ariyarathna &
Karunaratne, 2016). Uno de los enfoques méas prometedores ha sido encapsular la curcumina
en sistemas de administracion como conjugados, complejos moleculares, micelas, liposomas,

suspensiones, hidrogeles y emulsiones (Nahum & Domb, 2021). Algunos materiales utilizados
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para la microencapsulacion de curcumina incluyen sustancias biodegradables y biocompatibles
como el &cido poli-lactico-co-glicélico, distintas proteinas y grasas, y diferentes compuestos
como el éxido de zinc, didxido de titanio y oro. Es de suma importancia que todas las matrices
sean reconocidas como seguras y que no generen toxicidad ni reacciones secundarias
(Ariyarathna & Karunaratne, 2016).

La microencapsulacion de curcumina resuelve los problemas ya mencionados, ademas
de retener sus propiedades funcionales, y mejorar su biodisponibilidad y absorcion (Monge
Neto et al., 2017). Esta técnica incrementa la estabilidad del compuesto, corrigiendo la
solubilidad de la circuma en medios acuosos, lo que facilita su uso como pigmento natural y
como alimento funcional (Asaithambi et al., 2020). Se han utilizado varios materiales como
agente encapsulante para la microencapsulacion de curcumina, como almidones, proteinas,
lipidos, entre otros (Ariyarathna & Karunaratne, 2016; Lucas et al., 2020; Sousdaleff et al.,
2013; Y. F. Wang et al., 2012; Zuanon et al., 2013), siendo las matrices grasas las que han
presentado mayor biodisponibilidad y resistencia a condiciones fisiologicas (Dulbecco &
Savarino, 2013; Hajj Ali et al., 2016; Nahum & Domb, 2021). Se ha determinado que sistemas
de microencapsulacién elaborados a partir de lipidos sélidos biodegradables, pueden prepararse
mediante varios métodos y resultan efectivos (Yadav et al., 2009).

La utilizacion de fosfolipidos y colesterol como material de pared para liposomas han
generado microcapsulas de baja estabilidad (Dulbecco & Savarino, 2013; Nahum & Domb,
2021). Otro agente encapsulante con buenos resultados es la cera carnauba como pared, pero
su manejo implica altas temperaturas de procesamiento y su alto contenido de acidos grasos
saturados puede tener efectos adversos en la salud (Haghighat-Kharazi et al., 2018). La
manteca de karité también ha sido empleada, pero al obtenerse principalmente de forma

silvestre en Africa, es limitada su adquisicion (Hajj Ali et al., 2016, 2018) .
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En esta investigacion se buscaron agentes encapsulantes lipidicos de facil obtencion en
el territorio ecuatoriano, bajo costo y manejo simple, que permitieron formar doble emulsién
(Park et al., 2019), como la cera de abeja y la manteca de cacao, materias primas locales que
han sido poco exploradas. Ensayos de microencapsulacion han demostrado que la manteca de
cacao presentd buenas cualidades como agente encapsulador, teniendo un alto porcentaje de
eficiencia de encapsulacion (%EE) (Alvarez, 2020; Ponce, 2020; Teran, 2019), al igual que la
cera de abeja (Baixinho, 2018).

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el potencial de la manteca de cacao y
de la cera de abeja como agentes encapsulantes en sistemas de microencapsulacién de una
oleorresina rica en curcumina. Se determiné la formulacion de microencapsulacion con mejor
eficiencia de microencapsulacion y menor porcentaje de liberacion abrupta. También se evalu6
la morfologia, diametro y mayor uniformidad en la distribucion del tamafio para establecer el

tratamiento mas prometedor.
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METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Materiales y reactivos

e Oleorresina de curcuma: Ecom Food Industries Corporation (Ontario - Canadd)
Turmeric Oleoresin (Anexo Ay B)

e Manteca de cacao (agente encapsulante): 100% manteca natural de cacao

e Cera de abeja premium (agente encapsulante): Apicola del Ecuador (Amaguafa —
Ecuador)

e Tween 80 al 0,5%: Polisorbato 80 (Saint Louis — United States of America)

e Acetato de etilo (EtAc): Ethyl Acetate Optima™ for HPLC and GC, Fisher
Chemical

e Etanol potable al 96%

Disefio experimental

Se aplicé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 22 que corresponde a la
combinacion de dos factores (agente encapsulante y relacion fase acuosa/fase organica) con dos
niveles cada uno. Se obtuvo 4 tratamientos (Tabla 2), y 12 unidades experimentales, ya que se
realizaron tres repeticiones.

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos del ensayo

Relacion fase

Tratamientos | Agente encapsulante .
acuosa/fase organica

CA 31 Cera de abeja 3:1
CAT1 Cera de abeja 7:1
MC 3:1 Manteca de cacao 3:1

MC 7:1 Manteca de cacao 7:1
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Variables de entrada.

Se evaluaron dos tipos de matrices lipidicas de origen natural como agentes
encapsulantes, la cera de abeja y la manteca de cacao (Tabla 3). La eleccion del material de la
pared es un factor importante, ya que afecta la eficiencia de encapsulacion y la estabilidad de
las capsulas (Mansour et al., 2020).

Otra variable de entrada fue la relacion entre la fase acuosa y la fase organica (FAc:FO)
(Tabla 3). Para este ensayo se realizaron pruebas preliminares evaluando las proporciones 3:1
y 7:1 respectivamente, pues fueron las combinaciones que mayor diferencia de tamafo
presentaron. La fase organica de una emulsion esta compuesta por el agente encapsulante, en
este caso las distintas matrices lipidicas y el material a encapsular (curcumina). Usualmente,
esta fase es disuelta en un solvente organico. La fase acuosa, comUnmente contiene un
surfactante que permite dispersar la fase organica, formando asi las microparticulas. La
relacién que existe entre ambas fases, tanto la acuosa como la lipidica, incide en el tamafio,

estabilidad, eficiencia y rendimiento de las microcapsulas (Hajj Ali et al., 2016).

Tabla 3. Descripcion de las variables de entrada

Variable de entrada Especificaciones

Tipo de agente encapsulante 2 niveles: cera de abeja, manteca de cacao

(Baixinho, 2018; Terén, 2019)

Relacién fase acuosa / fase orgénica | 2 niveles: 3:1—7:1 (Valores determinados en

(FAC:FO) pruebas preliminares).
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Variables de respuesta.

Se establecieron dos variables de respuesta, detalladas en la Tabla 4.

Tabla 4. Descripcion de las variables de respuesta

Variable de respuesta Especificacion

Eficiencia de encapsulacion (%EE) Mayor eficiencia (Brunetti & Felice, 2016;

Yeo & Park, 2004).

Liberacion abrupta o “burst release” Menor liberacion (Yeo & Park, 2004)

Todas las variables mencionadas son afectadas directamente por los materiales de
encapsulacion y las condiciones de experimentacion. EI comportamiento de la matriz con los
solventes, el método utilizado, temperatura, pH y la distribucion del tamafio de particula alteran
la eficiencia de microencapsulacion (%EE) y la liberacidn abrupta. La relacion entre las fases
acuosa y organica puede prevenir pérdidas durante el proceso de microencapsulacién (Brunetti

& Felice, 2016).

Ponderacidn de las variables de respuesta.

Se califico las variables de respuesta en cada uno de los tratamientos. La variable de
mayor ponderacién fue la eficiencia de encapsulacion (%EE) (2) debido a que permite estimar
el rendimiento del proceso y su efectividad, se espera ademas el mayor porcentaje. Por otro
lado, la liberacion abrupta o “burst” (1) influye en la vida Gtil de la cépsula, ya que a medida
que aumenta el porcentaje de liberacion se reduce la duracién de la microparticula siendo lo
ideal la menor liberacion.

Por otro lado, es importante tomar en cuenta la caracterizacion de las microparticulas,
distribucion y tamarfio, ya que en un sistema de microencapsulacion, uno de los principales

objetivos es obtener particulas finas y uniformes (Guo et al., 2020).
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Método de elaboracion
Obtencion de microparticulas.

Las microparticulas se obtuvieron por el método de emulsién — evaporacion solvente.
La matriz lipidica, en este caso la manteca de cacao o la cera de abeja, se disolvieron en acetato
de etilo (5% p/v). Como surfactante y para dar estabilidad a la emulsion se utiliz6é una solucion
acuosa de Tween 80 al 0,5% (Haghighat-Kharazi et al., 2018). Por la naturaleza fotosensible
de la curcumina (Park et al., 2019), las soluciones fueron protegidas de la luz durante todo el
proceso. Las condiciones de experimentacion fueron determinadas en pruebas preliminares
desarrolladas en el laboratorio de Biomateriales de la Universidad San Francisco de Quito.

Para elaborar la fase orgénica, en un vaso de precipitacion se mezcl6 1 g de la matriz
lipidica — agente encapsulante, 5% p/v (manteca de cacao o cera de abeja) con 0,1 g de la
oleorresina de circuma, 10% p/v, en 20 mL de acetato de etilo. Considerando los distintos
puntos de fusion, se aplicé 40°C para MC y 65°C para CA (Anexo C). Con un agitador
magnético octagonal, se agit6 a 800 rpm en una plancha magnética hasta la completa disolucion
de la matriz lipidica y el vaso de precipitacion fue sellado con Parafilm.

Se coloco en un vaso de precipitacion de 250 mL la cantidad determinada de la fase
acuosa (Anexo D), se agitd con un homogeneizador de alta velocidad (High Speed
Homogenizer — Adjustable XFK Modelo FSH-2A 0719018) hasta alcanzar 1200 rpm y se
agrego la fase organica agitandose por 50 segundos. Finalmente se adicion6 50 mL de agua
destilada a 4°C y se homogeniz6 por 10 segundos.

El solvente fue evaporado después de agitacion por 24 horas a 800 rpm a temperatura
ambiente. Finalmente se liofilizaron las soluciones con microparticulas por 72 horas
(liofilizador BIOBASE, modelo BK-FD 10P). En la Figura 2 se presenta el proceso de

obtencion de microparticulas.
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Fase acuosa

of|
- 5‘
Fase Organlca 50 mL de agua Homogeneizador
destilada a 4°C | » .
20m1 o . l 1200 rpm x 1 min
Solvente orginico | —
(Acetato de ctilo) | u
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I de agente encapsulante 4 J

= Evaporacion del
Agitador magnético 1 solvente

Figura 2. Proceso de obtencién de microparticulas

Adaptado a partir de (Y. Wang et al., 2016)

Caracterizacion de microparticulas

Morfologia.

Todas las muestras liofilizadas fueron analizadas por microscopia electronica de barrido
(SEM), JSM -IT300 Scannig Electron Microscope (Tokyo — Japon). Las muestras se colocaron
en topes metalicos con cinta de carbono. Las imagenes se obtuvieron a5 kV y 50 Pa, a diferentes

aumentos: 200X, 500X, 1000X y 2000X.

Diametro y distribucion del tamafio de particula.

Segun Lucas et al. (2020), el factor que mas influye en el tamafio de particula es el tipo
de homogeneizador y la concentracion de surfactante. Se analiz6 el tamafio y la dispersion del
diametro de las microparticulas obtenidas con el microscopio LEICA DM 500, y se utilizo el
software incorporado con el equipo (LAS EZ). Se tomaron fotos con aumento 40X. Los datos

fueron procesados en el programa IMAGE J, tomando las mediciones de al menos, 100
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microparticulas como referencia por tratamiento, generando el promedio del didmetro y

diagrama de distribucion.

Porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE).

La eficiencia de encapsulacion corresponde a la concentracion del material incorporado
detectado sobre la concentracion inicial utilizada (Brunetti & Felice, 2016). La cuantificacion
del %EE se realiz6 midiendo la concentracién de curcumina por espectroscopia UV — VIS
(Hanon Instruments). Se utilizd una curva de calibracion con soluciones estandar de
concentraciones conocidas de curcumina en etanol potable. La absorcién méxima de la
curcumina es dependiente del solvente; para la curcumina obtenida en etanol se tuvo un pico
de absorcion maximo a una longitud de onda de 427 nm (Ariyarathna & Karunaratne, 2016;
Priyadarsini, 2014; Sousdaleff et al., 2013). Etanol potable al 96% fue el blanco utilizado.

Se filtraron 5 mL de la solucion de microparticulas en un filtro para jeringas PTFR 0,45
pum. Se diluyeron 500 pL del filtrado en 4500 uL de etanol potable y se homogenizd por 15
segundos en un vortex. Se leyd la densidad dptica en el equipo UV-VIS, a una longitud de onda
de 427 nm. Con la ecuacion obtenida en la curva de calibracion, fue calculada la concentracion
en gramos de curcumina sin encapsular. Se utilizaron particulas sin oleorresina como blanco.

Para determinar el porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE) se aplicéd la
ecuacion 1:

Curcumina total (g) — curcumina sin encapsular (g)
%EE = x

100 1
Curcumina total (g) W

Liberacion abrupta o liberacion “burst”.
La liberacion abrupta o “burst release”, dada durante las primeras horas, es un parametro

que indica que tan rapido se desintegra la matriz. Uno de los objetivos en el desarrollo de
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sistemas de microencapsulacion es reducir la explosion inicial y lograr una tasa de liberacion
constante a partir de este punto (Yeo & Park, 2004). Para el estudio de la liberacion in vitro
durante las primeras horas, cuando las microparticulas estuvieron secas, se suspendieron en
buffer fosfato salino (PBS), a una concentracion de 2 mg/mL

Las suspensiones se incubaron a 37°C, durante 5 horas, en un agitador orbital a 80 rpm.
Una vez cumplido el tiempo de incubacion, se filtro cada una de las muestras, utilizando un
filtro de jeringa con un tamafio de poro de 0,45 um. Se colocaron 500 pL del filtrado en 4500
UL de etanol potable y se homogeniz6 en vortex por 15 segundos. Se leyd la densidad 6ptica
en el UV-VIS, utilizando como blanco el alcohol potable al 96%, a una longitud de onda de
427 nm, y se determind la concentracion a traves de la curva de calibracion, como se explico
anteriormente.

Para calcular la concentracion en peso de curcumina después de la digestion con PBS
por 5 horas, se aplicé la Ecuacion 2:

masa de curcumina liberada (g)

C tracion d ina (9 = 100 2
oncentracién de curcumina (%p/p) masa de microparticulas inicial (g) x @

Analisis estadistico

Todos los datos se evaluaron mediante analisis de varianza (ANOVA) y con

comparacion de medias por Tukey con un nivel de confianza del 95 % (p < 0,05). Se utilizaron

dos softwares, Minitab® 20.2 (64-bit), 2021 y Design Expert Version 13.0, 2021.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron microparticulas utilizando dos matrices grasas, manteca de cacao (MC) y
cera de abeja (CA), utilizando dos niveles de relacion entre la FAc:FO. Hay diferentes
parametros que generalmente se evaltan en la literatura para determinar la efectividad del
proceso de microencapsulacion. En este estudio se definieron en pruebas preliminares los
siguientes: caracterizacion fisica, diametro de particula, distribucion de tamario, eficiencia de

microencapsulacion y liberacion abrupta.

Morfologia de las microparticulas

El tamafio y morfologia de las microparticulas es influenciado por el proceso de
elaboracion, temperatura y relacion entre el agente y la matriz (Guo et al., 2020). En la Figura
3, se aprecian micrografias de barrido con un aumento de 1000X. En el caso de la cera de abeja,
se observan estructuras achatadas de gran tamafo, similares a una hojuela con bordes
irregulares. Existe mayor cantidad de material en relacion con la manteca de cacao, lo que
podria corresponder a grumos de matriz lipidica solidificada de forma prematura o
aglomeraciones de microparticulas (FAc:FO 3:1). En las estructuras de mayor tamafio se
pueden ver pequefias masas esferoides con bordes definidos, adheridas, (FAc:FO 7:1) que
corresponden a las microparticulas. En cuanto a la manteca de cacao, es posible visualizar
varias esferas aglomeradas de forma lisa, simétrica y uniforme, mucho més definidas que las

microparticulas con cera de abeja.
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Relacidn fase acuosa : fase organica

Cera de abeja

Manteca de cacao

Figura 3. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de las distintas microparticulas liofilizadas a un aumento de 1000X.
Barra de calibracion: 10 um

Se analizaron todas las muestras en un microscopio optico (Figura 4), observandose

microparticulas suspendidas en la fase acuosa.

Relacién fase acuosa : fase orgénica

Cera de abeja

Manteca de cacao

Figura 4. Micrografias de microparticulas elaboradas por el método de emulsion - evaporacion de solvente. Lente objetivo:
40X



28

Es posible apreciar que las particulas elaboradas con cera de abeja como agente
encapsulante formaron aglomeraciones ademas de grumos de la cera de abeja, dejando en
evidencia que existié parte del material lipidico sin encapsular, como se infirid del analisis
SEM. Estudios de microencapsulacion realizados con distintos tipos de ceras sugieren
homogenizar las fases a temperaturas superiores a la temperatura de fusion de la matriz lipidica,
por lo que aplicar mayor temperatura en las fases podria reducir la presencia de grumos (Nahum
& Domb, 2021), y emplear al menos 90°C evitaria aglomeraciones y pérdidas prematuras de
cera (Haghighat-Kharazi et al., 2018). Investigaciones recientes han demostrado que es posible
microencapsular curcumina con agentes grasos como cera carnauba y manteca de karité (Hajj
Ali et al., 2018) y obtener esferas redondas, uniformes y con una dispersion homogénea al
aplicar temperaturas superiores a 70°C y velocidad de agitacion mayor a 15.000 rpm (Nahum
& Domb, 2021). Este proceso se denomina homogeneizacion en caliente, y, al estar por encima
del punto de fusién de la cera, podria evitar la formacion de masas irregulares producto de una
posible solidificacion subita, sin llegar a formar microparticulas. Las particulas que se aprecian
en el centro de las fotos, sefialadas con flechas, muestran formas irregulares, ligeramente
ovaladas (Figura 4).

Las particulas elaboradas con MC tuvieron una forma circular uniforme, sin
aglomeraciones ni grumos. Otros estudios realizados en microencapsulacion con manteca de
cacao como agente encapsulante han tenido similares resultados, esferas con bordes lisos y
uniformes (Alvarez, 2020; Ponce, 2020). En la Figura 4 también es posible apreciar la cantidad
de microparticulas presentes en el campo éptico, donde son mucho mas abundantes aquellas
que fueron elaboradas con manteca de cacao como agente encapsulante, en especial aquellas
realizadas con relacion fase acuosa/fase organica 7:1, en comparacién con las obtenidas con

cera de abeja.
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Bajo las condiciones utilizadas en el presente estudio, y del analisis de imégenes
micrograficas, se puede deducir que la formacion de microparticulas fue principalmente

favorecida con la manteca de cacao.

Diametro de particula

Se midieron al menos 100 microparticulas por cada tratamiento. En la Tabla 5 se incluye
la cantidad total de microparticulas evaluadas (N), el promedio del diametro y desviacion
estandar.

Tabla 5. Diametro de particula en diferentes formulaciones de microencapsulacion

Tratamientos N Diametro de particula
(pm)*
MC 3:1 445 4,2+0,82
MC 7:1 589 3,9+0,69
CAT1 105 3,4+1,18
CA 31 105 3,2+1,10

*Promedio * desviacion estandar

Las particulas de mayor tamafio correspondieron a las de manteca de cacao con una
relacién 3:1 (FAc:FO) (Tablas 5y 6), corroborando el hecho de que, a mayor relacion entre la
fase acuosa y la organica, menor tamafio de particula (Becker Peres et al., 2016; Hajj Ali et al.,
2018). Hajj Ali et al. (2016) sugieren que un incremento en la fase lipidica resulta en
microparticulas de mayor tamafio.

Las diferencias entre matrices lipidicas puede darse por su diferente punto de fusion,
donde la manteca de cacao se funde a 33°C aproximadamente (Hajj Ali et al., 2018) mientras
que la cera de abeja requiere mayor estabilizacién y una mayor temperatura de manejo de al
menos 65°C (Nahum & Domb, 2021).

Es evidente que el comportamiento de las matrices lipidicas es distinto. En la Figura 5,

se puede observar que las microparticulas con menor tamafio correspondieron a las elaboradas
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con cera de abeja como agente encapsulante y las microparticulas de manteca de cacao fueron

las de mayor didmetro (Tabla 5).

42

40

384

3567

34

Tamano de particula (um)

32

EL]

CA 3 AT MC 31 MC 71

Tratamiento

Figura 5. Gréfica de intervalos de tamafio de particula (um)

Promedio * desviacion estandar

Con base en el diametro de particula calculado a partir de la microscopia electrdnica, se
puede justificar lo que se observa en la Figura 3, donde las capsulas elaboradas con cera de
abeja tendieron a aglomerarse, formando las hojuelas de mayor tamafio dado que las
microparticulas unitarias de este material son de menor tamafio comparadas a las de manteca
de cacao. Haghighat-Kharazi et al. (2018) microencapsularon a-amilasa en cera de abeja y

observaron que particulas de forma irregular tendian a aglomerarse.

Distribucion del tamafio de particula

La Figura 6 muestra la distribucion del tamafio de particula de cada uno de los
tratamientos evaluados. Los picos de cada uno de los graficos, o conglomerados mas altos de
las barras representan los valores méas comunes o la moda. Tal como se puede ver en la Tabla

5, la mayoria de las microcapsulas estuvo entre 3 y 4 um. En los cuatro tratamientos, el
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histograma tiene datos asimétricos hacia la izquierda, por lo que la mayoria de las
microparticulas suelen ser mas pequefias y solo algunas son de un diametro mayor a 5 um.
Las microparticulas que presentaron una menor distribucion de tamafio, mayor
uniformidad, fueron las elaboradas a partir de manteca de cacao con una relacién fase
acuosa/orgénica de 3:1 pues la mayoria de los datos aparece bajo la linea de distribucién

ajustada mostrando una tendencia de distribucién normal.

Relacion fase acuosa : fase organica
3:1 7:1
Histograma de Tamafio de particula CA 3:1 (um) Histograma de Tamafrio de particula CA 7:1 (um)
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Figura 6. Histograma de distribucion del tamafio de microparticulas elaboradas con distintos tratamientos con linea de distribucién ajustada

En la Tabla 6 se confirma que los datos tuvieron una asimetria hacia la izquierda, con

el mayor nimero de datos (mayor frecuencia) inclinados hacia el menor tamafio de didmetro.



Tabla 6. Andlisis de dispersion de tamafio de particula de los tratamientos.

Tamafio de
Tratamiento mayor, Frecuencia Porgentaje de
frecuencia particulas (%)
(Lm)
CA 31 2,2—-3/4 81 77,14
CAT71 2,3—3,8 47 44,76
MC 3:1 31-41 281 63,15
MC 7:1 33-34 436 74,02

En las imagenes de la Figura 4, se aprecia que las microparticulas MC 3:1 fueron

también mas uniformes que las demas.

Eficiencia de encapsulacién (%EE)

Como se observa en la Tabla 7, hubo diferencia significativa entre los tratamientos,
ademas de que tanto los factores de forma independiente como su interaccién influyeron

significativamente en la eficiencia de microencapsulacion (p<0,05).

Tabla 7. Andlisis de varianza (ANOVA) de la Eficiencia de Microencapsulacion de los

tratamientos

Fuentes de variacién Grados de Suma de Cuadrados | Valorp
libertad cuadrados medios
Tratamientos 3 253,87 84,62 0,000*
Agente encapsulante (A) 1 27,94 27,94 0,003*
Relacion fase 1 209,81 209,81 0,000*
acuosa/organica (B)
Interaccion A x B 1 16,12 16,11 0,012*
Error 8 12,15 1,52
Total 11 266,02

*Significativo (p<0,05)

En todos los tratamientos la eficiencia de microencapsulacion fue alta, por encima del
80% (Tabla 8); similar al de otros ensayos donde se microencapsulo curcumina y la %EE fue
de mas del 75% (Ariyarathna & Karunaratne, 2016; Cano-Higuita et al., 2015; Lucas et al.,

2020).
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Tabla 8. Eficiencia de microencapsulacion de los tratamientos

Tratamientos Eficiencia de
Microencapsulacion
(%0)*
MC 3:1 91,88 £ 0,57a
CA 31 91,14 + 0,40a
MC 7:1 85,83 +0,19b
CAT1 80,46 + 2,36¢C

*Medias tdesviacion estandar
Medias seguidas de por lo menos una misma letra no difieren entre si al 5% de probabilidad por la prueba de
Tukey

Entre los tratamientos en los que el agente encapsulante fue la manteca de cacao o la
cera de abeja, con la relacion de 3:1 entre la fase acuosa y la fase organica, no hubo diferencia
significativa (p>0,05), y tuvieron la mayor eficiencia de microencapsulacion, diferente
significativamente a los otros tratamientos (p<0,05) con menor porcentaje de eficiencia de
microencapsulacion y que fueron estadisticamente diferentes entre si (p<0,05) (Tabla 8).

Al cambiar la relacién fase acuosa/ fase organica (FAc:FO) fue afectada la eficiencia de
encapsulacion (%EE). Mientras menor fue la fase acuosa, mayor fue la eficiencia de
encapsulacion. La eficiencia de encapsulacién aumenta a medida que el volumen de la fase
continua disminuye, probablemente porque incrementa la concentracion del disolvente
organico, lo que conduce a una rapida solidificacion de las microparticulas, mejorando la
dispersion y formacion de las mismas (Yeo & Park, 2004). La temperatura de manejo durante
la homogeneizacion de la muestra pudo afectar el proceso, la cera de abeja tiende a volverse
solida a mayores temperaturas lo que reduce su capacidad encapsulante y genera su
precipitacion prematura, tal como se aprecia en las aglomeraciones detalladas en las Figuras 3
y 4 (Nahum & Domb, 2021). Sin embargo, se debe considerar que la combinacion con la fase

acuosa/ fase organica (3:1) puede ayudar en la eficiencia de encapsulacién (%EE).
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Liberacion abrupta en las primeras horas

Se midié la liberacién de curcumina después de 5 horas de digestion simulada en buffer
fosfato salino (PBS). En la Tabla 9 se observa que existié diferencia significativa entre los
tratamientos (p<0,05) y los factores de forma independiente, asi como su interaccion influyeron

significativamente (p<0,05) en la liberacion explosiva durante las primeras horas.

Tabla 9. Andlisis de varianza (ANOVA) de la liberacion de rafaga de los tratamientos

Fuentes de variacion Grados de Suma de Cuadrados | Valorp
libertad cuadrados medios
(dF)

Tratamientos 3 0,000294 0,000098 0,013*
Agente encapsulante (A) 1 0,000069 0,000069 0,057
Relacion fase 1 0,000126 0,000126 0,017*

acuosa/organica (B)

Interaccion AxB 1 0,000100 0,000100 0,028*

Error 8 0,000112 0,000014

Total 11 0,000406

*Significativo (p<0,05)

En la Figura 7, se compara la concentracion de curcumina libre (sin encapsular), al
tiempo 0y luego de transcurridas 5 horas de digestion, observandose diferencias significativas
entre los tratamientos en la liberacién a lo largo del tiempo (p<0,05). La liberacion abrupta o
“burst release” es un fendmeno donde hay una descarga explosiva del ndcleo, que conduce a

una administracion inicial mayor y se reduce la vida Gtil de la microcépsula (Cam et al., 2020).
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Figura 7. Liberacion abrupta en las primeras cinco horas.

Medias * desviacion estandar
Medias seguidas por una misma letra no difieren entre si al 5% de probabilidad por la Prueba de Tukey.

El tratamiento que presentd mayor liberacion abrupta fue la cera de abeja, FAc:FO 3:1,
que ademas tuvo un menor diametro de particula y menor uniformidad de tamafio. Segun la
microscopia electronica de barrido (SEM), este tratamiento mostré mayor aglomeracién. Se ha
determinado que la liberacion abrupta se da por falta de una distribucion homogénea del
material a encapsular posiblemente generado por una solidificacion prematura de la cera de
abeja. Otro factor que afecta directamente la liberacion “burst” es la morfologia de la
microparticula, donde paredes lisas y uniformes reducen la liberacion réapida (Yeo & Park,
2004), por lo que la estructura achatada, tipo hojuela y de bordes irregulares de las
microparticulas (Figura 4) obtenidas en el tratamiento CA 3:1 pudo favorecer la liberacién
abrupta. Este tratamiento presentd uno de las valores mas altos de %EE; sin embargo, el
aumento de la eficiencia de encapsulacién no conduce necesariamente a la reduccion de la

liberacion abrupta, pero si permitiria controlar el perfil de liberacion (Yeo & Park, 2004).



Ponderacion de variables de respuesta

El mejor tratamiento fue el MC 3:1 (Tabla 10), que tuvo 91.88% de eficiencia de
encapsulacion. El tratamiento CA 3:1 con un %EE superior al 90%, fue estadisticamente igual
a MC 3:1; sin embargo, las microcépsulas elaboradas con manteca de cacao tuvieron un
porcentaje de liberacion abrupta significativamente més bajo, por lo que MC 3:1 seria el
tratamiento mas estable, con una mayor duracion.

Por otro lado, las microparticulas con mayor diametro, forma definida, redondas y lisas,

con mejor distribucion de tamafio correspondieron también a las de MC 3:1, consecuentemente

este seria el tratamiento méas prometedor.

Tabla 10. Calificacion ponderada de variables de respuesta de los tratamientos.

% de
. eficiencia de Liberacion
Tratamiento encapsulacion | abrupta (/1) TOTAL
(12)
CA3:1 2 0 2
CAT7:1 0 1 1
MC 3:1 2 1 3
MC 7:1 0 1 1
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CONCLUSIONES

La investigacion realizada evalud el efecto de distintos materiales lipidicos poco
explorados como agentes encapsulantes para microencapsular curcumina y asi mejorar su
estabilidad y biodisponibilidad. Los dos tipos de matrices, cera de abeja (CA) y manteca de
cacao (MC) demostraron potencialidad para la microencapsulacion de curcumina, y, por lo
tanto, pueden ser prometedoras en la industria alimenticia y farmacéutica como recubrimiento

para distintos compuestos bioactivos, similares a los extraidos a partir de la curcuma.

El tratamiento mas efectivo resultdé entre la manteca de cacao con la relacion fase
acuosa/fase orgénica de 3 a 1, presentando mayor tamafio de particula, mejor dispersién de
tamafio y 91,88 % de eficiencia de encapsulacién; también tuvo uno de los menores porcentajes
de liberacion abrupta. A pesar de que los tratamientos que tuvieron como agente encapsulante
la cera de abeja demostraron tener una precipitacion prematura de la fase organica durante la
emulsion dado por la presencia de aglomeraciones y grumos, nuevos analisis con
homogeneizacion en caliente pudieran ser necesarios. De la misma manera, se observé que la
relacion fase orgéanica/ fase acuosa tiene un efecto importante en el proceso de
microencapsulacion, y, por lo tanto, una exploracién mas extensa de esta variable podria

resultar beneficiosa para determinar un mayor rango de potenciales aplicaciones.

Las materias primas grasas utilizadas durante el ensayo son de facil disponibilidad, bajo
costo y no representan en un riesgo potencial a la salud, por lo tanto, la aplicacion de manteca
de cacao y cera de abeja como matriz es favorable para una produccién en masa de

formulaciones de microencapsulacién de curcumina.
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ANEXOS

ANEXO A: Ficha técnica de la oleorresina de curcuma

Ecom Food Industries Corporation

PRODUCT SPECIFICATION SHEET

Prodhuct OLEORESIN TURMERIC
Code HR 3709
Classification Spice Extract
Date Issued June 2015
PRODUCT DESCRIPTION

CLEGRESIN TURMERIC is a red-brown, wiscous Bguid containing extractives of
Curcuma lomga L, propyiene ghycol, and benzyl alcohol.

PHYSICAL & CHEMICAL PROPERTIES LIMITS
RESIDAL SOLVENT <25 ppm
CURCUMIN CONTENT G.18 - 6.83%
COLOR VALUE G180 - 3330
INSOLUBLE MATTER il
SOLUBILITY il & Water Dispersible
FLASH POINT =720

STORAGE CONDITIONS AND SHELF LIFE
Store in onginal tightly closed container in a cool, dark and dry place.
Shelf Iife12 months minimum under above conditions.

THE IMFCABSTION COWNTAWED HEREIN B TRUL &ND ROCURATE TOTHE BEST OF DUR KROWLEDGE . ACDOMEE KOATIONS ART WADE
PATHOUT GUARARTEE AMD WE BIST RECESSARILY INGOLAN ELL LS ITY WITH BESPECT TO THID USE OF BETERIKLS SUPPLIED: BY
D00 MARLFATTURRG CORPORAATION, SRS THE DOMDITICES OF LSE AR DEFDED DUR CDRMRDL

80 Telson Road, Markham, Ontario Canada L3R 1E5
Phone: 905 477 2441 Fax: 905 477 2561  waww.ecomcanada.com
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ANEXO B: Certificado de andlisis de la oleorresina de cUrcuma

Ecom Food Industries Corporation

Certificate of Analysis
Product TURMERIC OLEORESIN NR3709 NR3708
Customer ADITMAQ ADITIVOS Y MAQUINARIAS
Customer Order Nbor ECOM-P-05-20
Lot EBO15703
Analysis Specification
Residual Solvent <25p0m <25ppm
Solvent Etnyl acetata/hex/ac Ethy! acetate/hex/ac
Volatile oil 0.00%
Solubllity  Wwater and oll dispersible Water and oil dispersible
Method ASTA-UV ASTA-UV
Colour Value 6273 6180-6830
Curcumin  §27% 6.18-6.83%
Date of Issue 14-Juk-20
Mig: Jund20
Expiry: Jurv2!

80 Telson Rd. Markham, Ont. Canada. L3R 1E5
Phone 905-477-2441 Fax:905-477-2551 E mall lab@ecomcanada.com

Website www.ecomcanada.com
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ANEXO C: Certificado de calidad de cera de abeja

UASA

o
LABORATORIO DE ANALISIS DE ALIMENTOS
Y PRODUCTOS PROCESADOS

INFORME DE RESULTADOS

INF.LASA 18-03-19-00744
ORDEN DE TRABAJO No. 00984-19

DATOS DEL CLIENTE

DIRECCION: AMAGUANA - AV. GENERAL RUMI9NAHUI Y
LOS SAUCES N13-128

TELEFONO/FAX: 2875794 ITIPO DE MUESTRA: ESPECIAL II’ROCEDI{N(‘IA: PLANTA

CODIGO INICIAL: M1 - LOTE: 002 - F.ELAB: 11/03/2019 -
F.EXP: 11/03/2021

SOLICITADO POR: APICOLA DEL ECUADOR

IDENTIFICACION: CERA DE ABEJA PREMIUM

DATOS DEL LABORATORIO

MUESTREO POR: SOLICITANTE FECHA DE MUESTREO: - INGRESO AL LABORATORIO: 12/03/2019
FECHA DE ANALISIS: 12/03-18/03/2019 FECHA DE ENTREGA: 18/032019 |[NUMERO DE MUESTRAS: Una (1)
CODIGO DE MUESTRA: 3355-19 [REALIZACION DE ENSAYOS: LABORATORIO

REPORTE DE ANALISIS FiSICO - QUIMICO

i ' VALORES DE | INCERTIDUMBRE X
PARAME 5 UNIDADES ESULTADOS METODO DE ENSAYO
e AR08 : - ! REFERENCIA U (k=2)
1 COLOR 2 Ligeramento Caracteristico NA. SENSORIAL
amarilla

2 | INDICE DE ACIDEZ mg KOH/g 17,1 17-24 NA. VOLUMETRIA

iNDICE DE

2 < ) A USP 41

3 PR mg KOH/g 77.58 72-79 NA

INDICE DE
4 : ¢ = N 40
% | suncramiacon mg KOH/g 80,06 80-110 N.A. NTE INE
5 OLOR - Caracteristico Caracteristico NA. SENSORIAL
6 | PUNTO DE FUSION 5C 64,6 62-65 NA. NTE INEN 1SO 6321

LAS OPINIONES E INTERPRETACIONES ESTAN FUERA DEL ALCANCE DE ACREDITACION DEL SAE
N.A.: No Aplica

Dr. Mar: 10 Ruales
GERENTE I}E} ORATORIO
Prohibida la di parcial por cual medio sin permiso por escrito del laboratorio
LASA se responsabiliza exclusivamente de los analisis, el resultado se refiere unicamente a la muestra recibida o tomada por el laboratorio

Itad

Cuando se emitan criterios de conformidad y aplique, se tendra en cuenta el valor de la dumbre asociada al y declarada por el método especifico

El lab se con la Imp. lidad y Confid lidad de la infc y los ltados (la de este informe implica la aceptacion de la
politica relativa al tema y declarada en www laboratoriolasa com)

'valores de refe tomados de E: del cliente

Av. de la Prensa N53-113 y Gonzalo Gallo * Teléfonos: 2469- 814 / 2269-012 .

Juan Ignacio Pareja OE5-97 y Sim6n Cérdenas ¢ Teléfono: 2290-815 ¢ Celular: 099 9236 287
e-mail: info@laboratoriolasa.com * web: www laboratoriolasa.com ¢ Quito - Ecuador —
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ANEXO D: Preparacion de microparticulas con distinta relacion fase acuosa/fase

organica
Relacion | Fase acuosa (Tween 80) Fase organica
Totalidad — 20 mL de solvente + 1 g de matriz
3:1 60 mL
lipidica + 0,1 g de oleorresina
Totalidad — 20 mL de solvente + 1 g de matriz
7:1 140 mL

lipidica + 0,1 g de oleorresina




