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RESUMEN

La humanidad y los materiales continlan evolucionando a un ritmo similar, ya que, con el
trascurso del tiempo, el desarrollo de estos se ha modificado con respecto a las
necesidades y demandas de la humanidad. Anteriormente, la creacién de materiales y
herramientas estaba limitada por la disponibilidad de materia prima en el entorno; y ahora
es posible definir las caracteristicas del material deseado, previo a su produccién. No

obstante, la produccién de materiales sigue dependiendo de los recursos naturales.

Por tal motivo, es necesario considerar el desarrollo e investigaciébn en materiales y
tecnologias que no acrecienten el impacto sobre el medio ambiente y la naturaleza, pues

de ello depende nuestro futuro y supervivencia.

Actualmente se realiza investigacion para desarrollar materiales capaces de disminuir la
inestabilidad fisica o quimica de compuestos de interés, pues dichos materiales son
altamente demandados en la industria, debido a la necesidad de otorgar estabilidad y

proteccion a las moléculas o compuestos de interés.

Una de las alternativas mas atractivas para dar solucion al problema de inestabilidad es la
encapsulacion, la cual consiste en el recubrimiento de compuestos o moléculas, mediante

un agente encapsulante que, en la mayoria de los casos es de naturaleza polimérica.

Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo consistié en evaluar la adicién de
Aloe arborescens a un agente encapsulante base ALG y PEG como preservador de extracto
de Clitoria ternatea, mediante los datos obtenidos en: la eficiencia de encapsulacion (%EE),
el rendimiento en masa (%Rm), la cinética de liberacion (%CL) y el punto de flujo (G’'=G”)

de cada una de las formulaciones del agente encapsulante.

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis estadistico y se concluyé que, la adicion
de biomasa de Aloe arborescens tiene un afecto estadisticamente significativo sobre la
eficiencia de encapsulacion y el punto de flujo, aunque, no se reflej6 algun efecto

estadisticamente significativo en el rendimiento de masa y la cinética de liberacion.
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GLOSARIO

Absorbancia: logaritmo de la relacion entre la energia luminica incidente y transmitida a

través de una muestra [1].

Agente encapsulante: material utilizado como recubrimiento de una sustancia o

compuesto de interés.

Biomasa: materia orgénica originada en un proceso bioldgico, espontaneo o provocado,
utilizable como fuente de energia [2]. Para los objetivos de este proyecto, de ahora en
adelante se denominara biomasa al producto de Aloe arborescens obtenido posterior al

proceso de liofilizacion (mismo que se describira mas adelante).

Capacidad de carga: es la cantidad de compuesto de interés cargado por unidad de peso
de la nanopatrticula, lo que indica el porcentaje de masa de la nanoparticula que se debe al

compuesto de interés encapsulado [3].

Cizalla: se le nombra asi al movimiento de una capa relativo al de capas adyacentes

paralelas [4].

Deformacién: la medida de la deformacion respecto a la dimension de referencia (longitud,

area o volumen) [4].

Deformacion de cizalla: comUnmente denominado cizallamiento, se refiere a la

deformacion relativa durante el proceso de cizalla [4].

Eficiencia de encapsulacién: se refiere al porcentaje de compuesto de interés que fue

exitosamente encapsulado en el agente encapsulante [3].

Encapsulacién: tecnologia que permite confinar sustancias (farmacos, compuestos
bioactivos, pigmentos, nutracéuticos e incluso células y enzimas) en el interior de otra que

constituye el recubrimiento [5, 6].

Esfuerzo cortante: la fuerza por unidad de superficie requerida para mantener una

velocidad constante de movimiento de un fluido [7].

Extracto vegetal: se define como un preparado concentrado con consistencia liquida,

sélida o viscosa, que se obtiene empleando un agente de extraccion [8].



Fluido: se define como una sustancia que se deforma continuamente bajo la aplicacion de

esfuerzos cortantes [9].

Liberacién controlada: tecnologia que surgié como una alternativa de los sistemas de
liberacion tradicionales. Lo mas importante es crear un medio en el cual se obtenga una
respuesta Optima, con efectos secundarios minimos y una eficacia prolongada en el

organismo [10].

Modulo: se refiere a la razon de un componente del esfuerzo a un componente de la

deformacion [4].

Médulo dindmico: representacion matematica de un médulo considerado como la suma

de una parte real (G’) y otra imaginaria (G”) [4].

Mdédulo de almacenamiento (G’): indica la cantidad de energia que se almacena en el

material en cada ciclo de deformacion [9].

Médulo de pérdida (G”): indica la cantidad de energia disipada durante cada ciclo de

deformacion [9].

Polimeros: del griego moAuuespric polymerés y significa ‘compuesto de varias partes' [2],
son macromoléculas formadas por cientos o miles de unidades basicas funcionales

denominadas mondémeros [11], y estos pueden ser de origen natural o sintético.

Propiedades reol6gicas: caracteristicas del flujo de un material [7], estas pueden medirse
a través de la deformaciéon de una muestra, haciendo uso de un reédmetro o un viscosimetro;
algunas propiedades reol6gicas pueden verse afectadas por condiciones externas

aplicadas, como: la tension, deformacién, periodo de tiempo y temperatura [12].

Reologia: es el estudio del flujo y la deformacién de la materia que describe la relacion

entre fuerza, deformacion y tiempo [13].

Velocidad de corte: es el indice al que cambia la velocidad a la que una capa de fluido

pasa sobre una capa adyacente [7].
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“... la tecnologia nace de la siguiente necesidad:
¢,.como hago para dominar la naturaleza, ante la
cual soy débil y tengo muchas deficiencias...?”
-Prof. Jorge Sabato
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Capitulo 1. Generalidades

1.1 INTRODUCCION

A lo largo del tiempo, la humanidad ha ido evolucionando y eso ha dado paso al desarrollo
de la civilizacion. El transito de las sociedades némadas a las sociedades agricolas
sedentarias y de estas a las urbanas industriales propicié la modificacion de necesidades,
dando paso a la demanda de mas herramientas y materiales [14]; no obstante, satisfacer
esta demanda ha provocado una constante transformacion sobre la naturaleza, pues es la
Unica proveedora de materiales que el hombre utiliza para la construccién de herramientas

que le permiten viajar, comunicarse, sobrevivir, alimentarse, desplazarse y protegerse [15].

La construccion de herramientas estuvo limitada durante mucho tiempo por la disponibilidad
del material en el entorno, pero hoy en dia, primero se especifican las caracteristicas del

material necesario para una aplicacién dada y después es fabricado [14].

Los materiales siguen siendo participes de la historia y evolucién de la humanidad, pues,
de acuerdo al uso que este les ha dado, algunos periodos han sido nombrados en relacién
al material que predominé en ellos; mejor definidos por los especialistas como edades: 1)
edad de piedra, 2) edad de cobre, 3) edad de bronce y 4) edad de hierro [14]. Actualmente,
algunos autores sugieren que desde hace pocas décadas habriamos entrado en la edad

del silicio o los polimeros [16, 17].

Un material puede ser todo aquello que no es espiritual y constituye todas las cosas y los
seres [2, 14] no obstante, la definicion de material se modifica dependiendo del enfoque
otorgado, dando paso a la exclusion o no de ciertos materiales. Lo cierto es que, los
materiales hacen posible que el estilo de vida sea mas comodo conforme transcurre el
tiempo y se modifican sus necesidades y demandas, no obstante, a pesar del avance en el
desarrollo, invencion y creacion de materiales, su produccion sigue dependiendo en gran

medida de los recursos naturales, perpetuando asi la continua explotacion de la naturaleza.

Por tal motivo, es necesario considerar el desarrollo e investigacion en materiales y

tecnologias que no acrecienten el impacto sobre el medio ambiente y la naturaleza, lo que
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mas adelante nos llevara a un mundo mas eficiente y sostenible [15], pues de ello depende

nuestro futuro y supervivencia [18].

Hoy en dia, una de las necesidades con mas demanda en la industria es la obtencién de
materiales capaces de disminuir la inestabilidad fisica o quimica de compuestos de interés.
En ocasiones, la incompatibilidad entre el compuesto y el material con el que este entra en
contacto provocan la degradacién (o pérdida) de la funcion del activo; de ahi que sea
necesario considerar la formulacion de un material que otorgue estabilidad y proteccién de

la(s) molécula(s) de interés que se pretenden transportar.

Una de las alternativas mas atractivas para dar solucién al problema de inestabilidad es la
encapsulacion, la cual consiste en el recubrimiento de compuestos o moléculas, por un
material que en la mayoria de los casos es de naturaleza polimérica [11]. Ademas, la
encapsulacién con polimeros ya sea naturales o sintéticos, permite cierta manipulacion
durante la formulacion del material (agente encapsulante) para que este adquiera

caracteristicas de interés a un menor costo, en comparacion con otros materiales [19].

2400
2300
2200 m Articulos cientificos
2100
2000
1900
1800

1700

1600

1500

1400

1300

1200

1100

1000

900

800

700

600

500

400

300

200

wo Il

0 -

o-—twmgm@;w CrEHNMITVONONO r\wmg:gr‘::gtg
BRER38585825353858588 8885535555538
rHrdrirdirtrtrd et Mrirdtrtirir{irt et~ N NANNNNNNNNNNN

Figura 1.1. Nimero de publicaciones anuales relacionadas con la encapsulacién [20].

B Patentes

Numero de publicaciones

Hasta ahora, la encapsulacion sigue teniendo un crecimiento significativo desde los afios

60’s, pues ha aumentado el numero de patentes y articulos cientificos derivados de la
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investigacion bésica y aplicada (como puede verse en la Figura 1.1) relacionada con la
encapsulacion [5, 21]. Convirtiéndose en una de las técnicas mas utilizadas en areas
involucradas con aplicaciones biomédicas, farmacéuticas, agricolas, alimenticias,
cosmeéticas y textiles; fungiendo como agentes encapsulantes y transportadores de diversas

moléculas [5].

El desarrollo de las tecnologias de encapsulacion tiene como objetivo formular un agente
encapsulante que favorezca la sinergia entre el compuesto y el agente encapsulante que le
rodea, incrementar la eficiencia de encapsulacién, protegerlo de las condiciones

ambientales, y prolongar el tiempo de vida en anaquel hasta cumplir su funcién.

Los materiales utilizados en el proceso de encapsulacién se eligen con base en los objetivos
y uso final del compuesto encapsulado. Por ello, durante el desarrollo de este proyecto, se
emplearon dos polimeros (1. alginato de sodio (ALG) y 2. polietilenglicol (PEG)) para la
elaboracion de cuatro formulaciones base de un agente encapsulante, al que
posteriormente se le adicionaron tres distintas concentraciones de biomasa procedente de
Aloe arborescens, con el propésito de evaluar el cambio que esta adicién provoc6 sobre las

caracteristicas iniciales de las formulaciones base.

Se eligié ALG y PEG, ya que, la estructura del primero permitiria la facil formacion de un
material poroso, no obstante, esta porosidad provoca la rapida liberacion del compuesto
encapsulado y disminuye su tiempo de vida. Es entonces cuando se aprovecha el caracter
hidrofilico del PEG para propiciar la formacion de un material que aumente el tiempo de

retencion del agua.

Por su parte, la biomasa procedente de Aloe arborescens se usé como un compuesto
adicional que afectaria las caracteristicas iniciales del agente encapsulante, posteriormente
expuesto a tres condiciones de temperatura: 20°, 37° y 40° C; siendo ambiental, fisioldgica

y pirexia, respectivamente.

Con relacion a las caracteristicas, el desarrollo de este proyecto se propone evaluar si los
valores de: cinética de liberacion, capacidad de carga, eficiencia de encapsulacion y la
propiedad reoldgica punto de flujo de las formulaciones del agente encapsulante base ALG
— PEG adicionadas con Aloe arborescens seran mas estables en comparacion con las

formulaciones base que no fueron adicionadas con este ultimo.

Por tal motivo, se establecieron los siguientes objetivos para este proyecto:
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General

e Evaluar la adicién de Aloe arborescens a un agente encapsulante base ALG y PEG

como preservador de extracto de Clitoria ternatea.
Particulares

e Evaluar mediante espectrofotometria la eficiencia de encapsulacion, rendimiento de
masa y cinética de liberacion de cuatro formulaciones base: 1) 0.5% ALG — 1.5%
PEG; 2) 0.5% ALG — 10% PEG; 3) 1% ALG — 1.5% PEG; 4) 1% ALG — 10% PEG

e Obtener el punto de flujo (G’=G”) de las cuatro formulaciones base del agente
encapsulante.

e Evaluar mediante espectrofotometria la eficiencia de encapsulacion, rendimiento de
masa, Y cinética de liberacion de las formulaciones base adicionadas con 0.2, 0.4y
0.6 % de biomasa procedente de Aloe arborescens, para identificar el caracter de
preservador de este Ultimo.

e Obtener el punto de flujo (G’=G”) de las formulaciones adicionadas con 0.2, 0.4 y
0.6 % de biomasa procedente de Aloe arborescens, para identificar el caracter de

estabilizador este Ultimo.
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Capitulo 2. Marco teorico

2.1 ENCAPSULACION

La encapsulacion es definida como la tecnologia que permite confinar sustancias
(farmacos, compuestos bioactivos, pigmentos, nutracéuticos e incluso células y enzimas)
en el interior de otra que constituye el recubrimiento [5, 6]; dando lugar a la proteccion y
transporte del compuesto hasta su liberacion (que puede ser desencadenada por

cizallamiento, solubilizacién, calor, pH o accion enzimética) [22].

La encapsulacion se puede realizar mediante varios procesos, que en general constan de
cuatro etapas (descritas en la figura 2.1) y al final la obtencién del compuesto encapsulado

puede presentarse en forma de pelicula, esfera o una particula irregular, entre otras [23].

Agente encapsulante
— 1. Formulacién/Obtencién
Compuesto de interés

Agente encapsulante +

— 2. Mezclado o emulsién . ]
compuesto de interés

Coaservacion
Co-cristalizacion
Polimerizacién interfacial

| Quimico: Gelificacién idnica
Incompatibilidad polimérica

Atrapamiento en liposomas

Proceso de encapsulacion

— 3. Procesado
Inclusién molecular

Secado por aspersion

Mecanico Secado por enfriamiento

., Extrusion
— 4. Obtencidon Compuesto encapsulado

Figura 2.1. llustracion esquemaética del proceso de encapsulacion [23, 19].
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Como se observa en la figura 2.1, la encapsulacion se puede llevar a cabo mediante varios
procesos, no obstante, para los fines de este proyecto, se hara uso del proceso mecanico
de extrusidn, siendo el segundo mas usado, después del secado por aspersién, debido -
principalmente- al costo accesible [5]. Este proceso involucra el paso de una solucion que
contiene el agente encapsulante y el compuesto activo [24], a través de un capilar o
dispositivo extrusor de tamafio y velocidad de goteo controlados [25], aunque también hay

reportes donde se realiza por gravedad [26].

Ademas del costo, se enlistan a continuacion otras ventajas y usos de esta técnica en el

contexto industrial [27, 28]:

o Proteger el compuesto activo de la degradacion producida por el ambiente (luz,
temperatura, humedad y pH, entre otras).

e Controlar la liberacién del ingrediente activo a través del tiempo o en condiciones
particulares (temperatura, pH, luz, humedad).

e Modificar las caracteristicas fisicas del material original y facilitar su manipulacion

e Enmascarar sabor y olor de alimentos o medicamentos

e Estabilizacion de principios activos inestables

e Transformar liquidos en sélidos

e Separar componentes para que estos no reaccionen

2.2 AGENTE ENCAPSULANTE

Uno de los pasos clave durante el proceso de encapsulacion es la eleccién del agente
encapsulante, pues se tienen que considerar algunos criterios previos a la eleccion del
material [6], por ejemplo [11]: @) compuesto/molécula a encapsular, b) costo, ¢) tamafio de
particula requerido, d) mecanismo de liberacion deseado, y e) aplicaciones proyectadas
para la molécula/compuesto, ya que de esta dependeran las pruebas y evaluaciones a las

gue se sometera el agente encapsulante.

Por ejemplo: en aplicaciones biomédicas, la temperatura es una variable imprescindible a
considerar, pues el agente encapsulante puede estar sometido a tres valores de
temperatura: ambiental (20 °C), fisiolégica (37 °C) y pirexia (40°), lo que modifica las

condiciones de liberacion del compuesto de interés, ademas, algunos agentes
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encapsulantes pueden experimentar cambios de volumen en respuesta a pequefios

cambios de temperatura [29].

El agente encapsulante comunmente se denomina “simple” o “compuesto” dependiendo de
la cantidad de materiales usados para su formulacion, si este se conforma de un solo
material seria un sistema de encapsulacion simple, mientras que, si se agrega mas de uno,
se denominara sistema de encapsulacién compuesto [5]. Entre los materiales mas usados,
se encuentran: proteinas, carbohidratos, lipidos, gomas, celulosas y materiales inorganicos
(tabla 2.1).

Tabla 2.1. Materiales utilizados en la encapsulacion [6, 23].

MATERIAL PARA .
COBERTURA ESPECIFICA

ENCAPSULAR

Gomas Acacia, agar, alginato de sodio, carragenina
Proteinas Gluten, caseina, albumina
Carbohidratos Almidén, maltodextrinas, quitosano, dextranos, sacarosa, jarabes de maiz

e Ceras, parafinas, diglicéridos, monoglicéridos, aceites, grasas, acido estearico,
Lipidos trisetearina,
Celulosas Etilcelulosa, metilcelulosa, acetilcelulosa, nitrocelulosa, caboximetil-celulosa
Materiales inorgénicos Sulfato de calcio, silicatos

Una vez elegido el material y posterior a su formulacion, este tiene que cubrir las siguientes

caracteristicas favorables para casi cualquier aplicacion [10, 30, 6]:

a) Evitar la interaccion con el compuesto a encapsular

b) Facilitar el manejo del compuesto encapsulado

c) Baja toxicidad

d) Biocompatibilidad

e) Biodegradabilidad

f) Estabilidad quimica

g) Emulsionar con el compuesto a encapsular, evitando la interaccion con el mismo
h) Propiedades reol6gicas adecuadas para los fines de cada proyecto

i) Control de la liberacién de las moléculas encapsuladas en condiciones especificas
j) Capacidad de proteger al maximo el material encapsulado de la accion de factores

externos (pH, temperatura, oxigeno, humedad, luz, entre otros)
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Durante el desarrollo de este proyecto se eligieron tres materiales, dos de ellos (ALG y
PEG) para la formulacién de un agente encapsulante base y el tercero (biomasa de Aloe

arborescens) para su adicién -en distintas concentraciones- a las formulaciones base.

Tanto el ALG como el PEG se eligieron debido a sus propiedades no toxicas e inertes a la
mayoria de las moléculas biologicas; ademas de ser materiales aprobados por la FDA para
diversos usos clinicos y alimenticios [31]; mientras que la biomasa de Aloe arborescens se
selecciond con el propdsito de evaluar el cambio que esta adicién provocaria sobre las

caracteristicas iniciales de las formulaciones base.
Alginato

Los alginatos son polisacaridos presentes en las paredes celulares de las algas marinas,
cuya funcién es otorgar rigidez, elasticidad, flexibilidad y capacidad de enlazar agua [32].
Son cadenas poliméricas compuestas de dos mondmeros (ver figura 2.2), el acido a-L
gulurénico (G) y el a&cido B-D manurdnico (M), distribuidos en distintos bloques y arreglos

secuenciales [33].

O -
COO; Co0 HO /
—0 —0 OH o
I OH
HO HO
COOr

(a) Unidad B-D-M (c) Bloque B-D-M
o
coor OH o
HOOC S0 OH Y
H
— ¢ OH
OH

0 HO 0
| Coor

(b) Unidad o-L-G (d) Bloque o-L-G

Figura 2.2. Estructura del alginato: (a) y (b) mondsacaridos, acido 8-D manurénico y acido a-L
gulurdénico, respectivamente, y (c) y (d) bloques repetidos en cadena [34].

Su estructura le confiere propiedades de interés comercial y cientifico, de entre todas
destacan las siguientes cuatro: 1) habilidad como espesantes al ser disueltos en agua, lo
gue genera un incremento en la viscosidad de la solucion en la que se disuelven, 2)

capacidad de retenciéon de agua, 3) propiedad de formar peliculas, y 4) habilidad de formar
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un gel a partir de reacciones guimicas de intercambio idnico que da lugar a la formacién de

enlaces entre las cadenas adyacentes del polimero del alginato [32].

G-G M-M
A A
A A}
Naozc OH NaOzc OH
L0 wo o
HO o) ~0
NaO,C OH
CO2Na
"egg-box" model
HZO

alginate Ca?*
S\ _
ya\ BEdiyayl =iy : %O
HO

aZ+
=T\
AL A A 3

hydrogel

/

Figura 2.3. Estructura de unidades repetidas de alginato de sodio y la formacién del hidrogel
mediante la integracion de cationes de Ca2* entre cadenas de alginato alineadas seg(n el modelo

“caja de huevo” [35].
(o
o — '
>._
O /

O

OH

\ /

Figura 2.4. Modelo “caja de huevo” [36].

A esta Ultima también se le denomina capacidad de gelificacion y es posible en presencia

de cationes multivalentes como el ion calcio [37]. La gelificacion tiene lugar cuando se
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forman sitios de coordinacién en donde dos cadenas de G-bloques se enlazan fisicamente
a través del ion calcio contenido entre ambos G-bloques (ver figura 2.3); dicho enlazamiento
provoca cambios conformacionales en el alginato y la visualizacion de la estructura es

denominada “caja de huevo” [32, 37] (ver figura 2.4).

La estructura final obtenida del gel dependera de la hidratacion del alginato, la
concentracion del ion calcio y la proporcién del &cido G. Si la estructura polimérica contiene
mayor cantidad de G-bloques se obtendra un gel fuerte y fragil, mientras que si se presenta

una mayor proporciéon de M-bloques el gel sera suave y elastico [32].

Polietilenglicol

El PEG en su forma mas comun es un poliéter polimérico con grupos oxidrilos en sus
extremos (figura 2.5) a partir de los cuales puede introducir otros grupos funcionales [38,
39].

O
H nOH

Figura 2.5. Estructura del Polietilenglicol [40].

El PEG es soluble en agua y en otros solventes organicos, dicha habilidad permite que
pueda ser aprovechado facilmente y que la conjugacién quimica con biomoléculas pueda

hacerse en condiciones 6ptimas que no afecten su estabilidad [41].

Entre otras de las propiedades que han atraido el interés de areas biomédicas y
biotecnoldgicas se encuentran: 1) disminuir la captacion celular; 2) excluir a las proteinas y
células de las superficies; 3) reducir su inmunogenicidad y antigenicidad; 4) prevenir la
degradacién de las proteinas por enzimas y células de mamiferos y; 5) formar complejos

estables con diferentes metales [42, 39].
Usos y aplicaciones en la industria [43]:

e Lubricantes
e Adhesivos
¢ Agente antiestatico y humectante

e Intermedios quimicos
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e Tintas y portador de tinte
o Agente desmoldeante

e Plastificante

Entre algunos de los PEG que existen en el mercado, el Polietilenglicol 200 se caracteriza
por ser un regulador de viscosidad y solubilizante de productos concentrados. Se puede
aplicar como vehiculo para medicamentos, formulacién de cosméticos, desemulsificante,
fluidos hidraulicos, recubrimientos y plastificantes. El PEG se usa como un excipiente en
muchos productos farmacéuticos, con sus variantes de menor peso molecular se utilizan
como disolventes en liquidos orales tales como jarabes y en capsulas de diversos
medicamentos que se toman via oral, mientras que las variantes sélidas se utilizan como
unglentos, aglutinantes en peliculas de recubrimientos, lubricantes y blister

(empacamiento de tabletas) [44].

Cabe mencionar que el nombre del polietilenglicol suele estar acompafiado de un nimero
asociado a su peso molecular y dependiendo de este Ultimo seran sus caracteristicas y el

estado (sélido o liquido) en que se puede encontrar [45], tal como los siguientes:

e Polietilenglicol 200 y 300
e Polietilenglicol 400

e Polietilenglicol 600

e Polietilenglicol 4000

De entre los anteriores mencionados, para este proyecto se hizo uso del Polietilenglicol
200; este se caracteriza por ser un regulador de viscosidad y solubilizante de productos

concentrados [44].
Biomasa procedente de Aloe arborescens

Perteneciente a la familia Aloaceae, el Aloe arborescens es una planta con tonalidades
verde oscuro - verde azulado, con tallo erguido y bien desarrollado (figura 2.6). Tiene hojas
en roseta, erectamente extendidas a extendidas deflexas, lanceoladas-acuminadas, con
una longitud promedio de 50 — 60 cm; presentan margenes con dientes curvados hacia
delante que suelen medir 3 — 5 mm. El ancho de la base de las hojas mide en promedio 5
— 7 cm [46].
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Figura 2.6. Aloe arborescens antes de ser procesada para la obtencién de biomasa.

La familia Aloaceae tiene amplia distribucién, especialmente en regiones tropicales y
subtropicales, con enorme importancia econémica y medicinal [46], pues estas han sido
empleadas para curar varias enfermedades [47]. De hecho, fue después de la Segunda
Guerra Mundial cuando se giré la atencién hacia el Aloe arborescens, ya que, a base de
este se prepard un gel que tratd exitosamente las quemaduras de victimas de la bomba
nuclear en Japon [48] y hoy en dia se conoce que el extracto de Aloe arborescens presenta
actividad anticancerigena, antidiabética, inmunomoduladora, antiinflamatoria, antioxidante,

antimicrobiana y antifungica [48, 47].

La importancia econémica ha aumentado gracias al creciente interés de la industria por
productos que presentan caracteristicas atractivas como baja toxicidad, biodegradabilidad,
disponibilidad y bajo costo en comparacion a los sintéticos, como son gomas y mucilagos.
Estos ultimos son fibras solubles cuya estructura quimica general corresponde a
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polisacéridos heterogéneos con un alto contenido en galactosa, manosa, glucosa y

derivados de osas (principalmente acidos uronicos) [49].

Los mucilagos tienen una gran capacidad de absorcién y retencion de agua, por ello, se
pueden encontrar en cantidades ricas en el tejido parenquimatico de Aloe (figura 2.7), ya

que, las células de este tejido estan especializadas en esta funcion [50, 49].

Figura 2.7. Corte transversal de una hoja de Aloe arborescens mostrando: epidermis (A) y tejido
parenquimético (B). Imagen obtenida durante el procesado de hojas y obtencién de biomasa.

Entre algunas de las aplicaciones que se les ha dado a los mucilagos se encuentran: 1) el
mejoramiento de la textura de productos tipo gel, mediante la evaluacion del
comportamiento reoldgico [51], y 2) la formacién de recubrimientos para retrasar el indice
de maduracion, pérdida de peso y cambio de color de frutas durante el almacenamiento;
siendo incluso mas efectivo el Aloe arborescens en comparacién con el Aloe barbadensis
[52], por ello, en el desarrollo de este proyecto, se empled biomasa procedente de Aloe

arborescens con el propésito de mejorar la estabilidad del agente encapsulante base.

Las concentraciones empleadas de biomasa fueron elegidas con base en las utilizadas en
trabajos anteriores de Kiran y colaboradores [51, 53] quienes han abordado el
comportamiento reolégico y viscoelastico de hidrogeles conteniendo biomasa procedente

del género Aloe.
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2.4 EXTRACTO

Se define como extracto a una sustancia compleja concentrada, con multitud de
compuestos quimicos, que puede ser obtenido por medio de procesos fisicos, quimicos y/o
microbiol6gicos a partir de una fuente natural [54]. Entre los compuestos quimicos que

pueden ser encontrados en el extracto son los compuestos fendlicos.

C4C,, Floroglucinol, |
Pirogalol

CeC,, Acido Galico, |

_ { Salicilaldehido ) Acidos Hidroxicinamicos:
Simples . Acido Cafeico
«[ CsC,, Paeonol N
7 «[ Lignanos: Pinoresinol
T\ ‘[ CeCs ]_ 2
{Cumarina: Umbeliferona
Cromones 0 h
Isocumarinas: 1,4- —
8 benzopironas S
8 — Maringenin
o)
C'Cﬁ —[ Arilpirona: aloenin —
J
3 — _[ CeCo-2Ce ]_ N [ Quercetina
3 ~[ Estilbeno: resveratrol . )
2 o r N
5 | | Apigenina
O —[ Neoflavonoide Pig
) ~——
)
«[ CsCsCs ]—«[ Flavonoides Catequina
~——
— N —
«{ Quinonas ] ~[ Isoflavonoides ] | Delfinidina
N —
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Complejos J — Buteina
h -
«[Compuestos “allied" —
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Terpenos ]

Figura 2.8. Clasificacién de compuestos fendlicos [55].
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El término “compuestos fendlicos” engloba a todas aquellas sustancias que poseen varias
funciones fenol (nombre popular del hidroxibenceno) unidas a estructuras aromaticas o
alifaticas [56]. Pueden clasificarse en simples y complejos y estos a su vez pueden dividirse
en subgrupos de acuerdo con el nimero de carbonos que conforman su estructura general

(ver figura 2.8).

Los compuestos fendlicos pertenecen a los principales metabolitos secundarios de las
plantas y algunos de ellos contribuyen a su pigmentacion; como las antocianinas (del grupo

de los flavonoides) que son responsables del color rojo, naranja, azul, parpura o violeta [56].

Las antocianinas son pigmentos hidrosolubles acumulados en las vacuolas de la célula y
se encargan de diferentes funciones en las plantas como son: la atraccion de polinizadores,
proteccion contra la radiacién UV y contra la contaminacion viral y microbiana [57]. Poseen
propiedades antioxidantes y estas juegan un papel potencial clave en la prevencién de
enfermedades degenerativas, como cancer, enfermedades cardiovasculares, inflamatorias

y neurodegenerativas [55, 56, 58].

Se encuentran presentes en diferentes 6rganos de las plantas como frutas, flores, tallos,
hojas y raices. Algunas de las fuentes principales de antocianinas son las frutas rojas, no
obstante, también se ha reportado un alto contenido de antocianinas en plantas como
Clitoria ternatea [59, 58].

Clitoria ternatea es una planta originaria de Asia a la cual se le atribuyen diversos efectos
entre los que se encuentran: el efecto antioxidante, analgésico, antiinflamatorio,

anticancerigeno, antipirético y antidiabético, entre otros [60].

Figura 2.9. Extracto de Clitoria ternatea a cuatro condiciones de pH [61].
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El extracto de Clitoria ternatea tiene la capacidad de cambiar de color de acuerdo al pH en
el que se encuentre [62]. Con pH acido se presentan tonalidades rosas-rojas, si es basico
se tornan verdes-amarillas, mientras que un pH cercano a la neutralidad se intensifican los

tonos azules [58, 61], asi como se muestra en la figura anterior (figura. 2.9).

Dicha capacidad ya ha sido evaluada para su potencial aplicacion como indicador de pH
[63], por ese motivo se emplearon flores deshidratadas de Clitoria ternatea en este
proyecto para la obtencidén del extracto, ya que este nos otorgaria informacién acerca del
cambio estructural inducido por la concentracién de iones hidrégeno, lo que podria sugerir
una interaccién entre el extracto vegetal y el agente encapsulante base o el agente

encapsulante adicionado con biomasa de Aloe arborescens.

2.5 PROPIEDADES REOLOGICAS - PUNTO DE FLUJO G’ = G”

Las propiedades reoldgicas se definen como aquellas caracteristicas presentes en el flujo
de un material; estas pueden medirse a través de la deformacion de una muestra, haciendo
uso de un redbmetro o un viscosimetro [7] y, en funcion de las caracteristicas que se deseen
obtener se aplicara cierto analisis, pues algunas propiedades reolégicas son afectadas por
condiciones externas aplicadas, como: la tensién, deformacion, periodo de tiempo y

temperatura [12].

Una de las propiedades de mayor interés es la viscoelasticidad, que hace referencia a la
coexistencia de propiedades viscosas y elasticas en un material [9]. Cuando la deformacion
del material ocurre en el mismo instante de la aplicacion del esfuerzo y el material vuelve a
su forma original cuando este cesa, se estd presentando el comportamiento elastico;

mientras que el comportamiento viscoso es dependiente del tiempo y no es reversible [64].

Por lo que, un material viscoelastico se caracteriza por la presencia de una estructura
tridimensional incompleta que se destruye por aplicacion de un esfuerzo y solo se recupera

parcialmente cuando el esfuerzo cesa [9].

El analisis oscilatorio conocido como barrido de amplitud o amplitud del esfuerzo cortante,
es uno de los analisis mas empleados en el estudio de la viscoelasticidad. Dicho andlisis

consiste someter el material a un esfuerzo o deformacion a una frecuencia dada y se mide
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la amplitud de la respuesta del esfuerzo cortante y del angulo de fase (d) entre el esfuerzo

cortante (1) y la deformacion (y) [65, 66, 67].

El valor del &ngulo de fase & varia entre 0° (para un soélido elastico, G” = 0) y 90° (para un
liquido viscoso, G’ = 0). Por lo que, para un material viscoelastico, el &ngulo de fase tendra
un valor intermedio entre 0° y 90°: si el valor del &ngulo de & esta comprendido entre 0c y
450 el material presenta un comportamiento mas elastico que viscoso, y cuando & esta

comprendido entre 450 y 900 el material es mas viscoso que elastico [66, 9].

En el barrido de amplitud se obtienen dos funciones viscoelasticas conocidas como
maodulos dinamicos: G’ (modulo de almacenamiento — representa el caracter elastico) y G”
(médulo de pérdida — representa el caracter viscoso) [9] que se grafican contra la

deformacion (y), asi como se muestra en la figura 2.10.

G';
G" ;

LVE v

Figura 2.10. Grafica de barrido de amplitud en donde se trazan los médulos G’y G” contra la
deformacion (y) [68].

En la figura anterior puede observarse una region anterior a la interseccién entre G’y G”
gue se denomina region viscoeléstica lineal (LVE, por sus siglas en inglés) e indica el rango
en el que se puede realizar la prueba sin destruir la estructura de la muestra ya que G’y G”

son constantes [65].

La regién de transicion al flujo es aquella donde se encuentra el “crossover” entre G’y G”

(punto de flujo G’=G") y se considera como el limite entre el estado de gel (similar a un
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sélido) y el estado fluido (similar a un liquido), relaciondndose directamente con la
estructura interna del material. Dado que las unidades de los médulos dinamicos son los

pascales (Pa), el punto de flujo es un pardmetro que describe la fuerza necesaria para hacer
fluir el material [65, 69, 70].
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Capitulo 3. Desarrollo y descripcion de las
tecnicas empleadas

El desarrollo experimental de este trabajo se llevo a cabo en las instalaciones de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Auténoma del Estado de México, empleando los materiales
y equipos de los siguientes laboratorios: 1) Laboratorio de Nanotermodindmica y Sistemas
Complejos; 2) Laboratorio de Micromecanica; 3) Laboratorio de Reologia, Nanofluidos y

Microfluidez; 4) Laboratorios de Docencia y; 5) Laboratorio de Procesos Biotecnol6gicos

Previo al desarrollo de las técnicas empleadas se parti6 de un mismo proceso, para la
preparacion de las formulaciones, primero se obtuvo la biomasa de Aloe arborescens y el

extracto de Clitoria ternatea, asi como se describe a continuacion:

Obtencién de biomasa de Aloe arborescens:

El procesado de las hojas de aloe es uno de los pasos clave para asegurar la preservacion
de las caracteristicas y/o compuestos deseados de la planta. Existen diferentes técnicas y
procesos a los que se somete, no obstante, la mayoria de estos involucra dos pasos: 1)

lavar hojas recién cortadas y 2) separar la matriz de gel de la corteza [71].

Al momento de la cosecha, se seleccionaron plantas con al menos tres afios de edad. La
planta fue procesada de inmediato, procurando disminuir el tiempo de exposicion con el
aire, retrasando asi el proceso de oxidacién [71]. Se utilizaron Gnicamente las hojas del Aloe
arborescens, cuyas caracteristicas promedio se describen a continuacion: longitud: 35.61
cm; masa: 47.01 g; ancho base: 3.72; ancho mitad de la hoja: 2.51 cm; ancho parte mas

delgada de la hoja: 0.51cm.

El proceso fue basado y modificado a parir de la metodologia propuesta por Moreno-

Vallespir [72], quedando de la siguiente manera:

1. Cosecha de hojas de aloe
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2. Posterior a la cosecha, se realizaron dos lavados a las hojas de Aloe arborescens,
el primero con agua corriente y el segundo con agua destilada.

3. Las hojas se cortaron en trozos para facilitar la separacion de la corteza y el tejido
parenquimatico de cada hoja de Aloe arborescens.
Se trituro el tejido parenquimatico hasta obtener una apariencia homogénea.
La filtracion fue por duplicado para retirar la mayor cantidad de residuos sélidos. El
primer filtro con tamafio de poro 15-19 um y el segundo de 8 um (Reever angel 202;
Whatman 2V, respectivamente).

6. Una vez filtrado, se transfirieron 150 ml del liquido a un matraz bola y pasé a un
bafio refrigerante de hielo seco y acetona.

7. Se ultracongel6 a una temperatura de =50 °C durante al menos 24 horas, y
posteriormente, se liofilizo.

8. Terminado el proceso se resguard6 la biomasa obtenida en un frasco ambar.

Durante el procesado de hojas en este proyecto se reporta lo siguiente: por cada 1,000 £ 5
g de hojas de Aloe arborescens se consiguié un aproximado de 494 + 5 g de tejido

parenquimatico (gel) y de esta, una vez triturada y filtrada se alcanzaron los 459 £ 5 g.

Posterior a la liofilizacion se obtuvieron 1.17 g + 0.05 de biomasa de Aloe aroborescens por

cada 100 ml del gel triturado vy filtrado.

Obtencién de extracto de Clitoria ternatea:

La metodologia utilizada para la obtencién de extracto de Clitoria ternatea, se desarrolld
tomando como base la metodologia propuesta por Kamkaen y Wilson [73]: se afiadieron
0.2 g de flores deshidratadas de Clitoria ternatea a un matraz de 125 ml cubierto con
aluminio y posteriormente vertiendo 99.8 g de agua destilada; se coloco en una parrilla con
agitacion constante a 80 °C durante 40 min. Una vez terminados los 40 min, se dejo reposar
hasta que estuviera a temperatura ambiente, se filtr6 con filtro Whatman 2V (tamafio de

poro 8 um) y refrigerd hasta su uso.
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Figura 3.1. Preparacion de la solucién para la obtener el extracto de Clitoria ternatea

Formulacion y preparaciéon del agente encapsulante base:

Se construyé una propuesta a partir de los métodos desarrollados por Lépez-Cordoba [5]
y, Mahou y colaboradores [74], derivando en la siguiente: en un matraz de 150 ml se
afiadieron los compuestos base (en las concentraciones (p/p) indicadas en las siguientes

tablas) y se adicioné el extracto de Clitoria ternatea como disolvente para cada formulacion.

Inicialmente, se desarrollaron 6 formulaciones base, etiquetadas desde “F1” a “F6”, asi
como se muestra en la tabla 3.1. Dichas formulaciones se sometieron a las técnicas y
métodos comprometidos en los objetivos, no obstante, cuando se adicion6 biomasa de Aloe
arborescens a las formulaciones F4, F5y F6, se observo un incremento en la viscosidad de
las formulaciones que no permitia la formacion de perlas. Por tal motivo se desarrollaron

formulaciones con 0.5% de ALG y se etiquetaron como F7, F8 y F9.

Una vez obtenida la biomasa de Aloe arborescens se resolvié emplear solo cuatro de las
nueve formulaciones base para ser adicionadas con estas y poder someter las

formulaciones a todas las técnicas empleadas en el proyecto.

Tabla 3.1. Concentraciones iniciales de las formulaciones base del agente encapsulante. Se
sombrearon las formulaciones que seran reportadas.

ALG 1% ALG 2% ALG 0.5%
PEG PEG PEG PEG PEG PEG PEG PEG PEG
1.5% 5% 10% 1.5% 5% 10% 1.5% 5% 10%
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
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Las formulaciones de las cuales se reportan resultados son F1, F3, F7 y F9 (tabla 3.2). La
nomenclatura de las formulaciones se conservé tal y como se fueron desarrollando, para

facilitar la obtencién e identificacién de los datos.

Tabla 3.2. Concentracion de las formulaciones del agente encapsulante base.

ALG 0.5% ALG 1%

PEG 1.5% PEG 10% PEG 1.5% PEG 10%

F7 F9 F1 F3

Se prosiguid llevando el matraz a una parrilla con agitaciéon constante a 60 °C hasta
conseguir una mezcla homogénea. El tiempo de disolucion fue de una a dos horas,

dependiendo de la formulacion.

Adicion de Aloe arborescens al agente encapsulante base:

Se replico el mismo proceso que el de las formulaciones base, no obstante, al momento de
afiadir los compuestos base, se afadié también la biomasa de Aloe arborescens en las
siguientes concentraciones (%P/P): 0.2%, 0.4% y 0.6% (ver tabla 3.3). Una vez afadidos
los compuestos, el proceso continud sin modificaciones: se llevo el matraz tapado a la
parrilla, y se mantuvo a 60 °C con agitacién constante hasta la disolucién completa de los

compuestos, consiguiendo una mezcla homogénea.

El tiempo de disolucién oscilé entre una a tres horas (dependiendo de la concentracion de

compuestos) desde que se coloco el matraz en la parrilla.

Tabla 3.3. Concentracidon de las formulaciones del agente encapsulante adicionado con biomasa
de Aloe arborescens

Aloe 0% Aloe 0.2 % Aloe 0.4% Aloe 0.6%
F7 F7.1 F7.2 F7.3 PEG 1.5%
ALG 0.5%
F9 F9.1 F9.2 F9.3 PEG 10%
F1 F1.1 F1.2 F1.3 PEG 1.5%
ALG 1%
F3 F3.1 F3.2 F3.3 PEG 10%
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3.1 EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

Durante el desarrollo de estay la siguiente evaluacion (Cinética de liberacion) fue necesaria

la formacién de perlas de agente encapsulante, asi como se describe a continuacion:

1. Se preparé una solucion de CaCl, 0.5% (p/v) y se vertieron 50 ml de esta en un vaso
de precipitado de 100 ml.

2. Se adicionaron (gota a gota) 25 g de la formulacién a evaluar en la solucion de CacCl;
durante 30 minutos (A 'y B).

3. Una vez terminado el tiempo de reticulacion, se filtraron las perlas para separarlas
de la solucion de CaCl; y esta ultima se llev al espectro para medir su absorbancia
a 620 nm (Cy D).

4. Al finalizar el filtrado se hicieron tres lavados con 50 ml de agua destilada y de igual

forma, esta Ultima se llevé al espectro para medir la absorbancia a 620 nm (Ey F).
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Figura 3.2. Proceso de elaboracion de perlas para evaluar eficiencia de encapsulacion.

La determinacion de la eficiencia de encapsulacién (%EE) se llevd a cabo midiendo los
valores de absorbancia de: a) extracto acuoso libre, b) agua utilizada para lavado de perlas,

c) CaCl, después del tiempo de reticulacion; y empleando la siguiente ecuacion [5]:

Abs; + Abs
% EE = <L—C“C’2> x100

Absg,

Donde:

Absg, = absorbancia del extracto acuoso libre.

Abs; = absorbancia obtenida en el agua utilizada para lavar las perlas.

Abscqc1,= absorbancia obtenida en la solucion de CaClz después del tiempo de reticulacion de las perlas.

Rendimiento de masa

El rendimiento de masa (%Rm) se refiere a la masa que el agente encapsulante conservé

una vez reticulado.

La reticulacion se llevo a cabo aprovechando la capacidad gelificante del ALG en presencia
del ion calcio [35], sin embargo, se sabe que estos no son los Unicos factores que
determinan el rendimiento de masa [75, 76] y, mediante el andlisis de los datos obtenidos
con la siguiente ecuacion se conoce si la adicion de biomasa afecta significativamente la

masa final del agente encapsulante una vez transcurrido el tiempo de reticulacion.

Y se aplico la siguiente ecuacion:

mfinal

%Rm=< >x100

Minicial

35



Donde:
Miniciqr = Masa inicial del agente encapsulante antes de la reticulacion

Myinq = Masa obtenida una vez transcurridos los 30 min de reticulacion.

3.2 CINETICA DE LIBERACION
La siguiente metodologia se baso en la metodologia aplicada por Escobar-Rojas [25]:

Se pesaron 10 g de perlas frescas (recién formadas) y fueron colocadas en un matraz de
50 ml conteniendo 20 ml de agua destilada; enseguida se tomaron 4 ml de muestra a
distintos intervalos de tiempo (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 60, 70, 80, 90, 100 minutos) y se midié
la absorbancia a una longitud de onda de 620 nm. La evaluacién se realizé a tres
condiciones de temperatura: 20°, 37° y 40° C, para cada formulacién de agente

encapsulante.
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Figura 3.3. Preparacion de perlas para medicién de absorbancia en el espectrofotémetro.
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3.3 PUNTO DE FLUJO G’ = G”

La obtencién del punto de flujo se llevo a cabo con el reometro Haake Mars Il (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts) acoplado al software de andlisis Haake RheoWin;
utilizando una placa superior de didmetro = 35.00 mm, y una placa inferior para modulos de

temperatura de diametro = 35.00 mm.

La evaluacion de las muestras se realizé con muestras del agente encapsulante en forma
de peliculas circulares, manteniendo una frecuencia constante de 6.28 rad/s (1 Hz),
variando la deformacién desde 0.01 hasta 100. Cada muestra se evaluo por triplicado y a

tres condiciones de temperatura: 20, 37 y 40 °C.

Mediante el software de andlisis Haake RheoWin se obtuvieron las condiciones del
crossover y de estas se extrajeron solo los datos del punto de flujo (G'=G”), y sus promedios

son presentados en una tabla en el capitulo 4, seccién 4.3 Punto de Flujo G’ = G”.

3.4 VALIDACION ESTADISTICA

Se hizo uso del software Excel, para el manejo datos provenientes de las evaluaciones

realizadas y su posterior representacion en graficas.

También se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA Multifactorial [77, 78]) mediante
el software Statgraphics con un a=0.05; considerando las siguientes hipétesis que se

aceptaron o rechazaron en funcion del valor-p obtenido.

El valor-p es una probabilidad que mide la evidencia en contra de la hipétesis nula. Las
probabilidades mas bajas proporcionan una evidencia mas fuerte en contra de la hipotesis
nula [79].

Las hipotesis que se plantearon son las siguientes:
Ho:Hog, = Ho296 = Ho.a% = Mo.6%
H;:al menos una de las medias de los cuatro tratamientos es diferente

Es decir, para la hipotesis nula (Hy) no existen diferencias estadisticamente significativas
en la variable de respuesta (%Rm; %Ee, %CL o punto de flujo) en funcion de la adicién de

biomasa de Aloe arborescens, mientras que la hipétesis alternativa (H;) considera que si
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existen diferencias estadisticamente significativas en la variable de respuesta en funcién de

la adicion de biomasa.

Una vez realizado el andlisis ANOVA y habiendo obtenido el valor-p, se realiz6 la
comprobacién de los tres supuestos (Normalidad, Varianza constante e Independencia),

para validar los resultados del analisis:

a) Normalidad: mediante la Gréfica de Probabilidad Normal y la prueba de Shapiro-Wilk
(para muestras < 50 datos) o la prueba de Kolmogorov-Smirnov (para muestras > 50 datos)
[80].

b) Varianza constante: mediante el Grafico de residuos frente a predichos. Para validar la
homogeneidad de varianzas, la grafica no debié revelar ningin patrén obvio como: forma

de embudo que se ensancha [81].

c) Independencia: mediante el Gréafico de residuos frente a nimero de fila, este no debid

revelar ningun patron marcado para validar la independencia de los datos [81].

Una vez realizada la comprobacion de los supuestos, se obtuvo la Prueba de Mdltiples
Rangos con el Método LSD (a=0.05) y el Gréfico de Medias (Método LSD con a=0.05), para
conocer cuales tratamientos son diferentes entre si y provocan la diferencia

estadisticamente significativa.

Si los datos no cumplieron el supuesto de normalidad, se realiz6 una transformacion
logaritmica de la variable de respuesta y con ello se replicé el ANOVA y la comprobacion

de supuestos [78].

En aquellas pruebas donde la transformacién logaritmica no logr6 ajustar los datos a una
distribucion normal, se ejecuté la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis que, a diferencia
del ANOVA en el que se comparan medias, esta contrasta si las diferentes muestras

pertenecen a una misma distribucion/poblacién mediante la comparacion de medianas [82].
En la prueba de Kruskal-Wallis se consideraron las siguientes hipotesis:

Hy: todas las muestras provienen de la misma poblacion (distribucion)
H;:al menos una de las muestras proviene de una poblacién con una distribuciéon distinta

Cabe resaltar que la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis no se llevé a cabo en los

datos obtenidos del punto de flujo, pues no cumplen el supuesto de varianza constante [83].

38



En ese caso se tomo el valor-p obtenido en el ANOVA Multifactorial con la transformacion
logaritmica de la variable de respuesta (pese a que no cumplié con el supuesto de

normalidad), pues dicho andlisis continda siendo robusto a la falta de normalidad [83].
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Capitulo 4. Presentacion y discusion de
resultados

4.1 EVALUACION DE LA EFICIENCIA DE ENCAPSULACION

Eficiencia de encapsulacion

Se calcul6 el porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE) para cada una de las

formulaciones por triplicado, obteniendo los valores que se muestran en la figura 4.1.

80%
78%

76%

74%
72%
70%
68%
66%
64%
62%

Aloe 0% Aloe 0.2% Aloe 0.4% Aloe 0.6%

WALGO0.5%PEG1.5% ®WALGO.5%PEG10% wWALG1%PEG15% m®ALG 1% PEG 10%

Figura 4.1. Eficiencia de encapsulacion de las 12 formulaciones evaluadas.

Los datos mostrados en la tabla anterior son el promedio de tres repeticiones realizadas de
cada una de las 12 formulaciones. Estas se agrupan en base a la concentracién adicionada
de biomasa de Aloe arborescens a las formulaciones base. La primera agrupacion muestra
la eficiencia de encapsulacion de las formulaciones base (-7, F9, 1y F3) y las siguientes
son las agrupaciones de las formulaciones adicionadas con 0.2%, 0.4% y 0.6% de biomasa

de Aloe arborescens.
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La formulacion base que muestra un incremento proporcional de la eficiencia de
encapsulacion con respecto a la adicion de biomasa es la -1, pues va incrementando el
%EE conforme incrementa el porcentaje de biomasa adicionada. Ocurre algo similar con la

formulacién F9, no obstante, cuando se adiciona el 0.6% de biomasa, el %EE disminuye.

Con las formulaciones 7 y 3 el %EE incrementa con la adicion del 0.2% de biomasa, no
obstante, disminuye cuando se adiciona el 0.4%, y la formulacion 2 sigue decayendo con
la adicién del 0.6% de biomasa, mientras que el %EE de la formulacién 7 incrementa con

la misma adicion (0.6%).

De manera general, la formulacion con el %EE mas bajo fue una de las formulaciones base:
F7 (ALG 0.5% - PEG 1.5%) con un total del 68.8%, mientras que la formulacién F3.1 (Aloe
arborescens 0.2% - ALG 1% - PEG 10%) obtuvo el porcentaje mas alto con 79.7%.

Para comprobar si existe un efecto significativo de la adicion de biomasa a las formulaciones
base, se realiz6 un analisis ANOVA Multifactorial (Apéndice 1), en donde se obtuvo un valor-
p =0.0001, y este valor determina que la adicién de biomasa de Aloe arborescens tiene una
variacidbn que se demuestra por medio de una diferencia estadisticamente significativa

sobre el porcentaje de la Eficiencia de Encapsulacion.

Medias y 95.0% de Fisher LSD

b
o

0 0.2 0.4 0.6
Aloe arborescens %

Eficiencia de encapsulacion %

Figura 4.2. Grafica de Medias (Método LSD 95%) para Eficiencia de encapsulacion.
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Después de la comprobacion de supuestos del analisis se realizo la Prueba de Mdltiples
rangos para conocer cuales concentraciones provocaron esa diferencia (figura 4.2) y los
resultados sefialan que la media del agente encapsulante sin biomasa adicionada es
diferente a las medias de las formulaciones adicionadas con biomasa, no obstante, entre
ellas (formulaciones con 0.2%, 0.4% o0 0.6% de biomasa) no se aprecia alguna diferencia

estadisticamente significativa.

Lo anterior apunta a que la adiciéon de biomasa de Aloe arborescens influyé en el %EE
mediante el incremento en la concentracion de polimeros que formaban parte del agente
encapsulante; y de acuerdo con lo reportado en la literatura, la concentracion de polimeros
es uno de los factores responsables de modificar el %EE [84]; ya que, el incremento en la
concentracion de polimeros disminuye la porosidad del agente encapsulante, provocando

un aumentoé en la cantidad de compuesto activo encapsulado.

De manera similar, otros autores también han incrementado los porcentajes de eficiencia
de encapsulacién mediante la combinacion y/o adicion de polimeros en matrices o agentes

encapsulantes que incrementen la eficiencia de encapsulacion, tal es el caso de:

Lopez-Cérdoba obtuvo una eficiencia de encapsulacion del 55% en cpsulas de alginato
2%, incrementando el porcentaje al 65% cuando cred el sistema de encapsulacion
compuesto de almidén 2% y alginato 2% para encapsular el extracto de llex paraguariensis
(yerba mate) [5]; mientras que Escobar-Rojas presenta un porcentaje de encapsulacion de
76.9% y 79.3% de dos extractos de bracteas de Bougainvillea sp. (bugambilia)

encapsulados en perlas de alginato 1% y almidén de maiz 1% [25].

El incremento en el %EE debido a la adiciéon de biomasa de Aloe arborescens representa
una ventaja acerca de las cualidades deseadas en un agente encapsulante, ya que, con
menos materia prima para el agente encapsulante seria posible encapsular mas cantidad
del compuesto activo de interés; sin embargo, el aumentar demasiado la concentracion de
biomasa o polimeros, podria provocar que la textura del agente encapsulante sea muy

densa y no permita la adecuada encapsulacion del compuesto de interés.

Con base en los resultados obtenidos, se podria lograr un incremento en el porcentaje de
Eficiencia de encapsulacién partir de la adicién del 0.2% de biomasa de Aloe arborescens
y no seria necesario incrementar el porcentaje de biomasa, lo que representaria una

disminucion de costos y recursos energéticos, pues la liofilizacion es un proceso
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dependiente de estos, logrando asi la disminucion en el impacto ambiental al disminuir la

cantidad de biomasa requerida.

Rendimiento de masa

De acuerdo con los valores obtenidos en cada una de las formulaciones del rendimiento de
masa (%Rm) se obtuvo lo siguiente: la formulacion con el rendimiento mas bajo fue la
formulacion F9.3 (ALG 0.5% - PEG 10% - 0.6%) con un valor total del 46.2% y la formulacién
con el rendimiento mas alto fue la F3 (ALG 1% - PEG 10%) con un 97.6% de rendimiento.

100%

90%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Aloe 0% Aloe 0.2% Aloe 0.4% Aloe 0.6%

o

o

&)

o

WALGO0.5%PEG1.5%  MWALGO0.5%PEG10%  WALG 1% PEG 1.5%  MALG 1% PEG 10%

Figura 4.3. Rendimiento en masa de las 12 formulaciones del agente encapsulante.

La figura 4.3 muestra los datos agrupados de la siguiente forma: cada una de las cuatro
agrupaciones corresponde a la concentracion de biomasa adicionada (0%, 0.2%, 0.4% y
0.6%). Cada agrupacion contiene cuatro columnas y estas corresponden a las cuatro
formulaciones base del agente encapsulante: -7, F9, -1y =3, respectivamente.)

A primera vista y considerando los porcentajes de rendimiento obtenidos, podria suponerse
gue existen diferencias en el rendimiento de las formulaciones, no obstante, las diferencias

no se presentan de manera proporcional a la adicion de biomasa.
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El rendimiento presentado en las formulaciones -7 y F9 es menor, sean o no adicionadas
con biomasa de Aloe arborescens, pues se obtienen valores menores al 65% mientras que

las formulaciones 1 y 3 presentan rendimientos de entre 75 — 97%.

Las formulaciones y comparten la misma cantidad de ALG (0.5%), y de manera
similar ocurre con las formulaciones 1y 2 que comparten el 1% de ALG. Entonces podria
suponerse que el %Rm no se ve afectado por la cantidad de biomasa adicionada sino del

porcentaje de alginato que se encuentre en las formulaciones, ya sea un 0.5 o 1%.

Para comprobar que la adicion de biomasa no afecta el porcentaje de rendimiento, se
realizé el andlisis estadistico (Apéndice 2) en donde se obtuvo un valor-p = 0.944713, el
cual, implicaria que la adiciobn de biomasa no provoca diferencias estadisticamente
significativas en las medianas del Rendimiento de masa (figura 4.4). Esto quiere decir que
la adicion de biomasa de Aloe arborescens no provoca aumento o disminucién de masa en

las perlas.

Gréafico de Medianas con Intervalos del 95.0% de Confianza
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Figura 4.4. Grafico de medianas del Rendimiento de masa.

De acuerdo con la literatura, los factores que si tienen un impacto significativo sobre el
rendimiento en masa de las perlas son: el ALG y el CaCl,, ya que estan directamente

involucrados con la gelificacion [37].
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Si la biomasa hubiese provocado cambios estadisticamente significativos en el rendimiento
en masa, probablemente estaria interactuando con los dos compuestos anteriores, puesto
que la gelificacion se lleva a cabo cuando el ion calcio provoca enlazamiento en los sitios
de coordinacion de los G-bloques y se forma la estructura “caja de huevo” [37, 32]. Si se
hubiera visualizado un aumento en el %Rm indicaria que la adicién de biomasa favorece la
interaccion entre el ion calcio y el ALG; mientras que, si el %Rm hubiera disminuido, estaria
indicando que dicha adicion perjudica la interaccion del ion calcio y los sitios de

coordinacion.

Ahora bien, retomando la informacion obtenida del %EE més la del %Rm: los resultados
apuntan a la posible obtencion de un agente encapsulante que, adicionado con biomasa de
Aloe arborescens podria incrementar su eficiencia de encapsulacion sin que dicha adicion
comprometa la interaccion entre el ALG y los iones de calcio necesarios para la reticulacion

del agente encapsulante.

4.2 CINETICA DE LIBERACION

A continuacioén, se presentan tres figuras: cada una presentando los datos del porcentaje
de liberacion obtenido a cierta temperatura (20, 37 y 40 °C). El seguimiento en la cinética
de liberacion se realiz6 hasta los 100 min, no obstante, los datos reportados en cada gréafica

corresponden a los primeros 60 min.

El porcentaje liberado en esos 60 min se muestra por intervalos de tiempo (0, 20, 40 y 60
min) mediante tramas. Los colores sefialan las formulaciones a las que corresponden las
columnas: -7, F9, y F3; y las cuatro agrupaciones de columnas indican la cantidad de

biomasa adicionada a dichas formulaciones.

La figura 4.5 corresponde a la cinética de liberacion realizada a 20 °C y en esta se presenta
un porcentaje de liberacibn no mayor al 18%. También se puede observar que las
formulaciones sin biomasa y las adicionadas con 0.2 y 0.6% de biomasa, presentan un

comportamiento descendente en el siguiente orden: -7/ >F9 > 1 >
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Figura 4.5. Cinética de liberacion a 20 °C.

La uUnica agrupacion de formulaciones que no presenta ese comportamiento es la
agrupacion con el 0.4% de biomasa de Aloe arborescens. Esta presenta una ligera
diferencia, ya que la formulacion -7 (F7.2) presenta un porcentaje de liberacion menor que

las demas formulaciones; exhibiendo el siguiente comportamiento: -7/ < F9 > 1 >

En todas las formulaciones a 20 °C, se liberé mas del 10% del extracto durante los primeros
20 min, esto equivale a mas del 50% del extracto reportado en la cinética de liberacion. Las
Unicas formulaciones que presentaron un porcentaje de liberacién < 10% fueron las
(ALG 1% - PEG 10%) con 0, 0.2, 0.4 y 0.6% de biomasa adicionada.

La siguiente figura (figura 4.6) presenta la cinética de liberacién a 37 °C y en esta el

porcentaje mas alto de extracto liberado fue de 19%.

Durante esta liberacion, las formulaciones con 0.2 y 0.6% de biomasa adicionada exhibieron
un comportamiento descendente similar al de la cinética a 20 °C: > F9 > > :
mientras que el comportamiento para las formulaciones sin biomasa es: -7/ > F9 <1 > F3,

y el de las formulaciones con 0.4% de biomasa adicionada es de: 7/ < F9 < F1 >

46



20%

18%

1l

16% =

il

14%

ZZ I

12% ‘
10% ‘

F7 F9 F1 B3 F7 F9 F1 F3 F7 F9 F1 F3 F7 F9 F1 B3

Aloe 0% Aloe 0.2%

Whorin Ml smin \Neor

p=d
9]
™
o)

Aloe 0.6%

60 min

Il

Figura 4.6. Cinética de liberacion a 37 °C.

De igual manera, la cinética de liberacion a 37 °C también presenta un porcentaje de
liberacion superior al 10% durante los primeros 20 minutos (en caso todas las formulaciones
a excepcion de las 3 con 0.2 y 0.4% de biomasa adicionada (formulaciones F3.1y F3.2,

respectivamente).

La ultima grafica de cinética de liberacion (figura 4.7) corresponde a la que se llevo a cabo
a 40 °C. En esta, el comportamiento es practicamente el mismo que el exhibido a 37 °C.
Las formulaciones con 0.2 y 0.6% de biomasa presentaron un comportamiento

descendente: > > >

La agrupacion de formulaciones con el 0.4% de biomasa adicionada exhibi6é un
comportamiento ascendente hasta la formulacion F1 (F1.2), porque después disminuyo6 el
porcentaje de encapsulacion en la formulacién F3 (F3.2). Se describe de la siguiente
manera: -/ >F9 <1 >F3.Y, al igual que en las formulaciones sin biomasa, la agrupacion

de formulaciones presentd un comportamiento oscilante: -7 > F9 < F1 >

Realizando una comparacién con los datos, el porcentaje de liberacion solo tuvo una

variacion del 1%, siendo que la temperatura tuvo diferencias de entre 17 y 20 °C.
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Figura 4.7. Cinética de liberacién a 40 °C.

Se realiz6 el andlisis estadistico (Apéndice 3) y se obtuvo que el valor-p del factor principal
(Aloe arborescens) fue de 0.8099.

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Figura 4.8. Gréafica de Medias (Método LSD 95%) para Log Cinética de liberacion.
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Dicho valor determina que la adicion de biomasa no provoca una diferencia
estadisticamente significativa sobre el porcentaje de extracto liberado. Esta determinacién
del andlisis puede visualizarse mejor en la Grafica de Medias (figura 4.8), en la cual se
muestra que la concentracion de biomasa adicionada a las formulaciones no provoca una

diferencia estadisticamente significativa en las medias de la cinética de liberacion.

Ahora bien, de acuerdo con la literatura, dos de las variables indispensables en la cinética
de liberacion son la temperatura y el tiempo [29, 30], por ello también se obtuvieron los

valores-p de estas; resultando en lo siguiente:

El valor-p del tiempo fue 0.0000, el cual indica que el tiempo si afecta la cinética de
liberacion y esto se puede apreciar visualmente en las figuras anteriores (fig. 4.5, 4.6 y 4.7),

mediante las tramas que representan los intervalos de tiempo.

Para la temperatura se obtuvo un valor-p = 0.9291. Este sefiala que la temperatura no
afecta la cinética de liberacion y de alguna manera se intuia, ya que los porcentajes
maximos obtenidos en la cinética de liberacién solo presentaron una variacion del 1%,
mientras que la temperatura presentod variaciones de 17 - 20 °C con respecto a la

temperatura mas baja (20 °C).

Si la temperatura no influyé en la cinética de liberacion puede ser atribuible a dos causas,
la primera es que las formulaciones del agente encapsulante son capaces de mantener un
porcentaje de liberacion “constante” pese a las condiciones de temperatura, siempre y
cuando el rango de temperatura oscile entre 20 — 40 °C, lo cual abriria una ventana de
oportunidad, pues se habria formulado un agente encapsulante que favorece el control de

la liberacién del extracto o compuesto de interés.

La segunda causa del por qué la temperatura no presentd un efecto estadisticamente
significativo sobre la cinética de liberacion podria ser un error experimental, ya que la

biomasa provoc6 un cambio de coloracién en las formulaciones (figura 4.9 y Apéndice 4).

Como se describié anteriormente, el extracto de Clitoria ternatea es sensible a las
variaciones de pH [62]; por lo que el cambio en la coloracién implicaria que la biomasa esta

interactuando con el compuesto.

En condiciones de pH cercano a la neutralidad el extracto de Clitoria ternatea tiene tonos

azules [58, 61] y estos son consistentes en las formulaciones base (sin biomasa
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adicionada); a medida que se incrementa el porcentaje de biomasa de Aloe arborescens,
se destacan mas los tonos verdes, los cuales se presentan cuando el pH es cercano a 10
[62].

Figura 4.9. Cinética de liberacion de perlas sin biomasa adicionada (izquierda) y cinética de
liberacion de perlas adicionadas con 0.6% de biomasa de Aloe arborescens (derecha).

El cambio de coloracion sugiere que el agente encapsulante adicionado con biomasa de
Aloe arborescens no esta preservando el extracto, sino que esta interactuando con él y esto
puede ser el motivo de un error experimental durante la obtencién de los datos, ya que
estos se obtuvieron por medio del registro de absorbancia y algunos autores registran que
la longitud de onda del pico de absorcion cambia cuando se modifica el pH del extracto de

Clitoria ternatea [61].

4.3 PUNTO DE FLUJO G’ = G”

Durante la prueba oscilatoria de barrido de amplitud se obtuvieron las condiciones del
crossover entre G’ y G” de cada triplicado de las formulaciones y entre algunas de las
propiedades reoldgicas arrojadas por el software se destacan las siguientes: punto de flujo,

esfuerzo cortante y deformacion.

Para los objetivos del proyecto y dada su importancia practica, solo se reporta los datos
obtenidos en punto de flujo (G'=G”"). Por ultimo, es importante resaltar que las unidades de
los datos mostrados son los pascales (Pa).
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Tabla 4.1. Punto de flujo (G'=G”) de cada formulacién a 20, 37, y 40°C.

Fogirz:la' %Aloe | %ALG | %PEG 20°C 37°C 40 °C
F7 15 37.28 22.78 20.59
F9 oe 10 151.82 37.93 4.45
F1 ° 15 300.33 213.67 211.03
F3 : 10 186.31 331.93 335.20
F7.1 15 38.80 20.33 24.90
F9.1 oe 10 29.53 6.64 26.61
F1.1 o2 15 240.17 205.58 216.73
F3.1 ' 10 266.43 238.43 254.43
F7.2 15 38.52 16.36 16.53
F9.2 oe 10 78.53 30.86 26.38
F1.2 o4 15 264.14 155.79 256.90
F3.2 ! 10 357.97 173.84 129.28
F7.3 15 14.11 7.98 15.41
F9.3 o° 10 17.34 10.19 4.58
F1.3 o0 15 139.15 228.33 162.95
F3.3 ! 10 297.67 221.50 170.10

En la tabla 4.1 se aprecian valores que van desde los 4.45 Pa (formulacién F9 a 40°C),
hasta los 357.97 Pa (formulacién F3.2 a 20°C), la primera de ellas no esta adicionada con
biomasa y la segunda si; por lo que se realizé el analisis estadistico (Apéndice 5) para

comprobar si la adicion de biomasa influye en la presién obtenida del punto de flujo.

Para el factor principal (biomasa de Alore arborescens) el valor-p obtenido en el andlisis fue
de 0.0050, el cual confirma que la aficion de biomasa provoca un efecto estadisticamente

sobre el punto de flujo.

Una vez que se realizo la Prueba de Multiples Rangos se determind que, la diferencia
estadisticamente significativa es provocada por la concentracion del 0.6% de biomasa de
Aloe arborescens. no obstante, y contrario a lo que se esperaba, la diferencia estd marcada

porgue dicha concentracion disminuye los valores del punto de flujo.
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Figura 4.10. Grafica de Medias (Método LSD 95%) para Log crossover entre G’y G”.

La figura de arriba muestra de manera grafica lo obtenido en la Prueba de Mdltiples Rangos;
el punto de flujo de las formulaciones con: 0, 0.2 y 0.4% de biomasa de Aloe arborescens
se mantuvo sin presentar variacion estadisticamente significativa, mientras que el punto de

flujo de las formulaciones adicionadas con el 0.6% de biomasa disminuye.

Lo anterior implicaria que, la presion necesaria para hacer fluir y destruir la estructura tipo
gel de las formulaciones de agente encapsulante con 0, 0.2 y 0.4% de biomasa de Aloe
arborescens es la misma; mientras que, para las formulaciones adicionadas con el 0.6% de
biomasa seria necesario disminuir la presion aplicada para destruir la estructura del agente

encapsulante.
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Conclusiones

Se evalué la adicion de biomasa de Aloe arborescens mediante los cambios que la adicién
de biomasa de Aloe arborescens ocasion6 sobre la eficiencia de encapsulaciéon (%EE), el

rendimiento en masa (%Rm), la cinética de liberacién (%CL) y el punto de flujo (G’=G”) de

cada una de las 16 formulaciones de agente encapsulante.

La adicion de biomasa de Aloe arborescens provocé un efecto estadisticamente significativo
sobre la eficiencia de encapsulacién (%EE) que se manifestd por medio del incremento en

la eficiencia de encapsulacion a partir de la concentracion del 0.2% de biomasa.

El punto de flujo también se vio afectado por la adicién de biomasa, no obstante, el efecto
se presentd hasta que la adicibn de biomasa fue del 0.6%. Las formulaciones con las
concentraciones del 0.2 y 0.4% de biomasa no presentaron diferencias a las de las

formulaciones sin biomasa.

En el rendimiento de masa permanecié constante en todas las formulaciones sin importar
la adicion de biomasa de Aloe arborescens por lo que no reflejo algin efecto

estadisticamente significativo.

En andlisis estadistico de la cinética de liberacién también sefial6 que la adicién de biomasa
no provoco diferencias estadisticamente significativas entre las formulaciones sin biomasa
y las adicionadas con 0.2, 0.4 y 0.6% de biomasa de Aloe arborescens. Aunque, dicha
resolucion del analisis pudo ser afectada por la interaccion entre la biomasa y el extracto

de Clitoria ternatea.

Por ultimo, las formulaciones adicionadas con biomasa de Aloe arborescens incrementan la
eficiencia de encapsulacion a partir del 0.2% de biomasa, mantienen el mismo rendimiento
de masa en todas las concentraciones y su punto de flujo permanece estable hasta el 0.4%
de biomasa, aunque no fue posible garantizar su caracter preservador debido al cambio de

color ocasionado por la adicion de biomasa.
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Perspectivas

Para verificar la disminucién de la estructura en el tamafio de poro del agente encapsulante,

podria realizarse una observacién con el Microscopio de Fuerza Atémica.

Como una alternativa al liofilizado, seria posible que las formulaciones se prepararan de

manera inmediata posterior a la cosecha y procesado.

Se podria evaluar si el 0.1% de biomasa de Aloe arborescens logra incrementar la eficiencia

de encapsulacion.

Seria conveniente que en futuros proyectos se llevara un registro del pH de las
formulaciones y se realizara el seguimiento de cinética de liberacion considerandolo, ya que

de este modo se podria modificar la longitud de onda con la que se trabajaria.

También se podria realizar la encapsulacién de otro extracto o compuesto de interés para
verificar si la biomasa de Aloe arborescens interactia con él o si solo se presenté con el

extracto de Clitoria ternatea.
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Apéndice 1 — Analisis estadistico %EE

ANOVA Multifactorial
Se formularon las siguientes hipétesis nula (H,) y alternativa (H,):
Ho:Hoo, = Ho.296 = Ho.a% = Ho.6%
Hy:al menos una de las medias de los cuatro tratamientos es dif erente

El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA Multifactorial en donde:

Factor principal: Biomasa adicionada de Aloe arborescens

Covariables: Alginato (ALG) y Polietilenglicol (PEG)

Una vez realizado el analisis, se obtuvo el siguiente resumen estadistico:

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F |Valor-p
COVARIABLES
ALG 137.613 1 ]137.613 40.33 0.0000
PEG 80.1335 1 ]80.1335 23.48 0.0000
EFECTOS PRINCIPALES

92.7319 3 [30.9106 9.06 l0.0001 |
RESIDUOS 133.085 39 [3.41242
TOTAL (CORREGIDO) 437.911 44

Para validar la interpretacion del analisis, se realiz6 la comprobacién de los tres supuestos:
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Normalidad: Cumple: los datos en el grafico de Probabilidad normal muestran una tendencia lineal, ademas, valor obtenido en la Prueba de

Shapiro-Wilk arroj6 un valor-p = 0.073, y sugiere que los datos provienen de una distribucién normal, asi como se observa en el histograma.
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Ya que si se comprobaron los tres supuestos, se procedié a realizar la Prueba de Mdltiples Rangos con el Método LSD para
determinar cuales medias de las formulaciones son significativamente diferentes de otras para la eficiencia de encapsulacion,
y se obtuvo la siguiente tabla:

Aloe |Casos [Media LS |Sigma LS |[Grupos
Homogéneos . . .
La parte superior de la tabla muestra dos grupos homogéneos segun
0 11 72.6675 [0.557671 |X . - , . .
la alineacion de las X’s en las columnas, esto quiere decir que no hay
06 |11 75.1037 10.558863 | X diferencia estadisticamente significativa entre aquellas formulaciones
0.2 12 75.8478 10.533338 X que compartan una misma columna de X’s.
0.4 11 76.4857 [0.557671 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
0-0.2 * -3.18022 1.56148
0-04 . -3.81818 1.59324 La parte inferior de la tabla muestra las diferencias estimadas entre
0-0.6 * o ]-2.4362 1.60021 cada par de medias y con un asterisco (*) indica las que presentan
02-0.4 -0.637959 1.56148 una diferencia significativa.
0.2-0.6 0.744019 1.56148
0.4-0.6 1.38198 1.60021
Medias y 95.0% de Fisher LSD

< 79 E ]

S

8 77t I J

- I |

S 5 I 5 También se obtuvo la Grafica de medias (Método LSD a=0.05).
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ANOVA Multifactorial

Se formularon las siguientes hipétesis nula (H,) y alternativa (H;):

El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA Multifactorial en donde:

Una vez realizado el analisis, se obtuvo el siguiente resumen estadistico:

A: Aloe

0.3099

Para validar la interpretacion del analisis, se realiz6 la comprobacién de los tres supuestos:
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Dado que no se pudo comprobar los tres supuestos, se realizo la transformacidn logaritmica de la variable de respuesta (%0Rm),

resultando en lo siguiente:

ANOVA Multifactorial — Transformacion logaritmica

Se formularon las siguientes hipoétesis nula (H,) y alternativa (H,):

Se procedi6 a realizar el ANOVA Multifactorial utilizando la transformacion logaritmica de la variable de respuesta, en donde:

Una vez realizado el andlisis, se obtuvo el siguiente resumen estadistico:

A: Aloe 0.3310

Para validar la interpretacion del analisis, se realizé la comprobacién de los tres supuestos:
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Grafico de Probabilidad Normal
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La transformacion logaritmica no logré ajustar los datos a una distribucion normal y afecté la distribucion de varianzas en la
prueba de homocedasticidad, por lo que no se cumplieron los tres supuestos y se procedio a realizar la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis.

Prueba no paramétrica — Prueba de Kruskal-Wallis

Se formularon las siguientes hipétesis nula (H,) y alternativa (H,):

Una vez realizado el andlisis, se obtuvo lo siguiente:
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Apéndice 3 — Andlisis estadistico %CL
ANOVA Multifactorial
Se formularon las siguientes hipétesis nula (H,) y alternativa (H,):
Ho:Hoy, = Ho.296 = Ho.a% = Ho.6%
Hy:al menos una de las medias de los cuatro tratamientos es diferente

El analisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA Multifactorial en donde:

Factor principal: ~ Biomasa adicionada de Aloe arborescens

Covariables: Alginato (ALG), Polietilenglicol (PEG), tiempo y temperatura

Una vez realizado el andlisis, se obtuvo el siguiente resumen estadistico:

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F |Valor-p
COVARIABLES

ALG 14.9076 1 14.9076 2.95 0.0874
PEG 9.1438 1 9.1438 1.81 0.1800
Tiempo 431.883 1 431.883 85.55 0.0000
Temperatura 3.61565 1 3.61565 0.72 0.3985

EFECTOS PRINCIPALES

3.24307 3 [1.08102 0.21 lo.8865 |

RESIDUOS 928.875 184 |5.04823
TOTAL (CORREGIDO) 1391.67 191

Para validar la interpretacion del andlisis, se realiz6 la comprobacion de los tres supuestos:
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Normalidad: No cumple: los datos en el gréafico de Probabilidad normal no muestran una tendencia lineal y; el valor obtenido en la Prueba de

Kolmogorov-Smirnov arroj6 un valor-p = 0.00016, por ello, se rechaza la idea de que los datos provengan de una distribucién normal (histograma).
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Como no se comprobaron los tres supuestos, se realizo la transformacion logaritmica de la variable de respuesta (%CL):
ANOVA Multifactorial — Transformacion logaritmica
Se formularon las siguientes hipoétesis nula (H,) y alternativa (H,):
Ho: Moy, = Ho2p = Mo.a% = Ho.6%
Hy:al menos una de las medias de los cuatro tratamientos es diferente

Se procedid a realizar el ANOVA Multifactorial utilizando la transformacion logaritmica de la variable de respuesta, en donde:

Factor principal:  Biomasa adicionada de Aloe arborescens

Covariables: Alginato (ALG), Polietilenglicol (PEG), tiempo y temperatura

Una vez realizado el andlisis, se obtuvo el siguiente resumen estadistico:

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F |Valor-p
COVARIABLES
ALG 0.286988 1 0.286988 0.84 0.3600
PEG 0.59826 1 0.59826 1.76 0.1868
Tiempo 50.9398 1 50.9398 149.47 0.0000
Temperatura 0.00270432 1 0.00270432 0.01 0.9291
EFECTOS PRINCIPALES

0.328569 3 [0.109523 0.32 l0.8099 |
RESIDUOS 62.3667 183 ]0.340802
TOTAL (CORREGIDO) 114.3 190

Para validar la interpretacion del andlisis, se realizd la comprobacién de los tres supuestos:
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Normalidad: cumple, datos en el grafico de Probabilidad normal muestran una tendencia lineal y; el valor obtenido en la Prueba de Kolmogorov-

Smirnov arrojo un valor-p = 0.2299, y sugiere que los datos provienen de una distribucién normal, asi como se observa en el histograma

Gréfico de Probabilidad Normal
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La transformacién logaritmica de los datos fue favorable ya que se comprobaron los tres supuestos, por tanto, se procedié a
realizar la Prueba de Multiples Rangos con el Método LSD para determinar cuales medias de las formulaciones son

significativamente diferentes de otras para la eficiencia de encapsulacién, y se obtuvo la siguiente tabla:

Aloe |Casos [Media LS |Sigma LS |[Grupos
Homogeneos La part ior de la tabl tra d homogé '
06 a7 103377 100851659 IX a parte superior de |a tabla muestra dos grupos homogeéneos segun
la alineacion de las X’s en las columnas, esto quiere decir que no hay
0.2 |48 1.10301 ]0.0842631 (X diferencia estadisticamente significativa entre aquellas formulaciones
0.4 |48 1.12819 (0.0842631 |X que compartan una misma columna de X’s.
0 48 1.14203 (0.0842631 |X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
0-0.2 0.0390185 0.235113 . e inferior de Ia tabl ia las dif _ fimad .
a parte inferior de la tabla muestra las diferencias estimadas entre
0-04 0.0138327 0.235113 cada par de medias y con un asterisco (*) indica las que presentan
0-06 0.108256 0.236391 una diferencia significativa. Como no hay asteriscos, esto sugiere que
02-0.4 -0.0251858 [0.235113 no hay diferencias estadisticamente significativas entre cada par de
02-06 0.069238 0.236391 medias.
0.4-0.6 0.0944238 0.236391
Medias y 95.0% de Fisher LSD
1.31 F b
5 -
8 121 [ ]
g _ ]
% EEN 3 También se obtuvo la Grafica de medias (Método LSD a=0.05).
5
S 1ol ]
E _ ]
091 | ]
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Apéndice 4 — Tabla de perlas deshidratadas

Aloe 0% Aloe 0.2% Aloe 0.4 % Aloe 0.6 %

ALG
0.5
%

ALG
1%

NOTA: Los datos obtenidos de las perlas deshidratadas no seran presentados ni discutidos en este trabajo.
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Apéndice 5 — Analisis estadistico G’=G”

ANOVA Multifactorial
Se formularon las siguientes hipoétesis nula (H,) y alternativa (H,):
Ho: oy = Mo296 = Ho.a% = Ho.6%
H;:al menos una de las medias de los cuatro tratamientos es diferente

El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA Multifactorial en donde:

Factor principal: Biomasa adicionada de Aloe arborescens

Covariables: Alginato (ALG), Polietilenglicol (PEG) y temperatura

Una vez realizado el analisis, se obtuvo el siguiente resumen estadistico:

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F |Valor-p
COVARIABLES
ALG 1.47586E6 1 1.47586E6 350.06 0.0000
PEG 16872.5 1 16872.5 4.00 0.0474
Temperatura 39072.9 1 39072.9 9.27 0.0028
EFECTOS PRINCIPALES

39885.5 3 |13295.2 3.15 [0.0270 ]
RESIDUOS 577591. 137 [4215.99
TOTAL (CORREGIDO) 2.14929E6 143

Para validar la interpretacion del analisis, se realizé la comprobacién de los tres supuestos:
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Normalidad: No cumple: los datos en el gréafico de Probabilidad normal no muestran una tendencia lineal y; el valor obtenido en la Prueba de

Kolmogorov-Smirnov fue de valor-p = 0.000025, por ello, se rechaza la idea de que los datos provengan de una distribucién normal (histograma)
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Dado que no se pudo comprobar los tres supuestos, se realizé la transformacion logaritmica de la variable de respuesta (G'=G"),

resultando en lo siguiente:
ANOVA Multifactorial — Transformacion logaritmica

Se formularon las siguientes hipétesis nula (H,) y alternativa (H,):

Se procedi6 a realizar el ANOVA Multifactorial utilizando la transformacion logaritmica de la variable de respuesta, en donde:

Una vez realizado el andlisis, se obtuvo el siguiente resumen estadistico:

A: Aloe 0.0050

Para validar la interpretacion del analisis, se realizd la comprobacién de los tres supuestos:
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Normalidad: No cumple: los datos en el gréafico de Probabilidad normal no muestran una tendencia lineal y; el valor obtenido en la Prueba de

Kolmogorov-Smirnov fue de valor-p = 0.00493, por lo que se rechaza la idea de que los datos provengan de una distribuciéon normal (histograma).
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Varianza constante: Cumple, no hay un patron de distribucién | Independencia: Cumple, los datos no presentan un patron de

marcado. agrupacion.

Gréfico de Residuos para Log Crossover Gréfico de Residuos para Log Crossover
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A pesar de que no se cumplieron los tres supuestos para validar el andlisis del ANOVA Multifactorial, se realiz6 la Prueba de
Multiples Rangos con el Método LSD, ya que, no se pudo realizar la prueba de Kruskal-Wallis, puesto que uno de los requisitos

para es la varianza constante y esta solo se cumple con la transformacion logaritmica de la variable de respuesta (G’'=G”).

Aloe |Casos [Media LS |Sigma LS |[Grupos
Homogeneos La part ior de la tabl tra d homogé ‘
06 136 368942 10130726 X a parte superior de |a tabla muestra dos grupos homogeéneos segun
la alineacion de las X’s en las columnas, esto quiere decir que no hay
0.2 |36 4.09229 [0.130726 | X diferencia estadisticamente significativa entre aquellas formulaciones
0 36 4.27089 10.130726 X que compartan una misma columna de X’s.
04 (36 4.27929 10.130726 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
0-0.2 0.178602 0.365578
0-04 -0.00840121 [0.365578 La parte inferior de la tabla muestra las diferencias estimadas entre
0-06 *10.581465 0.365578 cada par de medias y con un asterisco (*) indica las que presentan
02-0.4 -0.187003 0.365578 una diferencia significativa.
0.2-0.6 * 0.402864 0.365578
0.4-0.6 * 0.589867 0.365578
Medias y 95.0% de Fisher LSD
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g | ]
8 4.1 C .
g _ ] También se obtuvo la Grafica de medias (Método LSD a=0.05).
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