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RESUMEN

En la presente investigacion se estudiaron los efectos que ejercieron la temperatura de
entrada (140 °C, 155 °Cy 170 °C), el flujo de bomba de alimentacién (20%, 30% y 40%) y
la concentracion de sélidos (10%, 12,5% y 15%) sobre el rendimiento del polvo encapsulado
de subproducto de mango, contenido de fenoles y capacidad antioxidante. EI mayor
rendimiento fue de 71,40% y se obtuvo al trabajar con las siguientes condiciones: 170 °C
de temperatura, 12,5% de soélidos y 20% de flujo. Para fenoles totales los resultados
estuvieron en un rango entre 18,1 y 51,2 mg EAG/g encapsulado. La medicién de la
capacidad antioxidante se realiz6 por tres métodos: DPPH, FRAP y ABTS. Los resultados
para DPPH fueron de 8,39 a 44,00 uMET/g encapsulado, para FRAP valores de 8,96 a
19,59 UMET/g encapsulado, y finalmente ABTS con valores de 11,73 a 38,97 UMET/g
encapsulado. Las particulas encapsuladas presentaron un tamafo de particula entre 0,27
a 8,86 um, se presentaron aglomeradas, esféricas y amorfas dependiendo de las
condiciones de atomizacién, Los polvos podran ser utilizados en la industria como

ingredientes funcionales.

Palabras clave: subproducto de mango, encapsulado, fenoles totales, capacidad

antioxidante.



ABSTRACT

In the present investigation, the effects exerted by the inlet temperature (140 °C, 155 °C and
170 °C), the feed pump flow (20%, 30% and 40%) and the concentration of solids (10%,
12.5% and 15%) on the performance of encapsulated powder of mango by-product, phenol
content and antioxidant capacity. The highest yield was 71.40% and was obtained by
working with the following conditions: 170 °C of temperature, 12.5% of solids and 20% of
flow. For total phenols the results were in a range between 18.1 and 51.2 mg EAG /g
encapsulated. The measurement of the antioxidant capacity was carried out by three
methods: DPPH, FRAP and ABTS. The results for DPPH were from 8.39 to 44.00 uMET /g
encapsulated, for FRAP values of 8.96 to 19.59 uMET /g encapsulated, and finally ABTS
with values of 11.73 to 38.97 UMET /g encapsulated the encapsulated particles had a
particle size between 0.27 and 8.86 um, they were agglomerated, spherical and amorphous
depending on the atomization conditions. The powders could be used in the industry as

functional ingredients.

Key words: mango by-product, microencapsulation, atomization, total phenols,

antioxidant capacity.



INTRODUCCION

El objetivo del presente trabajo investigativo es obtener un polvo microencapsulado a partir
del subproducto de mango (Mangifera indica), el cual se ofrece como una alternativa para
la industria alimentaria ecuatoriana y pueda ser utilizado en la elaboracién de nuevos

productos con gran valor nutricional, tales como alimentos funcionales y nutraceuticos.

La investigacion consiste en determinar las condiciones de trabajo que permitan obtener el
mayor rendimiento del producto atomizado, para lo cual las variables de estudio fueron:
temperatura de entrada (140°C, 155°C y 170°C), flujo de bomba de alimentacion (20%, 30%
y 40%), y concentracion de solidos (10%, 12,5% y 15%). Ademas, se estudio el efecto que
estas variables tuvieron en el contenido de fenoles totales, la capacidad antioxidante, en la
morfologia y tamafio de particula del polvo encapsulado. Este trabajo investigativo se
desarrollé en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos del Departamento de Quimica y

Ciencias Exactas de la Universidad Técnica Particular de Loja.

La obtencién del polvo encapsulado de subproducto de mango se inicié con la elaboracién
de los extractos, los cuales se obtuvieron por maceracién dinamica en una solucién etanol-
agua (50:50), y luego mediante rotaevaporacion se les eliminé el etanol. Luego se prepard
la muestra a ser atomizada mezclando el extracto acuoso obtenido méas maltodextrina, la
cual se fue agregando hasta llegar a las concentraciones deseadas (10%, 12,5% y 15%).
Para el secado por aspersion se utilizé el equipo Mini Spray Dryer BUCHI B-290 bajo las
condiciones de trabajo a ser estudiadas. A los polvos obtenidos se les calcul6 el
rendimiento, se midié su contenido fendlico por el método Folin- Ciocalteau, y su capacidad
antioxidante por los métodos DPPH, FRAP y ABTS. Ademas, se determiné la morfologia y
el tamafio de particula de los polvos mediante un equipo de microscopia electrénica de

barrido.

Durante la realizacion de esta investigacion se presentaron inconvenientes al momento de
conseguir la materia prima, pues el mango es una fruta estacional y su disponibilidad se

limita a los meses de octubre a marzo.

Este trabajo se divide en 3 capitulos, el primero corresponde al marco tedrico con
informacion relevante con respecto al proyecto que se va a desarrollar, en el segundo
capitulo se detallan detalla la metodologia a utilizarse, y el capitulo final se enfoca en

comparar los resultados obtenidos, con otras investigaciones similares.
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1.1 El mango
1.1.1 Aspectos Generales

El mango (Mangifera indica L.) es una de las frutas tropicales mas apreciadas
internacionalmente, debido a sus propiedades sensoriales como color, brillo, aroma y sabor,

caracteristicas que lo vuelven un producto atractivo al consumidor (Ravani & Joshi, 2013).

El principal producto del arbol es el fruto (figura 1), que es una drupa y puede presentar
distinta forma, color, sabor y textura dependiendo de la variedad. Por lo general pueden ser
de forma redonda a ovalada. Su peso va desde los 50 g hasta los 2 kg. Presenta un color
verde oscuro mientras se encuentra en el arbol, el cual va cambiando a amarillo cuando

madura. La pulpa es la parte comestible de la fruta y su sabor es dulce (Bally, 2006).

Figura 1. Mangifera indica (mango) cv. Tommy Atkins
Fuente: La autora
Elaboracion: La autora

En Ecuador aproximadamente 5300 hectareas se dedican a su cultivo, estan distribuidas
entre las provincias de Guayas, El Oro, Manabi y Los Rios. Se cultivan principalmente las
variedades Tommy Atkins, Kent y Ataulfo para su exportacion (El telégrafo, 2016).

El fruto de la variedad Tommy Atkins es una fruta de 13 cm de largo y 450-700 g de peso.
De forma ovalada u oblonga, presenta un color rojizo oscuro que cubre la mayor parte de
la fruta. Es de sabor dulce y su pulpa es firme debido a su constitucion fibrosa (Foundation
Mango, 2018).



1.2 Procesamiento industrial del mango

El mango es una fruta estacional que se consume preferentemente en fresco,
aproximadamente un 20% de la fruta se utiliza para elaborar productos como jugos, purés,
néctares, enlatados en almibar, entre otros (Ravani & Joshi, 2013). Pero luego del
procesamiento del mango quedan sus subproductos, que representan un 35y 60% del peso
total de la fruta (Tunchaiyaphum, Eshtiaghi, & Yoswathana, 2013). El principal subproducto
gue se obtiene es la cascara, pero al no darsele un uso comercial estas son desechadas

como desperdicios, convirtiéndose en una fuente de contaminacion (Kim et al., 2010).

1.2.1 Subproductos del mango

Singh Nee Nigam & Pandey, (2009) define a los subproductos como aquel material
secundario que se deriva del procesamiento de un producto vegetal o animal en particular.
En el caso del mango los principales subproductos que se obtienen son su cascara y semilla
(figura 2), los cuales representan entre un 35% y 60% del peso total de la fruta (Dorta, Lobo,
& Gonzalez, 2012). Varias investigaciones han determinado que la corteza, las hojas y la
pulpa de mango tienen aplicaciones biomédicas, que incluyen actividad antioxidante,
antiinflamatoria y anticancerigena (Kim et al., 2010), debido al contenido de compuestos
bioactivos como polifenoles, carotenoides, antiocianinas, fibra dietaria y tocoferol (Ravani
& Joshi, 2013).

Figura 2. Subproductos de mango: a) cascara y b) semilla
Fuente: La autora
Elaboracion: La autora

Existen algunas investigaciones sobre la aplicacion de la cascara de mango en la industria
de alimentos, un ejemplo de esto es el trabajo desarrollado por Ajila, Aalami, Leelavathi, &
Rao, (2010), en el cual incorporé diferentes concentraciones de cascara de mango (2,5; 5
y 7,5%) en la preparacion de macarrones, dando como resultado un aumento en la fibra
dietaria (8,6 a 17,8%), y en el contenido de polifenoles y carotenoides. (Ravani & Joshi,
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2013). Asi mismo Casas, Diaz, & Rodriguez (2016) utilizaron las cascara de mango para la
elaboracion de infusiones, dando como resultado un producto con excelentes

caracteristicas sensoriales como color y con alto nivel de capacidad antioxidante.

1.3 Microencapsulacién

La encapsulacién es el proceso donde una sustancia es atrapada dentro de otra (Zuidam &
Shimoni, 2010b) con el objetivo de crear una barrera que proteja la sustancia encapsulada
del contacto con factores externos que puedan afectarla como el oxigeno, la luz, radicales
libres, etc. (Ray, Raychaudhuri, & Chakraborty, 2016). De esta manera la sustancia es
protegida de la degradacion durante el almacenamiento, extendiendo el tiempo de vida util
y manteniendo su funcionalidad (Garofulic, Zoric, Pedisic, & Dragovic, 2017). Esta técnica
se aplica en la agricultura, industria de alimentos, farmacéutica, cosmética, biotecnologia e
industria textil (Ray et al., 2016).

La incorporacion de sustancias activas fotosensibles como los antioxidantes a un
determinado proceso de alimentos presenta algunos retos, como la degradacién y pérdida
de su actividad, debido a que se pueden producir reacciones de oxidacién en el
procesamiento 0 a su vez reacciones con el sistema digestivo una vez consumido el
producto, lo cual puede limitar su biodisponibilidad y funcionalidad (Schrooyen, Meer, &
Kruif, 2001), lo que significa que para la industria de alimentos la encapsulacién de
compuestos activos se presenta como una buena oportunidad para la elaboracion de

alimentos funcionales.

En el proceso de encapsulacién se forman pequefias particulas o gotitas que estan
rodeadas por un recubrimiento (cubierta o membrana pared) y en su interior contienen a
una matriz homogénea o heterogénea (nucleo)(Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley, &
Saurel, 2007).

El tipo de encapsulado que se obtenga dependera de las caracteristicas fisico-quimicas de
la sustancia a encapsular, el material que se use como encapsulante y de la técnica de
encapsulacion (Gharsallaoui et al., 2007). Se pueden distinguir tres tipos de encapsulados:
reservorio, matriz y matriz recubierta (figura 3). El primero tiene una capa alrededor del
nucleo, el segundo tiene el ndcleo disperso por toda la superficie, y el tercero es una capsula

cubierta por una membrana extra (Ray et al., 2016).

Con respecto al tamafio de particula si éste es menor a 1 um se llaman nanoparticulas o

nanoesferas. Particulas cuyo tamafio va de 3-800 um se denominan microparticulas o



microcapsulas y aquellas particulas con un tamafio mayor a 1000 um se conocen como

macroparticulas (Serra Costa et al., 2015).

(@)
®)

o
s © 06
o O

a. b. C.

Figura 3. Tipos de microcapsulas:a) reservorio, b) matriz, ¢) matriz recubierta
Fuente: Ray et al., (2016)
Elaboracion: La autora

La encapsulacion de compuestos activos, presenta algunas ventajas como (Ray et al.,
2016):

» Protege al agente activo de la degradacién que pueden causar factores externos
(calor, aire, luz, humedad)

» Las caracteristicas fisicas del material original pueden ser modificadas para facilitar
su manejo

» Se puede enmascarar el sabor del material original

» Ayuda a separar distintos componentes, con el fin de que no se mezclen o que estos
no reaccionen entre si

» Se pueden diluir cantidades pequefias del contenido del nicleo, y aun asi lograr una

dispersién uniforme en el solvente

1.3.1 Métodos de encapsulamiento

Existen varios métodos que se pueden utilizar para la encapsulacion de sustancias, los

cuales se pueden dividir en 3 grupos (Hernandez et al., 2016):

1. Procesos fisicos: extrusion y recubrimiento por aspersién, secado por aspersion,
fluidos supercriticos

2. Procesos fisico-quimicos: coacervacion simple o compleja, atrapamiento en
liposomas y gelificacion.

3. Procesos quimicos: polimerizacion interfacial e inclusién molecular

El método de extrusion consiste en pasar una emulsion formada por la sustancia activa y el
agente encapsulante a través de un tornillo extrusor a alta presion. Es la segunda técnica

de encapsulacion més utilizada pero tiene la desventaja de que las particulas que se



obtienen son de gran tamafio (500-1000 um) lo cual afecta las caracteristicas sensoriales

del producto (Guevara Bretén & Jiménez Munguia, 2008).

En la encapsulacion por fluidos supercriticos el CO, es el disolvente mas utilizado, pues no
s6lo es econdmico y disponible en alta pureza, sino que también es seguro, manipulable y
fisioldgicamente sano. Ademas, las propiedades supercriticas del CO, son relativamente
faciles de alcanzar pues se necesitan temperaturas superiores a 31,1 °C y presiones

superiores a 72,9 atm (Guerrero Iglesias, 2012).

En el método de coacervacion las microparticulas son recubiertas con una pelicula
polimérica que se obtiene de la precipitacion del material polimérico disuelto en un medio
dispersante (Villamizar R & Martinez R, 2007). Segun el numero de polimeros presentes,
el proceso se denomina como coacervacion simple cuando esta involucrado solo un tipo de
polimero, o coacervacion compleja cuando estan presentes dos 0 mas tipos de polimeros

con cargas idnicas opuestas (Zuidam & Shimoni, 2010b).

En la microencapsulacién por inclusién molecular se forman complejos que contengan al
agente activo en el centro de la molécula encapsulante, hasta lograr un equilibrio en la
solucion. La estabilidad de los complejos dependera de factores como la estructura
molecular del encapsulante, hidrofobicidad del agente activo, pH de la solucion y

concentracion de ciclodextrinas (Guevara Breton & Jiménez Munguia, 2008).

El método de secado por aspersion consiste en es la transformacion de un producto liquido,
sea este una solucion, una emulsién o0 una suspension en un polvo seco, por el paso a
través de una corriente de aire caliente (Gharsallaoui et al., 2007). El proceso consta de
cinco fases, la fase | es la entrada de la solucion en el atomizador, en la fase Il la solucién
es pulverizada por efecto de la evaporacion del solvente formandose una lluvia de gotitas
dentro del cilindro de secado. El proceso de secado a través de aire caliente y la
transformaciéon de gotas liquidas en particulas sélidas constituyen las fases Ill y IV y

finalmente el polvo seco es recogido dentro de un ciclon (fase V) (Serra Costa et al., 2015).

Este es el método mas utilizado en la industria de alimentos por ser econdémico, flexible,
continuo y ademas proporciona particulas de buena calidad. Sin embargo también presenta
ciertas desventajas como son el tamafio y costo del equipo (Martins, Barreiro, Coelho, &
Rodrigues, 2014).

En la tabla 1 se presentan algunos ejemplos de investigaciones en las que se utiliz6 el

método de secado por aspersion.



Tabla 1. Secado por aspersion de diferentes matrices

Materia Factores Resultados Referencias
prima estudiados

Naranja Temperatura de El mayor rendimiento Chegini &
(Citrus entrada:130-150 °C  (35%) fue a una Ghobadian,
sinensis L) Flujo de temperatura de entrada de 2007

alimentacion: 15-30 130 °C y flujo de

ml/min alimentacion 15 ml/min.

Agente

encapsulante:
maltodextrina

Granada Agente La densidad aparente del Yousefi,

(Punica encapsulante: polvo disminuyo al Emam-

Granatum) maltodextrina, goma | incrementarse la Djomeh, &
arabiga y almidén de | concentracion del Mousavi, 2011
cera encapsulante. La goma

arabiga es el encapsulante
mas efectivo.

Sandia Concentracion del El contenido de humedad y Oberoi & Sogji,
(Citrullus agente encapsulante la actividad de agua del 2017
lanatus) maltodextrina: 3- polvo disminuyen al

10% incrementarse la

concentracion de
maltodextrina.

Pifia (Anana  Concentracion del Las mejores condiciones Hashib,

comosus) agente encapsulante | fueron a una concentraciéon = Rahman,
maltodextrina: 15- de maltodextrina 25% y Suzihaque,
25% temperatura de entrada Ibrahim, &
Temperatura de 150 °C. Hanif, 2015
entrada: 130-150 °C

Cagaita Agente Los polvos que se Daza, Fuijita,

(Eugenia encapsulante: encapsularon utilizando Granato,

dysenterica Inulina o goma goma arabiga al 20 y 30%, Favaro-

DC.) arabiga y con temperatura de Trindade, &
Concentracion: 150°C tuvieron una mayor  Genovese,
10-30% retencion de los 2017
Temperatura de compuestos bioactivos.

entrada: 120-160 °C
Fuente: Chegini & Ghobadian, (2007), Yousefi et al., (2011), Oberoi & Sogi, (2017), Hashib et al., (2015),
Daza et al., (2017)
Elaboracion: La autora

1.4 Agente encapsulante

La obtencion de polvos a partir de frutas mediante el método de atomizacion presenta
ciertas dificultades como problemas de pegajosidad, higroscopicidad y solubilidad, debido
a la presencia de azucares de bajo peso molecular (fructosa, glucosa y sucrosa) y por los
acidos organicos que lo componen (Cano-Chauca, Stringheta, Ramos, & Cal-Vidal, 2005).

Esto causa que el polvo se quede adherido a la pared de la cAmara de secado, provocando
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problemas de operacién y disminuyendo el rendimiento del polvo. Para evitar este tipo de
problemas se recomienda el uso de un agente encapsulante (Tonon, Brabet, & Hubinger,
2008).

El agente encapsulante esta disefiado para proteger al material contenido en el nlcleo de
factores externos que puedan causar su deterioro, evitar la interaccién prematura entre el
material del nacleo con otros ingredientes, evitar pérdidas por volatilidad, y permitir la
liberacion controlada o sostenida a las condiciones deseadas (Gharsallaoui et al., 2007).
Los mas utilizados en la industria de alimentos son: las gomas naturales (goma arabiga,
alginatos, carragenanos, etc.), las proteinas (proteinas lacteas, proteinas de soja, gelatina,
etc.), los carbohidratos (maltodextrinas y derivados de celulosa) y los lipidos (ceras,

emulsionantes) (Zuidam & Shimoni, 2010b).

Las gomas generalmente son insipidas, sin embargo, pueden tener un efecto pronunciado
en el gusto y sabor del alimento, son solubles, de baja viscosidad, poseen caracteristicas
emulsificantes y se puede utilizar con cualquier método de encapsulacion. Los lipidos son
buenos formadores de peliculas, capaces de cubrir las particulas individuales y

proporcionar una encapsulacion uniforme (Parra, 2011).

Los carbohidratos como los almidones, el jarabe de maiz sélido y las maltodextrinas son
considerados buenos agentes encapsulantes por su baja viscosidad a altos contenidos de
sélidos y buena solubilidad (Gharsallaoui et al., 2007).

Para elegir un agente encapsulante se debera considerar que cumpla ciertas caracteristicas
como: ser altamente soluble, tener buena capacidad de formacion de pelicula y tener baja
viscosidad a altas concentraciones de sélidos (Shishir & Chen, 2017). Otra caracteristica
importante es que por tratarse de sustancias que se van a utilizar en productos alimenticios
estas deben ser reconocidas como seguras (GRAS por sus siglas en inglés), pues no todos
los compuestos son aceptados para su uso en la industria alimentaria (Zuidam & Shimoni,
2010a).

Para el secado por aspersion los encapsulantes mas utilizados son la maltodextrina, la
goma arabiga y los almidones, ya que tienen un alto peso molecular y una elevada
temperatura de transicion vitrea lo cual es importante pues mejora las propiedades

antiadherentes en el producto final (Shishir & Chen, 2017).

La maltodextrina es un polisacarido que estructuralmente esta conformado por unidades de

D glucosa unidos por puentes glucosidicos (1-4). Se presenta en forma de polvo blanco
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resultado de la hidrdlisis parcial del almidon de maiz con acidos o enzimas (Serra Costa et
al., 2015). Se caracteriza por ser altamente soluble en agua, tener baja viscosidad, de sabor
suave, es incoloro y es utilizado para el encapsulamiento de antocianinas y compuestos
fendlicos. Ademas es reconocida por la FDA como una sustancia GRAS (Bakowska-
Barczak & Kolodziejczyk, 2011).

Varios autores han utilizado la maltodextrina como agente encapsulante en sus
investigaciones, tal es el caso de Quek, Chok, & Swedlund (2007), quienes obtuvieron polvo
de sandia mediante secado por aspersion; el autor afirma que la adicion de maltodextrina
en el jugo al ser atomizado incrementa el contenido de sélidos totales, reduciendo la
cantidad de agua a ser evaporada y disminuyendo asi el contenido de humedad en el polvo
obtenido. Estos resultados fueron corroborados por Ferrari, Germer, Alvim, Vissotto, & de
Aguirre, (2012) en su estudio de secado por aspersion de la pulpa de mora. En tanto que
para Tonon et al., (2008) los polvos de Euterpe oleracae (fruta tropical de la Amazonia),
que tuvieron una mayor concentracion de maltodextrina presentaron una menor
higroscopicidad, lo cual confirma la eficiencia de este encapsulante (Serra Costa et al.,
2015).

12



2 METODOLOGIA
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2.1 Materia prima, solventes y reactivos

¢ Materia prima: Fruto de Mangifera indica de la variedad Tommy Atkins, proveniente
de la provincia del Guayas.

e Solventes: Etanol, agua destilada, metanol

o Agente encapsulanter: maltodextrina (MEELUNIE)

e Reactivos parafenoles totales: &cido galico (Sigma), reactivo Folin-Ciocalteau 2N
(Sigma Aldrich), carbonato de sodio (MERCK)

e Reactivos para DPPH: 2,2-difenil-picrilhidracil (Sigma), Trolox (*-6-Hydroxy-
2,5,7,8,-tetramethylchromane-2-carboxylic acid) 297%, (Sigma)

e Reactivos para FRAP: TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-striazine) 298% (Sigma), acetato
de sodio trihidratado (MERCK), cloruro de hierro (lll) hexahidratado 298% (Sigma),
acido clorhidrico (MERCK) 37%, acido acético glacial (MERCK),

2.2 Proceso de obtencién de polvo a partir de la cascara y pulpa agotada de

mango

La materia prima se lavé y se desinfectd utilizando una solucién de hipoclorito de sodio al
5% por 10-15 min. Para facilitar el proceso de despulpado la materia prima fue escaldada
en agua a 80 °C por 5 min.

Manualmente se separ6 la cascara, la pulpa y la semilla del mango. La pulpa obtenida se
licud y se filtr6 con un lienzo, para de esta manera obtener la pulpa agotada.

La deshidratacién de los subproductos (cascara y pulpa agotada) se realiz6 en una estufa
de conveccién forzada a 60 °C + 1 °C durante 48 h. Una vez el subproducto estuvo seco se
procedié a su molienda, primero con un molino manual para reducir su tamafo, y después
con un molino ultracentrifugo marca Retsch ZM 200, hasta obtener un tamafio de particula
final < 350 pm.

2.3 Preparacién de los extractos

Los extractos se prepararon siguiendo la metodologia descrita por Martinez Morales,
(2016). En un frasco Boeco se colocé 1 g de subproducto y se adicionaron 20 ml de
solvente. El solvente que se utilizé fue una mezcla de etanol-agua (50:50 v/v). Los extractos
se calentaron en bafio maria a 60 °C, con agitacion constante (2500 rpm) durante 1 h'y 30
min. Luego fueron filtrados al vacio para separar las particulas sélidas del extracto liquido.
Se eliming el etanol de los extractos mediante rotaevaporacion, utilizando un equipo marca

Heidolph, a una temperatura de 45 °C.
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Luego se calcul6 el porcentaje de sélidos totales presente en el extracto acuoso antes de
ser atomizado, para lo cual se coloc6 una alicuota de 2 ml de extracto en viales previamente
lavados, secados y pesados (P.inicial). La muestra se llevo a evaporacion utilizando una
estufa de conveccién forzada, a la cual se le fue aumentando la temperatura
progresivamente desde 40 °C hasta llegar a 100 °C por 6 h. Transcurrido el tiempo los viales
se llevaron a enfriar en un desecador por 1 h y se volvieron a pesar. El procedimiento se

repitié hasta tener un peso constante (P. final).

Para determinar el porcentaje de sdlidos se aplico la siguiente férmula:

L\ P.final—P.inicial
% de solidos totales: lonota * 100
1

2.4  Obtencion de los microencapsulados

2.4.1 Preparaciéon de la muestra antes de ser atomizada

Se prepar6 una mezcla de extracto acuoso-maltodextrina, en donde la cantidad de
maltodextrina agregada se fue ajustando en funcion del porcentaje de sélidos deseado
(10%, 12,5% y 15%).

2.4.2 Proceso de secado por atomizacion

Para el proceso de secado se utiliz6 un equipo Mini Spray Dryer BUCHI B-290, y las
variables que se estudiaron fueron temperatura de entrada (140 °C, 155 °C y 170 °C),
concentracion de sélidos totales (10%, 12,5% y 15%), y flujo de entrada del producto (20%,

30% y 40 %). Las etapas del proceso de atomizacion se describen en la figura 4.
2.4.3 Célculo de rendimiento

El rendimiento de los polvos encapsulados se calculé utilizando la siguiente formula:

Peso final

Rendimiento (%) = *100

Peso inicial

Donde:

Peso final = (Peso del ciclén + polvo obtenido) — (Peso del ciclon vacio)
Peso inicial = Contenido de sélidos totales de la muestra a atomizar

Los rendimientos de todas las muestras se indican en el Anexo 1.
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Secado por atomizacion

Muestra a atomizar

(Extracto + agente
encapsulante)

1) Entra en contacto con el
aire caliente

Eliminacion del
disolvente

2) Secado por
pulverizacién

3) Obtencion del
producto seco

Las particulas
atomizadas se secan
rapidamente

Se atrapan las moléculas
del principio activo
dentro de las gotitas
que se forman

A medida que el aire se
enfria, el tiempo de
evaporacion se acorta

Figura 4. Etapas del proceso de atomizacion

Fuente: Villacrez Yepez, (2013)

Elaboracion: La autora

244

Se utilizé un disefio factorial multinivel de 3x3x3 con tres repeticiones, para un total de 81
corridas experimentales, siendo la variable respuesta el rendimiento, fenoles totales y la
capacidad antioxidante. Los resultados obtenidos se analizaron con el software estadistico

Statgraphics Centurion XVI.I. En la tabla 2, se detallan las condiciones en las que se llevé

a cabo cada experimentacion.
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Tabla 2. Disefio experimental

1 15 140 30
2 12,5 155 40
3 10 170 30
4 12,5 155 30
5 10 140 40
6 12,5 140 30
7 15 170 30
8 15 170 40
9 15 170 20
10 15 155 40
11 12,5 140 20
12 10 155 40
13 10 170 40
14 12,5 170 40
15 10 155 20
16 15 140 20
17 15 155 30
18 10 155 30
19 12,5 170 30
20 12,5 155 20
21 10 170 20
22 12,5 170 20
23 15 140 40
24 10 140 20
25 10 140 30
26 12,5 140 40
27 15 155 20

Fuente: Statgraphics Centurion XVI.I
Elaboracion: La autora

2.5 Determinacion de fenoles totales y capacidad antioxidante

De cada uno de los 81 polvos atomizados se tomo6 una muestra, se peso y se reconstituy6
con agua destilada hasta tener una concentracion inicial de 10000 ppm. Para trabajar en
fenoles totales se utilizd una concentracion de 2500 ppm, y para la capacidad antioxidante
se trabaj6 con una concentracion de 1000 ppm en los tres métodos (DPPH, FRAP, ABTS).
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2.5.1 Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind utilizando el método colorimétrico Folin-
Ciocalteau, descrito por Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, & Hawkins

Byrne, (2006) con algunas modificaciones.

Previo a la lectura de las muestras se construyé una curva de calibracion, graficando las
diferentes concentraciones de 4cido galico (5-150 pg/ml) en el eje X vs las absorbancias
obtenidas en el eje Y. La preparacién de la solucion madre de &cido gdlico y de las

diferentes concentraciones de los estandares se detallan en el Anexo 2.

Para la lectura de las muestras en un tubo eppendorf se mezclaron 790 ul de H20 destilada,
50 ul de Folin-Ciocalteau 2N y 20 pl del extracto. Para el blanco y la curva de calibracién
en lugar del extracto se colocé 20 pl de MeOH y 20 pl del estandar a las diferentes
concentraciones de trabajo, respectivamente. La mezcla se agité y se dejé reposar por 10

min.

Luego se afadieron 150 ul de carbonato de sodio (20%) y se dej6 incubar por 2 h en la
oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo se tomaron 200 pl de cada una de las

disoluciones preparadas y se colocaron en los pocillos de la microplaca.

Las lecturas se realizaron por triplicado en una microplaca de 96 pocillos fondo plano
(TR5003 96 well) a una temperatura de 25 °C y con longitud de onda de 760 nm en un lector
de microplaca (Bio Tech, EPOCH 2). Los resultados se expresan como miligramos

equivalentes de acido galico (mg EAG/g encapsulado) y se detallan en el Anexo 3.

2.5.2 Determinacion de capacidad antioxidante

Los métodos utilizados para determinar la capacidad antioxidante fueron: DPPH (2,2-difenil-
picrilhidracil), FRAP (reduccion férrica del plasma) y ABTS (2,29-azinobis, 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico acido).

Antes de leer las muestras se realiz6 una curva de calibraciéon para cada uno de los
métodos. La curva se construyo con los datos obtenidos de la graficacion de las diferentes
concentraciones de trolox (2.5- 50 pM) en el eje X vs las absorbancias obtenidas de cada
concentracion en el eje Y. Los detalles de la preparacion de la solucibn madre de trolox y

de los estandares para cada método se detalla en el Anexo 4.

18



2521 Metodo DPPH

Se utiliz6 el método descrito por Brand-Williams, Cuvelier, & Berset, (1995) con
modificaciones hechas por Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros-Zevallos, & Hawkins
Byrne, ( 2006).

Para este ensayo se prepard una solucion madre de DPPH (625 mM), para lo cual se
utilizaron 12,32 mg del reactivo DPPH y se diluyeron en 20 ml de MeOH. Después de su

uso se almacend en congelacion y oscuridad.

A partir de la solucion madre se prepar6 la solucién trabajo de DPPH, para lo cual se
tomaron 180 pl de solucion madre por cada 1 ml de MeOH, y se ajusto la solucién a una
absorbancia de 1,1 +0,02. Si el valor de la absorbancia es >1,00 se agrega MeOH, y si es

< 1,00 se agrega solucion madre DPPH.

El ensayo consistié en mezclar 270 pl de la solucién de trabajo mas 30 pl de la muestra a
analizar. Se realiz6 un control del maximo de absorbancia de la solucion de trabajo, para lo
cual se mezclaron 270 pl de la solucion trabajo con 30 uL de MeOH. El blanco del ensayo
fue solamente 300 pl de MeOH. En el caso de la curva de calibracion, los estandares
llevaron 270 pl de solucion trabajo y 30 pl de cada estandar de trolox a diferente

concentracion (2,5-50 uM).

El analisis se realiz6 por triplicado en una microplaca de 96 pocillos fondo plano. Se dejo
reaccionar por 1 h y se ley6 a una longitud de onda de 515 nm en un lector de microplaca

(Bio Tech, EPOCH 2). Los resultados obtenidos se presentan en el Anexo 5.
2.5.2.2 Método FRAP

Se utiliz6 el método de Benzie & Strain, (1996), con modificaciones descritas por Thaipong
et al., (2006). Los resultados se expresan como micromoles equivalentes de trolox por

gramo de muestra (UMET/g de muestra).

El método empieza con la preparacion de los reactivos: buffer de acetato pH 3.6, TPTZ (10
mM), y cloruro férrico (40 mM). Estos se toman en proporcién 10:1:1 y se mezclaron para
preparar la solucién trabajo. La solucién de trabajo se debe calentar en bafio maria a 37 °C
por 15 min antes de ser utilizada. La forma de preparacion de los reactivos y los resultados

obtenidos se detallan en el Anexo 6.
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Para el ensayo se mezclaron 270 pl de la solucion de trabajo con 30 pl de la muestra a
analizar. Para el estandar se mezclaron 270 ul de la solucién de trabajo y 30 ul del estandar
a las diferentes concentraciones (2,5-50 uM). El blanco del ensayo consistié en 270 ul de

la solucién de trabajo mas 30 yl de MeOH.

El andlisis se realiz6 por triplicado en una microplaca de 96 pocillos fondo plano. Se dejo

reaccionar por 30 min y luego se ley6 a una longitud de onda de 593 nm.

2.5.2.3 Método ABTS

Se sigui6é el método descrito por Arnao, Cano, Alcolea, & Acosta, (2001), con ajustes hechos
por Thaipong et al., (2006). Los resultados se expresan como micromoles equivalentes de

trolox por gramo de muestra (UMET/g de muestra).

Para el ensayo se prepar6 una solucién madre ABTS a partir de la mezcla en partes iguales
de la solucion de ABTS (7,4 mM) con el peroxidisulfato de potasio (2,6 mM) y se dejo
reaccionar por 16 h en la oscuridad. La preparacion de los reactivos y los resultados

obtenidos se detallan en el Anexo 7.

La solucién trabajo se preparé mezclando 44 ul de solucion madre ABTS por cada 1 ml de
MeOH, y se ajusté la absorbancia a 1,20 + 0,02, midiendo a una longitud de onda de 734
nm. Si la absorbancia de la solucion de trabajo es > 1,20 se agrega MeOH, si la absorbancia

es < 1,20 se debe agregar solucion madre ABTS.

Para el ensayo se colocaron 270 ul de la solucién de trabajo con el ajuste mas 30 pl de la
muestra. Para el estandar, se afadieron 270 pl de soluciéon de trabajo mas 30 ul del
estandar con el que se vaya a trabajar. Para el control se colocaron 270 ul de solucion de
trabajo mas 30 ul de MeOH. El blanco de la prueba llevé unicamente 300 pl de MeOH. Para
la curva de calibracién la mezcla fue la misma, pero los 30 pl corresponden a cada una de

las concentraciones de los estandares (1,25-50 pM).

El andlisis se realizo por triplicado en una microplaca de 96 pocillos fondo plano (TrueLine
TR5003 96 Well). Se dejo reaccionar por 1 h en la oscuridad y luego se ley6 a una longitud

de onda de 734 nm en un lector de microplaca (BioTech, EPOCH 2).
2.6 Andlisis de la morfologia de las particulas de los encapsulados
La morfologia y el tamafio de particula de las muestras se analizé utilizando un microscopio

electronico de barrido marca Nova NanoSEM™ 450. Previo al analisis, las particulas
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precipitadas se cubrieron con un revestimiento de paladio, para lo cual se utiliz6 un
recubridor de particulas. Utilizando el software de andlisis de imagenes Scion Image, se
obtuvo el tamafio de particula. Aproximadamente 300 particulas se analizaron en cada
experimento. El tamafio de particula medio y la distribucién del tamafio de particula se
calcularon utilizando el software Statgraphics Centurion XV (Guaman-Balcazar, Montes,
Pereyra, & de la Ossa, 2017).
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3 RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Microencapsulados

El porcentaje de sélidos en el extracto acuoso puro fue de 9%, y a partir de este se
prepararon las muestras a ser atomizadas. Para llegar a las concentraciones de trabajo
deseadas (10%, 12,5% y 15%) se agreg6 maltodextrina.

3.1

=

Rendimiento

En la tabla 3 se muestran los rendimientos obtenidos en cada una de las 27 corridas

experimentales y las condiciones con las que se trabajaron.

Tabla 3. Rendimiento de los microencapsulados

[ ] 15 30 48,54+ 1.92
2 125 155 40 54,47+ 3.07
3 10 170 30 55,17+ 3.38
g 125 155 30 62,07+ 1.05
5 10 140 40 48,83+ 4.41
e 125 140 30 59,05+ 0.38
I 15 170 30 54,71+ 0.62
8 15 170 40 50,03+ 0.68
9 15 170 20 57,55+ 2.16
10 15 155 40 47,05+ 2.41
11 125 140 20 65,50+3.29
12 10 155 40 48,07+ 3.56
13 10 170 40 53,52+ 4.76
1A 125 170 40 54,16+ 1.01
15 10 155 20 67,30+ 4.06
16 15 140 20 55,73+ 5.87
17 15 155 30 53,31+ 0.27
18 10 155 30 61,63+ 1.24
.19 | 125 170 30 62,92+ 2.01
20 12 5 155 2o 68,50+ 1.02
21 170 66,92+ 2.37
__—__
23 140 44,89+ 2.90
24 10 140 2o 62,87+ 3.66
25 10 140 30 65,27+ 1.59
26 125 140 40 50,75+ 4.20
27 15 155 20 56,96+ 0.48

n=3

* datos presentados como media + desviacion estandar
Fuente: La autora

Elaboracion: La autora
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Los valores obtenidos en este estudio fueron de 44,89% (corrida 23) para el rendimiento
mas bajo, y a las condiciones de trabajo: 15% de porcentaje de soélidos, 140 °C de
temperatura y 40% de flujo de bomba. Mientras que el rendimiento mas alto fue de 71,40%
(corrida 22), y con las condiciones de trabajo 12,5% porcentaje de sélidos, 170 °C de

temperatura y 20% de flujo de bomba.

Algunos autores reportan resultados similares a los obtenidos, por ejemplo Varastegani et
al., (2017) consiguié un rendimiento de 72,85% al utilizar maltodextrina como agente
encapsulante en el secado por aspersion de Nigella sativa, valor considerablemente alto en
comparacion con el 40,71% obtenido al trabajar con goma arabiga. (Maldonado Morocho,
2018) logro un rendimiento de 71,81% en sus atomizados de subproducto de Tamarindus
indica L. con las siguientes condiciones de trabajo: flujo de bomba 20%, 7,5% de porcentaje
de sélidos y temperatura de entrada de 170 °C. En cambio Fazaeli, Emam-Djomeh, Kalbasi
Ashtari, & Omid, (2012) consiguié un rendimiento del 82% al utilizar como agente
encapsulante una combinacion de maltodextrina 6DE con goma arabiga, en los atomizados

de mora negra.

3.1.1.1Influencia de las variables (s6lidos, temperaturay flujo de bomba)

sobre el rendimiento

En el andlisis de varianza (Tabla 4), se puede observar que las tres variables estudiadas
influyeron significativamente (p<0,05) sobre el rendimiento de los encapsulados.
Tabla 4. Tabla ANOVA para rendimiento

Fuente Suma de Gl  Cuadrado Raz6n- | Valor-P
Cuadrados Medio F

EFECTOS
PRINCIPALES
A: Temperatura 110,41 2 55,2052 454 0,0138
B: Sélidos 1163,75 2 581,873 47,82 0,0000
C: Flujo 2462,29 2 1231,14 101,18 0,0000
RESIDUOS 900,391 74 | 12,1674
TOTAL (CORREGIDO) 4636,83 80

Fuente: Statgraphics Centurion XVI.I
Elaboracién: La autora

En lafigura 5, correspondiente al diagrama de Pareto nos muestra que el flujo fue la variable
mas influyente sobre el rendimiento. Las experimentaciones 9, 11, 15, 16, 20, 21, 22, 24y
27, que se trabajaron con flujo de bomba del 20% de flujo mostraron una mayor cantidad
de particulas obtenidas. Chegini & Ghobadian (2007), indican que al incrementar el flujo de

alimentacion el rendimiento es menor, ya que mas liquido se atomiza dentro del cilindro,
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con lo cual el tiempo de secado se reduce, dando como resultado particulas aglomeradas,

con alto porcentaje de humedad.

A:Flujo I I : : I I O+
B:Sélidos - -
BB
C:Temperatura :j
o |
ec | ]
~ | [
cc | [
Ac | ]
0 3 s 9 12 15

Efecto estandarizado

Figura 5. Diagrama de Pareto estandarizado para Rendimiento
Fuente: Statgraphics Centurion XVI.I
Elaboracion: La autora

El porcentaje de sélidos fue la segunda variable influyente, es asi que en las corridas 3, 15,
18, 21,24 y 25 que se trabajaron con concentracién de solidos 10%, se obtuvieron
rendimientos mayores al 50%, pero durante el almacenamiento, se observé que los polvos

obtenidos se aglomeraron y pegaron entre si.

Las corridas 12 y 13 del atomizado obtenido, no pudieron ser recolectadas pues el producto
quedé completamente adherido al recipiente, lo que quiere decir que la cantidad de
maltodextrina utilizada no fue suficiente para lograr la encapsulacién del extracto de
subproducto de mango. Autores como Caliskan & Nur Dirim (2013) y Naddaf, Avalo, &
Oliveros (2012) que trabajaron en la encapsulacion de extractos de Rhus coriaria L., y Citrus
sinensis L. respectivamente, coinciden en que este comportamiento se debe a la poca
cantidad de encapsulante utilizado en relacion con la cantidad de azucares presentes en el
extracto. Por otro lado, Adhikari, Howes, Lecomte, & Bhandari, (2005), indican que la
presencia de ingredientes como los azlcares pueden actuar como plastificantes
aumentando la pegajosidad entre la superficie de las particulas secas (Behboudi-
Jobbehdar, Soukoulis, Yonekura, & Fisk, 2013).

Finalmente, utilizando el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI.I se determiné
gue las condiciones 6ptimas de encapsulacion para un rendimiento estimado de 69% fueron
20% flujo, 165°C y 11,5% de sdlidos.
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3.1.2 Fenoles totales y capacidad antioxidante en los microencapsulados

3.1.2.1 Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (FT) en las 27 experimentaciones estuvo en un rango
entre 18,1y 51,2 mg EAG/g encapsulado, dependiendo de las condiciones de trabajo.
(Véase la tabla 5). EI mejor resultado se obtuvo en la corrida 12 y 25.

Tabla 5. Resultados para fenoles totales

B s

2 125 40 155 21,73
e 10 30 170 28,51
g 125 30 155 26,04
s 10 40 140 22,92
e 125 30 140 20,43
] 15 30 170 23,21
e 15 40 170 23,90
9 15 20 170 22,46
10 15 40 155 19,77
1 125 20 140 21,61
12 10 40 155 51,25
13 10 40 170 31,74
) 125 40 170 22,89
15 10 20 155 36,72
16 15 20 140 18,45
7 15 30 155 18,06
18 10 30 155 33,44
19 125 30 170 22,70
20 125 20 155 19,63
21 10 20 170 34,90
22 125 20 170 21,04
23 15 40 140 18,75
24 10 20 140 38,54
25 10 30 140 43,67
2e 125 40 140 24,85
21 15 20 155 24,10

Fuente: La autora
Elaboracion: La autora
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3.1.2.2 Influencia de las variables (s6lidos totales, temperaturay flujo de

bomba) en el contenido de fenoles totales

En la figura 6, podemos observar que el porcentaje de sélidos fue la Unica variable que

influy6 significativamente sobre el contenido de fenoles totales en los encapsulados.

BB | ‘ . -
cc | N
S —
sc | ]
e | ]
C:Temperatura | [ ]
Aruo | [
| W
; : : 5 5 : :

Efecto estandarizado

Figura 6. Diagrama de Pareto para fenoles totales

Fuente: Statgraphics Centurion XVI.I

Elaboracion: La autora
La figura 7 nos indica como el contenido de FT va disminuyendo conforme se va
incrementando el contenido de sélidos. En el polvo microencapsulado de subproducto de
mango, el contenido mas alto de FT fue de 51,2 mgEAG/ g encapsulado al 10% de

porcentaje de solidos.

60,00
50,00
40,00
30,00

20,00

mg EAG/g encapsulado

=
o
o
o

’

0,00
10% 12,50% 15%

% solidos
Figura 7 . Contenido de FT segun el porcentaje de sélidos en subproducto de mango

Fuente: La autora
Elaboracién: La autora.
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En la figura 8 se hace una comparacion de nuestros resultados con los valores obtenidos
por otros autores. Nuestro resultado en fenoles totales es superior al encontrado en el
subproducto de tamarindo, cuyo valor mas alto fue de 1,79 mg EAG/g encapsulado al 5%
(Maldonado Morocho, 2018). En la pulpa de café la cantidad de FT fue de 43,49 mg EAG/
g encapsulado al 5%, valor que es ligeramente menor al de este estudio (Gonzalez
Sarango, 2018). Pero nuestro contenido de FT es menor en comparacion a los 102,2 mg
EAG/g encapsulado encontrados en los atomizados de cacao al 5% (Villamagua Leén,
2017).

102,20
2 100,00
(V]
g 80,00
< 60,00 —— 51,20
1]
€ 40,00
20,00 179
0,00 -
1 2 3 4

Figura 8. Contenido de FT en otros productos atomizados: 1) cacao, 2) pulpa de café, 3)
subproducto de mango, 4) subproducto de tamarindo

Fuente: 1) Villamagua Ledn, (2017), 2) Gonzalez Sarango, (2018), 3) La autora, 4) Maldonado
Morocho, (2018)

Elaboracion: La autora

Mishra, Mishra, & Mahanta, (2014) quien también tuvo como variable influyente la cantidad
de solidos en la obtencion de polvo de Emblica officinalis, explica que la disminucién en el
contenido de FT se da por la dilucion del extracto debido a la adicién del agente

encapsulante.

3.1.2.3 Capacidad antioxidante presente en los microencapsulados

Se utilizaron tres métodos para medir la capacidad antioxidante: DPPH, FRAP y ABTS. Los
resultados para DPPH fueron de 8,39 a 44,00 UMET/ g encapsulado, para FRAP valores
de 8,96 a 19,59 UMET/g encapsulado, y finalmente ABTS con valores de 11,73 a 38,97
UMET/ g encapsulado. (Véase la tabla 6)
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Tabla 6. Resultados para DPPH, FRAP y ABTS

15 30 140 13,19 9,66 14,05
12,5 40 155 19,36 16,98 16,05
10 30 170 29,48 15,78 30,54
12,5 30 155 20,04 16,99 31,31
10 40 140 21,95 10,59 19,75
12,5 30 140 19,71 9,31 16,01
15 30 170 11,10 9,34 13,50
15 40 170 11,43 9,60 13,14
15 20 170 10,68 9,07 9,16
15 40 155 8,97 9,83 12,14
12,5 20 140 19,72 17,34 15,68
10 40 155 22,08 16,44 19,58
10 40 170 18,95 9,46 7,68
12,5 40 170 19,72 15,79 11,85
10 20 155 44,00 16,58 38,93
15 20 140 8,39 8,96 12,51
15 30 155 10,05 9,82 14,07
10 30 155 31,46 19,59 38,97
12,5 30 170 19,87 16,71 18,77
12,5 20 155 17,84 16,79 21,24
10 20 170 30,65 16,98 38,25
12,5 20 170 21,99 16,41 13,68
15 40 140 10,90 8,97 14,64
10 20 140 27,67 19,03 38,39
10 30 140 31,06 17,33 39,82
12,5 40 140 19,27 17,83 15,86
15 20 155 9,07 9,71 11,73

Fuente: Statgraphics Centurion XVI.
Elaboracién: La autora

3.1.2.4Influencia de las variables (s6lidos totales, temperaturay flujo de
bomba) en la capacidad antioxidante

En la figura 9 se observa que la cantidad de sélidos fue la variable que mas influy6 (p<0,05)
en los tres métodos, el flujo tuvo significancia en DPPH y ABTS, y la temperatura solamente
afecto6 en el andlisis ABTS.
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Figura 9. Diagrama de Pareto Estandarizado para DPPH, ABTS y FRAP

Fuente: Statgraphics Centurion XVI.I

Elaboracion: La autora
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Para corroborar esta informacion, se realiz6 una gréfica (figura 10) con los resultados de
las muestras que se trabajaron a las mismas condiciones de temperatura y flujo de bomba

(140°C y 20%), pero a diferentes concentraciones de sélidos (10, 12,5y 15%).

m10% W12,5% m15%
45

40

35
30 27,67

38,39

25 19,72 19,03
20

15
10

17,34 15,68

- II = I -

DPPH FRAP ABTS

UMET/g atomizado

(€]

Figura 10. Capacidad antioxidante en encapsulados de subproducto de mango
Fuente: La autora
Elaboracion: La autora
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En la investigacion de Daza et al., (2017) la concentracion de sélidos también fue la variable
que afect6 la capacidad antioxidante de sus encapsulados de Eugenia dysenterica. El autor
indica que la pérdida de la capacidad antioxidante se da por el efecto de dilucion, causado
por la adicion del agente encapsulante. En la figura 11 se presentan los resultados
obtenidos por Daza et al., (2017) para DPPH y FRAP, junto con los obtenidos en esta

investigacion.

200

g 160 mDPPH m FRAP

S 150

o

[

(&)

& 100 79

a0

% 51

£ oso 36 = 21,93

< 192917 ~C1579 12 8,39 8,96

= 0 - . - | | - || B _—
10%(a) 10%(b) 20%(a)  12,5%(b)  30%(a)  15%(b)

% solidos

Figura 11. Resultados para DPPH y FRAP
Fuente: (a) Daza et al. (2017); (b) La autora
Elaboracion: La autora

Daza et al., (2017), evalu6 la capacidad antioxidante de sus encapsulados de Eugenia
dysenterica, utilizando los métodos DPPH, FRAP y ORAC. El autor reporta para DPPH
valores de 36, 17 y 12 uMET/g BS al trabajar con concentraciones de maltodextrina del 10,
20y 30% respectivamente. Estos resultados son similares a los valores mas altos obtenidos
en esta investigacion, cuyos valores fueron de 44,00, 21,93 y 8,39 UMET/g encapsulado a
las concentraciones de 10, 12,5 y 15%. En el método FRAP nuestros valores fueron de
19,59, 15,79 y 8,96 UMET/g encapsulado, los cuales son muy bajos en comparacién con
los resultados que reporta el autor, los cuales fueron de 160, 79 y 51 uyMET/g BS. En las
dos investigaciones la tendencia fue similar, es decir aquellos encapsulados que tuvieron
menor porcentaje de solidos fueron los que presentaron mayor capacidad antioxidante.

Para ABTS, nuestros resultados se compararon con los obtenidos por Sahin-Nadeem et al.,
(2013) en los polvos de Salvia fruticosa Miller quien trabaj6é concentraciones de 0, 3 y 5%.
El autor reporta valores de 2,09; 1,11y 0,87 uMET/g BS, respectivamente. Estos valores
son muy bajos en comparacion con los obtenidos en esta investigacion, como se puede

observar en la figura 12.
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Figura 12. Resultados para ABTS, en subproducto de mango y en Salvia fruticosa M.
Fuente: La autora

Elaboracién: La autora
3.1.3 Morfologia de los polvos

Se analizaron los polvos que presentaron mejor capacidad antioxidante y mejor
rendimiento, que corresponden a las corridas 4 y 22 de la tabla 3. En la figura 13a podemos
observar particulas amorfas, grandes con un tamafio que varia entre 0,8 y 8,86 um y que
presentan una fuerte atraccion entre si. Las particulas de la figura 13b son mas pequefias
con un tamafio entre 0,27 a 4,44 um, son mas esféricas, y estdn mas dispersas. Los
tamafios de particula obtenidos en esta investigacion se parecen a los conseguidos por
Rajabi et al., (2015) en los microencapsulados de Crocus sativus, donde el autor reporta un
tamafio de particula que va de 0,54 um a 20,47 pm.

Figura 13. Microfotografias del polvo encapsulado de subproducto de mango: a) mejor
capacidad antioxidante y b) mejor rendimiento

Fuente: La autora

Elaboracion: La autora
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Los polvos analizados tienen la misma concentracion de sélidos (12,5%), pero las
condiciones de temperatura y flujo de bomba son diferentes; 155 °C, 30% para la figura 7a
y 170 °C, 20% para la figura 12b, lo que significa que debido la temperatura y flujo afecté
en la morfologia de las particulas. A mayor temperatura y menor flujo, las particulas se
secaron totalmente con lo cual se obtuvo particulas no aglomeradas (figura 13b). Para
Behboudi-Jobbehdar et al., (2013) los polvos obtenidos a una mayor temperatura y menor
flupo de bomba presentan mejores caracteristicas de fluidez, baja adherencia y
aglomeracion, debido a que en estas condiciones los polvos tendran una menor actividad
de agua y contenido de humedad lo que conllevaria a la inhibicion de la actividad de células
bacterianas prolongando de esta manera la vida util del polvo.

Por otro lado, en las imadgenes SEM se puede observar un solo tipo de particulas con lo
cual podriamos deducir que las particulas de mango se encuentran encapsuladas en
maltodextrina. En la Fig. 14 se observan las caracteristicas que present6 el polvo
encapsulado de mora negra, en la investigacion realizada por Fazaeli et al., (2012). El polvo
obtenido en esta investigacion presenta similares caracteristicas morfolégicas que nuestro
producto, como se puede observar en la Fig. 13, por lo que se podria inferir que si hubo un
correcto encapsulamiento de los antioxidantes de subproducto de mango.

Figura 14. Microfotografias de las particulas encapsuladas de polvo de mora negra con: (a) 6%
maltodextrina 6DE y 2% goma arabiga a 130°C, 800 L/h, (b) 8% maltodextrina 20DE a 110°C, 400
L/h.

Fuente: Fazaeli et al., (2012)

Elaboracion: La autora
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CONCLUSIONES

La concentracion de soélidos present6 un efecto significativo sobre el rendimiento, el
contenido de fenoles y la capacidad antioxidante.

La concentracion de solidos al 10% presento, rendimientos superiores al 50% y
mayor contenido de fenoles totales y de capacidad antioxidante, sin embargo,
durante el almacenamiento los polvos se aglomeraron y se pegaron entre si.

Las particulas encapsuladas presentaron forma esférica y una distribucion
homogénea.

El mejor rendimiento fue de 71,40%, y se obtuvo a las condiciones de trabajo 12.5%
sélidos, 170°C y 20%. El polvo con mejor capacidad antioxidante se consigui6 al
trabajar al 12,5% sélidos, 155 °C y 30% flujo. EI mayor contenido de fenoles totales

se obtuvo en el polvo que se trabajé al 10% soélidos, 155 °C y 40 flujo.
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RECOMENDACIONES

» Realizar un estudio de las propiedades fisico-quimicas al polvo encapsulado
(contenido de humedad, actividad de agua, higroscopicidad, solubilidad, color,
densidad aparente, vida util), y de esta manera facilitar su incorporacion en un
alimento, bebida, o nutracéutico.

» Estudiar como influye la combinacién de dos encapsulantes en las caracteristicas
fisico quimicas del polvo.

» Comprobar la eficacia de encapsulacion de los antioxidantes de subproducto de

mango
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Anexo 1. Rendimientos

1190,03 1199,77 8,32 50,62 48,54 1,92 3,96
15 30 140 1190,03 11993 7,96 48,18
1190,03 1199,04 7,68 46,83

1190,03 1198,64 5,84 50,95 54,48 3,07 5,63
12,5 40 155 1190,03 1199,49 7,64 55,98
1190,03 119958 7,85 56,51

1190,03  1197,47 1,05 52,03 55,17 3,38 6,12
10 170 30 1190,03 1197,86 7,28 54,76
1190,03 1198,43 2,56 58,74

1190,03 120058 9,15 62,43 62,07 1,05 1,69
12,5 155 30 1190,03 1200,66 8,90 62,90
1190,03 1200,32 8,75 60,89

1190,03 1197,64 0,16 53,22 48,83 4,41 9,02
10 140 40 1190,03 1197,02 0,05 48,88
1190,03 1196,38 0,02 44,41

1190,03 1199,94 8,50 58,64 59,05 0,39 0,66
12,5 140 30 1190,03 1200,07 8,79 59,41
1190,03 1200,02 8,47 59,11

1190,03 1200,42 9,44 54,00 54,71 0,62 1,13
15 170 30 1190,03 1200,61 9,58 54,99
1190,03 1200,64 9,40 55,15

1190,03 1199,76 8,23 50,57 50,03 0,68 1,36
15 170 40 1190,03 119951 8,19 49,27
1190,03  1199,7 8,32 50,26

- 57,55 2,16 3,76
1190,03 1200,67 9,82 55,30
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15

15

12,5

10

10

12,5

10

15

15

10

12,5

170

155

140

155

170

170

155

140

155

155

170

20

40

20

40

40

40

20

20

30

30

30

1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03
1190,03

1201,14
1201,5
1198,56
1199,25
1199,44
1200,97
1200,62
1201,71
1196,65
1197,49
1196,57
1197,78
1196,96
1198,31
1199,07
1199,10
1199,38
1199,90
1198,99
1200,07
1199,88
1200,35
1202,03
1200,23
1200,33
1200,3
1198,64
1198,92
1198,97
1200,27
1200,84

10,03
10,35
7,18
8,00
8,17
9,13
9,03
10,45
0,24
vial
vial
vial
1,13
vial
7,47
7,62
7,91
4,77
417
3,72
8,66
9,28
9,78
9,11
9,22
9,13
3,23
1,88
3,93
8,45
9,31
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57,74
59,62
44,33
47,92
48,91
64,73
62,66
69,11
46,29
52,17
45,73
54,20
48,46
57,90
53,49
53,67
55,33
69,02
62,66
70,21
51,20
53,64
62,37
53,01
53,53
53,38
60,21
62,17
62,52
60,59
63,96

47,05

65,50

48,07

53,52

54,16

67,30

55,73

53,31

61,63

62,92

2,41

3,29

3,56

4,76

1,01

4,06

5,87

0,27

1,24

2,02

511

5,03

7,41

8,89

1,87

6,03

10,54

0,50

2,02

3,21



- 1200,88 9,45 64,20
1190,03

1190,03 1201,47 10,50 67,69 68,50 1,02 1,49
12,5 155 20 1190,03 120155 10,24 68,17
1190,03 1201,80 10,55 69,64

1190,03  1199,99 1,13 69,65 66,92 2,37 3,55
10 170 20 1190,03 1199,37 1,38 65,31
1190,03 119944 1,73 65,80

1190,03 1202,11 11,08 71,48 71,40 1,36 1,91
12,5 170 20 1190,03 1201,86 10,64 70,00
1190,03 1202,32 11,53 72,72

1190,03 1199,11 7,54 47,19 44,89 2,90 6,46
15 140 40 1190,03 1198,85 7,16 45,84
1190,03 1198,04 6,64 41,63

1190,03 119961 4,35 66,99 62,87 3,66 5,83
10 140 20 1190,03 1198,84 4,6 61,61
1190,03 1198,61 3,6 60,00

1190,03 1199,40 0,55 65,52 65,27 1,59 2,43
10 140 30 1190,03 119957 141 66,71
1190,03 1199,12 35 63,57

1190,03 1197,83 5,31 46,15 50,75 4,20 8,27
12,5 140 40 1190,03 119922 7,09 54,38
1190,03 1198,77 6,66 51,72

1190,03 1201,09 10,28 57,48 56,96 0,48 0,84
15 155 20 1190,03  1200,91 10,07 56,55
1190,03 1200,97 10,1 56,86

Fuente: La autora

Elaboracion: La autor
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Anexo 2. Preparacion de la solucion madre de acido galico (500 ppm) y estandares

Se pesaran 25 mg de acido galico, y se diluirdn en 50 ml de MeOH. A partir de esta solucién se
preparan siete estandares con diferentes concentraciones cada uno. Las cantidades utilizadas

se detallan en la tabla a continuacion.

e Estandares de acido galico

Estandares Concentracion final Alicuota Sol. Madre Alicuota de
(ug/ml) ac. galico a 500 ppm MeOH (pl)
|
1 5 15 1485
2 25 25 475
3 50 20 180
4 75 30 170
5 100 40 160
6 125 50 150
7 150 60 140
Fuente: La autora
Elaboraciéon: La autora
e Curvade calibracion
0,240 1
0,220 ° ; &

0,200 -

0,180 -

0,160 } '

0,140+ +

o o -
0,120+ )

& R2:0.995
0,100 - P

: o
0,080 . . . . . . : : .
-20,000 0,000 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000

<Concentrations/Dilutions>
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Célculos para convertir los valores de concentracién co(ug/ml) a mg EAG/g de
encapsulado

85.5 pug/ml 1000 pg

X 1mg X=0.0855mg
0.0855 mg/mi 100 pl

X 400 pl X=10.342 mg
0.342 mg/mi 33.10 mg

X 3310 ul X=34.2 mg EAG/g

encapsulado

Este procedimiento se aplica para todas las muestras analizadas.
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20,2 2020 100 400 42,9 17,15
15 140 30 20,2 2020 100 400 47,6 19,02 19,8
20,2 2020 100 400 44,5 17,79
20,2 2020 100 400 41,1 16,46
12,5 155 40 20,2 2020 100 400 41,3 16,5 21,7
20,2 2020 100 400 55,8 22,32
27,6 2760 100 400 93,6 37,46
10 170 30 27,6 2760 100 400 84,2 33,68 28,5
27,6 2760 100 400 113,5 45,42
20,2 2020 100 400 73,1 29,23
12,5 155 30 20,2 2020 100 400 68,9 27,56 26
20,2 2020 100 400 86 34,41
10,1 505 50 100 113,9 11,39
10 140 40 10,1 505 50 100 113,3 11,33 12,9
10,1 505 50 100 111,5 11,15
20,2 2020 100 400 44,2 17,67
12,5 140 30 20,2 2020 100 400 50,2 20,08 20,4
20,2 2020 100 400 50,1 20,04
20,2 2020 100 400 54,4 21,77
15 170 30 20,2 2020 100 400 62 24,8 23,2
20,2 2020 100 400 65,1 26,04
20,2 2020 100 400 63,5 25,4
15 170 40 20,2 2020 100 400 66,5 26,6 239
20,2 2020 100 400 58,1 23,25
20,2 2020 100 400 60,4 24,16
15 170 20 20,2 2020 100 400 56,2 22,49 22,5
20,2 2020 100 400 57,5 23,01
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20,2
20,2
29
29
29
20,2
20,2
20,2
20,2
20,2
20,2
314
31,4
31,4
20,2
20,2
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2020
2020
2020
2020
2020
2020
755
755
755
1000
1000
1000
2020
2020
2020
2900
2900
2900
2020
2020
2020
2020
2020
2020
3140
3140
3140
2020
2020
2020

100
100
100
100
100
100
100
100
100
50

50

50

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

400
400
400
400
400
400
900
900
900
3400
3400
3400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400

52,6
52,1
45,3
61,4
53
58,3
50,6
51,7
50,7
95,6
90,3
90,3
57,8
56
55,2
96,1
95,5
94,5
40,3
44
46,8
47,4
43,8
47,6
88,2
88,2
75,5
61,6
60,7
64

21,05
20,86
18,1
24,54
21,21
23,3
22,76
23,26
22,83
38,44
36,31
36,31
23,11
22,4
22,09
38,43
38,22
37,79
16,11
17,59
18,7
18,97
17,54
19,05
35,28
35,28
30,19
24,63
24,28
25,61

19,8

21,6

51,2

31,7

22,9

36,7

18,5

18,1

33,4
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Fuente: La autora
Elaboracién: La autora
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17,5
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2020
2020
2020
3440
3440
3440
2020
2020
2020
2020
2020
2020
3310
3310
3310
1750
1750
1750
2020
2020
2020
2020
2020
2020

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
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100
100
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100
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400
400
400
400
400
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400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
400
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40,9
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89,3
85
89,3
49,2
48,7
64,9
38,3
43,8
46,1
85,5
81,5
90,8
110,8
120,3
113,4
46,7
51,9
48,5
67
68,1
69,8

16,3
16,34
16,99
35,7
34,01
35,7
19,67
19,5
25,95
15,31
17,54
18,43
34,18
32,59
36,31
44,32
48,11
45,36
18,67
20,78
19,4
26,8
27,23
27,91

19,6

34,9

21,00

18,7

38,5

43,7

24.8

24,1



Anexo 4. Preparacion de la solucion madre de trolox a 1000 pM, y sus estandares

(Peso molecular)(Conc.final)(Volumen final) (Riqueza)
(Molaridad)(Volumen de molaridad)

Férmula:

(250.29 miol) (1000uM )(10ml)(0.97)

(10000001M) (1000ml)

=0.00242 g (cantidad de trolox a ser pesada)

e Estandares parala curva de calibracion de DPPH y FRAP

Estandar Concentracion de Alicuota Sol. Madre Metanol (L)
trélox (LM) Trélox (L)
E2.5 2.5 25 975
ES 5 50 950
E 10 10 100 900
E20 20 200 800
E 30 30 300 700
E 40 40 400 600
E 50 50 500 500

Fuente: La autora
Elaboracion: La autora

e Curvade calibraciéon para FRAP

R2: 0.997

-0,500 T T T T T d
0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000

<Concentrations/Dilutions>

e Calculos para convertir los valores de concentracién co(uM) de FRAP, en
UMET/g de encapsulado

18.86 UM 1000000 !
X 1000 pl X=0.01886 pM
0.01886 UM 100
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X 3310 pl X=0.624266 uM
0.624266 uM 33.10 mg

X 1000 mg X=18.86 UMET/g
encapsulado

Este procedimiento se aplica para todas las muestras analizadas.

Curva de calibracion para DPPH

ve

1,200

[

1,000

L
o

0,800

0,600 L
+
0,400 kA

R2:0.997

0,200

0,000

-0,200 T T T T T T d
-10,000 0,000 10,000 20,000 30,000 40,000 50,000 60,000

<Concentrations/Dilutions>

Calculos para convertir los valores de concentracién co(uM) de DPPH, en
MMET/g de encapsulado

28.65 pM 1000000

X 200 pl X=0.00573 uM
0.00573 puM 20 pl

X 3310 pl X=0.948315 uM
0.948315 pM 33.10 mg

X 1000 mg X=28.65 UMET/g

encapsulado

Este procedimiento se aplica para todas las muestras analizadas.
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e Estandares parala curvade calibracion de ABTS

Estandar Concentracion de Alicuota Sol. Madre Metanol (pLL)
trélox (LM) Trélox (L)

E1.25 1.5 12.5 987.5

ES 5 50 950

E 10 10 100 900

E20 20 200 800

E30 30 300 700

E 40 40 400 600

Fuente: La autora
Elaboracion: La autora

e Curvade calibracion de ABTS

StdCurve

0,900

0,800 T .
0,700
. i
0,600 ° e
0,500 ’ T I
0,400

0,300

ool

0,200

R2:0.998

0,100 -

0,000
-5,000 0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000 35,000 40,000 45,000

<Concentrations/Dilutions>

e Célculos para convertir los valores de concentracion co(uM) de DPPH, en
MMET/g de encapsulado

40.02 pM 1000000 !

X 1000 pl X=0.04002 pM
0.04002 pM 100 pl

X 3310 pl X= 1.3246 uM
1.3246 uM 33.10 mg

X 1000 mg X= 40.02 pMET/g

encapsulado

Este procedimiento se aplica para todas las muestras analizadas.

51



Anexo 5. Resultados DPPH

15 30 140 20,2 2020 20 200 12,94 12,94 13,19
20,2 2020 20 200 13,69 13,69
20,2 2020 20 200 11,63 11,63
12,5 40 155 20,2 2020 20 200 18,98 18,98 19,36
20,2 2020 20 200 20,29 20,29
20,2 2020 20 200 20,09 20,09
10 30 170 27,6 2760 20 200 28,45 28,45 29,48
27,6 2760 20 200 30,51 30,51
27,6 2760 20 200 28,25 28,25
12,5 30 155 20,2 2020 20 200 21,6 21,6 20,04
20,2 2020 20 200 22,86 22,86
20,2 2020 20 200 19,79 19,79
10 40 140 10,1 505 20 200 43,66 21,83 21,95
10,1 505 20 200 44,21 22,11
10,1 505 20 200 44,47 22,23
12,5 30 140 20,2 2020 20 200 22,76 22,76 19,71
20,2 2020 20 200 21,1 21,1
20,2 2020 20 200 19,23 19,23
15 30 170 20,2 2020 20 200 8,45 8,45 111
20,2 2020 20 200 8,91 8,91
20,2 2020 20 200 8,2 8,2
15 40 170 20,2 2020 20 200 11,83 11,83 11,43
20,2 2020 20 200 13,39 13,39
20,2 2020 20 200 9,92 9,92

52



15

15

12.5

10

10

12,5

10

15

15

20

40

20

40

40

40

20

20

30

170

155

140

155

170

170

155

140

155

20,2
20,2
20,2
20,2
20,2
20,2
20,2
20,2
20,2
15,1
15,1
15,1
169,15
169,15
169,15
20,2
20,2
20,2
29,0
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20,2
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2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
2020
755
755
755
1000
1000
1000
2020
2020
2020
2900
2900
2900
2020
2020
2020
2020
2020
2020
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20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200

13,59
12,18
13,09
5,79
11,07
8,4
18,98
18,78
18,98
44,01
44,42
44,06
36,61
37,77
37,62
17,77
18,07
20,34
44,06
43,86
43,96
9,16
9,41
10,97
14,25
7,9
10,37

13,59
12,18
13,09
5,79
11,07
8.4
18,98
18,78
18,98
22,01
22,21
22,03
2,16
2,23
2,22
17,77
18,07
20,34
44,06
43,86
43,96
9,16
9,41
10,97
14,25
7.9
10,37

10,68

8,97

19,72

22,08

18,95

19,72
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32,03
20,95
18,48
22,76
19,79
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24,67
22,41
9,46
11,73
12,23
28,65
28,15
28,7
30,16
31,17
30,87
22,1
21,25
21,5

31,42
28,9
32,03
20,95
18,48
22,76
19,79
20,69
19,28
29,66
31,82
29,71
21,8
24,67
22,41
9,46
11,73
12,23
28,65
28,15
28,7
30,16
31,17
30,87
22,1
21,25
215

31,46

19,87

17,84

30,65

21,99

10,9

27,67

31,06

19,27



15 20 155 20,2 2020 20 200 10,62 10,62 9,07
20,2 2020 20 200 10,82 10,82
20,2 2020 20 200 12,13 12,13

Fuente: La autora
Elaboracién: La autora

Anexo 6. Preparacién de los reactivos para FRAP y resultados obtenidos

o Buffer de acetato (pH 3.6): Pesar 310 mg de acetato de sodio en un balén de aforo de 100 ml, adicionar 1.6 ml de acido
acético 100% y aforar con agua destilada. Después de su uso almacenar a temperatura ambiente.

e Acido clorhidrico (40 mM): Colocar 22.67 pl de &cido clorhidrico (37%) en un balén de aforo de 50 ml y aforar con agua
destilada.

e Solucion de TPTZ (10mM): Pesar 31.2 mg de TPTZ, adicionar 10 ml de acido clorhidrico 40 mM, y agitar.

e Solucion de cloruro férrico (20 mM) Pesar 54 mg de cloruro de hierro (Ill), adicionar 10 ml de agua destilada y agitar.

Después de su uso, almacenar en refrigeracion y en la oscuridad.

Resultados FRAP

140 20,2 2020 100 1000 9,654 9,65 9,66
20,2 2020 100 1000 10,367 10,37
20,2 2020 100 1000 10,678 10,68

155 20,2 2020 100 1000 17,02 17,02 16,98
20,2 2020 100 1000 18,3196 18,32
20,2 2020 100 1000 17,5398 17,54

170 27,6 2760 100 1000 16,386 16,39 15,78
27,6 2760 100 1000 17,231 17,23
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1000
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16,8576
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8,93
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Anexo 7. Preparacién de los reactivos para ABTS y resultados obtenidos

e Solucion ABTS (7.4 mM): Pesar 40.6 mg del reactivo ABTS y diluir en 10 ml de agua destilada. Después de su uso,
almacenar en refrigeracion y en la oscuridad.
e Solucion de Peroxodisulfato de potasio (2.6 mM): Pesar 7.03 mg de Peroxodisulfato de potasio y diluir en 10 ml de agua

destilada. Después de su uso, almacenar en refrigeracion y en la oscuridad.

Resultados ABTS

15 30 140 20,2 2020 100 1000 13,119 13,12 14,05
20,2 2020 100 1000 13,349 13,35
20,2 2020 100 1000 14,016 14,02
12,5 40 155 20,2 2020 100 1000 17,066 17,07 16,05
20,2 2020 100 1000 15,233 15,23
20,2 2020 100 1000
10 30 170 27,6 2760 100 1000 39,574 39,57 30,54
27,6 2760 100 1000 40,174 40,17
27,6 2760 100 1000 40,22 40,22
12,5 30 155 20,2 2020 100 1000 22,397 31,31
20,2 2020 100 1000 24,303 24,3
20,2 2020 100 1000 25,315 25,32
10 40 140 10,1 505 100 1000 39,682 19,84 19,75
10,1 505 100 1000 39,697 19,85
10,1 505 100 1000 39,026 19,51
12,5 30 140 20,2 2020 100 1000 16,01
- 20,2 2020 100 1000 19,313 19,31
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