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Impacto del uso de aquafaba en la microencapsulacién de vitamina D3
mediante gelificacidn 16nica’
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Resumen

Introduccién: La vitamina D, esencial para la salud humana, enfrenta problemas de estabilidad y
biodisponibilidad cuando se incluye en matrices alimentarias. Este estudio explora la microencapsulacion de
vitamina D3 mediante gelificacion i6nica, utilizando emulsiones de alginato de sodio con agua o aquafaba
como fase acuosa. Objetivo: Comparar el impacto del uso de agua y aquafaba en la eficiencia de
encapsulacion, capacidad de carga y rendimiento de las microcdpsulas de vitamina D3. Métodos: Se
produjeron microcdpsulas mediante gelificacion i6nica, variando el tipo de fase acuosa y la proporcion fase
acuosa:oleosa (1:1 y 4:1). Se evaluaron caracteristicas fisicas, como tamafio y forma, y pardmetros
funcionales, como eficiencia de encapsulacion (EE), capacidad de carga (LC) y rendimiento (Y). Resultados:
La EE fue significativamente mayor con aquafaba (96%-97.7%) comparada con agua (84.7%-91%). Aunque
la LC no vari6 significativamente (12%-14%), el rendimiento con aquafaba fue mas consistente (>79%). Las
microcdpsulas basadas en aquafaba mostraron superficies lisas y uniformes, mientras que las de agua
presentaron signos de desintegracion en ciertos tratamientos. Conclusion: La aquafaba mejora la EE y el
rendimiento, destacando su potencial como alternativa funcional al agua en la encapsulacion. Se requieren
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estudios adicionales para profundizar en las interacciones proteicas y los mecanismos de liberacion de vitamina
D3 encapsulada.

Palabras clave: microencapsulacion, aquafaba, gelificacion 16nica, garbanzo, Alfa-INIA

Abstract

Introduction: Vitamin D, essential for human health, faces challenges in stability and bioavailability when
incorporated into food matrices. This study explores the microencapsulation of vitamin D3 via 1onic gelation
using sodium alginate emulsions with water or aquafaba as the aqueous phase. Objective: To compare the
impact of water and aquafaba on the encapsulation efficiency, loading capacity, and yield of vitamin D3
microcapsules. Methods: Microcapsules were produced through ionic gelation, varying the type of aqueous
phase and the aqueous-to-oil phase ratio (1:1 and 4:1). Physical characteristics such as size and shape and
functional parameters like encapsulation efficiency (EE), loading capacity (LC), and yield (Y) were assessed.
Results: EE was significantly higher with aquafaba (96%-97.7%) compared to water (84.7%-91%). While LC
showed no significant differences (12%-14%), yield was more consistent with aquafaba (>79%).
Microcapsules based on aquafaba exhibited smooth, uniform surfaces, whereas those using water showed
signs of disintegration in certain treatments. Conclusion: Aquafaba enhances EE and yield, highlighting its
potential as a functional alternative to water in encapsulation. Further research is needed to investigate protein
interactions and the release mechanisms of encapsulated vitamin D3.

Keywords: microencapsulation, aquafaba, 1onic gelation, Alfa-INIA, chickpea
Resumo

Introdu¢do: A vitamina D, essencial para a saGde humana, enfrenta desafios de estabilidade e
biodisponibilidade quando incorporada em matrizes alimentares. Este estudo explora a microencapsulacio da
vitamina D3 por meio de gelificacio 16nica utilizando emulsdes de alginato de s6dio com dgua ou aquafaba
como fase aquosa. Objetivo: Comparar o impacto do uso de dgua e aquafaba na eficiéncia de encapsulacao,
capacidade de carga e rendimento de microcdpsulas de vitamina D3. Métodos: As microcdpsulas foram
produzidas por gelificacdo 16nica, variando o tipo de fase aquosa e a propor¢ao fase aquosa:oleo (1:1 e 4:1).
Foram avaliadas caracteristicas fisicas, como tamanho ¢ forma, ¢ parametros funcionais, como eficiéncia de
encapsulacio (EE), capacidade de carga (LC) e rendimento (Y). Resultados: A EE foi significativamente
maior com aquafaba (96%-97,7%) em comparacdo com dgua (84,7%-91%). Embora a LC néo tenha
apresentado diferencas significativas (12%-14%), o rendimento foi mais consistente com aquafaba (>79%).
As microcdpsulas a base de aquafaba exibiram superficies lisas e uniformes, enquanto as de dgua mostraram
sinais de desintegracio em determinados tratamentos. Conclusdo: A aquafaba melhora a EE e o rendimento,
destacando seu potencial como uma alternativa funcional a dgua na encapsula¢do. Estudos adicionais sdo
necessarios para investigar as interacoes proteicas € os mecanismos de liberacao da vitamina D3 encapsulada.

Palavras Chave: Microencapsulagio, Aquafaba, Gelifica¢ao 16nica, Grao-de-bico, Alfa-INIA
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Introduccion

La vitamina D, una hormona esteroidea crucial para la salud metabdlica y 6sea, también influye en el
crecimiento y desarrollo celular. Su deficiencia provoca problemas histologicos como osteoporosis y afecta el
bienestar mental al interrumpir la produccidn de dopamina y serotonina ((Pérez-Castrillon et al., 2021; Rendon
Moras, 2018; Uzcategui, 2012). Las deficiencias globales de vitamina D (VD) son prevalentes, especialmente
entre los adultos mayores, 1o que conlleva problemas de salud graves (Irazoqui et al., 2015).

Existen varios tipos de vitamina D bioactiva: ergocalciferol (D2), colecalciferol (D3), calcitriol y dcido
calcitroico. La principal fuente de vitamina D es la radiacion UV-B del sol, a través de la cual més del 90 %
se produce mediante procesos cutdneos. El 10 % restante proviene de alimentos naturales de origen animal,
como pescado, productos lacteos y huevos (Juzeniene & Moan, 2012; Maurya et al., 2020). El acceso a fuentes
nutricionales de vitamina D ha disminuido con el tiempo, lo que ha provocado la aparicion de enfermedades
asociadas a su deficiencia (Aguilar-Shea, 2021; Maurya et al., 2020).

Muchos paises han informado que aproximadamente el 50 % de su poblacion presenta deficiencia de vitamina
D, y Chile no es una excepcion (Lavelli et al., 2021). En la Encuesta Nacional de Salud (ENS) realizada entre
2016-2017, se encontrd que el 36 % de las mujeres chilenas en edad fértil (15 a 49 afios) y el 59 % de los
hombres mayores presentaban distintos grados de deficiencia de vitamina D (Troncoso-Pantoja et al., 2020).
Por otro lado, un estudio realizado por Arazo-Rusindo et al., (2022) indico que el 88 % de la poblacidn chilena
mayor de 75 afos tenia déficits extremos de vitamina D, a pesar de consumir alimentos fortificados. Ademas,
el acceso a la luz solar puede estar considerablemente reducido, especialmente en las zonas del sur (o boreales
en el hemisferio norte) [Maurya et al., 2020].

Para reducir el problema de la hipovitaminosis, se han implementado diversas formas de suministrar al
organismo cantidades adecuadas de vitamina D. El método mas comtn son los suplementos en forma de
pildoras o inyecciones (Lavelli et al., 2021; Rodriguez-Huertas et al., 2019; Souza et al., 2022). Sin embargo,
su administracion en ese formato no es econdmicamente ventajosa. Ademas, aumenta rapidamente los niveles
de vitamina D a valores adversos, generando toxicidad y produciendo sintomas como la formacién de
granulomas o linfomas (McCourt et al., 2020).

Una forma més adecuada de administrar vitamina D es mediante alimentos fortificados, que la incorporan de
manera enriquecida (Irazoqui et al., 2015). En este sentido, existen varios estudios previos que han fortificado
alimentos con vitamina D, como leche, yogurt, harinas, cereales y pan, entre otros (Jafari et al., 2019;
Rodriguez-Huertas et al., 2019; Souza et al., 2022; Yeh et al., 2017). Sin embargo, la incorporacion de
vitamina D en una matriz alimentaria aumenta su vulnerabilidad a factores inherentes al procesamiento de
alimentos, como la fuerza mecénica, acidificacion, procesos térmicos y condiciones de almacenamiento. Estos
factores disminuyen su bioactividad y biodisponibilidad. Una forma de incrementar la estabilidad de la
vitamina D en matrices alimentarias es mediante la microencapsulacion (Benavides et al., 2016).
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La microencapsulacion es un proceso que consiste en empaquetar un agente bioactivo dentro de una matriz
biopolimérica. Esta matriz aisla y protege el bioactivo de factores ambientales adversos, preservando su
bioactividad. Ademds, la matriz actia como una estructura que puede regular, dentro de ciertos rangos, la
ubicacion y la tasa de liberacion del bioactivo (Benavides et al., 2021; Emadzadeh et al., 2021). En la industria
alimentaria, la microencapsulacion se utiliza para preservar la calidad y mejorar la vida atil de diversos
productos. Por ejemplo, ingredientes sensibles como vitaminas, probidticos y sabores pueden encapsularse
para protegerlos de la degradacion durante el procesamiento y almacenamiento, manteniendo asi su valor
nutricional y atributos sensoriales, 1o que ofrece beneficios comerciales significativos (Pasin et al., 2012). Por
lo tanto, los aspectos técnicos de la microencapsulacion, como la eleccidon del agente bioactivo, el tipo de
matriz biopolimérica, el método de encapsulacion y el perfil de liberacidon deseado, son determinantes criticos
de su eficacia y aplicabilidad en diversos sectores (Aguero et al., 2021).

Existen dos tipos de matrices biopoliméricas: microcdpsulas y microesferas. Cuando el agente bioactivo forma
un ntcleo dentro de la matriz, se denomina microcapsula. Por otro lado, cuando el bioactivo estd finamente
distribuido en toda la matriz, se trata de una microesfera (Ortiz-Romero et al., 2021). Entre los diversos
métodos de microencapsulacion, la gelificacion 16nica es un método interesante debido a su simplicidad y
versatilidad (Benavides et al., 2016).

La gelificacion 16nica consiste en producir pequeias particulas biopoliméricas o microcapsulas cargadas con
un agente bioactivo a partir de una solucion i6nica 0 emulsion con una carga neta positiva o negativa, siendo
esta Gltima la mas comn (Jiménez-Villeda et al., 2023). Esta solucion debe ser extruida a través de un sistema
que permita que gotee sobre una solucidn salina de carga opuesta a la de la solucion o emulsion. El contacto
de la gota biopolimérica cargada con el bioactivo con la solucidn de carga opuesta genera un efecto de
gelificacion espontdneo debido a la atraccidn 16nica, formando la microcdpsula (Raus et al., 2021; Basu et al.,
2018). Este método permite la produccion de microcdpsulas de entre 10 y 1000 um, dependiendo de los
materiales y el rendimiento del goteo (Vallejo-Castillo et al., 2020). Las principales ventajas de la gelificacion
16nica son que no requiere altas temperaturas ni disolventes orgdnicos (Basu et al., 2018).

Entre los biopolimeros mds versatiles para la microencapsulacion mediante gelificacion 16nica se encuentra
el alginato (Donhowe et al., 2014). El alginato se ha utilizado tanto en la produccién de microcdpsulas como
de microesferas cargadas con micronutrientes para la fortificacion y/o funcionalizacion de diversas matrices
alimentarias (Chatterjee & Bhattacharjee, 2015; Hurtado et al., 2022; Kothale et al., 2020; Ribeiro et al., 2018;
Wei et al., 2024), ya que es un biopolimero de bajo costo, biocompatible y no toxico (Can Karaca et al., 2015;
Liu etal., 2017). Los biopolimeros polianionicos, como el alginato, pueden interactuar con proteinas,
generando estructuras de mayor complejidad que permiten un mayor control sobre la microarquitectura de las
microcdpsulas (Mustafa et al., 2018; Nesterenko et al., 2014; Shim et al., 2018). En el caso de las interacciones
entre alginato y proteinas, la estructuracion de microcdpsulas cargadas con micronutrientes se mejora gracias
al efecto emulsionante de la proteina, asi como a la viabilidad de liberar el bioactivo debido a la actividad de
las enzimas proteoliticas a nivel intestinal (Dehkordi et al., 2020a). Especificamente, las proteinas vegetales
son atractivas para su uso debido a su bajo riesgo de priones y a sus interesantes propiedades funcionales.
Varias de ellas, como las de soja, guisantes, cebada, trigo, arroz, avena y girasol, entre otras, han sido
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reportadas como buenos emulsionantes (Meurer et al., 2020). El aquafaba es una solucién de proteinas
solubles en agua extraidas térmicamente de garbanzos. El aquafaba tiene un contenido promedio de proteinas
solubles en agua del 22% (Chan, 2011). Estas proteinas en solucion presentan diversas propiedades
tecnologicas, entre las que destacan la capacidad espumante y emulsionante, lo que las hace atractivas para la
industria alimentaria como estabilizadores de emulsiones, espumas, geles, entre otros (Hasanvand et al., 2015;
Jannasari et al., 2019). Considerando estas funcionalidades, el presente estudio tiene como objetivo desarrollar
y caracterizar microcdpsulas de alginato y aquafaba cargadas con vitamina D, producidas mediante
gelificacion 16nica.

Metodologia
Materiales

El alginato de sodio, cloruro de calcio, hexano y otros reactivos de grado analitico fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich (St. Louis, Missouri, EE. UU.). El aceite especial se compro en un mercado local. El polvo de vitamina
D (D3, 100,000 Ul/g) fue adquirido de Granotec Chile S.A. (Huechuraba, Santiago, Chile).

Preparacion de aquafaba (Aq)

Los garbanzos (Cicer arietinum L. var Alfa-INIA) se remojaron en agua corriente durante la noche, siguiendo
el método descrito por Meurer et al., (2020). Los garbanzos remojados se drenaron y se lavaron tres veces con
agua corriente. Luego, se mezclaron en una proporcion de 3:1 p/p con agua desionizada (agua: grano
hidratado) y se cocinaron durante 20 minutos a 100°C. Después de la coccidn, el agua y los garbanzos se
transfirieron a un recipiente de vidrio y se mantuvieron refrigerados a 5 °C durante 24 horas. La aquafaba (Aq)
se separd posteriormente de los granos y se almacend a —40°C hasta su uso. El contenido de proteina en Ag
fue de 1.32% (p/v).

Preparacion de emulsiones de vitamina D

Las emulsiones de vitamina D (VD) se prepararon mezclando por separado los componentes solubles en agua
y los compuestos solubles en aceite. Usando un agitador magnético (Velp Scientifica, MST, Italia), se
mezclaron aceite de girasol y vitamina D (10% p/v) durante 2 horas a 200 rpm hasta disolver completamente
la vitamina D (Tabla 1). Por otro lado, se disolvio alginato de sodio (0.4% p/v) en 100 ml de agua destilada
(W) o aquafaba (Aq) y se aiadi6 a la mezcla de VD-aceite. La mezcla se agitd durante 1 minuto a 1500 rpm
utilizando un homogeneizador (HG-15D, marca Dathan®, DAIHAN Scientific Co. Ltd., Corea del Sur). Las
emulsiones preparadas se utilizaron inmediatamente para la preparacidon de microparticulas. Al tener una
estabilidad excelente (superior a los 45 minutos), no fue necesario utilizar ningin método para conservarlas.

Preparacion de microparticulas

Para la produccidn de microparticulas, se utilizd un sistema compuesto por una bomba de baja presion (Mitos
Fluitka - 32004118, Dolomite Center Ltd., Royston, Reino Unido) conectada a una botella de vidrio
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presurizada de 100 mL con una salida de microtubo (didmetro interno de 250 um) para fluidos (ver figura 1).
El microtubo estd conectado a una punta de micropipeta con un didmetro de salida de 100 um. La bomba de
baja presion estd diseflada para proporcionar aire presurizado de hasta 500 mbar y se controla mediante un
software especifico (MITOS FLUIKA KIT, 10.9, 2014). Las emulsiones de vitamina D obtenidas se colocaron
en el contenedor presurizado y se empujaron a través del sistema a una presion constante de 185 mbar,
provocando la formacién de gotas en un recipiente de vidrio que contenia una solucion de cloruro de calcio.
En una etapa preliminar del estudio, se utilizaron soluciones de cloruro de calcio a una concentracion de 0.4%
p/v para provocar la gelificacion y formar las microcdpsulas cargadas con VD. La punta de la micropipeta se
posiciond a 0.5 mm por encima de la superficie del cloruro de calcio. Durante las pruebas, la solucion
gelificante se agitd suavemente con un agitador magnético (200 rpm) a temperatura ambiente (20£1 C) y se
mantuvo durante 1 hora en la solucidn gelificante para promover un entrecruzamiento adecuado en la
superficiel6.

Caracterizacion fisica de las microparticulas
Tamario, distribucion de tamanio y forma

Para evaluar el tamafio, la distribucidn de tamafio y la forma de las microparticulas, se realizd un andlisis de
imégenes utilizando el software ImageJ (Version 1.53t, 24 de agosto de 2022). La adquisicion de datos se
realizd mediante microscopia utilizando un microscopio optico (Celestron®, 44341, Torrance, CA, EE. UU.)
equipado con una cdmara. El andlisis de imédgenes incluyd la medicidn del didmetro médximo (Dmax) y del
didmetro perpendicular a este (Dper) de una muestra de 40 microparticulas en 6 ocasiones para determinar el
tamafio y la distribucion del tamafio. El tamafio de la microcdpsula se calculd utilizando el promedio entre
Dmax y Dper. Para evaluar la forma, se determin6 la esfericidad promedio de las microparticulas. Para esto,
se aplico el Factor de Esfericidad (SF) para evaluar el grado de desviacion de la redondez de las
microparticulas(Chan, 2011). Se considera que si SF<0.05 se tiene una microcdpsula esférica (Benavides
et al., 2016; Chan, 2011). Un valor alto de SF indica un mayor grado de distorsion de la forma, mientras que
un valor de cero indica que la particula es una esfera perfectal. El SF se puede calcular utilizando la siguiente
expresion:

SF = (Dipax — Dper)/(Dmax + Dper) (Ea.1)

Where:
Duna= Didmetro maximo de microcapsula
Dre= Didmetro perpendicular a didmetro maximo

Adicionalmente, la microestructura de superficie de las microparticulas cargadas con vitamina D fue
observada con un microscopio electrénico de barrido (SEM) (LEO electron microscopy Ltd., Cambridge,
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United Kingdom). Las microparticulas fueron cubiertas con nanoparticulas de oro con una capa menor a 20
nm. Para esto, se us6 un evaporador al vacio (Hitachi, E1010) (Jannasari et al., 2019).

Pressurised container
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Figura 1. Proceso para obtener microparticulas, A: Sistema presurizado de goteo; B: Detalle de formacién de microparticulas por
gelificacion 16nica. Fuente: Elaboracion propia.

Para determinar la calidad del proceso de encapsulacion, la caracterizacion de las microcdpsulas se baso en la
evaluacion del rendimiento (Y %), la eficiencia de encapsulacion (EE%) vy la capacidad de carga (LC%). La
EE y la LC se determinaron segin la metodologia descrita por Jannasari et al. (2019), con algunas
modificaciones. Brevemente, las microcdpsulas se dispersan en 15 ml de hexano a temperatura ambiente y se
agitan durante 2 minutos. Luego, el solvente se filtra a través de papel filtro (Ahlstrom-Munksjo, 393) para
separar la VD no encapsulada de la superficie de las microcapsulas, y el hexano restante se evapora bajo una
campana durante 24 horas a temperatura ambiente. La EE y la LC se calcularon utilizando las siguientes
ecuaciones descritas por Jannasari et al. (2019):

EE(%) = ('”’;Dt—;‘:”s) x 100 (Eq.2)
LC(%) = 222225 5 100 (Eq.3)

mc

Donde:

VDra: Peso de vitamina D total

VDs: Peso de vitamina D en la superficie
M Peso de las microcdpsulas obtenidas

Con respecto al rendimiento (Y %), este se define como la relacion entre el peso de las microcdpsulas obtenidas
y la cantidad de emulsion utilizada en el proceso de encapsulacidon. El rendimiento del proceso de
microencapsulacion se calculd utilizando la siguiente ecuacion descrita por Benavides et al. (2016):
Mmc
Y(%) = X 100 (Eq.4)
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Donde:
Mae: Peso de las microcépsulas obtenidas
Men: Peso de la emulsion usada

Se aplicod un disefio factorial 2°. Las variables estudiadas fueron el tipo de fase acuosa (agua o aquafaba) y la
relacion entre la fase acuosa y la fase oleosa de la emulsion (1:1 y 4:1) (Tabla 1). Todas las muestras se
analizaron por triplicado para determinar la media y la desviacion estdndar (DE). Los datos experimentales se
analizaron estadisticamente utilizando el software Jamovi (version 2.3.28). Se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via para determinar diferencias significativas (P<0.05) entre las muestras. Se utilizo la
prueba de Tukey como procedimiento de comparacion maltiple.

Tabla 1. Disefio experimental y codigos de tratamientos realizados.

. Tratamiento Razon de mezcla
Tipo de fase acuosa
(fase acuosa:fase oleosa)
Aquafaba T1 1:1
T2 4:1
Agua T3 1:1
T4 4:1

Fuente: Elaboracion propia.
Resultados
Caracterizacion fisica de las microc4psulas

El tamafio y la forma de las microcdpsulas se evaluaron midiendo los didmetros maximo y perpendicular de
40 microcdpsulas seleccionadas al azar, para cada tratamiento (T1, T2, T3 y T4). Los resultados fueron
analizados estadisticamente y pardmetros descriptivos tales como el didmetro promedio y la esfericidad fueron
calculados (Tabla 2). Los resultados mostraron que los didmetros promedio de los tratamientos con aquafaba
como fase acuosa (T1 y T2) fueron menores en comparacion con los tratamientos que usaron agua (T3 y T4).
Ademds, los tratamientos con una relacion 4:1 (T2 y T4), es decir, con menor proporcion de aceite, presentaron
un mayor didmetro en comparacion con las mezclas 1:1 (T1 y T3).

La Tabla 2 muestra claramente que la distribucion de tamafio de las microcdpsulas en los tratamientos con
aquafaba varia en un rango de valores menores que sus andlogas en base a agua. Adicionalmente, los
resultados estadisticos confirmaron que el promedio del didmetro de las microcdpsulas presenta diferencias
significativas (P< 0.5) entre las muestras con diferente fase acuosa y también entre las muestras con diferente
razon de mezcla.
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Tabla 2: Parametros descriptivos de microcdpsulas analizadas.

Tratamiento Tipo de fase Razoén de Didmetro Dispersion de Factor de
acuosa mezcla promedio (mm) tamafio esfericidad
(mm) promedio

Tl Aquafaba 1:1 0.510£0.06° 0.35-0.68 0.0568°

T2 4:1 0.91440.09" 0.73-1.18 0.0899°

T3 Water 1:1 0.602£0.06" 0.51-0.72 0.0524°

T4 4:1 1.004%0.12° 0.83-1.35 0.0695°

Los valores con diferentes superindice en la misma columna, presentan diferencias significativas entre si (P<0.05). Fuente:
Elaboracion propia.

El factor de esfericidad indico que las microcapsulas no son completamente esféricas, variando con el tipo de
tratamiento. El tamafo de las microparticulas oscilo entre 0,5 y 1 mm.

Morfologia observada por SEM

Las microcdpsulas cargadas con VD se observaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM) (Fig.
2). Las micrografias confirman los resultados del factor de esfericidad y respaldan el andlisis de distribucién
de tamafio realizado con el software Image J. Como se observa en los insertos de las fotografias, la morfologia
de esas microcapsulas se caracterizd por formas uniformes, no estéricas con didmetros que oscilan entre 400
y 1000 um. Las microcédpsulas provenientes de los tratamientos T1, T2 y T3 (figuras 5A, 5B y 5C) muestran
una superficie lisa y compacta, sin la presencia de fisuras, grietas o interrupciones. En el caso del tratamiento
T4 (Fig. 5D), se observaron microcapsulas con morfologia irregular y signos de desintegracion.

Eficiencia de encapsulacion, capacidad de carga y rendimiento

Los resultados de eficiencia de encapsulacion (EE%), capacidad de carga (LC%) y rendimiento (Y%) se
muestran en la Tabla 3. Los valores de EE superaron el 84% en todos los tratamientos. Los tratamientos con
aquafaba (T1 y T2) obtuvieron eficiencias significativamente mayores (96,0£1,0% y 97,7£1,5%) en
comparacion con los que usaron agua (T3 y T4). Los valores de LC oscilaron entre 12,0£3,5% y 14,015,6%,
sin diferencias significativas entre los tratamientos. Los tratamientos basados en aquafaba (T1 y T2) mostraron
rendimientos cercanos al 80%, mientras que el tratamiento T4, basado en agua, tuvo un rendimiento
significativamente menor (58,519,2%) con respecto a los tratamientos con aquafaba y al tratamiento con agua
con diferente proporcion de fase acuosa: fase oleosa.
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Figura 2. Imagenes SEM de las microcdpsulas cargadas con VD: (A) Tratamiento T1 (1:1 con aquafaba), (B) Tratamiento T2 (4:1,
aquafaba), (C) Tratamiento T3 (1:1, agua), and (D) Tratamiento T4 (4:1, agua). Los insertos muestran fotografias de las
microcdpsulas como referencia visual). Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 3. Capacidad de carga (LC), eficiencia de encapsulacion (EE), y rendimiento (Y) de microcépsulas estudiadas

Treatment Type of aqueous Mixture ratio EE LC Y

phase (Aq or W:oil) (%xSD) (%xSD) (%1SD)

T1 1:1 96.0%1.0° 13.710.6 79.7%£3.5°

Aquafaba

T2 4:1 97.7t1.5° 13.0x1.7° 80.3£10.5°

T3 1:1 84.745.5" 12.043.5" 89.54.9°
Water " . a

T4 4:1 91.0%3.6 14.013.6 58.519.2

Los valores con diferentes superindice en la misma columna, presentan diferencias significativas entre si (P<0.05). Fuente:

Elaboracién propia.

Discusion

Caracterizacion fisica de las microcdpsulas

Segtn literatura, las microcdpsulas son pequefas esferas con didmetros entre 0,002 mm y 5 mm, por lo que

en este estudio es correcto hablar de microcédpsulas de acuerdo con los resultados obtenidos (Rios-Aguirre &
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Gil-Garzon, 2021). Los tamafios de las microcdpsulas en este estudio variaron entre 0,5 y 1,0 mm, siendo més
pequefias que las obtenidas por Chan (2011), quien reportd tamaios de aproximadamente 2 mm de didmetro,
independientemente de la concentracion de alginato y la carga de aceite. Mientras que los resultados obtenidos
en el presente estudio son cercanos a los reportados por Benavides et al. (2016) y Ferrandiz et al. (2017), cuyos
tamafios promedio de microcapsulas frescas fueron de 0,89 mm y 0,6 mm, respectivamente.

Ambos autores utilizaron el método de gelificacion i6nica. Sin embargo, en otras investigaciones con diferentes
métodos de produccidn de microcdpsulas se han obtenido didmetros mas pequefios. Tal es el caso de Jannasari
et al. (2019)y Barreto-Santos et al. (2021), quienes obtuvieron tamafos de 0,13 mm y 256 nm, respectivamente,
en la microencapsulacion de VD mediante el método de coacervacion compleja. Varios estudios coinciden en
que el método de encapsulacion influye en el tamafio de las microcapsulas (Farahmand et al., 2021; Maurya
et al., 2020; Rios-Aguirre & Gil-Garzon, 2021).

En cuanto a la forma, se determind que el factor de esfericidad (Tabla 2) es independiente de la proporcién de
fase acuosa: fase oleosa de cada emulsion. Para todos los tratamientos, se cumple con un valor promedio de
SF > 0,05; por lo tanto, las microcdpsulas no son esféricas, lo cual se confirmd con microscopio. Resultados
similares fueron encontrados en el estudio de Benavides et al. (2016) , donde las microcdpsulas obtenidas no
tenian una forma esférica, sino ovalada, independientemente del grado de concentracion y dispersion del aceite
esencial de tomillo (AET). Por el contrario, Ferrandiz et al. (2017) produjeron microcdpsulas de forma esférica
con una topografia de superficie lisa utilizando el mismo método de gelificacidn 16nica. Seglin estos autores,
la forma esférica de las microcdpsulas estd principalmente influenciada por la concentracion de alginato en la
solucidn, ya que afecta la viscosidad, lo que conduce a la formacion de estructuras esféricas. Ellos utilizaron
concentraciones mds altas de alginato (1, 3 y 4% p/v) y un proceso adicional de secado (50 “C) de las
microcdpsulas himedas. Este Gltimo ayuda a observar mas claramente la forma esférica, ya que el secado
elimina cualquier deformacion o irregularidad, resultando en microcdpsulas esféricas bien definidas.

Morfologia observada por SEM

Las micrografias muestran que la microestructura de las microcapsulas es tipica de una matriz producida por
emulsiones (Nesterenko et al., 2014). La superficie lisa y compacta, sin presencia de fisuras, grietas o
discontinuidades en las microcdpsulas coincide con otros estudios relacionados con microcdpsulas en base a
alginato, como los estudios de Md Sai” aan et al. (2016) y Rahim et al. (2013).

Por el contrario, la desintegracion de las microcapsulas de T4 podria deberse a la ausencia de proteina de
aquafaba, ya que el alginato interact@ia con las proteinas a través de diferentes interacciones (principalmente
Interacciones electrostéticas), como se ha encontrado en los estudios de Ashimova et al. (2019), Barros-Silverio
et al. (2018) y Dehkordi et al. (2020b). Estas interacciones entre el alginato y las proteinas son cruciales para
el proceso de encapsulacion, influyendo en la estabilidad, estructura y propiedades funcionales de los
biocompuestos resultantes (Ashimova et al., 2019).
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Evaluacion del desemperio, eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga de las microcapsulas

El célculo de EE es uno de los mas importantes para evaluar la efectividad del procedimiento de encapsulacion,
ya que indica la cantidad de vitamina D atrapada internamente en la matriz biopolimérica (T. B. V. da Silva
et al., 2021). Como se sefialo, los resultados de EE (Tabla 3) para las microcapsulas basadas en aquafaba (T1
y T2) fueron significativamente mayores (P<0.05) que los tratamientos basados en agua (T3 y T4). Es posible
que la presencia de proteinas solubles de garbanzo en la aquafaba sea responsable de este fendomeno. Segin
Kamaldeen et al. (2020), al usar proteina de soya (u otra leguminosa con alto contenido proteico) y alginato
de sodio como encapsulantes para la gelacion 16nica, los niveles de EE y el tamafio de la microcdpsula
aumentan debido a las interacciones entre los componentes de la matriz. Similarmente, en el estudio de
Aguirre-Zazzali (2011), la incorporacidon de proteinas en el proceso de microencapsulacidén con quitosano
incrementa el valor de EE de 52.5% a 90.2%. Sin embargo, otros estudios sobre el efecto de la concentracion
de proteinas en la EE son contradictorios, aunque no son comparables cuando se realizan con otras técnicas y
pardmetros de microencapsulacion (Kim et al., 2023; Moutkane et al., 2023; Zhao et al., 2022). En esta
investigacion, el aumento de EE debido a la presencia de proteinas de aquafaba deberia confirmarse con otras
técnicas de andlisis.

En relacion con otros estudios de microencapsulacion de VD, Jannasari et al. (2019) obtuvieron resultados de
EE cercanos al 67% para microcdpsulas obtenidas de gelatina A y mucilago de semillas de berro mediante el
método de coacervacion. La microencapsulacion de VD3 mediante coacervacion compleja usando gelatina A
y goma tara-carboximetil entreg6 valores de EE que oscilaron entre 53% y 79%60. Ademds, Wang et al. (2015)
obtuvieron resultados de EE que variaron de 88.84% a 99.84% al microencapsular aceite de atn fortificado
con vitaminas A, D3, E y K2 mediante el método de coacervacion compleja usando gelatina y hexametafosfato
de sodio (EHMP). Finalmente, (S. A. D. da Silva et al., 2023) obtuvieron resultados de EE de 83.9% al
microencapsular VD3 con el método de homogeneizacion en caliente. Segin estos estudios, los valores
obtenidos en esta investigacion estan dentro de los resultados esperados para la microencapsulacion de VD.

La capacidad de carga (LC) mide como las microcdpsulas retienen la mayor parte del ingrediente al final del
proceso (de Oliveira et al., 2020). Los valores de LC de todos los tratamientos (Tabla 3) difieren delos
obtenidos en otros estudios. En el estudio de Barreto-Santos et al. (2021) se observaron resultados entre 0.13%
y 0.35% , mientras que Luo et al., (2012) obtuvieron resultados entre 1.7% y 3.9%. Sin embargo, en ambos
casos usaron una concentracion de VD3 al 1%, menor a la del presente estudio.

Por otra parte, Jannasari et al. (2019) obtuvieron resultados mas altos, con valores entre 16.52% y 47.04%,
usando una concentracion de VD3 similar a la de este estudio (10% p/v). Aunque estos autores usaron el
método de coacervacion compleja. Sin embargo, Benavides et al. (2021), que también trabajaron con gelacion
16nica, obtuvieron una LC mads alta (56.4%), pero sus pardmetros de proceso fueron optimizados para la
investigacion. La diferencia en los resultados con los otros autores podria deberse a los diferentes métodos de
microencapsulacion o condiciones de procesamiento utilizados. Ademds, varios estudios destacan la
importancia de las propiedades del material, el disefio estructural y las condiciones ambientales para optimizar
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la capacidad de carga en diversas aplicaciones de microencapsulacion (Huan et al., 2022; Li et al., 2013;
Prabhakar et al., 2018).

El rendimiento (Y) se refiere a la cantidad de microcdpsulas obtenidas a partir del material crudo inicial (Duran
et al., 2022). Los valores de Y obtenidos (Tabla 3) son mds altos o similares a los de otros estudios. Por
ejemplo, Benavides et al. (2016) obtuvieron rendimientos de 61.2%. Caceres et al. (2020) obtuvieron valores
cercanos, con un rendimiento promedio de 56.87%, al microencapsular aceite esencial de pomelo con alginato
de sodio mediante gelacidn 16nica externa acoplada a extrusion. Los bajos rendimientos en los estudios
mencionados, en comparacion con el presente estudio, son explicados por los mismos autores debido a la
pérdida de material que ocurre durante la transferencia de la emulsion y el proceso de goteo a través de la
jeringa. En relaciéon a esto, en la investigacidon actual, el recipiente que contenia la emulsidn se conectd
directamente a la bomba, por lo que no hubo transferencia de material. En general, esto disminuyd las pérdidas
y aumentd el Y en tres de los cuatro tratamientos en comparacién con otros estudios (Almeida et al., 2013;
Avramenko et al., 2013).

En el caso del tratamiento T4, se produjo una desintegracion parcial de las microcdpsulas durante el goteo de
la emulsion en la solucidn de CaCly, lo que explicaria el bajo valor de Y. Esto puede corroborarse en las
micrografias SEM (Fig. 5D). Esta desintegracion podria estar relacionada con el uso de agua en lugar de
aquafaba y la proporcidn de agua y aceite en la mezcla (4:1). La emulsion basada en aquafaba tiene un valor
de pH de 6.2 y, segtin estudios previos, la estabilidad de las emulsiones basadas en aquafaba preparadas a este
valor de pH es incluso mayor que la de la proteina de huevo, lo que favoreceria la integridad de la microcapsula
durante el goteo (Buhl et al., 2019). Ademds, la carga eléctrica de la proteina de aquafaba a ese valor de pH
es ligeramente negativa (-1.6 mV), por lo que es altamente probable que se establezcan interacciones 10nicas
con el calcio libre, favoreciendo la integridad de la microcdpsula y reduciendo la pérdida de material (Buhl
et al., 2019; Dehkordi et al., 2020b).

Adicionalmente, la presencia de grupos hidrofobicos debido a la desnaturalizacion térmica de las proteinas a
las que son sometidas durante su extraccion favoreceria las interacciones hidrofébicas con el aceite, ayudando
también a la estabilidad de la emulsién y de las microcdpsulas (Xue et al., 2021). Las proteinas de aquafaba
se agregan en la interfaz agua-aceite y forman una pelicula intermolecular cohesiva con suficiente elasticidad
para estabilizar emulsiones y, por ende, mantener la integridad de las microcdpsulas basadas en aquafaba
(Wtodarczyk et al., 2022).

Conclusiones

El estudio encontrd diferencias significativas en la eficiencia de encapsulacion (EE) y la capacidad de carga
(LC) entre las emulsiones preparadas con agua y aquafaba. Los resultados de EE y LC indican que la aquafaba
puede mejorar la eficiencia y el rendimiento del proceso de microencapsulacion en comparacion con el agua.

Las microcédpsulas resultantes presentaron superficies lisas sin grietas, lo que sugiere una buena integridad
estructural, como lo confirmaron las micrografias SEM.
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Este enfoque destaca el impacto significativo de la fase acuosa y las proporciones de mezcla en las propiedades
fisicas y funcionales de las microparticulas de vitamina D, sugiriendo que el uso de aquafaba no solo es viable,
sino que también podria ofrecer ventajas sobre los métodos tradicionales de encapsulacion. No obstante, es
necesario realizar investigaciones futuras para confirmar algunos fenémenos, como las posibles interacciones
de las proteinas de aquafaba con otros componentes. También se deben llevar a cabo pruebas de liberacion de Pagina | 14
microcdpsulas y conocer el mecanismo de liberacion de las microcapsulas cargadas con VD3.
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