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RESUMEN 

 

El presente estudio sobre de la estabilidad de β-caroteno nanoencapsulado elaborado  

mediante la metodología de Emulsificación – Difusión (MED) propuesta por Quintanar-

Guerrero y col., 1998 e implementado por Zambrano-Zaragoza y col., 2013 para su 

aplicación en alimentos. Las nanocápsulas de β-caroteno fueron adicionadas a soluciones 

con diferentes pH´s y °Brix para establecer la influencia de estos factores en la estabilidad y 

potencial de aplicación de la tecnología en jugos y bebidas de frutas. Se realizó el 

seguimiento de las soluciones en almacenamiento a temperatura ambiente y temperatura de 

refrigeración (4°C) durante un periodo de cuatro semanas, evaluando las propiedades 

físicas y fisicoquímicas de las soluciones: potencial zeta (ζ), tamaño de partícula, índice de 

polidispersión, turbidez, color y liberación del ingrediente activo, pH y °Brix para ver la 

variación de estos parámetros. Durante el periodo de almacenamiento se observaron 

cambios significativos sobre la estabilidad, siendo en las muestras almacenadas a 

temperatura ambiente y con pH de 6, donde el cambio fue mayor que las muestras 

almacenadas a temperatura de refrigeración, teniendo efecto en variables como el potencial 

zeta (ζ), tamaño de partícula e índice de polidispersión con la cual indico la estabilidad del 

sistema con una relación directamente proporcional a la turbidez. Se observó un cambio 

significativo en el -caroteno ya que de acuerdo a los datos obtenidos en color y liberación 

de β-caroteno indica que la eficiencia de encapsulación en las condiciones de 

almacenamiento ambientales y pH de 6 no tiene un efecto benéfico sobre el polímero 

encapsulante debido a la degradación con valores cercanos a 30% durante la última semana 

de almacenamiento, mientras a pH de 3 y  temperatura de 4°C se tienen eficiencias mayores 

a 80% durante las primeras tres semanas mientras que la última semana fue 60%. 

Durante la aplicación en jugos naturales se contrasto el comportamiento con respecto a los 

otros vehículos de β-caroteno, ya que las nanocápsulas no tuvieron un efecto significante 

en la estabilidad y color de los jugos, mientras que la nanoemulsión y β-caroteno 

hidrosoluble si demostraron diferencias significativas en el tamaño de partícula y en color. 

Concluyéndose que las nanocápsulas pueden ser empleadas como sistemas de liberación de 

componentes activos liposolubles en condiciones normales para jugos comerciales. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Dado que el interés de los consumidores en el papel de mejora de la salud de determinados 

alimentos y componentes de alimentos fisiológicamente activos se ha incrementado. La 

industria de alimentos y bebidas ha incrementado la investigación  en la encapsulación de  

ingredientes funcionales, tales como sabores, colores, antimicrobianos, micronutrientes y 

nutracéuticos (Hasler, 1998; McClements, 2010; McClements y col., 2007; Sagalowicz y 

Leser, 2010, Sanguansri y Augustin, 2006 y Velikov y Pelan, 2008). Los carotenoides y 

especialmente el β-caroteno (como carotenoides nutricionalmente más activos) se utilizan 

como ingrediente funcional en las investigaciones de la ciencia de los alimentos; debido a 

sus propiedades relacionadas con la salud (por ejemplo, la mejora de la respuesta inmune, 

la inhibición ofmutagenesis, el bloqueo de las reacciones mediadas por radicales libres) y 

su carácter antioxidante así como las características colorantes son foco de interés para 

investigadores (Bendich & Olson, 1989; Britton 1995a, 1995b). Sin embargo debido a su 

carácter extremadamente hidrófobo, β-caroteno es insoluble en agua y muestra una pobre 

biodisponibilidad en forma cristalina el adicionarlo a un alimento se ha vuelto un reto 

(Ribeiro & Cruz 2004), por tal motivo el proceso de nanoencapsulación se vuelve una 

alternativa viable para elaborar alimentos acuosos con este ingrediente funcional lipofílico. 

Hoy en día, la nanotecnología se ha convertido rápidamente en uno de los campos de 

investigación más prometedores y atractivos en la industria alimentaria ya que ha abierto 

nuevas posibilidades en la conservación de alimentos esperando que tenga un impacto en la 

producción, procesamiento, almacenamiento y seguridad de los mismos. El uso de 

nanopartículas puede mejorar la funcionalidad de los alimentos y esto podría ser la 

introducción a un nuevo tipo de mercado-consumidor (Som y col., 2010; Zambrano- 

Zaragoza y col., 2013).  

 

Una de las aplicaciones más estudiadas en sistemas coloidales de talla submicrónica son las 

nanopartículas que se definen como partículas sólidas coloidales que incluyen tanto 

nanoesferas y nanocápsulas. Las nanocápsulas consisten en un núcleo líquido lipídico 

rodeado por una membrana polimérica; su estructura interna es de la tipo "core-shell". El 
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principio activo se solubiliza en el núcleo de aceite. Se pueden preparar por métodos de 

polimerización y síntesis con polímeros preformados (Moinard-Chécot y col., 2008; 

Quintanar-Guerrero y col., 2012; Fattal y col., 2002). En general hay seis métodos clásicos 

para la preparación de nanocápsulas: nanoprecipitación, emulsificación-difusión, doble 

emulsión, emulsión-coacervación, recubrimiento con polímero y capa por capa (Mora-

Huertas, 2010). De acuerdo con Quintanar-Guerrero y col., 1998 en la preparación de 

nanocápsulas por el método de Emulsificación-Difusión (MED) permite la 

nanoencapsulación de sustancias activas lipófila e hidrófila. Uno de los temas importantes 

en este proceso de nanoencapsulación de sistemas alimenticios es la estabilidad de la 

dispersión. Sobre este aspecto recientes investigaciones han demostrado que la adición de 

electrolitos o el cambio de pH afecta a la estabilidad de las dispersiones coloidales 

(Ishikawa y col., 2005).  

 

Es muy común que para describir las interacciones interfaciales partícula – sustrato en 

medios acuosos a través de la teoría de la estabilidad coloidal Derjaguin-Landau-Verwey-

Overbeek (DLVO) que representa las interacciones atractivas de van der Waals e 

interacciones de doble capa electrostática. Dependiendo del equilibrio de estas dos 

interacciones, la interacción neta puede ser repulsiva o atractiva (Hoek y col., 2006; 

Ishikawa y col., (2005). 

 

El jugo de naranja adicionado con nanocápsulas de β-caroteno es modelado como una 

dispersión coloidal en una solución de azucares, pectinas, ácidos orgánicos y sales, en la 

cual puede existir diferentes tipos de interacciones: nanocápsulas – nanocápsulas, 

nanocápsulas – agua y nanocápsulas – azúcar y estas están generalmente estabilizadas por 

medio de la repulsión electrostática entre nanocápsulas cargadas de manera similar como se 

predijo en la teoría (DLVO). Las interacciones electrostáticas repulsivas entre las 

nanocápsulas cargadas igualmente no les permiten llegar tan cerca como gotas sin carga y 

los contraiones que rodean una nanocápsula se mueve menos lenta que la propia 

nanocápsula. El potencial ζ-se puede utilizar como una medida de las fuerzas de repulsión 

electrostáticas, que pueden dar una indicación de la estabilidad potencial del sistema 

coloidal (Mirhosseini y col., 2008; Benitez y col., 2009;) 
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CAPÍTULO I ANTECEDENTES 

 

1.1 NANOTECNOLOGÍA 

 

La nanociencia y la tecnología han crecido rápidamente en los últimos años y ya están 

teniendo un gran impacto en el desarrollo de nuevos materiales y productos. La 

repercusiones tecnológicas y comerciales en todo el mundo, será un importante motor 

económico en el futuro previsible. La nanotecnología ha sido considerada como una 

tecnología emergente, la introducción de nuevas dimensiones a la ciencia y la tecnología 

con la posibilidad de manipular átomos y moléculas a nivel nanométrico ("nano" significa 

una mil millonésima parte de un metro). Esta nueva tecnología tiene múltiples aplicaciones  

y por tanto afecta a diversos ámbitos tecnológicos, incluidos los materiales avanzados, la 

biotecnología, farmacia, electrónica, instrumentos científicos y procesos industriales de 

fabricación incluidos los alimenticios. En la etapa inicial de desarrollo de la nanotecnología 

y la difusión, muchos beneficios esperados no han sido plenamente logrados (Miyazaki y 

col., 2007). 

 

1.1.1 DEFINICIÓN 

 

La nanotecnología es la ciencia, la ingeniería y la tecnología realizada en nanoescala, 

consiste en la caracterización, la fabricación y/o  manipulación de estructuras, dispositivos 

o materiales que tienen al menos una dimensión (o contiene componentes con al menos una 

dimensión) nanométrica (Duncan, 2011). Se pueden utilizar en diversas ciencias, tales 

como química, biología, física, ciencia de los materiales e ingeniería. Las ideas y los 

conceptos detrás de la nanociencia y la nanotecnología comenzó con una discurso titulado 

―Hay mucho sitio al fondo‖ por el físico  Richard Feynman en una reunión con la sociedad 

Americana en el Instituto de Tecnología de California el 29 de Diciembre de 1959, el 

término de nanotecnología fue utilizado mucho tiempo después. En el discurso, Feynman 

describió un proceso en que los científicos serían capaces de manipular y controlar los 

átomos y moléculas individualmente. Más de una década después, el profesor Norio 
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Taniguchi acuño el término de nanotecnología, pero no fue hasta  1981, con el desarrollo 

del microscopio de barrido efecto túnel, que podía observar átomos individuales y fue así 

que empezó la era de la nanotecnología moderna (Motoyama y col.,2011). 

 

1.1.2 APLICACIONES 

 

De acuerdo con National Nanotechnology Initiative (2013) la mayoría de los beneficios de 

la nanotecnología dependen del hecho de que es posible adaptar las estructuras esenciales 

de los materiales a nanoescala para conseguir propiedades específicas, así en gran medida 

se extiende el conjunto de herramientas muy usadas de la ciencia de materiales. Utilizando 

la nanotecnología pueden tener diferentes propiedades como lo es mayor resistencia, más 

ligero, duradero, reactividad, conductores eléctricos, entre muchas otras características, 

ejemplo de lo siguientes son: 

 

 Materiales y proceso (cerámica, alimentos, aditivos químicos, cosméticos, 

productos automotrices, etc.). 

 Aplicaciones en tecnología informática y energía. 

 Aplicaciones en energía sustentable. 

 Aplicaciones en apoyo ambiental. 

 Aplicaciones en medicina, salud y nanobiosistemas. 

 Aplicaciones en el transporte del futuro. 

 

1.1.3 NANOPARTÍCULAS 

 

Los nanomateriales pueden incluir cualquier tamaño, forma, estructura y propiedades que 

dependen del proceso de formación, condición de elaboración, condiciones ambientales, 

propiedades de los componentes y cualquier pre-tratamiento realizado para modificar las 

propiedades de los componentes, ejemplo de ellos son: nanopartículas, nanotubos, 

nanopartículas lipídicas sólidas, nanoliposoma, nanoemulsión, nanoestructura emulsión 

múltiple, nanolaminados, nanocompuestos, nanoesferas, nanocápsulas y nanofibras (Som y 

col., 2010; Qinggrong-Huang, 2012). 
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Tabla 1. Formas y características de materiales nanoestructurados (Maynard y col., (2007); 

Letchford y Burt (2007)). 

 

Nanopartículas Descripción 

Nanopartículas Sólidas: 

 

Partículas esféricas o compactas de composición 

homogénea. 

 
Partículas tubulares de composición homogénea. 

 

Partículas complejas no esféricas  de composición 

homogénea. 

 

Partículas de composición heterogénea con variación en la 

composición núcleo- superficie 

 

Partículas de composición heterogénea con variación en la 

distribución de sus componentes. 

 

Agregados/ aglomerados heterogéneos que consta en una 

clase de partículas individuales. 

Sistemas de Liberación Nano: Base Lipídica 

 

Nanoliposomas /archaeosomes, vesículas lipídicas de doble 

capa. 

 

Micela, vesículas lipídicas de una sola capa. 

 

Nanococleatos, hola lipídica enrollada en forma de espiral. 

Sistemas de Liberación Nano: Base Polimérica. 

 

Micelas, copolímeros agregados. 

 

Nanoesferas, copolímeros agregados generando un núcleo 

central sólido. 

 

Nanocápsulas/ polimersoma, membrana polimérica que 

rodea una cavidad central liquida aceitosa o acuosa. 
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Las nanopartículas se definen como partículas sólidas coloidales que incluyen tanto 

nanoesferas y nanocápsulas. Las nanoesferas tienen una estructura de tipo matriz donde el 

ingrediente activo puede ser absorbido en la superficie de la esfera o encapsulado dentro de 

la partícula, mientras que las nanocápsulas consisten en un sistema vesicular coloidal-

nanométrico en la cual se limita el ingrediente activo a una cavidad que consiste en un 

núcleo líquido rodeado por un biopolímero, membrana o revestimiento monocapa; su 

estructura interna es de la tipo "core-shell" (Couvreur y col., 1995; Mora-Huertas y col., 

2010). En este caso, el principio activo se solubiliza en el núcleo interior líquido aceitoso, 

pero también puede ser absorbido a la superficie de la cápsula (Allémann y col., 1993; 

Moinard-Chécot y col., 2008). Se pueden preparar por métodos de polimerización y síntesis 

con polímeros preformados (Fattal, E. y Vauthier, C., 2002.). Una de las características 

fundamentales es su tamaño, que se torna generalmente alrededor de 5-10 nm con un límite 

superior de tamaño de aproximadamente 1000 nm, aunque generalmente se obtiene en un 

rango de 200-300 nm (Quintanar- Guerrero y col., 1998) y reportados para aditivos 

alimentarios por Zambrano-Zaragoza y col., (2011). 

 

1.1.4 NANOCÁPSULAS 

 

En primer lugar las nanocápsulas pueden ser comparadas con los sistemas vesiculares en la 

cual esta confinada el ingrediente activo, que puede estar en forma sólida o líquida y/o 

como dispersión molecular, y de la misma manera puede ser lipófila o hidrófoba (de 

acuerdo con el método de preparación y los materiales utilizados) en la cavidad (Quintanar- 

Guerrero y col., 1998). Además, teniendo en cuenta las limitaciones operativas de los 

métodos de preparación, las nanocápsulas también pueden llevar sustancias activas en la 

superficie o embebido en la membrana polimérica (Tabla 1), (Khoee y Yaghoobian, 2008). 

 

1.1.5 FORMACIÓN DE NANOCÁPSULAS. 

 

En general hay seis métodos clásicos para la preparación de nanocápsulas: 

nanoprecipitación, emulsificación-difusión, doble emulsión, emulsión-coacervación, 

recubrimiento con polímero y capa por capa. Sin embrago otros métodos se han utilizado, 
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como emulsión-evaporación y metodologías para la preparación de liposomas de polímero 

(Mora- Huertas y col., 2010). A continuación se describen: 

 

a) Nanoprecipitación: El método de nanoprecipitación también se denomina 

desplazamiento del disolvente o deposición interfacial. De acuerdo con Fessi y col., (1988), 

la síntesis de nanocápsulas necesita fases tanto de disolvente y no disolvente. La fase de 

disolvente o una mezcla de disolventes (es decir, etanol, acetona, hexano, cloruro de 

metileno o dioxano), de un polímero (sintético, semi-sintético o de origen natural), la 

sustancia activa, el aceite y un tensoactivo lipófilico. Esta solución es invertida o inyectada 

en una solución acuosa que puede o no contener un estabilizante y se agita moderadamente 

con un agitador magnético. El disolvente se difunde inmediatamente en el agua permitiendo 

la agregación del polímero en forma de nanocápsulas.   

 

b) Doble Emulsificación: Doble emulsificación es  un sistema heterodisperso complejo 

llamado "emulsiones de emulsiones", que se pueden clasificar en dos tipos principales: la 

emulsión agua-aceite-agua (w / o / w) y aceite-agua-aceite (o / w / o) (Garti, 1997; 

Grigoriev y Miller, 2009). El principio de la formación de doble emulsión, específicamente 

del tipo (w / o / w), se asocia con los principios tanto de nanoprecipitación y 

emulsificación-difusión. En la emulsión primaria (w / o), el aceite se cambia por una fase 

orgánica que contiene un disolvente que es total o parcialmente miscible en agua, el 

polímero y el tensioactivo forman una película. A continuación, el agua que contiene un 

agente estabilizante se añade al sistema para obtener la emulsión orgánica con agua. Sin 

embargo, en este paso, el endurecimiento de las partículas se obtiene a través de la difusión 

de disolvente y precipitación del polímero (Bilati y col., 2005; Khoee y Yaghoobian, 2008). 

 

c) Emulsificación-Coacervación: El procedimiento implica la emulsificación aceite-agua 

(o / w) de una fase orgánica (aceite, sustancia activa y disolvente si es necesario con 

sustancia activa) con una fase acuosa (agua, polímero, agente estabilizador) por agitación 

mecánica o ultrasonido, un proceso simple de coacervación se lleva a cabo mediante el uso 

de cualquiera de electrolitos como se ha hecho por Lertsutthiwong y col., 2008. 
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d) Recubrimiento con Polímero: Esto puede ser logrado mediante la adsorción del 

polímero sobre las nanocápsulas preformadas sin recubrimiento cuando este último se 

incuban en dispersión del polímero bajo agitación y las condiciones  predeterminadas de 

tiempo (Calvo y col., 1997). 

 

e) Capa por Capa: El proceso de elaboración capa por capa desarrollado por Sukhorukov 

y col., (1998) para la preparación de partículas coloidales permite obtener partículas 

vesiculares, llamadas cápsulas de poli electrolitos, bien definidas sus propiedades químicas 

y estructurales. Para resumir, el mecanismo de formación de nanocápsulas se basa en la 

atracción electrostática irreversible que conduce a la adsorción de poli electrolitos en 

hipersaturadas concentraciones de poli electrolitos a granel. 

 

1.1.6 EMULSIFICACIÓN-DIFUSIÓN. 

 

De acuerdo a Quintanar-Guerrero y col., (1998) la preparación de nanocápsulas por el 

método de emulsificación-difusión permite la nanoencapsulación de sustancias activas 

tanto lipofílico e hidrófilicos. El procedimiento experimental realizado para conseguir esto 

requiere de tres fases: orgánica, acuosa y dilución, es decir, el método consiste en dos fases 

empleando un disolvente parcialmente soluble en agua en el que se disuelve el agente 

activo generalmente oleoso y en la fase acuosa un surfactante. Específicamente, la fase 

orgánica se hace primero y el aceite se disuelve en el disolvente orgánico (previamente 

saturado con agua) y la fase acuosa (previamente saturado con disolvente orgánico que 

contiene el emulsionante (estabilizante) (Moinard-Chécot y col., 2008). El tamaño de las 

nanocápsulas preparadas por este método es de aproximadamente 150 – 200 nm 

(Quintanar-Guerrero y col., 2005). 

 

Cuando el objetivo es la nanoencapsulación de una sustancia activa lipófilica, la fase 

orgánica contiene el polímero, la sustancia activa, el aceite y un disolvente orgánico 

parcialmente miscible en agua que debe estar saturado en agua. Este medio orgánico actúa 

como disolvente para los diferentes componentes de la fase orgánica. Si se requiere, la fase 

orgánica también puede incluir una sustancia activa disolvente o aceite disolvente. La fase 
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acuosa comprende la dispersión acuosa de un agente estabilizante que se prepara usando 

disolvente saturado con agua para asegurar el equilibrio termodinámico inicial de ambos 

líquidos mientras que la fase de dilución es normalmente agua (Pinto-Reis y col., 2006; 

Mora-Huertas y col., 2010). 

 

 

 

 

 

Figura 1 .Esquema del Método de Emulsificación- Difusión (Mora-Huertas, 2010) 

 

Para la preparación de nanocápsulas utilizando el método de emulsificación-difusión, la 

fase orgánica se emulsiona con agitación vigorosa en la fase acuosa que contiene el 

estabilizador (Pinto-Reis y col., 2006; Mora-Huertas y col., 2010). La posterior adición de 

agua para el sistema que provoca la difusión del disolvente en la fase externa, resultando la 

formación de nanocápsulas. Esta puede ser eliminada por destilación o filtración de flujo 

transversal en función del punto de ebullición del disolvente. Se ha mostrado que el tamaño 

de nanocápsulas está relacionado con la velocidad de cizallamiento utilizada en el proceso 

de emulsificación, la composición química de la fase orgánica, la concentración de 
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polímero, la relación de polímero-aceite, y el tamaño de la emulsión primaria (Mora-

Huertas y col., 2010) 

Esta técnica presenta varias ventajas, tales como la eficiencia de encapsulación altas 

(generalmente mayores a 70%), sin necesidad de homogeneización, la reproducibilidad alta 

de lote a lote, facilidad de ampliación, la sencillez y la distribución de tamaño estrecha. Las 

desventajas son los altos volúmenes de agua a ser eliminados de la suspensión y la 

filtración de la sustancia activa soluble en agua en la fase externa acuosa saturada durante 

la emulsificación. Al igual que con algunas de las otras técnicas, este es eficiente en la 

encapsulación de ingredientes activos lipófilos (Quintanar- Guerrero y col., 1998). 

 

1.1.7 BIOPOLÍMEROS EN LA PREPARACIÓN DE NANOCAPSULAS. 

 

Anteriormente se mencionó que uno de los componentes principales en la formación de las 

nanocápsulas es el biopolímero que rodea al ingrediente activo, ya que de este depende la 

eficiencia en la encapsulación, así como al medio en el que se encuentre al ser aplicado. Por 

tal motivo es de suma importancia conocer las características de estos.  

Los polímeros biodegradables tales como poli láctico (PLA), poli láctico glicólico (PGA) y 

poli-ɛ-caprolactona (PCL) muestran  una buena biodegradabilidad y biocompatibilidad. Los 

materiales que se utilizan como material de la matriz de nanopartículas y micropartículas se 

pueden descomponer en especies no tóxicas y de bajo peso molecular con la liberación 

controlada del ingrediente activo que después se metaboliza o se absorbe por el organismo. 

Por tanto se han centrado en la aplicación de nanopartículas y  micropartículas 

biodegradables, ejemplo de ellos es la poli-ɛ-caprolactona que es un polímero 

biodegradable ampliamente utilizado debido a su buena biocompatibilidad y la 

permeabilidad del ingrediente activo (Pitt y col., 1980; Jaffe y col., 1981). 
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Figura 2. Factores que afectan en la selección de un polímero (Dash y col., 2012). 

 

1.1.7.1 POLI-ε-CAPROLACTONA 

 

Es uno de los poliésteres biodegradables hidrófobo (aunque el agua puede penetrar en las 

cadenas del polímero), semicristalino aprobado por la Food and Drug Administration 

(FDA) que han atraído especial atención para ser utilizado en la liberación controlada de 

ingredientes activos debido a que no es toxico, bajo costo en comparación con otros 

poliésteres biodegradables, lento para degradarse en medios acuosos, e inofensivo en el 

medio ambiente (Sahoo y col. 2010; Grillo y col., 2012).  

Es obtenido a partir de la polimerización de la caprolactona. Su nombre según IUPAC es 

1,7-polioxepan-2-ona. Otros nombres podrían ser homopolímero de 2-oxepanona o 

polímero de 6-caprolactona. Su fórmula molecular es (C6H10O2)n. 
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Figura 3. Polimerización de apertura de anillo de ε-caprolactona a policaprolactona (Elzein 

y col., 2004). 

 

La degradación de poli-ε-caprolactona no da lugar a un entorno ácido y sus productos de 

degradación se pueden solubilizar por los fluidos (Elzein y col., 2004). Por lo tanto la poli-

ε-caprolactona tiene grandes perspectivas de aplicación en la elaboración de nanocápsulas. 

 

1.2 ESTABILIDAD DE NANOCÁPSULAS. 

 

En estado coloidal las sustancias tienen propiedades que no existen en la misma sustancia 

cuando no se encuentra en ese estado. A diferencia de las disoluciones verdaderas las 

soluciones coloidales son sistemas heterogéneos en los que existe una separación nítida 

entre la superficie de la partícula coloidal y el medio dispersante. Las propiedades 

características de los coloides son las que existen en la interfase. Puesto que las propiedades 

de agregación y dispersión de las nanopartículas coloidales dependen de las fuerzas que 

rigen su estabilidad, el cómo controlarla son cuestiones importantes (Sanz-Pedrero, 1996; 

Zhou, 2009). 

Los sistemas coloidales se clasifican en dos grupos: los termodinámicamente inestables: 

liófobos/ hidrófobos (dispersiones coloidales) y los termodinámicamente estables: liófilos / 

hidrófilos (micelas).  Las partículas coloidales distribuidas en un medio de dispersión no 

constituyen en muchos casos un sistema estable desde el punto de vista energético 

(termodinámico), (Sanz- Pedrero, 1996). 
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La estabilidad de la suspensión coloidal se debe a la existencia de carga eléctrica del mismo 

signo en la superficie de las partículas coloidales; dicha carga produce repulsión entre ellas, 

lo que evita su asociación y la precipitación de la suspensión coloidal (Gutiérrez-Ríos, 

1985) 

Hay dos fuerzas principales que actúan entre pares de partículas coloidales en una solución 

electrolítica: interacción electrostática de doble capa y las interacciones de van der Waals. 

Dependiendo del equilibrio de estas dos interacciones, la interacción neta puede ser 

repulsiva o atractiva. En principio, la estabilidad sistemas coloidales se puede explicar por 

el equilibrio de dos fuerzas (Lyklema, 1995). Esta idea fue propuesta por Darjaguin y 

Laundau y Verway y Overbeek; y es por lo tanto se refiere como la teoría DLVO. La teoría 

DLVO tiene como concepto principal que la energía total de interacción de dos superficies 

o partículas en un sistema coloidal, está dada por la suma de las contribuciones de atracción 

y repulsión (Ishikawa y col., 2005; Liang y col., 2007). Esto se puede escribir como:  

               Ec (1) 

 

Donde    es la interacción total de energía y se expresa en términos de  repulsión por la 

interacción de doble capa   , y atractiva por las interacciones de van der Waals. 

VA se determina por la constante de Hamaker, tamaño de partícula  y la distancia entre 

partículas, mientras que VR depende del tamaño de partícula, la distancia entre las 

partículas, el potencial zeta, la concentración de iones y la constante dieléctrica del medio 

(Wu y col., 2011). 

La Figura 4 muestra la energía de interacción de partículas donde la curva (a) muestra la 

energía potencial debida a la fuerza atractiva de van der Waals como una función de la 

distancia entre las dos partículas, la curva (b)  muestra la energía de repulsión. La curva 

combinada  para la repulsión de doble capa y la atracción de van der Waals se muestra en la 

curva (c), en tanto presente un máximo, el coloide tendrá cierta estabilidad (Castellan, 

1987). 
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Figura 4. Energía de Interacción de partículas coloidales en función de la distancia de 

separación (Castellan, 1987). 

 

1.2.1  FUERZAS DE VAN DER WAALS 

 

La atracción de van der Waals entre los coloides es ciertamente el resultado de las fuerzas 

entre moléculas individuales de cada coloide. El efecto es aditivo; una molécula del primer 

coloide experimenta la atracción de van der Waals de cada molécula del segundo coloide. 

Esto se repite para cada molécula del primer coloide y la fuerza total corresponde a la suma 

de todas ellas. Se usa una curva de energía de atracción para indicar la variación en las 

fuerzas de van der Waals con la distribución entre las partículas (Wu y col., 2011). 

 

1.2.2 INTERACCIÓN ELECTROSTÁTICA DE DOBLE CAPA. 

 

Las fuerzas de repulsión se originan a partir de la superposición de doble capa eléctrica 

(SDCE) que rodea las partículas en el medio así evitando así la aglomeración coloidal. El 

SDCE consta de dos capas: (i) capa de Stern que es compuesta de contra-iones atraídos 

hacia la superficie de la partícula para mantener la neutralidad eléctrica del sistema y (ii) 

capa de Gouy que es esencialmente una capa de difusión de iones como se muestra en la 

figura  5 (Wu y col., 2011). 
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La repulsión electrostática llega a ser importante cuando los coloides se aproximan y la 

doble capa comienza a interferir. Se requiere energía para sobrepasar esta repulsión y forzar 

la unión entre las partículas. Esta energía aumenta de manera considerable cuando las 

partículas se acercan. Se usa una curva de repulsión electrostática para indicar la cantidad 

de energía que hay que disminuir para que las partículas puedan ser forzadas a estabilizarse. 

Esta energía llega a un valor máximo cuando las partículas están casi juntas y disminuye a 

cero fuera de la doble capa. Su valor máximo está relacionado con el potencial de la 

superficie (potencial zeta) (Heurtault y col., 2003). 

La estabilidad de un coloide liofóbico es una consecuencia de la doble capa eléctrica en la 

superficie de las partículas coloidales. Por ejemplo, si dos partículas de una material 

insoluble no presentan una doble capa pueden acercarse tanto que las fuerzas atractivas de 

van der Waals poder unirlas. Contrario a este comportamiento, supongamos que las 

partículas presentan doble capa, es decir, las partículas coloidales poseen un exceso de 

carga superficial adquirida por los grupos funcionales presentes o por los iones presentes en 

el medio de dispersión. Este exceso de carga afecta a la distribución de los iones del 

entorno, de modo que los iones de distinto signo (contra-iones) son atraídos hacia la 

superficie mientras que los de mismo signo (co-iones) son repelidos (Rodríguez, 2006), 

como se muestra en la Figura 6. 

 

 

Figura 6. Doble Capa entre dos Partículas (Castellan, 1987). 
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El efecto global es que las partículas se repelen entre sí a grandes distancias de separación, 

ya que a medida que dos partículas se acercan, la distancia entre cargas similares (en 

promedio) es menor que la existente entre partículas de cargas diferentes. Esta repulsión 

evita el acercamiento de las partículas y estabiliza al coloide. Para mantener la neutralidad 

eléctrica debe disponerse en la proximidad de su superficie de un número de iones con 

carga positiva total (contra-iones) igual al número de cargas negativas presentes en la 

superficie de la partícula. Las dos ordenaciones de carga positiva y negativa así creadas se 

conocen colectivamente como doble capa eléctrica. Un punto de particular interés es el 

potencial donde se unen la capa Stern y la capa Gouy.  Este potencial es conocido como el 

potencial zeta (ζ) el cual es de suma importancia ya puede ser medido de manera directa 

(Castellan, 1987). 

 

1.2.3 PARÁMETROS DE ESTABILIDAD COLOIDAL. 

 

Las suspensiones de partículas de tamaño submicrónico son una característica común de 

una amplia gama de situaciones de procesos de ingeniería.  La estabilidad (en el sentido 

coloidal) en dichos sistemas sirve para controlar el comportamiento de flujo, la 

sedimentación y las características de filtración  por medio del tamaño de partícula efectivo 

(estado de agregación) y/o el potencial zeta. 

El régimen de medición debe ser capaz de hacer frente a un sistema que puede estar 

fluyendo en equilibrio y puede estar sujeto a las fluctuaciones en propiedades tales como la 

concentración de partículas, la temperatura, pH, la conductividad eléctrica, o alguna 

combinación de esos parámetros. 

 

1.2.3.1 POTENCIAL ZETA (ζ). 

 

Se define como una propiedad física de estabilidad, en cuanto a que ζ es una medida del 

grado de repulsión entre partículas cargadas de manera similar en la dispersión, coloides 

con un alto ζ (positivo o negativo) tienden a estabilizarse eléctricamente (Zambrano-
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Zaragoza y col., 2011) donde  la mayor parte de las partículas en contacto con un líquido 

adquieren una carga eléctrica en su superficie. El potencial eléctrico en el plano de corte se 

llama potencial zeta. El plano de corte es una superficie imaginaria que separa la capa fina 

del líquido (constituida de contra-iones) unido a la superficie sólida en movimiento. El 

potencial zeta es un indicador importante y útil de la carga de la superficie de la partícula 

(Heurtault y col., 2003). 

Cuanto mayor es  ζ  aumenta la probabilidad de que la suspensión sea más estable debido a 

que las partículas se repelen entre si y por lo tanto superan la tendencia natural a agregarse. 

La medición del potencial zeta permite realizar predicciones acerca de la estabilidad  de 

almacenamiento en una dispersión coloidal, como se mencionó anteriormente.  

La probabilidad que ocurra agregación de partículas cargadas con alto ζ debido a la 

repulsión eléctrica. Sin embargo, esta regla no puede aplicarse estrictamente para sistemas 

que contienen estabilizadores estéricos, debido a la adsorción de los estabilizadores 

estéricos disminuirá el potencial zeta debido al cambio en el plano de corte de la partícula. 

Por otra parte, hay que tener cuidado con fuerte dependencia del potencial zeta con los 

iones presentes en el medio (Heurtault y col., 2003; Wu y col., 2011). 

 

Tabla 2. Inestabilidad físico-química de suspensiones coloidales (Heurtault y col. 2013). 

Inductores de 

Desestabilización 
Efectos Consecuencias 

pH 

Luz 

Radiación iónica 

Sonicación 

Hidrolisis. 

Oxidación. 

Permeabilidad de la 

membrana. 

Productos químicos. 

Liberación del ingrediente 

activo. 
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Surfactantes 

Electrolitos 

pH 

Ingrediente activo 

Temperatura 

Luz 

Polímero 

Cambios en el 

Potencial Zeta (ζ). 

Cremación. 

Gelificación. 

Aumento de tamaño. 

Liberación del ingrediente 

activo. 

Matriz lipídica 

Surfactantes 

Proceso de elaboración 

Temperatura 

Cristalización. 

Polimorfismo. 

Liberación del ingrediente 

activo. 

Estructura cristalina del 

ingrediente activo. 

Temperatura 

Película rígida de 

surfactante. 

Organización. 

Aumento del tamaño. 

Permeabilidad de la 

membrana. 

Agregación de partículas. 

Surfactante 

Temperatura 

Polímero 

Inversión de fases. 
Modificación en la 

estructura. 

Ingrediente activo. 

Estabilidad interfacial. 

Movilidad. 

Localización del ingrediente 

activo. 

Liberación del ingrediente 

activo. 

 

 

1.3 APLICACIÓN DE LA NANOTECNOLOGÍA EN LA CIENCIA DE LOS 

ALIMENTOS. 

 

La aparición de la nanotecnología ha desencadenado enormes posibilidades para la 

obtención de productos y aplicaciones innovadores para una amplia gama de sectores de la 

industria y de consumo. Al igual que otros sectores, la nanotecnología promete 

revolucionar toda la cadena de producción de alimentos – desde la producción a la 
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elaboración, el almacenamiento, así como la obtención de materiales, productos y 

aplicaciones innovadores. Si bien la nanotecnología tiene muchas aplicaciones posibles, las 

que se utilizan actualmente en los sectores alimentario y agropecuario son relativamente 

pocas, dado que la ciencia sigue siendo muy reciente (FAO, 2011). 

Componentes orgánicos que están presentes de forma natural en alimentos como las 

proteínas, carbohidratos y grasas puede variar con respecto a su tamaño, desde grandes 

polímeros de moléculas más simples en el rango nanométrico. Nanomateriales orgánicos se 

pueden sintetizar para fines específicos, tales como la encapsulación de nutrientes para 

aumentar la biodisponibilidad, mejorar el sabor, la textura y la consistencia de los 

productos alimenticios o enmascarar un sabor u olor indeseable. Las funcionalidades de los 

nanomateriales de este tipo por ejemplo el tamaño de partícula, distribución de tamaño, 

aglomeración potencial y la carga superficial pueden ser afectados por la matriz biológica 

en la que se llevan a cabo (Powers y col., 2006), tales como la composición de un alimento. 

La ciencia de la producción de ingredientes alimentarios derivados de nanotecnologías está 

todavía en desarrollo, sin embargo, muestra una gran promesa con la perspectiva de 

mejorar la funcionalidad del producto sin comprometer la calidad o la seguridad alimentaria 

(Cushen y col., 2012). 

1.3.1  NANOTECNOLOGÍA EN LA CIENCIA DE LOS ALIMENTOS. 

 

La nanotecnología, ha abierto nuevas posibilidades en la conservación de alimentos, se 

espera que tenga un impacto en la producción, el procesamiento, el almacenamiento y la 

seguridad de los alimentos. En la actualidad, los estudios de la nanotecnología en los 

alimentos se centran en el desarrollo de nuevos materiales de envasado, nutracéuticos, y 

agentes antimicrobianos, y hay muy poca información sobre la conservación y 

almacenamiento de los alimentos y proporciona la funcionalidad del producto y estabilidad, 

incluyendo la liberación controlada del núcleo durante el almacenamiento  (Chang y col., 

2010; Chaudhry y col., 2008; Rhim y col., 2009; McClements y col., 2009). 
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Figura 7. Aplicaciones de Nanotecnología en Alimentos (Duncan, 2011). 

 

La estructura de las nanocápsulas es muy atractivo para el desarrollo de alimentos ya que el 

núcleo oleoso, puede ser un aceite activo que puede servir como un vehículo para contener 

diferentes sustancias, en particular de aditivos de alimentos y suplementos dietéticos tales 

como sabores, edulcorantes, probióticos, nutracéuticos, pigmentos, agentes 

antimicrobianos, antioxidantes, o cualquier otro material que requieren encapsulación. Este 

enfoque puede tener importantes implicaciones en los alimentos teniendo en cuenta el 

tamaño submicrónico (Bouchemal y col., 2004). 

De acuerdo a Weiss y col. (2006) la nanotecnología tiene el potencial de afectar muchos 

aspectos de los alimentos del mundo y de los sistemas agrícolas. Algunos ejemplos de los 

importantes vínculos que la nanotecnología tiene a la ciencia e ingeniería de los sistemas 

agrícolas y alimentarios son: 

• Seguridad alimentaria 

• Enfermedad de métodos de tratamiento de entrega 

• Protección UV 

• Antimicrobianos 

• Alevadas barreras 
plasticas 

• Nutraceuticos 

• Administración de 
nutrientes. 

• Caracteristicas 
sensoriales de 
suplementos. 

• Nanoencapsulación 
de aromas/sabores. 

• Nanoemulsión 

• Antiglomerantes 

• Nuevos pesticidas 

• Liberación 
agroquímica. 

• Ingenieria genetica. 

 

Agricultura Procesamiento 

Productos Nutrición 
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• Nuevas herramientas para la biología molecular y celular 

• Nuevos materiales para la detección de patógenos 

• Protección del medio ambiente. 

La nanotecnología en la industria alimentaria, además de la seguridad alimentaria, incluye 

el diseño de nuevos productos alimenticios, nutrientes y sabores encapsulados, la seguridad 

microbiológica de los alimentos, la biotecnología de alimentos, nano-biosensores, entre 

otras aplicaciones, han dado un giro a esta tecnología en la industria de los alimentos. 

 

1.3.2 APLICACIÓN EN JUGOS. 

 

Actualmente los consumidores están informados sobre el papel positivo que tienen ciertos 

ingredientes alimentarios en la salud, así como las fuentes alimentarias disponibles. Esto se 

traduce en un mayor interés por informarse y adquirir productos con determinadas 

características. El consumidor busca buena presentación, características sensoriales 

atractivas y propiedades benéficas. Para la industria alimentaria esta situación representa 

una gran oportunidad de abrir nuevas líneas de productos con un valor agregado de gran 

aceptación por consumidores meta. Ejemplo de estos son los antioxidantes como ya se ha 

mencionado con anterioridad, entre ellos se encuentra el β-caroteno del cual existe 

evidencia de que tiene efectos positivos en enfermedades cardiovasculares, prevención de 

cáncer, el sistema inmune y ralentizar el envejecimiento. El uso de las bebidas funcionales 

ha crecido rápidamente en la última década y hay una creciente demanda de un producto 

con antioxidantes adecuado para aplicaciones de bebidas. 

Halliwel y Gutteridge (1999) definieron como antioxidante a toda sustancia que hallándose 

presente a bajas concentraciones, con respecto a las de un sustrato oxidable (biomolécula) 

retarda o previene la oxidación de dicho sustrato. 

Los antioxidantes se clasifican en endógenos que son los fabricados por la propia célula y 

los exógenos que son los que ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos 

con formulaciones antioxidantes. 
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Tabla 3. Tipos de Antioxidantes (Onate-jaén y col, 2006). 

Exógenos Endógenos 

Vitamina E Glutatión 

Vitamina C Coenzima Q 

β- caroteno Ácido tióctico 

Flavonoides 

Enzimas: 

Catalasa 

Glutatión peroxidasa 

Superóxidodismutasa (SOD) 

 

 

Los antioxidantes procedentes de los alimentos de la dieta disminuyen significativamente 

los efectos negativos que producen especies reactivas, como el nitrógeno o el oxígeno, 

sobre diversas funciones normales fisiológicas en  los seres humanos. Se incluyen en esta 

categoría  las vitaminas E, C y el Selenio. Los carotenos, aunque no cumplen estrictamente 

la definición de antioxidantes, influencian también las reacciones bioquímicas que 

intervienen en  el proceso de oxidación (Onate-jaén y col., 2006). 

 

1.3.2.1 β – CAROTENO. 

 

Los carotenoides son pigmentos que se encuentran en algunas frutas, hortalizas y algunos 

productos del mar. El β-caroteno se produce principalmente en las zanahorias. Tiene una 

estructura molecular básica consta de ocho unidades de isopreno, que contiene 40 átomos 

de carbono, y dos anillos en el extremo de su cadena de doble enlace conjugado. La cadena 

larga conjugada es el responsable del color naranja de β-caroteno (Figura 8). 

El patrón de dobles enlaces conjugados en la cadena principal de polieno en carotenoides 

determina sus propiedades de absorción de luz e influye en la actividad antioxidante. De 
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acuerdo con el número de dobles enlaces varias configuraciones cis/ trans (E / Z)  son 

posibles para una molécula (Stahl, 2003). 

El β-caroteno es uno de los carotenoides que ha recibido una atención especial por su alta 

provitamina A y poseer capacidad antioxidante. Es insoluble en agua y solo ligeramente 

soluble en aceite a temperatura ambiente, esto hace que sea difícil de ser incorporado en las 

formulaciones de alimentos, además el beta caroteno es sensible al oxígeno, calor y luz, lo 

que limita aún más sus aplicaciones en productos alimenticios, nutracéuticos y 

farmacéuticos (Yuan, 2008). 

 

 

 

Figura 8. Estructura química de β-caroteno (Ribeiro, 2008). 

 

El β-caroteno se convierte en retinol en el cuerpo y también posee actividad de provitamina 

A. Debido a su actividad antioxidante, β-caroteno pueden desempeñar papeles importantes 

en la prevención de enfermedades degenerativas (Packer y col., 2004). 

Entre los carotenoides, el β -caroteno tiene la mayor pro - actividad de vitamina A, por lo 

que es un fuerte candidato para su incorporación en alimentos funcionales. Sin embargo, la 

absorción de β - caroteno a partir de muchos alimentos naturales y procesados es a menudo 

ineficaz y muy variable. Esto se ha atribuido a una serie de causas: El atrapamiento en 

matrices de alimentos, baja solubilidad en agua, alto punto de fusión, estabilidad química 

pobre (Boon y col, 2010; Castenmiller y West, 1998; Yonekura y Nagao, 2007). Los 

estudios han demostrado que la biodisponibilidad de β - caroteno y otros carotenoides 

puede ser mejorado por su co-administración con los lípidos digestibles (Borel , 2003  y 

van het Hof y col., 2000). 
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1.3.3 NORMATIVIDAD Y LEGISLACIÓN. 

 

La investigación Toxicología y evaluación de los riesgos de las nanotecnologías son 

prácticamente inexistentes, especialmente en el sector de la alimentación (Tiede y col., 

2008).Ya que pocos han demostrado ser de gran valor en términos de su uso en la 

evaluación de la toxicidad (Cartas & Magnuson, 2010). Actuales enfoques de prueba de 

toxicidad utilizados para los materiales convencionales son un punto de partida adecuado 

para evaluar los riesgos asociados a los nanomateriales, sin embargo, las modificaciones 

deben hacerse para dar cuenta de las diferencias entre los materiales convencionales y 

nanomateriales. 

Algunas nanopartículas se ha encontrado que exhiben efectos negativos sobre tejidos tales 

como la inflamación, el estrés oxidativo y signos de formación de tumor temprano (Carlson 

y col., 2008). Para determinar los perfiles de toxicidad los detalles de las nanopartículas se 

deben considerar el tamaño, forma, solubilidad, reactividad y otros parámetros 

fisicoquímicos, así como las propiedades de la sustancia en una forma no-nano. Es probable 

que las propiedades toxicológicas variar entre los nanomateriales de partículas, así una 

evaluación del riesgo se debe realizar en una base de caso por caso (Munro y col., 2009). 
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CAPÍTULO II METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL. 

 

Evaluar la estabilidad de un sistema coloidal con β-caroteno nanoencapsulado en presencia 

de sólidos solubles y diferentes pH´s mediante pruebas físicas, fisicoquímicas y 

espectrofotométricas en jugos sometidos a temperatura ambiente y refrigeración para 

establecer condiciones de aplicación en jugos. 

 

2.1.1 OBJETIVO PARTICULAR 1 

 

Analizar las características de nanocápsulas de β-caroteno mediante análisis morfológicos, 

pruebas de dispersión láser determinando tamaño de partícula y potencial zeta para obtener 

un sistema de talla submicrónica. 

 

Variables 

Factor independiente: tamaño de partícula. 

Factor explicativo: talla submicrónica. 

 

2.1.2 OBJETIVO PARTICULAR 2. 

 

Analizar la estabilidad de nanocápsulas de β-caroteno mediante pruebas de tamaño de 

partícula, índice de polidispersión y potencial zeta (ζ) en dispersiones en función del pH,  

°Brix y temperatura para establecer condiciones de aplicación en jugos. 

Variables 

Factor independiente: pH, [ ] de azúcar y temperatura. 

Factor explicativo: estabilidad de nanocápsulas.  
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2.1.3 OBJETIVO PARTICULAR 3. 

 

Analizar la estabilidad de nanocápsulas de β-caroteno mediante pruebas colorimétricas y 

turbidimétricas en función de la concentración de nanocápsulas para establecer condiciones 

de aplicación en jugos. 

Variables 

Factor independiente: concentración de nanocápsulas. 

Factor explicativo: estabilidad de nanocápsulas. 

 

2.1.4 OBJETIVO PARTICULAR 4. 

 

Analizar el β-caroteno residual del sistema coloidal mediante pruebas espectrofotométricas 

y colorimétricas para correlacionarlo con la estabilidad del polímero encapsulante a 

diferentes condiciones de pH, presión osmótica y temperatura. 

 

Variables 

Factor independiente: pH, presión osmótica y temperatura. 

Factor explicativo: estabilidad del polímero encapsulante. 

 

2.1.5 OBJETIVO PARTICULAR 5. 

 

Analizar el comportamiento de nanocápsulas de β-caroteno en formulación de jugos 

naturales para contrastar su comportamiento en producto terminado. 

 

Variables 

Factor independiente: condiciones del jugo 

Factor explicativo: comportamiento de las nanocápsulas de β-caroteno. 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 ACTIVIDADES PRELIMINARES 

 

2.2.1.1 Elaboración de Nanocápsulas de β-caroteno. 

 

La elaboración de las nanocápsulas de β-caroteno, se llevó a cabo mediante el método de 

emulsión – difusión (MED), propuesto por Quintanar – Guerrero y col., 1998 y optimizado 

para activos alimenticios por Zambrano y col., 2011. 

 

2.2.1.2 Elaboración de Soluciones Buffer. 

 

Se realizaron 3 soluciones buffer de pH en intervalos de 3, 4.5 y 6 para analizar la 

estabilidad que tienen las nanocápsulas Se prepararon a partir de la mezcla de ácido 

ascórbico con fosfato monobásico. 

 

Las soluciones se obtuvieron mezclando soluciones madre a partir del ácido ascórbico 3 M 

y fosfato monobásico de sodio 3 M partir de estas concentraciones iniciales se realizaron 

diluciones de acuerdo al pH requerido conforme a las siguientes expresiones: 

 

    
[  ][  ]

[  ]
   [  ]  

    [  ] 

[  ]
  [  ]  

       

   
                       

 

         [  ]                         

 

2.2.1.3 Caracterización de Jugos Comerciales. 

 

Con el fin de conocer las características de un jugo comercial en cuanto a formulación y 

características fisicoquímicas (pH, °Brix, turbidez y color) se prosiguió a caracterizar cinco 

marcas de jugos comerciales para posteriormente poder formular un jugo con 

características similares a los resultados obtenidos. 
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2.2.1.4 Curva Patrón de β-caroteno. 

 

Con la finalidad de determinar la concentración de nanocápsulas de β – caroteno a las 

diferentes condiciones experimentales se realizó una curva patrón en base a la absorbancia 

utilizando para las mediciones espectrofotométricas un espectrofotómetro  (Genesys 10s 

UV-Visible, USA) a 460 nm. 

 

Posteriormente se llevó a cabo la curva patrón de las nanopartículas de β-caroteno, a la 

longitud de onda que tiene el máximo de absorbancia. Se realizaron las diluciones a partir 

de la solución madre que se encuentra a una concentración de 200     ⁄   en intervalos de 

20y se determinó en el espectrofotómetro (Genesys 10s UV-Visible, USA). Se elaboró la 

curva patrón concentración en función a la  absorbancia. 

 

2.2.3 ESTABILIDAD DE NANOCÁPSULAS DE β-CAROTENO. 

 

2.2.3.1 Morfología de las Nanocápsulas. 
 

Las nanocápsulas se purificaron por tres ultracetrifugaciones (30 000 rpm durante 1 hora a 

5°C) a fin de eliminar el exceso de estabilizante. Una gota de suspensión concentrada fue 

esparcida en la superficie de un recipiente de vidrio y secada. Finalmente, las muestras 

secas fueron montadas en un portaobjetos y adheridas con cinta al carbón electroconductiva 

en un evaporador catódico con una capa de oro (-20 nm) utilizando un JFC-1100 Sputter 

Coater (JEOL, Japón) y después observadas al alto vacío en un microscopio electrónico de 

barrido. 

 

2.2.3.2 Tamaño de Partícula e índice de Polidispersión. 

 

El tamaño de partícula e índice de polidispersión se determinó por la técnica de dispersión 

de luz láser en un  ángulo fijo de 273°, a una temperatura de 25 °C usando un Z-sizer Nano 

ZS90 (Malvern Zetasizer Mod. ZEN3690, U.K). Las dispersiones se diluyeron con agua 

Milli-Q
®
, de acuerdo con el histograma de frecuencias volumen. Las mediciones se 
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realizaron por triplicado a las nanocápsulas de β-caroteno y posteriormente a  las soluciones 

preparadas. 

 

2.2.3.3 Potencial Zeta (ζ). 

 

El potencial zeta fue estimado para las nanocápsulas de β-caroteno y posteriormente a  las 

soluciones preparadas, usando un Z-sizer Nano ZS90 (Malvern Zetasizer Mod. ZEN3690, 

U.K) una vez diluidas con agua Milli-Q ® a 0.01%, el valor del potencial zeta fue 

normalizado con dispersión patrón de poliestireno (ζ= -55 mV), las mediciones fueron 

realizadas a 25°C por triplicado. 

 

2.2.3.4 Determinación de °Brix. 

 

Los grados °Brix fueron evaluados de acuerdo con la NMX-F-103-1982, para la 

determinación en alimentos, frutas y derivados, ya que es lo que marca la norma NOM-

173-SCFI-2009 para jugos de fruta pre envasados como referencia de la prueba. La 

determinación de °Brix se realizó con el Refractómetro (AO 10431 Scientific Instruments, 

USA)  calibrando el equipo en 0 con agua destilada, posteriormente se tomó una muestra de 

las soluciones y se colocó en el prisma realizándose por triplicado. 

 

2.2.3.4 Determinación de pH. 

 

Se realizaron las pruebas de pH con el potenciómetro (Hanna 213  Microprocessor pH 

meter, Portugal)  previo a la determinación de calibro con una solución buffer de 7 y 4. Se 

realizó directamente en todas las soluciones, todos los ensayos se hicieron por triplicado. 

 

 

2.2.3.5 Turbidimetría. 

 

Se determinó la turbidez mediante el  turbidímetro (Hanna LP 2000, Rumania) de longitud 

de onda 890 nm, el cual se calibro con agua destilada que a su vez fue el medio de dilución 
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de las muestras posteriormente la muestra fue colocada en la cubeta de medición (4u) 

obteniéndose así las unidades nefelométricas Las mediciones se realizaron a temperatura 

ambiente por triplicado. 

 

2.2.3.6 Colorimetría. 

 

La determinación de color se realizó utilizando un colorímetro Minolta  Spectrophotometer  

CM-5, Japón).Se registraron las coordenadas de L, a y b de la escala de Hunter Lab  de 

acuerdo a lo que establece  la CIE (Commission Internationale de l'Eclairage) que fueron 

tomadas usando iluminante C y un observador estándar a 10º con ayuda de una celda de 

cuarzo para líquidos. Cada medición fue realizada a temperatura ambiente por triplicado. 

La evaluación de color se estableció de acuerdo a los siguientes parámetros. 

 

∆E √                                         Ecuación (4) 

Ángulo °Hue (h = tan 
-1

 (a / b))                    Ecuación (5) 

Croma √          .                                 Ecuación (6) 

 

2.2.3.7 β-caroteno Residual. 

 

Se calculó la concentración de β-caroteno con el fin de conocer la eficiencia de 

encapsulación, se tomó la muestra inicial (día 0), de los diferentes tratamientos y se hizo la 

determinación espectrofotométrica Obtenidos los valores de concentración, se calculó la 

eficiencia de encapsulación, en el sistema  a las diferentes condiciones experimentales de la 

siguiente manera: 

 

β-caroteno residual (%)= 
  

  
         Ecuación (7) 
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2.2.4 APLICACIÓN EN JUGOS. 

 

Con el fin de contrastar los resultados obtenidos sobre la estabilidad de las nanocápsulas en 

las soluciones se prosigue a formular un jugo natural, tomando en cuenta los ingredientes y 

características obtenidas  en la caracterización de los jugos de las actividades preliminares.  

Los parámetros evaluados fueron los mismos que para las soluciones control a diferentes 

condiciones experimentales que se muestran a continuación en la tabla 4. Las muestras  

pasteurizadas en un intercambiador de calor de superficie raspada a condiciones óptimas de 

proceso (González-Reza, 2012) y almacenadas en frascos de vidrio a temperatura ambiente 

y refrigeración (4 ºC)  durante 4 semanas. 

Tabla 4. Formas de adición de β-caroteno en los Jugos Naturales 

Muestra Control Sistema 

1 Jugo Natural 

2 Jugo Natural / Nanocápsulas (100 μg/ mL) 

3 Jugo Natural /Nanoemulsión (100 μg/ mL) 

4 Jugo Natural / β-caroteno hidrosoluble (100 μg/ mL) 

 

2.3 ANÁLISIS ESTADISTICO. 

 

En la tabla 5 se muestran las variables y los niveles considerados para ver la influencia de 

las variables sobre la estabilidad de las nanocápsulas de β-caroteno. El diseño experimental 

considerado fue el factorial completo 3
2
 con un punto central. 

Se realiza un análisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias significativas entre 

las variables independientes utilizando el programa estadístico MINITAB 16. 

Los jugos de naranja se analizan mediante un análisis de varianza (ANOVA) para ver la 

influencia que presentaban las variables. 
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Tabla 5. Diseño de Experimentos Factorial Completo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamientos pH °Brix [ ] Nanocápsulas (μg/mL) 

1 3 7 50 

2 3 7 100 

3 6 7 50 

4 6 7 100 

5 3 15 50 

6 3 15 100 

7 6 15 50 

8 6 15 100 

9 4.5 11 75 
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CAPÍTULO III RESULTADOS 

 

3.1 Actividades Preliminares. 

3.1.1 Caracterización de Jugos Comerciales. 

 

Tabla 6. Parámetros físicos determinados en jugos comerciales. 

Jugos pH °Brix Turbidez L a* b* ° Hue Croma 

JUMEX "Único 

Fresco" Naranja 
3.20 11.00 2150.50 57.48 10.36 66.45 82.90 67.25 

JUMEX "Néctar de 

Naranja" 
3.00 10.00 1522.00 56.53 6.95 48.25 81.80 48.75 

BOING Jugo de Piña 2.66 9.00 567.50 79.43 1.97 73.01 88.45 73.04 

FLORIDA 7 Bebida 

Cítricos 
2.25 9.00 1826.50 59.44 16.39 77.59 78.07 79.30 

FLORIDA 7 Bebida 

Pulpa de Guayaba 
3.11 13.00 1250.00 60.72 8.32 27.95 73.42 29.16 

 

La tabla 6 muestra la caracterización fisicoquímica de jugos comerciales en la cual se 

observa un rango de solidos solubles de 9 a 13 ºBrix de acuerdo con lo establecido con la 

NOM-173-SCFI-2009 para bebidas y cítricos (naranja, toronja y limón) y  contrastando con 

lo obtenido para bebida de guayaba de acuerdo con lo establecido por CODEX STAN 247-

2005 para jugos y néctares de frutas que indica que el nivel mínimo de °Brix para esta fruta 

es de 8.5. Los valores obtenidos para color, en cuanto a los valores de luminosidad los 

datos de los jugos con pulpa presentan valores por debajo a los que se analizaron en el jugo 

de piña que tiene un valor de 79.43, siendo de un color más claro los de la pulpa ,  los 

valores presentados sobre color se acercan al comportamiento obtenido por Meléndez- 

Martínez y col., 2011 en los cuales reporta valores de 73.41 ± 1.29 a 61.13 ± 2.42 de 

luminosidad (L), 13.94 ± 1.60 a 8.15 ± 1.24 de a*, 68.92 ± 3.76 a 55.75 ± 3.75 de b* ; de 

Croma 70.32 ± 3.94 a 56.35 ± 3.80 y °Hue 78.59 ± 0.87 a 81.69 ± 1.04 respectivamente, 

siendo mayor el de bebida de cítricos en el valor de Croma lo cual nos indica que el jugo 

presenta un color oscuro. En base a los datos obtenidos en el análisis de jugos comerciales 

se eligieron los valores para el diseño de experimentos. 
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3.1.1 Curva Patrón de nanocápsulas de β-caroteno. 

 

La curva patrón se realizó a partir del barrido, donde se obtuvo que a la longitud de onda a 

la cual tenía mayor absorbancia fue a 460 nm, por lo cual a esta longitud de onda se realizó 

la curva patrón Figura 9, con la cual se obtuvo la siguiente ecuación: con una R
2
 de 

0.99945, lo cual reafirma que la tendencia es de la Ley de Lambert - Beer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La ecuación obtenida para conocer la concentración de β-caroteno en las soluciones y los 

jugos fue la siguiente: 

 

 

Concentración de β-caroteno= 
           

          
        Ecuación (8) 

 

Figura 9. Curva Patrón de nanocápsulas de β-caroteno. 
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3.2 Caracterización de Nanocápsulas Elaboradas por el Método Emulsión – Difusión 

(MED). 

 

3.2.1 Análisis Morfológico. 

 

En la  figura 10 se presenta  la micrografía obtenida en el microscopio electrónico de 

barrido que corresponden a la muestra inicial de nanocápsulas, es decir, antes de ser 

adicionadas a las soluciones, con la cual el principal objetivo era demostrar la presencia de 

nanocápsulas uniformes en el sistema disperso y la forma esférica definida. Estas son la 

mejor evidencia de la estructura capsular consiste en una nanogota oleosa (β-caroteno) 

rodeada por una envoltura delgada (poli-ε-caprolactona). 

 

 

Figura 10. Morfología de Nanocápsulas de β-caroteno. 

 

 

3.2.2 Tamaño de Partícula e índice de polidispersión (IPD). 

 

Se observa en la tabla 7 que  el tamaño de partícula se encuentra dentro del rango 

establecido por Quintanar-Guerrero y col. (2005)  que es de 150-200 nm, sin embargo 
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existen otros reportes  sobre el tamaño de partícula ya que este dependerá del método de 

preparación, la composición de la fase orgánica y por la velocidad de cizallamiento del 

proceso de emulsificación. Moinard-Chécot y col. (2008) reporta que este método permite 

tamaños controlados de nanocápsulas de 100 – 500 nm, la distribución de los tamaños de 

partícula obtenidos en este sistema nos indica la homogeneidad del sistema, es decir, que 

solo se tiene una población de tamaño de partícula con una fracción de intensidad 100%. 

De la misma manera se  observa que el índice de polidispersión  es muy próximo a lo 

reportados por Zambrano-Zaragoza y col., (2011) al nanoencapsular β-caroteno como 

ingrediente de grado alimenticio el cual muestra una distribución pequeña de las 

nanocápsulas que tiende a ser más estable debido a que entre menor sea el IPD  mayor será 

la estabilidad. 

 

Tabla 7. Tamaño de Partícula e Índice de Polidispersión en las Nanocápsulas de β-caroteno 

Tamaño de Partícula (nm) Índice de Polidispersión 

193.96 ± 3.14 0.190 ± 0.018 

 

 

3.2.3 Potencial Zeta (ζ). 

 

El ζ obtenido para las nanocápsulas de β-caroteno fue de -30.9 ± 2.48 lo que representa que 

el sistema tiende a la estabilidad con poca probabilidad de agregación, debido a que las 

partículas cargadas se repelen entre si y por lo tanto superan la tendencia natural a 

agregarse (Noriega-Peláez y col., 2011). De acuerdo con Heurtault y col. (2003) la 

medición del ζ nos permite realizar predicciones acerca de la estabilidad de 

almacenamiento de una dispersión coloidal. Actualmente se admite que los potenciales zeta 

de ± 30 mV  a  ±6 mV como óptimo, son necesarios para la estabilización electrostática, 

por tanto el sistema que se adicionara a las soluciones modelo es estable y es adecuado para 

aplicar la tecnología. 
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3.3 Estabilidad de las Soluciones Modelo. 

 

Con el fin de evaluar el efecto  del pH, °Brix y la temperatura de las soluciones en la 

estabilidad del sistema nanoencapsulado fueron tomados en cuenta como parámetros de 

control durante los 30 días de experimentación a temperatura ambiente (TA) y a 

temperatura de refrigeración (TR) 4 ºC, obteniendo los datos que se muestra en la tabla 8. 

 

Tabla 8. pH y °Brix de las soluciones almacenadas a temperatura ambiente y refrigeración. 

Tratamientos 
pH °Brix 

Ambiente Refrigeración Ambiente Refrigeración 

pH 3, °Brix 7, 

[ ] 50 μg/mL 
3.22± 0.20 3.15±0.11 

8 ± 1 

 

8 ± 1 

 

pH 3, °Brix 7, 

[ ] 100 μg/mL 
3.20±0.17 3.14±0.19 

pH 6, °Brix 7, 

[ ] 50 μg/mL 
5.87±0.18 5.91±0.11 

pH 6, °Brix 7, 

[ ] 100 μg/mL 
5.94±0.09 5.92±0.10 

pH 3, °Brix 15, 

[ ] 50 μg/mL 
3.18±0.13 3.17±0.15 

17 ± 1 16 ± 1 
pH 3, °Brix 15, 

[ ] 100 μg/mL 
3.25±0.28 3.15±0.16 

pH 6, °Brix 15, 

[ ] 50 μg/mL 
5.90±0.11 5.89 ±0.10 

14 ± 1 14 ± 1 
pH 6, °Brix 15, 

[ ] 100 μg/mL 
5.91±0.11 5.91±0.09 

pH4.5, °Brix 11, 

[ ] 75 μg/mL 
4.68±0.12 4.57±0.11 13 ± 1 12 ± 1 
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En la tabla 8 se muestran los promedios de los valores que se obtuvieron durante todo el 

tratamiento, en la columna uno se muestran las condiciones iniciales de pH y °Brix de las 

soluciones lo cual indica que la variación no es significativa (p < 0.05)  entre las muestras 

ya que la variación solo fue de ± 0.20 con respecto a una pH inicial de 3,  un 

comportamiento similar se obtuvo para los tratamientos con  pH de 4.5 así como para los 

°Brix. Por lo cual las condiciones a las que se sometieron las soluciones tuvieron un 

comportamiento constante durante la experimentación, sin embargo se denota una 

disminución en las muestras con un pH de 6 lo cual podría indicarnos  la degradación del 

polímero o de otro ingrediente (Mallin y col., 1996; Kishore y col., 2011) por efecto de la 

interacción electrostática de partículas en medio acuoso con ese potencial hidrógeno ya que 

el grado de disociación es mayor. De acuerdo al análisis de varianza realizado para las 

soluciones los factores lineales y de interacción tuvieron un efecto significativo (p < 0.05) 

para las respuestas analizadas. 

 

3.3.1 Tamaño de Partícula e Índice de Polidispersión en las Soluciones Modelo. 

 

Para la evaluación de  la estabilidad del sistema nanoparticulado es fundamental conocer el 

tamaño de partícula ya que indica la manera en que se encuentran distribuidas las 

nanocápsulas en la solución, ya que si el porcentaje de intensidad es alto  hay una mayor 

estabilidad por efecto de la cantidad de partículas del mismo tamaño en el sistema 

(Mirhosseini y col., 2008). Así mismo es importante conocer el IPD valores de IPD que van 

0.1 a 0.25 indica una distribución de tamaño estrecha mientras que un PDI mayor que 0.5 

se relaciona con una amplia distribución (Wu y col., 2011). 

De acuerdo a la distribución del tamaño de partícula presentan un comportamiento  

monomodal en ambos casos al inicio del periodo de almacenamiento, sin embargo las 

soluciones con condiciones de pH 3 se tiene una distribución más amplia con respecto a las 

soluciones de pH  6, es decir, una gama de tamaños de partícula más amplia; con un pH de 

3  el tamaño de partícula promedio se encuentra entre  70 nm – 400 nm aproximadamente 

con una intensidad de 17% y con un tamaño de partícula promedio de 214.93 nm, mientras 

las soluciones con un pH 6 se encuentra entre 100 nm –250 nm con una intensidad de 25% 
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y un tamaño de partícula promedio de 256.53 nm.  Con lo anterior se muestra que a pesar 

que las soluciones con un pH de 3 se presentan tamaños de partícula de 400 nm, la media 

de tamaños de partícula no se encuentra dentro de estos valores, esta variación se debe a la 

capa de hidratación que está formando los iones hidronio con las nanopartículas y el azúcar; 

lo cual nos indica que la hidratación no es igual en todo el sistema, mientras que las 

soluciones con pH de 6 la mayoría de la población de tamaño de partículas se encuentra 

mayores a 250 nm que podría indicar un fenómeno de inestabilidad. El aumento en el 

tamaño medio de las partículas indica que se produce aglomeración. A un pH de 6  la 

distribución del tamaño es menos amplía lo que indica que existe un mayor  número de 

partículas de tamaños similares sin embargo esto no indica que no indica que el proceso de 

aglomeración esté presente en el sistema o el proceso es ligeramente diferente que conduce 

a los intervalos de tamaños más amplios que a un pH de 3, esto ocasionado a que las 

fuerzas electrostáticas de repulsión disminuyen a mayor concentración  de iones hidronio 

(soluciones pH de 6),  permitiendo un mayor acercamiento de las partículas y con ello un 

aumento en la inestabilidad en el sistema, tal como lo reportado por Narong y James 

(2006). 

Con respecto a los cambios ocurridos en las soluciones después del periodo de 

almacenamiento los resultados se muestran  a continuación en las gráficas de caja y Pareto 

(Figura 11 y 12) respectivamente:  
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Figura 11. a) Grafica de caja de las soluciones almacenadas a temperatura ambiente 

(Semana 2). b) Grafica de caja de  las soluciones almacenadas a temperatura de 

refrigeración (semana 4) 
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Durante la primera semana el comportamiento fue similar tanto para las muestras 

almacenadas a temperatura ambiente como para las que se encontraban en refrigeración con 

respecto a las muestras iniciales. En la semana dos las soluciones que fueron almacenadas a 

temperatura ambiente los resultados presenciaron un cambio  significativo (p < 0.05) con 

respecto al tamaño de partícula; donde los factores que tuvieron mayor influencia en este 

cambio fueron la interacción pH * °Brix y °Brix * [ ] y el pH como termino lineal. Sin 

embargo las soluciones almacenadas a temperatura de refrigeración denota este cambio 

significativo a partir de la semana 4 resultado un cambio en la última semana con un 

incremento en el tamaño aun mayor, siendo este más notorio en las soluciones con °Brix de 

7, siendo este el factor que tuvo una  mayor influencia significativa en las soluciones como 

se analiza en la gráfica 12, teniendo así un tamaño de partícula promedio durante el periodo 

de almacenamiento de 399.7 nm para las soluciones con 7 °Brix  y de 252.2 nm para 

15°Brix, este comportamiento es debido a que ya que la barrera de energía entre pares de 

partículas disminuye al aumentar las concentraciones de azúcar, a una concentración critica 

de azúcar las interacciones entre las partículas y las moléculas de azúcar (hidratada o no) 

son más importantes que las interacciones entre las propias partículas, que regula la 

estabilidad coloidal del sistema (Benítez y col., 2009). A concentraciones mayores de 

azúcar aumenta la repulsión entre la interacción partícula – azúcar lo que hace que el 

tamaño de partícula sea menor que las concentraciones menores de azúcar. 
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Figura 12. a) Pareto de las soluciones almacenadas a temperatura ambiente (Semana 2). b) 

Pareto de  las soluciones almacenadas a temperatura de refrigeración (semana 4). 
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A continuación se presentan las gráficas del comportamiento durante el periodo de 

almacenamiento de las soluciones para entender mejor el comportamiento en cuanto al 

tamaño de partícula y la distribución del sistema nanoparticulado (Figura 13). 

 

 

 

Figura 13. a) IPD de las soluciones almacenadas a temperatura ambiente. b) IPD de  las 

soluciones almacenadas a temperatura de refrigeración. 
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La Figura 13a muestra que el comportamiento al inicio del almacenamiento de las 

soluciones modelo es en promedio de 0.40, siendo mayor en las soluciones con un pH de 6 

este comportamiento se presentó durante las cuatro semanas de almacenamiento, sin 

embargo en la semana 2 el aumento de IPD fue mayor para las soluciones con pH de 3, 

misma semana que se presentó un efecto significativo aumento del tamaño medio de 

partícula, esto debido a la formación de poblaciones de partículas que tienen diámetros 

diferentes a las partículas iniciales a causa de los procesos de hidratación, agregación, la 

desintegración o  la degradación de las nanocápsulas (Schaffazick y col., 2003), las 

soluciones nunca presentaron durante el periodo de almacenamiento un valor de IPD mayor 

de 0.5, sin embargo para considerarse una excelente homogeneidad  tendría que ser el valor 

de IPD menor a 0.2 como los valores reportados por Grillo y col., (2012) en nanopartículas 

de poli-ε-caprolactona como agente encapsulante. Con respecto al IPD en la Figura 13b se 

observa que el comportamiento es similar al de las soluciones almacenadas a temperatura 

ambiente, sin embargo el efecto que tiene el pH no es estadísticamente significativo sobre 

esta variable a condiciones de refrigeración (p>0.05), ya que los factores con mayor efecto 

es la interacción de pH * Brix, teniendo  un efecto positivo sobre el IPD a partir de la 

segunda semana, ya que el valor de IPD no fue mayor de 0.5 en soluciones con un pH de 3 

y 15 °Brix, en las soluciones almacenadas a temperatura de refrigeración se observan 

valores de IPD mayores a las almacenadas a temperatura ambiente, ya que el efecto del 

azúcar presente en las soluciones como vehículo , hace que la distribución de tamaños sea 

mayor. 

De acuerdo a lo anteriormente mencionado se dice que el tamaño de partícula es afectado 

por la temperatura de almacenamiento y el pH, siendo más estable en las soluciones a 

temperatura de refrigeración y pH de 3,  ya que el tamaño fue mayor durante el tiempo de 

almacenamiento y más estable con respecto a temperatura ambiente que empezó a tener 

cambios notorios en la segunda semana de almacenamiento, con una disminución del 

tamaño de partícula debido a que aumento la probabilidad de que las nanocápsulas 

empezaran a liberar el ingrediente activo debido a la desintegración o degradación del 

polímero encapsulante y  comenzaron a reducir su tamaño, mientras que las almacenadas a 

temperatura de refrigeración el tamaño de partícula empezó a aumentar debido a que los 

°Brix a esta temperatura formaron una capa que disminuyo la degradación del polímero 
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encapsulante, este comportamiento se muestra a continuación en la gráfica de distribución 

de tamaños de partícula (Figura 14) con respecto a la intensidad de partícula. 

 

 

Figura 14. Distribución de tamaño de partícula de las soluciones almacenadas a 

temperatura ambiente y de refrigeración en la semana cuatro. 

3.3.2 Potencial Zeta (ζ). 

 

El potencial zeta es un indicador importante y útil de la carga de la superficie de la 

partícula,  refleja las propiedades químicas superficiales de los coloides en suspensión, la 

composición química del  medio y la forma en que las partículas interactúan entre sí 

(Heurtault y col., 2003; Lee y Moon, 2004).  

Cuanto mayor es el potencial zeta (ζ)  aumenta la probabilidad de que el sistema sea más 

estable debido a que las partículas se repelen entre si y por lo tanto superan la tendencia 

natural a agregarse por tal motivo la medición del potencial zeta permite realizar 

predicciones acerca de la estabilidad  de almacenamiento en una dispersión coloidal. 

El comportamiento de las soluciones iniciales los factores que tienen un efecto significativo 

son el pH, la concentración; así como la interacción pH * °Brix, siendo el factor de mayor 

efecto el pH debido a que este determina el grado de disociación de los iones en la solución, 
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los valores promedio del potencial zeta de las soluciones al inicio con un pH de 3 presentan 

un valor promedio de  -7.32 mV, mientras que las soluciones con un  pH de 6 presentan un 

valor de -17.77 mV, lo cual nos indica que el potencial zeta es más del doble con un pH de 

6, junto con el análisis del tamaño de partícula se puede decir que al inicio las soluciones 

con un pH de 6 son más estables, mientras que con un pH de 4.5 no tiene un efecto 

significativo. Sin embargo esto no es indicador completamente que el sistema sea estable, 

bien puede deberse a que el sistema en el plano de cizallamiento, es decir, entre las dos 

capas Stern y Gouy es altamente electronegativo debido a la carga de la partícula y el 

medio que tiene más iones negativos y bien en las soluciones de pH de 3 no es una 

afirmación que las nanopartículas se estén agregando, sino que la capa de hidratación hace 

que disminuya la distancia de esta doble capa y aumente la distancia entre la superficie de 

la nanopartículas y el medio, mostrando valores de potencial zeta menores. El valor 

negativo de los valores de potencial zeta se debe a la densidad de carga negativa de los 

grupos carboxilato de la cadena principal de la  poli- ε-caprolactona (Lobato y col., 2013).  

Durante el periodo de almacenamiento las soluciones que fueron almacenadas a 

temperatura ambiente empezaron a tener un cambio significativo del potencial zeta (ζ), que 

se vio afectado principalmente por el pH y la interacción pH * [Nanocápsulas], lo cual se 

visualiza en la gráfica de Pareto y caja que se muestran a continuación (Figura 15): 
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Figura 15. a) Pareto de ζ para las soluciones almacenadas a temperatura ambiente. 
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En la figura 15b se distingue una disminución del potencial zeta, durante la segunda 

semana de almacenamiento a temperatura ambiente, siendo los factores de principal efecto 

los antes mencionados, durante las siguientes semanas las soluciones con un pH de 6 a 

pesar de que tienen un potencial mayor que el de pH de 3, empezaron a tener variaciones ya 

que el potencial zeta (ζ)  fue más estable en un pH de 3, esto debido a  que durante el 

tiempo de almacenamiento no presento variaciones significativas (p<0.05) solo en la 

primera y cuarta semana donde aumento, por el contrario las soluciones con un pH de 6 

presentaron variaciones mayores, determinando un cambio significativo en la semana 1 y 

en la semana 3, el valor de potencial zeta en promedio se presentan a continuación en la 

Tabla 9: 

 

Tabla 9. Potencial zeta (ζ) durante las cuatro semanas de almacenamiento en las soluciones 

de pH de 3 y 6. 

 Inicial Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 

pH 3 -7.32 -5.63 -5.00 -5.76 -6.90 

pH 6 -17.77 -12.57 -12.74 -17.05 -15.66 

 

 

Narong y James, (2006) obtuvieron de la misma manera variaciones de pH en suspensiones 

de levadura observaron que el mayor cambio de potencial zeta se produce en pH de 3 y 4; y 

en la región entre pH de 4 y 10 el cambio de potencial zeta es mucho menor, por tal motivo 

no hay un efecto significativo en las soluciones que tienen un pH de 4.5 ya que el 

comportamiento es similar a las de pH de 6. 

Benítez y col.,(2007) reportan valores cercanos a cero con un pH de 2 a pH de 2.5 y 3 la 

diferencia no es significativa con respecto al potencial zeta sin embargo de obtiene un 

aumento sobre esta variable en un pH mayor a 4.5 con valores de -20 a -30 mV, sin 

embargo esto no indica que la estabilidad es mayor en un pH de 6, ya que al contrastarlo 

con el valor de turbidez el comportamiento es inverso, ya que en pH de 3 se tienen valores 

bajos de turbidez de 350 en promedio y en pH elevados se observa un valor máximo de 400 
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aproximadamente, lo que sugiere que aunque la interacción electrostática fue casi eliminada 

mediante la reducción de ζ, las partículas se mantuvieron estables. 

Con respecto a las muestras almacenadas a temperatura de refrigeración las soluciones 

mostraron mayor estabilidad, ya que el factor que siguió presentando un efecto significativo 

con respecto al potencial zeta fue el pH como en las muestras iniciales, sin embargo en la 

segunda semana se observó un efecto significativo sobre el potencial zeta, ya que las 

soluciones empezaron a ser afectadas por todos los factores, es decir, pH, °Brix y [ 

nanocápsulas], tal como se muestra en la gráfica de Pareto y caja (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

El factor que más afecta después de la interacción de los tres factores, son los °Brix siendo  

 

El factor que más efecto presento después de la interacción de los tres factores, son los 

°Brix siendo este el factor predominante con respecto al cambio del potencial zeta, ya que 

las soluciones que tienen un valor menor de  °Brix, es decir, las soluciones de 7 °Brix 

tienen un potencial zeta mayor con respecto a las soluciones con °Brix de 15, esto 

relacionado con los resultados obtenidos de tamaño de partícula en el cual a una 

concentración menor de °Brix se tiene un mayor tamaño de partícula a consecuencia de  la 

relación directamente proporcional entre la concentración de azúcar y el ζ. A 

concentraciones bajas la interacción del azúcar y las nanocápsulas juegan un papel 

importante con respecto a la estabilidad del sistema, con respecto a los valores iniciales 
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Figura 16. a) Pareto de ζ para las soluciones almacenadas a temperatura de refrigeración. b) 
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existió un aumento en el potencial zeta en todas las muestras a esta temperatura de 

almacenamiento. 

El comportamiento de las soluciones durante el tiempo de almacenamiento sobre el 

potencial zeta fue mayor a -5 mV aun en las muestras almacenadas a temperatura ambiente 

, lo cual nos indica de acuerdo a Heurtault y col., (2003) se admite actualmente que los 

potencial zeta 30 mV, óptima > 60 mV, como valores necesarios para la estabilización 

electrostática adecuada, entre los potenciales 5 y 15 mV se encuentran en la región límite 

de floculación y entre 5 y 3 mV de máxima floculación, sin embargo durante  el 

almacenamiento se obtuvieron valores de ζ cercanos a cero a temperatura ambiente para 

soluciones con pH de 3 ;  pese a estos resultados de forma visual no se distinguió alguna 

forma de inestabilidad, por tanto esto puede ser atribuido a que el grupo carboxilo de la 

poli-ε-caprolactona se carga negativamente cuando el pH se incrementa por encima de su 

valor de pKa (constante de disociación). A pH<pKa, el grupo carboxilo es predominante en 

su forma protonada (R-COOH) por lo que la carga es cercana a cero, pero a pH>pKa, el 

grupo carboxilo está en su forma desprotonada (R - COO -) por lo que su carga se vuelve 

altamente negativa (Rao, J. & McClements, D., 2011). Así mismo los valores de alta 

negatividad pueden deberse a la hidrolisis que se presenta en la sacarosa presente en el 

medio a un pH de 6 lo que indica que no existe la capa de hidratación en la superficie de la 

partícula y la carga negativa del medio. 

A continuación se presenta la gráfica de distribución de potencial zeta de las soluciones al 

final de la experimentación (Figura 17):  

 

Figura 17. Distribución de potencial zeta (ζ) en la semana cuatro de almacenamiento. 
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La Figura 17 muestra que se las soluciones que se encuentran más estables debido a que 

muestra el pico más alto y es una distribución monomodal es la solución almacenada a 

temperatura ambiente con pH 3, °Brix de 7 y concentración  de nanocápsulas de 50 μg/ mL, 

en tanto que en las demás muestras existen diferentes valores de potencial zeta en la misma 

solución, lo indica que los °Brix y la temperatura influyen de manera significativa en las 

muestras cuando estas son almacenadas a temperatura ambiente como refrigeradas. 

 

3.3.3 Turbidez. 

 

La turbidez cuantifica el grado en que la luz viaja a través de una muestra que es dispersada 

por las partículas en suspensión. La turbidez depende esencialmente de las entidades de 

tamaño coloidal presente en la fase liquida y en la distribución de tamaño de partícula, por 

tanto es otra forma de evaluar los cambios en la estabilidad coloidal de las suspensiones 

(Collado – Fernández y col., 2000; Narong y James, 2006). 

En la figura 18 se observa la turbidez obtenida en las soluciones donde queda evidente que 

el único factor que tuvo influencia significativa sobre la turbidez fue el pH en las muestras 

que se almacenaron a temperatura ambiente, este mismo comportamiento fue evaluado en 

sistema coloidal de levadura por Narong y James, (2006), donde determinaron que al 

aumentar el pH aumentaba el valor de la turbidez, encontrando el mayor valor de turbidez 

en pH de 7 seguido del efecto de la concentración como se muestra en la figura 18a  no se 

encontró  efecto significativo de otra variable en las soluciones almacenadas a esta 

temperatura. En las muestras que fueron almacenadas a temperatura de refrigeración el 

comportamiento fue diferente, ya que el factor que tuvo un efecto significativo en las 

muestras fue la concentración de nanocápsulas en las soluciones iniciales, mientras que en 

la cuarta semana se determinó un efecto del pH en la turbidez, lo cual de la misma manera 

en las gráficas de tamaño de partícula y potencial zeta, se tiene  un efecto negativo a la 

estabilidad del sistema. 
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Figura 19. Turbidez de soluciones almacenadas a a) temperatura ambiente y b) 

refrigeración. 

 

En la Figura 19 a) y b) se muestra el comportamiento de las muestras almacenadas a 

temperatura ambiente y de refrigeración analizando las soluciones a temperatura ambiente 

tuvieron un comportamiento estable durante la experimentación, solo las muestras con pH 

6, °Brix 7 y concentración de nanocápsulas de 50 y 100 μg/mL muestran un 

comportamiento inestable durante los días 10 y 20 de almacenamiento, que indica que 

durante la segunda semana tuvieron una amplia variación similar a lo que se determinó  en  

tamaño de partícula y  la disminución del potencial zeta. Las soluciones almacenadas en 

refrigeración muestran un comportamiento estable con respecto a la turbidez, ya que las 

muestras con una concentración de 50 μg/ mL se encuentran dentro de los valores 40 – 50 

NTU, mientras que las muestras con una concentración de 100 μg/ mL tienen valores más 

elevados que se encuentran dentro 70 – 98 NTU lo cual establece  el efecto que tiene la 

concentración de nanocápsulas en la turbidez de las soluciones. 
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El comportamiento de la turbidez y el potencial zeta es directamente proporcional ya que al 

aumentar la turbidez, es decir en pH de 6 y concentraciones de 100 μg/ mL, tenemos 

valores de potencial zeta mayores con respecto al pH de 3 que tiene un valor de turbidez 

menor, esto puede asociarse  a los cambios de distribución de tamaño de partícula, ya que 

del mismo modo tenemos un aumento en el IPD en un pH de 6,  por tanto la estabilidad a 

pH de 6 es menor a pesar de tener un potencial zeta mayor a -10 mV, sin embargo esto 

puede atribuirse a aglomeraciones parciales presentes en las soluciones tal como lo reporta 

Narong y James, (2006). 

 

3.3.3 Color. 

 

El color es una característica importante de los alimentos desde el punto de vista del 

consumidor. El valor de L * es una medida de la luminosidad y varía de 0 (negro) a 100 

(blanco), el valor a * varía de  -100 (verde) a  +100 (rojo); y el valor b * varía de - 100 

(azul) a +100 (amarillo). Cuando los valores de L *, a * y b * aumentan, el color se vuelve 

más saturado o cromático, mientras que, para los colores neutros (blanco, gris o negro), 

estos valores se acercan a cero (Baccouche y col., 2013). 

Los resultados obtenidos de los valores de L*, a* y b* se muestran en las Figuras 20, 21 y 

22 respectivamente: 
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Figura 20. Luminosidad L* de soluciones almacenadas a temperatura ambiente y 

refrigeración 

 

 

Figura 21. Coordenadas a* de soluciones almacenadas a temperatura ambiente y 

refrigeración. 

60.00

65.00

70.00

75.00

80.00

85.00

90.00

95.00

0 1 2 3 4

L*
 

Tiempo de Almacenamiento (Semanas) 

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

35.00

40.00

0 1 2 3 4

a*
 

Tiempo de Almacenamiento (Semanas) 



 
 

55 
 

 

 

Figura 22. Coordenadas b* de soluciones almacenadas a temperatura ambiente y 

refrigeración. 
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tenemos mayor luminosidad que las soluciones con pH de 6, sin embargo en la cuarta 

semana el comportamiento es el mismo en todas las soluciones, los valores en promedio de 
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oscureciendo, con respecto a las iniciales debido a la liberación de β-caroteno por efecto de 

la disociación de iones y la reacción de oscurecimiento debido a la hidrolisis del azúcar. En 
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semana dos pero presentando valores superiores (90 a 70) respecto a las almacenadas a 

temperatura ambiente. Las soluciones con un pH de 3 presentan pocas variaciones con 

valores de 90 a 84 lo cual significa que el color durante el periodo de almacenamiento fue 

más luminoso o claro. En las Figuras 21 y 22 se presentan las gráficas de a*  y b* que 

presentan valores positivos lo cual nos indica que se encuentra entre los colores amarillo-

rojo, se tiene que los valores de a* de las soluciones almacenadas a temperatura ambiente 

tienden a aumentar significativamente en las soluciones con un pH de 6 a partir de la 

primera semana (5 a 15) , mientras que con un pH de 3 es a partir de la tercera semana  

donde se determina un aumento sobre esta variable (5 a 17). Los valores de b* en las 

soluciones tienden a aumentar por efecto de la aglomeración de polímero e interacción de 

polisacáridos de alto peso molecular con respecto al grado de disociación en el medio 

acuoso. Las soluciones con mayor diferencia son las de pH 3, °Brix 7 y 15, con una 

concentración de 50 μg/ mL que durante las primeras dos semanas presentaron valores 

inferiores que las demás soluciones. Los valores de a* y  b* fueron aumentando de color 

acercándose a colores naranja-rojos debido a la liberación de antioxidante en las soluciones 

de pH de 6 a temperatura ambiente y de refrigeración en menor grado, en las soluciones de 

pH de 3 almacenadas a temperatura de refrigeración no se encontró diferencia 

estadísticamente significativa de cambios de color durante el tiempo de almacenamiento,  

con valores entre 5 y 10. 

 

En la Figura 23, se observan posicionadas las coordenadas de los valores a* y b* 

ejemplificando las soluciones iniciales y las de pH de 3 y 6 finales, con un punto azul se 

indican las soluciones iniciales, el punto color rojo intenso las soluciones con un pH de 3 

almacenadas a temperatura de refrigeración la cual indica que el color no tuvo una 

variación significativa y el punto rojo claro indica las soluciones de pH de 6 almacenadas a 

temperatura de refrigeración en la cual se distingue que la variación fue mayor que las de 

pH de 3; sin embargo el color no llega a los tonos rojizo en la última semana de 

almacenamiento tal como se contrasta en las soluciones de pH de 3 y 6 almacenadas a 

temperatura ambiente que en la última semana llegan a los colores naranja-rojizos, siendo 

más notorio en pH de 6. 



 
 

57 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) ∆E 

Con respecto a los valores obtenido de ∆E (Figura 24) que es la variación de color,  durante 

la primera semana no se presentó algún efecto significativo sobre los cambios totales de 

color lo cual indica que la variación fue mínima con respecto a las siguientes semanas 

(p<0.05), en promedio el valor de ∆E 10.10 para un pH de 3 y de 31.22 para un pH de 6, en 

la semana dos se observó una variación del color significativa en las muestras almacenadas 

a temperatura ambiente. 
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Figura 23. Espacio de color CIELAB*de soluciones iniciales 

y finales 
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Figura 24. ∆E para las soluciones almacenadas a temperatura ambiente y refrigeración. 
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Figura 25. a) Pareto de ∆E  para las soluciones almacenadas a temperatura ambiente 

segunda semana. b) Pareto de ∆E  para las soluciones almacenadas en temperatura de 

refrigeración primer semana. 
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La Figura 25 muestra que al transcurrir la primera semana las soluciones almacenadas a 

temperatura ambiente no tuvieron variación significativa (p>0.05) donde el factor que tuvo 

mayor influencia sobre la variación total de color fue el pH, obteniendo variaciones más 

altas con un pH de 6 con valores mayores a 35 esto debido principalmente  por los 

compuestos responsables del cambio de color durante el almacenamiento de las bebidas 

debido a la reacción de Maillard, caramelización y reducción del ácido ascórbico. El azúcar 

existente en la pulpa de las bebidas, así como la adición de azúcar se puede hidrolizar en 

presencia de un ácido para producir azúcares reductores (glucosa y fructosa) requeridos 

para las reacciones de Maillard (Baccouche y col., 2013); en la semana dos se distingue un 

comportamiento similar en la mayoría de las muestras siendo aún significativo el efecto del 

pH y la concentración de nanocápsulas, esto puede explicarse debido a la hidrolisis del 

azúcar , sin embargo en los resultados presentados de tamaño de partícula, IPD, potencial 

zeta y turbidez durante esta semana revelan  un efecto significativo sobre estas variables, 

por lo tanto esta variación de color puede deberse del mismo modo a la ruptura de la 

estructura capsular  y que a un pH de 6 existe la liberación del ingrediente activo (β-

caroteno). Las muestras almacenadas a temperatura de refrigeración presentaron una 

variación significativa siendo las variables que más efecto tuvieron en el cambio el pH y los 

ºBrix como términos lineales y de interacción °Brix* pH. Los valores de ΔE es menor con 

respecto a las almacenadas a temperatura ambiente ya que el factor que tienen un efecto 

significativo en estas muestras es el pH, en las muestras con un pH de 3 los valores se 

encuentran entre 0.53 - 24.33, mientras que para un pH de 6 se tiene una diferencia de 

11.39 – 62.92, sin embargo en las muestras con un pH de 6 la tendencia a aumentar la 

variación de color es mayor con respecto de  las soluciones con pH 3. Así mismo a esta 

temperatura de almacenamiento (refrigeración) otro factor que tiene un efecto significativo  

son los °Brix a partir de la primera semana, dándole mayor estabilidad al sistema de 

acuerdo a lo mencionado anteriormente en tamaño de partícula, IPD y potencial zeta, 

formando una película protectora a las nanocápsulas y así mismo evitando la liberación del 

ingrediente activo. 
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b) °Hue 

El °Hue es el atributo según el cual los colores se definen generalmente como rojizo, 

verdoso, etc., Se utiliza para definir la diferencia de un color con referencia a un color gris 

con la misma ligereza (Fernández- Vázquez y col., 2013). Al inicio las soluciones se ven 

afectadas por el pH y la concentración de nanocápsulas presentes en la solución,  este 

efecto se muestra en la Figura 23, mientras que en las siguientes semanas el único efecto 

significativo con una P (<0.05) es el pH, las soluciones con un pH de 3 muestran un 

comportamiento que tiende a disminuir del mismo modo que las de pH de 6, a partir de la 

semana 3 estas soluciones indican un aumento en el valor del ángulo °Hue. 

En la Figura 26 se presentó una variación mayor en la solución con un pH de 6, °Brix 7 y 

concentración de 50 μg/mL a temperatura ambiente, ya que en la tercera semana presenta el 

valor más bajo de °Hue de 67.85, mientras que las soluciones con un valor mayor de °Hue 

fueron en la semana uno fueron las soluciones con un pH de 3, °Brix de 7 y 15 y una 

concentración de 50 μg/mL, sin embargo a partir de la semana dos los valores de °Hue de 

igual manera empezaron a disminuir. La tendencia de las soluciones almacenadas a 

temperatura ambiente fue a disminuir con valores aproximadamente de 90 a 67 de °Hue, 

mientras que las almacenadas a temperatura de refrigeración presentan una tendencia más 

estable con valores aproximadamente en promedio de 87 a 76. De acuerdo a los resultados 

obtenidos por Fernández- Vázquez y col., (2013) en jugos de naranja  con valores de 77.6  

(más rojizo) y 83.7 (más amarillas) en los jugos de naranja, los datos obtenidos son 

similares, ya que en las soluciones almacenadas partieron de un tono amarillento y al 

disminuir los valores de °Hue las soluciones fueron cambiando a un tono naranja- rojizo, es 

decir que las muestras almacenadas a temperatura ambiente a partir de la semana dos 

empezaron a tener la tonalidad naranja-rojiza, mientras que las almacenadas a temperatura 

de refrigeración a partir de la semana tres las muestras con un pH de 6, °Brix de 7 y 15 con 

una concentración de 50 μg/ mL empezaron a tener esta tonalidad rojiza; las soluciones con 

un pH de 3 el tono amarillento permaneció a esta temperatura de almacenamiento 

(refrigeración), este cambio se debe a la liberación de β-caroteno, ya que en pH de 6 la 

tonalidad la tendencia es a tonos naranja-rojizos, mientras que las soluciones con un pH de 

3 el color  fue constate, del mismo modo observamos este comportamiento en los ∆E de las 

soluciones donde existió una mayor variación de color en pH de 6 a temperatura ambiente; 
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valores de tonalidad en jugos de naranja en el trabajo de Tiwari y col., (2008) reporta 

valores de °Hue de 84.8 ± 0.09 en promedio lo cual indica que las soluciones con pH 3, no 

afecta significativamente el valor de tonalidad de los jugos al adicionar las nanocápsulas de 

β-caroteno a temperatura de refrigeración. 

 

 

Figura 26 . °Hue para las soluciones almacenadas a temperatura ambiente y de 

refrigeración. 

 

c) Cromaticidad. 

Croma se utiliza para determinar el grado de diferencia de un color en comparación con un 

color gris con la misma ligereza, y se considera el atributo cuantitativo de cromatismo, e 

otras palabras indican la saturación del color. (Fernández- Vázquez y col., 2013; Meléndez-

Martínez y col., 2010). 
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Figura 27. Croma para las soluciones almacenadas a temperatura ambiente y de 

refrigeración. 

 

En la Figura 27 se analizan las soluciones almacenadas a temperatura ambiente y 

refrigeración; respecto al valor Croma a partir de la semana uno y dos aumento la 

intensidad del color en las muestras siendo más notorio en las soluciones con un pH de 6 y 

siendo menor la intensidad en las soluciones con pH de 3. Después de la semana dos se 

observa que el comportamiento es estable, es decir, ya no existió un cambio significativo 

con respecto a la intensidad de color, ya que las muestras permanecieron sin ningún cambio 

significativo en la variación del color y °Hue; en las soluciones almacenadas a temperatura 

de refrigeración se observa que la tendencia es constante durante las dos primeras semanas 

en las soluciones de pH de 3 principalmente, a partir de la semana dos existe un efecto 

significativo sobre la intensidad de color en las soluciones, cabe mencionar que presentaron 
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un valor de °Hue aproximado a tonalidad amarillenta no presentaron una tonalidad naranja-

rojiza hasta la semana cuatro que es donde se observa los valores más altos de croma. 

 

El comportamiento es similar a los valores de °Hue ya que el factor que tiene un efecto 

significativo sobre este valor es el pH seguido de la concentración de nanocápsulas ya que 

durante la primera semana se empezó a desarrollar un efecto significativo sobre la 

intensidad del color y contrastando con el valor de °Hue a partir de esta semana la tonalidad 

empezó a cambiar con tendencia a tonos naranjas- rojizos, siendo mayor en las soluciones 

con un pH de 6 y concentraciones de 100, esto debido a la liberación del ingrediente activo 

a esta condición de pH y la concentración de nanocápsulas es mayor. 

Las soluciones almacenadas a temperatura ambiente durante las primeras semanas tienen 

un comportamiento no deseado, ya que con respecto a lo anterior mencionado sobre la 

variación de color y °Hue, existe una mayor liberación del ingrediente activo, así como la 

hidrolisis del azúcar presente mencionada con anterioridad que intensifica el color de las 

soluciones,  en contraste con las soluciones almacenadas a temperatura de refrigeración que 

durante las primeras semanas el valor de la intensidad de color es menor esto debido a que 

la liberación del ingrediente activo fue menor. 

 

3.3.5 β-caroteno encapsulado residual. 

 

Es un  parámetro clave para los sistemas de nanoencapsulación. Está influenciado no sólo 

por los procesos de encapsulación sino también la naturaleza química del ingrediente activo 

como los polímeros de encapsulación, es decir, composición y peso molecular (Cheng y 

col., 2010). 

Durante la primera semana de almacenamiento a temperatura ambiente el principal factor 

que afecto significativamente a las soluciones fue el pH en el cual observamos que los que 

tienen mayor porcentaje de eficiencia son las muestran con un pH de 3, ya que las 

concentraciones presentes de β-caroteno fueron de 50 μg/ mL aproximadamente y en la 

primer semana disminuyo la concentración, lo cual quiere decir que existió pérdida del 
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ingrediente activo debido a las condiciones almacenadas, sin embargo en las soluciones 

almacenadas a pH de 6 se observan valores bajos de eficiencia en la primer semana de 

almacenamiento cerca del 60%, esto es debido a que la concentración fue aumentando, lo 

cual nos indica que el ingrediente activo empezó a liberarse a partir de la primera semana 

en pH de 6, con mayor rapidez que con un pH de 3. 

Este comportamiento lo podemos observar en las gráficas de Pareto Figura 28, donde se 

observa que el factor que mayo influencia tiene sobre la eficiencia de encapsulación es el 

pH, en pH menores observamos una mayor eficiencia con respecto a un pH de 6 en las 

soluciones a temperatura ambiente y en las soluciones almacenadas en refrigeración es la 

interacción pH* °Brix. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 29 se observa la tendencia de las soluciones con respecto al β-caroteno 

encapsulado residual durante el periodo de almacenamiento a temperatura ambiente y en 

refrigeración, en la cual se distingue el comportamiento antes mencionado durante la 

primera semana de almacenamiento que fue donde se observa un porcentaje mayor de 

eficiencia lo cual quiere decir que la concentración disminuyo, este es un indicativo de que 
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no se está liberando el ingrediente activo en pH de 3 ya que a estas condiciones lo que 

ocurrió en la semana uno fue una degradación  del β-caroteno debido a las condiciones de 

almacenamiento, posteriormente a esta semana el porcentaje de eficiencia empezó a 

disminuir, es decir, la liberación del β-caroteno fue influenciada por el pH siendo mayor la 

liberación en las soluciones pH de 6, contrastando con los valores de ∆E, °Hue y croma 

donde a partir de la primera semana se tiene un aumento en estos valores lo cual indica un 

oscurecimiento de las soluciones así como tonos naranjas—rojizos, es debido a la 

liberación del β-caroteno que iba aumentando en las soluciones provocando una coloración 

distinta a la inicial, que fue provocado por la degradación del polímero. Sin embargo a 

partir de la semana dos se tiene una disminución del porcentaje de eficiencia en los dos 

casos lo cual indica una liberación rápida obteniendo valores de eficiencia a partir de la 

semana tres menores a 40%. 

Con respecto a las muestras almacenadas a temperatura de refrigeración  se obtuvo un 

efecto significativo (p<0.05) en la semana uno, esto debido a dos factores que se ven 

involucrados de manera positiva en el comportamiento sobre los valores de eficiencia 

debido a la interacción de pH*°Brix, ya que como se mencionó en los análisis anteriores 

este factor es un efecto positivo hacia la estabilidad de las soluciones con respecto a 

turbidez y color, debido a la capa de hidratación que se ha formado debido a los enlaces de 

hidrogeno entre el hidrogeno del agua y los grupos 
–
OH del polisacárido,  los °Brix no 

tienen un efecto significativo en términos lineales, ya que no es significativa la 

concentración de azúcar presente en las soluciones. El comportamiento del valor de 

eficiencia se mantiene constante durante las primeras semanas, en la semana uno y dos los 

valores se encuentran por arriba del 100% en las dos condiciones de pH, lo cual indica que 

no hubo liberación de β-caroteno durante las primeras semanas, sin embargo a partir de la 

semana tres se observa una disminución de la eficiencia de entre 80 a 100% en pH de 3 y 

en pH de 6 de 60% aproximadamente, aunque es  evidente el aumento de la concentración 

de β-caroteno (menores eficiencias), el valor de eficiencia fue mayor a 50% en contraste 

con las muestras almacenadas a temperatura ambiente que los valores llegaron a 20%. 

Durante las primeras tres semanas el valor de eficiencia de encapsulación coindice con los 

valores reportados por Quintanar- Guerrero y col., 1998. 
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Figura 29. Eficiencia para las soluciones almacenadas a temperatura ambiente y de 

refrigeración. 

 

3.3.6 Contraste del comportamiento de β-caroteno nanoencapsulado en jugo natural 

 

Los valores de pH, °Brix y concentración de nanocápsulas en la elaboración de jugo natural 

de naranja y durante su almacenamiento se observan en la Tabla 10:  
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Tabla 10. Características físicas  iniciales de los jugos sometidos a almacenamiento 

refrigerado y a temperatura ambiente 

 

 

 

 

Los valores iniciales de pH, °Brix y concentración de nanocápsulas fueron evaluados al 

principio de la experimentación tal como lo muestra la tabla 10, estos valores no fueron 

monitoreados debido a que no se observó un cambio significativo en pH por debajo de 6, ya 

que a pH de 6 existió una disminución de pH esta disminución puede ir relacionada como 

se mencionó con anterioridad con la degradación del polímero o de otro ingrediente, es 

normal para este tipo de formulación por la liberación del monómero de poliéster durante la 

hidrolisis de la poli-ε-caprolactona (Kishore y col., 2011; Mallin, 1996). 

 

3.3.6.1 Tamaño de partícula, índice de polidispersión y potencial zeta. 

 

En el sistema de nanoemulsión predominan las fuerzas atractivas en el sistema debido al pH 

del medio las nanogotas tendieron a aglomerarse desde el inicio de la experimentación, ya 

que este es su comportamiento común y permanecen como entidades individuales cuando 

las interacciones repulsivas predominan (McClements, 2005), mientras que la interacción 

entre dos gotas de aceite recubiertas por una capa de moléculas de polímero cargadas 

tendría una serie de valores  máximos y mínimos en ciertas separaciones, como barreras de 

energía de corto y largo alcance. 

En la Figura 30 se observa el comportamiento de los jugos naturales de jugo de naranja los 

cuales fueron almacenados en las mismas condiciones de almacenamiento que las 

soluciones modelo, se distingue que los jugos con nanoemulsión son los que presentan 

tamaños de partícula más pequeños debido a  que forman una capa protectora que rodea las 

nanogotas  evitando así aglomeraciones lo que provoca que el tamaño de partícula sea 

pH 3.7 – 3.9 

°Brix 10 -12 

[ ] μg/ mL 100 
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menor incluso al jugo de naranja sin ninguna adición de β-caroteno. El jugo natural  en 

temperatura ambiente presento el mismo comportamiento durante las cuatro semanas de 

almacenamiento cercanos a 900-1000 nm debido a que la estabilidad es menor ya que se 

forman agregados en el sistema debido a las pectina presente a causa de las naranjas, sin 

embargo a temperatura de refrigeración se observa más estable ya que el tamaño de 

partícula es de aproximadamente de 600 nm, un comportamiento similar se observa en los 

jugos con β-caroteno hidrosoluble debido a su estructura. Mientras que las nanocápsulas no 

muestran un efecto significativo, ya que en promedio se encuentra dentro del 

comportamiento de un jugo natural, no forma agregados en los jugos solo en la semana 

cuatro, lo cual es favorable y una ventaja de las nanocápsulas 

 

 

 

Figura 30. Tamaño de partícula en jugos de naranja almacenados a temperatura ambiente y 

refrigeración. 
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De acuerdo al índice de polidispersión en la Figura 31 se muestra que los valores de los 

jugos se encuentran dentro de 0.60 – 1.00, lo cual nos indica que tenemos una amplia 

distribución de tamaño, es decir que tenemos diferentes tamaño de partículas dentro del 

sistema, presentando un valor mayor el jugo de naranja almacenado a temperatura 

ambiente, sin embargo se observa que las nanocápsulas no afectan en el índice de 

polidispersión ya que el comportamiento es similar al jugo de naranja sin β-caroteno en 

cualquier sistema, que es el comportamiento deseado. Los valores superiores a 0.5 de IPD 

son debidos a que el sistema es multicomponente, es decir, además de los sistemas de 

antioxidantes adicionados tiene por naturaleza otros componentes propios de la fruta, los 

cuales revelan el porqué de tan amplia distribución. 

 

 

 

Figura 31. Índice de polidispersión en jugos de naranja almacenad0s a temperatura 

ambiente y de refrigeración. 
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En el caso de las nanoemulsiones se obtuvieron valores altamente negativos como se 

analiza en la Figura 32 debido a que cualquier molécula de ácido carboxílico presente en la 

superficie de la partícula debido a la composición del jugo de naranja (ácido cítrico por 

ejemplo), contribuye a su carga eléctrica global y estas son responsables de la estabilización 

de las nanogotas de aceite de agregación a valores de pH altos mediante la generación de la 

repulsión electrostática entre las gotitas y a pH por debajo o igual a su pKa pierde su carga 

lo que reduce la repulsión electrostática, por lo tanto las gotitas pueden agregarse  por las 

interacciones atractivas de van der Waals y superar las interacciones de repulsión (estérica 

y electrostática) (Rao, J. & McClements, D.J., 2011) , el pKa del ácido cítrico es de 

aproximadamente 3.15, lo cual indica que existió una disminución del pH ya que al inicio 

el valor de ζ es mayor debido a que el pH inicial fue de 3.7, sin embargo a partir de la 

primer semana se distingue una disminución de más del 50%, indicando que disminuyo la 

repulsión electrostática entre las nanogotas por tanto el valor de pH fue menor o igual a su 

pKa a partir de esa semana, caso contrario al de las nanocápsulas  que los valores altamente 

negativos no indican una mayor estabilidad debido a que el pH tenía un valor mayor al 

inicio la poli-ε-carpolactona estaba más cercana a su valor de pKa, mientras que al 

disminuir el valor de pH el valor se vuelve más cercano a cero debido a su carga negativa y 

su interacción con el medio (partículas propias del jugo de naranja) debido a que a pH bajos 

la PCL tiene carga positiva debido a que está por debajo de su pKa y el ácido cítrico 

presente en el medio debido a la naranja se encuentra cargado negativamente ya que el pH 

es mayor a su pKa, mientras que en el caso inverso tendríamos una inestabilidad en el 

sistema tal como se observó en las soluciones modelo anteriormente analizadas debido a 

que la interacción de la nanopartículas-medio serian del misma carga  disminuyendo así la 

repulsión entre ellas. Con respecto al jugo el comportamiento es similar debido a la pectina 

que presenta en la nube del jugo las partículas del jugo fueron cargadas negativamente 

durante las cuatro semanas sin embargo del mismo modo se distingue una disminución del 

pH en las muestras, ya que el ζ disminuye con respecto al valor de pH, el aumento de la 

electronegatividad de la nube con respecto al aumento del pH es consistente con los 

cambios de la carga de las moléculas de pectina: la pectina es una poliácido con un pKa 

aproximado de 3,5-4,0, a un pH menor a 3.5 la pectina está cargada todavía negativamente 

pero cercana a 0, debido a la supresión de la disociación de los grupos carboxílicos libres 

(Croak & Corredig, 2006). 
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Figura 32. Potencial zeta en jugos de naranja almacenadas a temperatura ambiente y de 

refrigeración. 

 

3.3.6.2 Turbidez y color. 

 

Al analizar la figura 33 se distingue que al inicio la nanoemulsión tiene valores elevados de 

turbidez, esto debido a que como anteriormente se mencionó con respecto al tamaño de 

partícula, índice de polidispersión y potencial zeta, a pesar de que dispersa la luz muy 

débilmente a comparación de una emulsión normal debido a su tamaño de partícula, sin 

embargo la composición sigue siendo un factor importante en la turbidez, ya que es más 

turbio esto a causa de la gran cantidad de tensoactivo que se utiliza en la elaboración de la 

nanoemulsión, Ziani y col., (2012) reporta valores elevados de turbidez y tamaños de 

partícula relativamente grandes (aproximadamente 150 nm) esto debido a la cantidad de 
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tensoactivo (Tween 80), en comparación a las nanopartículas que dispersan la luz con 

mayor facilidad, posteriormente al adicionar el sistema de nanoemulsión al jugo se produjo 

una inestabilidad debido a las condiciones del jugo de naranja, siendo el de mayor efecto el 

pH, ya que como se mencionó con anterioridad las nanoemulsiones son poco estables en 

pH ácidos, a partir de la primer semana se puede contrastar una disminución del valor de 

turbidez esto se puede atribuir a una disminución del número y/o tamaño de las partículas 

presentes en el sistema, lo que sugiere que las moléculas de β-caroteno se mueven fuera de 

las gotas de emulsión y dentro las micelas del tensoactivo. A una temperatura ambiente la 

nanoemulsión tiene un comportamiento diferente ya que la curva está por arriba (400 NTU 

aproximadamente) de la nanoemulsión a temperatura de refrigeración (4°C) (300 NTU 

aproximadamente) este efecto puede ser debido a un aumento de la tasa de coalescencia de 

las gotitas asociada con la deshidratación de los grupos de cabeza del tensoactivo ( y la 

correspondiente disminución en la tensión superficial), o puede haber sido  debido a la 

aceleración de los procesos de maduración de Ostwald debido a la mayor difusión de las 

moléculas de aceite pequeñas a las grandes. 
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Figura 33. Turbidez en jugos de naranja almacenadas a temperatura ambiente y de 

refrigeración. 

A continuación se muestra en la Figura 34 los valores de ∆E en donde se observa que en la 

semana uno existe un efecto significativo sobre el valor a partir de la segunda semana  el 

valor es constante  con valores entre 6 y 8, mientras que los valores del β-caroteno 
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antioxidante en el sistema logrando que no exista un oscurecimiento en el jugo y aumente 

el valor de ∆E, de igual modo sucede con la nanoemulsión con valores mayores de 

liberación de β-caroteno. 

La nanoemulsión a temperatura de refrigeración se observa un menor valor debido a que a 
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en el medio había ingrediente activo sin encapsular y se degrado, mientras que a partir de la 

siguiente semana existió una liberación lo cual hizo que actuara como antioxidante de igual 

manera se observa que es menos estable la nanoemulsión a temperatura ambiente ya que la 

liberación de β-caroteno fue mayor. Las nanocápsulas a pesar de que no hubo liberación en 

las nanocápsulas a temperatura de refrigeración existió un aumento de delta E esto debido 

al oscurecimiento provocado por reacciones de Maillard, caramelización o al deterioro del 

ácido ascórbico presente en la naranja. 

 

 

 

Figura 34. Cambio total de color en jugos de naranja almacenados a temperatura ambiente 

y de refrigeración. 
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Figura 35. Croma y °Hue en jugos de naranja almacenados a temperatura ambiente y de 

refrigeración. 
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En la Figura 35 se contrasta el comportamiento de los jugos naturales sin ningún sistema y 

adicionado con β-caroteno (nanocápsulas, nanoemulsión e hidrosoluble) con respecto a los 

valores de croma y °Hue, en los cuales los valores de los jugos de naranja tanto a 

temperatura ambiente y de refrigeración se aproximan a los valores reportados croma 63.97 

± 7.72 y  °Hue 82.62 ± 2.12 de jugos tratados térmicamente, Meléndez-Martínez y col., 

(2011), lo cual quiere decir que los jugos fueron estables con respecto a su tonalidad e 

intensidad con tonos más cercanos a los amarillos ya que los valores se acercan más a los 

90°, mientras que la nanoemulsión y el β-caroteno hidrosoluble presentan tonalidades 

naranjas los datos se alejan más de los 90°, siendo el β-caroteno hidrosoluble el sistema con 

un efecto mayor. Las nanocápsulas con respecto a este valor presentan un comportamiento 

similar a los jugos lo cual indica que la eficiencia de encapsulación del  β-caroteno se 

encuentra por arriba de la nanoemulsión, ya que no afecta de manera significativa la 

tonalidad de los jugos, mientras que el sistema que no se encuentra encapsulado debido a 

las tonalidades típicas de la estructura del beta caroteno el jugo presenta un cambio en su 

coloración. 

Con respecto a los valores de croma del mismo modo los jugos naturales tienen un 

comportamiento similar a los reportados, sin embargo los jugos con β-caroteno 

hidrosoluble presentan una saturación mayor de la tonalidad naranja, mientras que las 

nanocápsulas y la nanoemulsión la tendencia es similar a los jugos de naranja naturales 

tanto a temperatura ambiente como refrigeración, se observa una ligera disminución en 

todos los sistemas, esto debido a la degradación que existe del β-caroteno por la exposición 

a la luz, oxigeno, entre otros factores ambientales 
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Conclusiones y Recomendaciones 

 

De acuerdo a las evaluaciones realizadas con respecto a la estabilidad de las nanocápsulas 

en soluciones con diferentes pH´s, °Brix y  concentración de nanocápsulas de β-caroteno se 

puede decir que a pesar que en las pruebas directas sobre estabilidad es decir, tamaño de 

partícula, IPD y potencial zeta (ζ) los valores indican que a pH mayores la estabilidad es 

mayor ya que se presentaron datos de tamaño de partícula e IPD mayores que los de pH de 

3, así mismo una disminución del potencial zeta. Sin embargo es importante mencionar que 

este comportamiento se ve favorecido por la temperatura de almacenamiento (refrigeración) 

ya que no existe una diferencia significativa entre las condiciones de pH, ya que se observa 

un efecto benéfico de los °Brix sobre la estabilidad del sistema. 

Así mismo, con respecto a la turbidez y color se contrasta del mismo modo la estabilidad 

del sistema, ya que la turbidez tiene una relación directa con la estabilidad del sistema, 

siendo mayor en pH de 6, lo cual nos indica que a pesar de tener una distribución de 

tamaños menor debido a que el azúcar presente en el medio no tiene ningún efecto ya que a 

estas condiciones es hidrolizada, mientras que a un pH de 3 el azúcar forma una capa de 

hidratación en la partícula, provocando que el IPD aumente pero debido a que tenemos 

diferentes tamaños de partícula debido a la hidratación de cada una de ellas y por tal motivo 

se observa un aumento de tamaño que no es debido a aglomeraciones, ya que esta capa de 

hidratación hace que la fuerza de repulsión sea estable. 

El color se ve afectado significativamente por el pH y los °Brix debido a que a condiciones 

de pH de 6 el biopolímero (poli- ε-caprolactona) se ve degradado por tal motivo se denota 

una disminución en el tamaño de partícula y un aumento en el IPD aun en temperatura de 

refrigeración, debido a que se están formando aglomeraciones y por eso tenemos tamaño de 

partícula mayores y otros debido a la degradación del polímero con un tamaño menor. Por 

otra parte el color es intensificado debido a la hidrolisis del azúcar. Existiendo un valor de 

∆E, °Hue con valores más cercanos a 0° (tonos rojizo) y con una intensidad mayor. 

Este mismo efecto es contrastado con la evaluación de β-caroteno residual donde se 

contrasta que a pH de 3 lo que sucede con las soluciones es una disminución de la 

concentración, es decir, que se está degradando el ingrediente activo debido a las 
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condiciones de almacenamiento siendo más notorio para temperatura ambiente, mientras 

que con un pH de 6 los porcentajes de encapsulación son 80% aproximadamente. 

La concentración de nanocápsulas de β-caroteno no es un factor que afecte 

significativamente en la estabilidad del sistema, ya que en el análisis de varianza (ANOVA) 

presento diferencia mínima con respecto a variables como: turbidez y color, debido a que 

existía mayor cantidad de partículas insolubles en suspensión y con respecto al color, 

resultaría un tanto mayor debido a que  es mayor la cantidad de ingrediente activo 

nanoencapsulado, siendo más significativo el valor de pH y °Brix. Las condiciones a las 

cuales se tiene una mayor estabilidad son en pH de 3, 15 °Brix y 50 μg/ mL. 

Al contrastar con jugos naturales de naranja la estabilidad de las nanocápsulas para estudiar 

la diferencia que existe entre un sistema nanoencapsulado, nanoemulsión o β-caroteno 

hidrosoluble, se concluyó que las nanocápsulas no afectan en ninguna de las variables a un 

jugo natural que fue usado como control, mientras que la nanoemulsión y el β-caroteno 

hidrosoluble si afectan al jugo sobre parámetros de estabilidad y visuales. Con respecto a la 

estabilidad de los sistemas a pesar de que la nanoemulsión indicaría que tiene mayor 

estabilidad por los valores obtenidos de tamaño de partícula, índice de polidispersión y 

potencial zeta, como analizamos es un sistema estable pero solo en condiciones de pH 

elevados para la aplicación en jugos que es el objetivo no es un sistema estable, además que 

proporciona valores elevados de turbidez iniciales con respecto a los otros sistemas, lo cual 

visualmente no es atractivo a los consumidores, en embargo las nanocápsulas debido a su 

composición a pH cercanos a 3 ( pH´s de jugos) el sistema es estable durante el periodo de 

almacenamiento de 10 días a pesar que los valores de potencial zeta son bajos debido a la 

interacción de la poli-ε-caprolactona con el medio acido, dando valores cercanos a cero, del 

mismo modo se vio influenciado el tamaño de partícula y el índice de polidispersión, pero 

como se muestra en los análisis anteriores esta variación se debió a la hidratación de las 

nanopartículas con el medio debido a los azucares presentes formando una capa protectora 

que ayudo a que el ingrediente activo permaneciera dentro de la nanocápsula durante la 

experimentación, siendo más estable a temperatura de refrigeración, por tanto la forma más 

viables de adicionar el ingrediente activo como antioxidante (hidrofóbico) es a través de un 

sistema coloidal como bien se menciona, pero para una aplicación en jugos el más 

adecuado bajo estas condiciones son las nanocápsulas. 
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Con el fin de evaluar a mayor detalle la estabilidad del sistema se recomienda llevar a cabo 

un análisis de estabilidad por dispersión de luz, del mismo modo llevar a cabo el análisis ya 

con jugos en condiciones de proceso, es decir, adicionar las nanocápsulas antes de 

pasteurizar el jugo para ver la estabilidad frente al proceso térmico al cual será evaluado. 

De igual manera es importante llevar a cabo estudios sobre la cinética de degradación del 

polímero encapsulante y del β-caroteno a pH de 3, para conocer el comportamiento de 

estos en un periodo más largo de almacenamiento y así ayudar a predecir la vida útil de las 

nanocápsulas para asegurar que lleguen lo más integras posibles al tracto y cumplan con su 

funcionalidad. 
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