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RESUMEN

Introduccion: Las antocianinas son los compuestos fendlicos més efectivos, sin embargo,
estos compuestos son sumamente susceptibles al dafio, por lo que se han incorporado a
sistemas de microencapsulacion mediante secado por aspersion, que permite mantener su
actividad funcional; utilizando almidén de malanga como material pared. Objetivo: Evaluar
la bioactividad de antocianinas microencapsuladas con almidéon nativo de malanga mediante
secado por aspersion. Métodos: La microencapsulacion se llevo a cabo en un secador por
aspersion y el proceso se optimizé utilizando el método de superficie de respuesta (RSM),
aplicando la concentracién de almidon y la temperatura del aire de entrada como parametros
independientes; se evaludé la eficiencia de encapsulacion, estabilidad, morfologia,
caracteristicas fisicoquimicas (aw, humedad), actividad enzimatica (inhibicion de a-amilasa),
actividad antioxidante (ABTS+ y DPPH) y se evalud la actividad metabdlica a partir del
analisis basado en estructuras (docking) Resultados: La concentracion de sélidos de 20,9%
y la temperatura de entrada de 125 °C fueron las condiciones Optimas para obtener
microcépsulas optimizadas. Rendimiento (70,1%), contenido de humedad (5,2%), actividad
de agua (0,211), contenido de compuestos fendlicos (797,8 mg EAG/Qg), antocianinas (469,4
mg EC-3G/g), ABTS (116,2 mg EAA/g) y DPPH (104,4 mg EAA/g) fueron las
caracteristicas fisicoquimicas y de bioaccesibilidad investigadas a través del analisis RSM.
El porcentaje de retencion en MO mostrd valores de 60% en compuestos bioactivos hasta
cuatro semanas de almacenamiento en condiciones de almacenamiento acelerado. El
porcentaje de bioaccesibilidad de la MO fue un 10% superior al observado en el extracto sin
encapsular durante la digestion gastrointestinal. Los resultados de este estudio muestran que
la MO hecha con almidon de taro y obtenida con RSM protege eficazmente durante la
digestion y asegura la estabilidad del compuesto bioactivo durante el almacenamiento, el ME
presentd un IC50 de 3.8 g, con un tipo de inhibicion mixto. Conclusiones: se obtuvo un ME
optimizado con mas del 90% de asertividad, con estabilidad a condiciones ambientales, la
liberacion del extracto presento control y una cinética de primer orden, el modelado
molecular revel6 la interaccion de antocianinas con residuos de aminoacidos.
Palabras clave: microencapsulacién, antocianinas, control glucémico, almidén nativo,
malanga
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ABSTRACT

Introduction: Anthocyanins are the most effective phenolic compounds, however, these
compounds are highly susceptible to damage, so they have been incorporated into
microencapsulation systems by spray drying, which allows maintaining their functional
activity; using malanga starch as a wall material. Objetive: To evaluate the bioactivity of
anthocyanins microencapsulated with native malanga starch by spray drying. Methods:
Microencapsulation was carried out in a spray dryer and the process was optimized using the
response surface method (RSM), applying starch concentration and inlet air temperature as
independent parameters; encapsulation efficiency, stability, morphology, physicochemical
characteristics (aw, humidity), enzymatic activity (a-amylase inhibition), antioxidant activity
(ABTS+ and DPPH) and metabolic activity were evaluated from structure-based analysis
(docking) Results: Solids concentration of 20.9% and inlet temperature of 125 °C were the
optimal conditions to obtain optimized microcapsules. Yield (70.1%), moisture content
(5.2%), water activity (0.211), phenolic compounds content (797.8 mg EAG/Qg), anthocyanins
(469.4 mg EC-3G/g), ABTS (116.2 mg EAA/g) and DPPH (104.4 mg EAA/g) were the
physicochemical and bioaccessibility characteristics investigated through RSM analysis. The
percentage of retention in MO showed values of 60% in bioactive compounds up to four
weeks of storage under accelerated storage conditions. The percentage bioaccessibility of
MO was 10% higher than that observed in the unencapsulated extract during gastrointestinal
digestion. The results of this study show that the MO made with taro starch and obtained with
RSM effectively protects during digestion and ensures the stability of the bioactive
compound during storage, the ME presented an 1C50 of 3.8 g, with a mixed inhibition type.
Conclusions: an optimized ME was obtained with more than 90% assertivity, with stability
at ambient conditions, the release of the extract presented control and first order Kinetics, the
molecular modeling revealed the interaction of anthocyanins with amino acid residues.

Keywords: microencapsulation, anthocyanins, glycemic control, native starch, malanga.
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INTRODUCCION

Las antocianinas son pigmentos vegetales naturales que otorgan color rojo y parpura a bayas,
frutas, verduras y tubérculos; su efecto esta relacionado con el metabolismo de los
carbohidratos y disminucion de los factores de riesgo de trastornos metabdlicos como la
resistencia a la insulina y la DM, pero su uso industrial esta limitado por su estabilidad
quimica (Jokioja et al., 2021). Su aplicacion limitada se debe a su alta sensibilidad a factores
como temperatura, pH, humedad, luz, iones metélicos, digestion de enzimas e interacciones
con copigmentos; dificultando su aplicacion en una matriz alimentaria (Fredes, et al., 2018).
Estos compuestos se absorben a nivel entérico, sin embargo, su bioaccesibilidad se ve
limitada debido a su alta vulnerabilidad estructural al ser sometida al medio gastrointestinal
(Liuetal., 2014).

La proteccion de las antocianinas es uno de los objetivos principales en varias investigaciones
para encontrar las condiciones Optimas para mantener la mayor viabilidad y capacidad
antioxidante durante la digestion, que garantice su funcion bioldgica (André et al., 2009;
Vinson, 2019; Xing et al., 2019). Una de las opciones mas asequibles es la
microencapsulacién; el proceso de encapsulacion implica el empaquetamiento de
compuestos bioactivos dentro de particulas estructuradas de uno o mas materiales
poliméricos utilizados como material de pared, brindandoles un entorno quimico estable
hasta su liberacion en el momento y lugar deseados (Bakry et al., 2016; Veiga et al., 2019).
El secado por aspersion es uno de los métodos cominmente utilizados en el efecto protector
de los compuestos bioactivos que utilizan almidones o gomas como material de pared
(Ahmed et al., 2010; Cai et al., 2019; Cai & Corke, 2000). Al disefiar un protocolo de
microencapsulado mediante secado por aspersion, la eleccion del material de pared es uno
de los procesos mas importantes. Los aspectos que deben evaluarse para el material pared
son los estructurales, morfoldgicos, resistencia a la temperatura, estabilidad y afinidad con el
compuesto bioactivo; asi mismo estas evaluaciones permitiran evaluar el comportamiento de
la liberacion, bioaccesibilidad y biodisponibilidad; dichos materiales se dividen en polimeros

y no polimeros solubles o no solubles en agua (Das et al., 2019).
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En el caso de los polimeros nativos, una opcion interesante es el de malanga. Variedad de
estudios han informado que el almidon de malanga tiene un tamafio de granulo de 1 a 2.2
pm, con forma ovalada (Tari et al., 2003), con capacidad para formar agregados esféricos sin
la adicidn de agentes aglutinantes (Hoyos -Leyva et al., 2018). Ademas, estos mismos autores
mencionan que el almidén de malanga utilizado como material de pared para producir
microcdpsulas mediante secado por aspersion mejora la estabilidad fisica bajo diferentes
condiciones de actividad del agua y temperaturas. Alfaro-Galarza et al. (2020) informan que
las microcapsulas de almidon de malanga tienen un mejor efecto protector durante las
condiciones gastrointestinales simuladas, debido al tamafio pequefio del granulo y la

aglomeracion compacta de los granulos en la formacién de microcapsulas.

El objetivo de este trabajo es desarrollar un microencapsulado de antocianinas comerciales,
utilizando almidén nativo de malanga, que ha demostrado ser un material adecuado y
compatible con las caracteristicas del compuesto activo; mediante secado por aspersion, a
través de un modelo de superficie de respuesta por medio de un disefio central compuesto
rotable, que permita calcular las condiciones 6ptimas de secado, con la finalidad de obtener
un sistema con alta eficiencia de encapsulacion, estable a las condiciones de almacenamiento,
y con una alta bioaccesibilidad, que sea una opcién para poder ser incorporado en una matriz
alimentaria y que posterior a las evaluaciones pertinentes pueda ser utilizada como
tratamiento coadyuvante en patologias relacionadas con alteraciones metabdlicas como la

resistencia a la insulinay DM2.,
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ANTECEDENTES

2.1 Antocianinas

Las antocianinas (del Griego anthos: flor y kianos: azul), pertenecen a la especie de
compuestos fenolicos conocidos como flavonoides (Faridi Esfanjani et al., 2018). Son un
grupo de fitopigmentos hidrosolubles con gran variedad de colores como rosa, rojo, naranja,
morado y azul; dependiendo de su pH ambiental. Se encuentra en la mayoria de las flores y
frutos, y en casi todos los tejidos vegetales (Santos-Buelga & Gonzélez-Paramas, 2019;
Santos-Buelga et al., 2014). Pueden definirse como heterdsidos de una unidad de aglicona
(antocianidinas) ligada a glucosido. Se encuentran en la naturaleza como derivados
polihidroxi o polimetoxi glicosilados de flavilium o 2-fenil benzopirilo (Tarone et al., 2020).
En los vegetales, las antocianinas se pueden sintetizar como respuesta ante condiciones de
estrés, infeccion o patdgenos, en las que tienen funciones de proteccion para el vegetal
ocasionado por el dafio oxidativo por la falta de irradiacion cuando la capacidad de fijacion
de carbono es baja. Protegen los tejidos fotosintéticos absorbiendo la luz en el rango visible,
reduciendo el estrés luminico, aunado a su capacidad antioxidante (Lorenc-Kukuta et al.,
2005).

La estructura basica de las antocianidinas es el cation flavilium (C6-C3-C6) que puede estar
unido a varios azucares, hidroxilos y grupos metoxilo (Figura 1); de hecho, la estructura de
las antocianinas puede variar debido a la diferencia en el nmero y posicion de los hidroxilos
y el grado de los grupos metoxilo en la molécula; el tipo, numero y posiciones del glucésido
adjunto; y la naturaleza, nimero y extension de los &cidos alifaticos o arométicos unidos al
glucdsido. Si bien la glucosa es el glucésido mas comun unido a las antocianinas, también se
ha reportado de otros como la ramnosa, Xilosa, galactosa, arabinosa y rutina. Segun la
cantidad de azucares adheridos, las antocianinas pueden ser mono, di o triglucosidos
(Guldiken et al., 2018). Las agliconas de las antocianinas se conocen como antocianidinas,
hasta el momento se han descrito 23 tipos, siendo las mas comunes la cianidina, delfinidina,

pelargonidina, malvidina, peonidina y la petunidina (Castafieda-Ovando et al., 2009).
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Figura 1. Estructura quimica de antocianidinas (Fernandez &
Lizana, 2020)

2.1.1 Biosintesis de las antocianinas

Las antocianinas se sintetizan a partir de tres moléculas de malonil CoA derivadas del
metabolismo de &cidos grasos (precursores del anillo A) y una p-cumaroil CoA sintetizada a
partir de fenilalanina a través de la via general de los fenilpropanoides. EI malonil CoA 'y la
p-cumaronil CoA se condensan mediante la chalcona sintasa (CHS), la primera enzima
comprometida en la biosintesis de flavonoides. Para sintetizar la sustancia responsable del
color se requiere la actividad de cuatro enzimas en la biosintesis de flavonoides; chalcona
isomerasa (CHI), flavonona-3hidroxilada (F3H), dihidroflavonol 4-reductasa (DFR) y
antocianina sintasa (ANS) (Figura 2); sin embargo, la mayoria de las plantas hidroxila ain
mas el anillo B con la accién enzimatica de la enzima flavona 3’ hidroxilasa (F3’H) que
forma cianidina, o la enzima flavona 3’5’ hidroxilasa (F3’5’H) que forma delfinidina. Las
diferencias en la hidroxilacion del anillo B confieren diferencias en la gama de colores de las
antocianinas siendo la pelargonidina de naranja a rojo, cianidina de rojo a purpura y
delfinidina de rojo a azul, aunque depende ademés de muchos otros factores como el pH. La
estructura de la antocianidina es intrinsecamente inestable y, en la naturaleza, estos
pigmentos se acumulan exclusivamente como formas glicosadas (antocianinas) donde el
carbono 3 se une a través del oxigeno a un residuo de carbohidrato. Posterior a la sintesis, la

cianidina puede metilarse en su grupo 3"hidroxilo para formar peonidina 0 en sus grupos
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3’5 hidroxilo para formar malvidina. Las mas de 600 antocianinas identificadas difieren de

sus cadenas laterales, que van afectando su funcionalidad (Zhang et al., 2014).

Ruta del dcido
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¥
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Fenilainin amonio lipasa (PAL)
h 4
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Y
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Y
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Figura 2. Via principal para la biosintesis de antocianinas (Zhang et al., 2014)
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2.1.2 Coloracion de antocianinas

2.1.2.1 Glicosilacién

Esto se podria deberse al proceso de glicosilacion que suelen ser catalizadas por
glicotransferasas localizadas en el citoplasma, los glucosidos mas comunes son glucosa,
ramnosa, galactosa, arabinosa y xilosa; la glicosilacion del C3 se produce en todas las
antocianinas que se acumulan naturalmente y aumenta la estabilidad del pigmento (Mazza &
Brouillard, 1987) ; a mayor glicosilacion cambia el color ligeramente a rojo; los glucésidos
mas comunes en los 3-bidsidos de las antocianinas son la rutinosa (glucosa mas ramnosa),
soforosa (glucosa més glucosa) y la sambubiosa (glucosa mas xilosa) (de Ancos et al., 1999).
Las enzimas que afiaden los residuos de glucdsidos en las diferentes posiciones pertenecen a
distintos grupos de glicotransferasas de la familia 1. Los 3, 5 diglucésidos también son
comunes Yy, aunque la glicosilacion 3 mejora la estabilidad de las antocianinas en
comparacion con las antocianidinas agliconas, la glicosilacién de la posicion 5 puede reducir
la estabilidad. A cualquier pH, las antocianinas 3-glucésido son las coloreadas que las 3.5
diglucdésidos equivalentes porque la pérdida del grupo OH en la posicion C5 acelera las
reacciones de hidratacion que conducen a la formacion de pseudobase incoloras (Zhang et
al., 2014); otros residuos que pueden glicosilarse son la posicion 7 y las posiciones 3’ y 5’
del anillo B. Esta glicosilacion adicional puede enriquecerse con grupos acilo, tanto
aromaticos como alifaticos, que afectan el color y aumentan la estabilidad de los pigmentos.
Lagunas reacciones de glicosilacion no utilizan glucésidos, si no que utilizan glucésidos de
acilo como donantes, reacciones que se catalizan por enzimas que pertenecen a la familia 1

de la glucosa hidrolasa (Matsuba et al., 2010).

2.1.2.1 Acilacion

Asi mismo las antocianinas podrian colorearse por procesos de acilacion que a menudo es
con acidos aromaticos (p-cumarico, cafeico, feralico, sinaptico, galico o p-hidroxibenzoicos)
0 &cidos alifaticos (maldnico, acético, mélico, succinico, tartarico y oxalico); la acilacion de
las antocianinas aumenta su estabilidad, a través de procesos de copigmentacion
intramolecular e intermolecular; en algunos compuestos los grupos acilos se encuentran

glicosilados; estas antocianinas mas complejas tienen grupos glicosilo y acilo alternos, lo que
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generalmente conduce a mayor estabilidad en solucion; la acilacion aromatica ademas
cambia el color de los pigmentos hacia el azul. La acilacion suele ser catalizada por
aciltransferasas utilizando donantes de acil CoA; a valores mas altos de pH (6-6.5) se forman
bases quinoidales de antocianina (coloracion azul) que pueden estabilizarse mediante
procesos de co-pigmentacion intramolecular (D’ Auria, 2006).

La acilacién afecta ademas las propiedades quimicas de la antocianina a medida que aumenta
el tamafio estructural, la polaridad se ve afectada por el grupo acilo, la organizacion espacial
cambia y disminuye la reactividad quimica (Figura 3) (Jokioja et al., 2021). Los colores que
se pueden observar son morado debido a la petunidina, peonidina y malvidina
metoxisustituidas (Andersen & Jordheim, 2010c; Fossen & Andersen, 2000) y el color rojo
se lo otorga a la pelargonidina (Mori et al., 2010).

HO

Figura 3. Estructura de antocianina acilada

2.1.3 Estabilidad de las antocianinas

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen en el tratamiento de DM2, su
incorporacion a matrices alimentarias por productos farmacéuticos es limitadas debido a su
baja estabilidad durante el procesamiento y almacenamiento (Santos-Buelga & Gonzélez-

Paramas, 2019). Factores como su misma estructura quimica, pH, temperatura, presencia de
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oxigeno, luz y acido ascérbico; concentracion y actividad de agua de la matriz determinan la

estabilidad de estos compuestos (Tarone et al., 2020).

2.1.3.1 La influencia del pH

Debido a la naturaleza idnica de la estructura molecular, el color de las antocianinas esta
influenciado por el pH, siendo este el primer parametro de evaluacion. Como ya se sabe, las
antocianinas se encuentran en cuatro formas quimicas diferentes, que dependen del pH de la
solucidn. Asi, en un ambiente acido (pH 1), las antocianinas se encuentran en forma de cation
flavilio (color rojo) lo que las hace mas solubles en agua (Khoo et al., 2017), y esta forma es
responsable ademas de la produccion de colores rojo y parpura. Cuando el pH aumenta entre
2y 4, la especie azul quinoidal se encuentra de forma abundante, mientras que a un pH de 5
y 6 aparece una pseudobase de carbinol y una chalcona, compuestos incoloros (Kang et al.,
2021). Finalmente, a un pH superior a 7, las antocianinas se degradan segun los grupos
sustituyentes. Sin embargo, las cuatro formas de antocianinas pueden coexistir en un rango
de pH de 4 a 6,y el cation flavilio mantiene el equilibrio de estas formas (Castafieda-Ovando
et al., 2009; Pina et al., 2012). Como se mencioné anteriormente, los sustituyentes del anillo
By la presencia de grupos hidroxilo o metoxilo adicionales son responsables de la estabilidad
de las antocianinas, que en ambientes neutros disminuyen la estabilidad de la aglicona. Por
otro lado, aunque en un ambiente neutral, las agliconas no son estables, los derivados de
monoglucésidos y diglucésidos son méas estables en estas condiciones, porque la molécula
de azlcar evita la degradacion de intermediarios inestables en la molécula de fenol y acido
aldehido (Fleschhut et al., 2006; Weber & Larsen, 2017). En resumen, la estabilidad de las
antocianinas aumenta al aumentar la metilacion y disminuye al aumentar el nimero de grupos
hidroxilo en el anillo B de las antocianinas. Al mismo tiempo, la acilacion juega un papel

importante en la mejora de la estabilidad de las antocianinas (Fei et al., 2021).

2.1.3.2 Efecto de co-pigmentacion

La co-pigmentacion es un fenomeno especifico de las antocianinas y no se puede observar
en otras clases de polifenoles y otros compuestos no fenolicos (Kammerer, 2016). Este es un
proceso por el cual los pigmentos forman asociaciones moleculares o complejos con otros
compuestos organicos incoloros o iones metalicos, produciendo un cambio 0 aumento de

intensidad del color (Boulton, 2001). Para que una molécula actie como co-pigmento, debe
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cumplir dos requisitos: poseer sistemas conjugados 7 lo suficientemente extendidos, que
favorecen la interaccion de apilamiento 7t-7t, y tener grupos donantes/aceptores de enlaces de
hidrégeno, como OH y grupos C=0 (Trouillas et al., 2016). Este fendmeno es dependiente
del pH, ya que el incremento de este parametro ocasionara la destruccion de antocianinas y,
por lo tanto, una disminucion en la intensidad del color de la solucion (Jamei & Babaloo,
2017). Al mismo tiempo la estabilidad de los complejos copigmentados esta influenciada por
la degradacion térmica. Por lo tanto, a altas temperaturas el mecanismo de co-pigmentacion
no tiene efectos visibles o incluso puede conducir a resultados opuestos. Ademas, la
interaccion entre las antocianinas y los copigmentos es diferente segiin su naturaleza y
concentracion, obteniéndose asi diferentes tonalidades e intensidades de color (Maite T.
Escribano-Bailon, 2012). Los co-pigmentos son incoloros en forma libre, pero cuando se
mezclan con antocianinas hay una interacciéon, lo que da como resultado un efecto
hipercromico y un cambio de desplazamiento batocromico en los espectros de absorcion, ya
que las antocianinas libres de pigmentos absorben la luz a una cierta longitud de onda, y
después de la co-pigmentacion este valor aumenta significativamente. Como tal, el complejo
de antocianina del copigmento tendra una longitud de onda de absorcién mas larga (Andersen
& Jordheim, 2010a; Molaeafard et al., 2021). La naturaleza de estos compuestos puede ser
muy variada, por lo que los pigmentos pueden ser alcaloides, amino4cidos, nucleétidos,
acidos organicos, flavonoides, metales o incluso otras antocianinas (Castafieda-Ovando et
al., 2009; Oliveira et al., 2021; Rodriguez-Amaya, 2019).

2.1.3.3 Temperatura

Debido al procesamiento a altas temperaturas a las que pueden ser sometidos los alimentos
para prolongar su vida util, las antocianinas pueden sufrir multitud de mecanismos como la
glicosilacion, el ataque nucleofilico del agua, la escision y polimerizacion que provocaran la
pérdida de este pigmento y su degradacion (Rodriguez-Amaya, 2019). Por tanto, la
temperatura es otro factor que afecta a la estabilidad de la estructura molecular de las
antocianinas, por lo que al aumentar la temperatura se produce la degradacion de estos
compuestos (G.H et al., 2006) y determina el pardeamiento de los productos en presencia de
oxigeno (Riaz et al., 2016). Asi, tanto la intensidad del color determinada por las antocianinas

monoméricas como su cantidad disminuyen en funcion del tiempo/temperatura, mientras que
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la cantidad de pigmentos marrones/fraccion polimérica aumenta. Se ha comprobado que, en
todos los pigmentos alimentarios, incluidas las antocianinas, la estabilidad disminuye al
aumentar la temperatura. Al mismo tiempo, la investigacion actual ha informado que la
estabilidad de estos compuestos esta estrechamente relacionada con su estructura quimica,
donde la fraccion de azlcar es un factor importante (Remini et al., 2018). Segun un estudio
realizado por Turker et al. (2004), las antocianinas almacenadas a diferentes temperaturas,
en forma acilada, tienen una mayor estabilidad que las antocianinas no aciladas(Turker et al.,
2004).

2.1.3.4 Oxigeno

Debido a la estructura quimica no saturada de las antocianinas, estos compuestos son
susceptibles a reaccionar con el oxigeno molecular (Sikorski, 2018). Por otro lado, el oxigeno
es otro factor importante que influye en la estabilidad de las antocianinas, teniendo un papel
en su degradacion de dos formas: por un mecanismo oxidativo directo o por accién de
enzimas oxidante (Levy et al., 2019). La eliminacion del oxigeno de la solucion de
antocianinas evita la degradacion térmica; de hecho, a altas temperaturas en combinacion con
la presencia de oxigeno han demostrado ser la combinacion mas dafiina de todos los factores

que influyen en la estabilidad de los compuestos (Levy et al., 2019).

2.1.3.5 Acido ascérbico

La presencia de acido ascorbico en un ambiente que contiene antocianinas provoca su
degradacion y pérdida de color mas réapida, lo que sugiere una interaccion directa entre las
dos moléculas (Farr & Giusti, 2018; Sikorski, 2018). Al mismo tiempo, la presencia de
oxigeno en el ambiente favorecera una degradacion mas rapida de las antocianinas por parte
del &cido ascorbico, determinando asi la formacion del pigmento polimérico y el
blanqueamiento del pigmento antocianico. El proceso especifico ain se desconoce; sin
embargo, la adicién de acido ascorbico a las antocianinas aumenta la velocidad de
descomposicion de ambas moléculas. Los presuntos mecanismos por los que ocurriria este
fendmeno son la condensacion directa del acido ascorbico con antocianinas, o la formacion
de peroxido de hidrogeno y la escision oxidativa del anillo de pirilo por perdxidos (Levy et
al., 2019). La pérdida de pigmentos de antocianina por el segundo mecanismo, es decir, la

escision oxidativa del anillo de pirilo, se debe a la capacidad de las antocianinas para actuar
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como activador del oxigeno molecular, siendo el resultado de esta reaccion los radicales
libres. Por otro lado, se cree que las moléculas electréfilas, como los bisulfitos, el peroxido
de hidrégeno y el acido ascorbico, se dirigen a los sitios nucleofilicos de las antocianinas. Se
ha propuesto que el &cido ascorbico provoca una degradacion reciproca e irreversible tanto
del pigmento como de los micronutrientes. Este proceso es distinto del blanqueo bisulfitado,
que es reversible y sensible al pH. Por lo tanto, este fendbmeno es una barrera importante para
el uso de colorantes a base de antocianinas en el sector alimentario, particularmente en jugos

y bebidas que frecuentemente estan fortificados con vitamina C (Farr & Giusti, 2018).

2.1.3.6 Luz

Las plantas estan expuestas a la luz, por lo que estimula la sintesis y acumulacion de
antocianinas, por lo que la luz en un pardmetro importante en la estabilidad de estos
compuestos (Sikorski, 2018). Por un lado se requiere luz para la sintesis de antocianinas, pero
al mismo tiempo puede ocasionar su degradacion (Cavalcanti et al., 2011). En conjunto con
la taza de oxigeno molecular que afecta la degradacion inducida por la luz; cuando los
pigmentos se exponen a luz fluorescente intensifica la degradacion (Remini et al., 2018). La
presencia de luz en el almacenamiento de antocianinas afecta ademas la actividad
antioxidante (Aramwit et al., 2010). Para minimizar el impacto negativo, se propone
almacenar los extractos ricos en antocianinas en recipientes que puedan bloguear la luz del

espectro visible al campo ultravioleta (Remini et al., 2018).

2.1.3.7 Enzimas

Las enzimas comunes que degradan las antocianinas son las glucosidasas, peroxidasas (fenol
oxidasas) y fenolasas (polifenol oxidasas) (Riaz et al., 2016). Estas enzimas pueden ser
producidas por las plantas o como efecto de la contaminacién microbiana. Es importante
mencionar que las glucosidasas afectan directamente a las antocianinas, mientras que las
peroxidasas y fenolasas afectan su estabilidad (Marszatek et al., 2017). Por lo tanto, las
glucosidasas rompen el enlace covalente entre el residuo de glucosilo y aglicona, formando
antocianidinas inestables (Riaz et al., 2016). Se supone que la primera enzima que afecta la
estabilidad de las antocianinas es la B-glucosidasa, que forma antocianidinas que pueden
oxidarse aun mas por la polifenol oxidasa y/o la peroxidasa (Marszalek et al., 2017). Tras la

accion de estas enzimas, la solubilidad de las antocianinas disminuye y se produce su
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transformacion en compuestos incoloros, perdiendo asi la intensidad de color de estos
pigmentos (Sikorski, 2018).

2.1.4 Mecanismos de accion en procesos metabolicos de HCO

Los carbohidratos de la dieta como la sacarosa y el almidon, son fuentes principales de
energia; en el metabolismo humano, diversas enzimas descomponen los carbohidratos
dietéticos digeribles en monosacéridos, la glucosa absorbida eleva los niveles en sangre e
induce a la secrecion de insulina de las células B de Langerhans en el pancreas, cuando la
homeostasis de la glucosa falla puede provocar complicaciones graves como trastornos
metabdlicos (Jokioja et al., 2021); la progresion de la resistencia a la insulina, intensifican
los trastornos del metabolismo de los lipidos y el aumento de glucosa en sangre que
promueven la inflamacion y el estrés oxidativo, lo que finalmente conduce a la progresién de
la DM2 y la aparicion de diversas complicaciones. Las antocianinas mejoran estas
condiciones a través de varios mecanismos para evitar que la prediabetes progrese a DM
(Yang et al., 2021)

En primer lugar, mejora la resistencia a la insulina, al reducir la fosforilacion de residuos
receptores (Daveri et al., 2018; Yan et al., 2016); e indicen la adiponectina (Li et al., 2015;
Matsukawa et al., 2015; Nemes et al., 2019; Yan et al., 2016; Yang et al., 2020). Inhiben la
actividad de la a-amilasa que esté presente en la luz del intestino delgado para mejorar la
hiperglucemia posprandial (Alnajjar et al., 2020; Yamane et al., 2016). A través de los
transportadores de glucosa 2 (GLUT?2) y sodio /glucosa transportador - 1 (SGLT1), la glucosa
se puede absorber desde el intestino delgado hacia los vasos sanguineos, lo que provoca
hiperglucemia posprandial (Williamson 2013). Algunos estudios han confirmado que las
antocianinas pueden inhibir los transportadores de glucosa (SGLT1 y GLUT2) para reducir
la absorcion de glucosa en el intestino, mejorando la glucemia posprandial (Herrera-
Balandrano et al., 2021; Jiang et al., 2020).

Pueden mejorar estrés oxidativo: el dafio celular inducido por el estrés oxidativo juega un
papel importante en la progresion de la DM2, por lo que la capacidad antioxidante de las

antocianinas también es una de las razones del efecto anti-DM2. Las antocianinas eliminan

29



el exceso de radicales libres y reducen el dafio causado por el estrés oxidativo al activar los
sistemas de defensa antioxidantes endogenos (Li et al., 2015). Los estudios han demostrado
consistentemente que las antocianinas mejoran la actividad de los antioxidantes enziméticos
en el cuerpo, como la superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), mejoran su capacidad
para proteger las células del dafio oxidativo al catalizar la conversion de radicales libres en

peroxido de hidrégeno (Nemes et al., 2019).

2.2 Microencapsulacion de antocianinas

A pesar de los beneficios estudiados con la ingesta de antocianinas y extractos ricos en estos
compuestos, su incorporacion en sistemas alimentarios aun enfrenta obstaculos tecnologicos
en la industria alimentaria, ya que estas moléculas son muy inestables y susceptibles a
degradarse como se mencion6 en el apartado anterior, o que resulta en una muy baja
biodisponibilidad y pérdida de color durante el procesamiento y almacenamiento (Corréa-
Filho et al., 2019; Garcia-Tejeda et al., 2015; Tarone et al., 2020). La microencapsulacion es
una opcion prometedora en cuanto a la proteccion frente a condiciones ambientales adversas
y, al mismo tiempo, proporciona estabilidad fisica, liberacion controlada, bioaccesibilidad
mejorada y facilidad de manipulacion y almacenamiento. En la Figura 4, se muestra el
esquema de degradacion de las antocianinas y como pueden ser incorporadas a sistemas de

microencapsulacion.

Sistema de
degradacion

«J

Sistema de
conservacion
(Microencapsulacion)

Microbiota

Figura 4. Microencapsulacion de antocianinas (Tarone Cazaron et al, 2020)
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El concepto de microencapsulacion fue desarrollado principalmente por el sector industrial
farmacéutico, cuyo objetivo es controlar y/o modificar la liberacién de sustancias. En gran
cantidad de informes e investigaciones ha incrementado el interés en esta técnica con respecto
a la incorporacion de extractos bioactivos con fines de mejorar aspectos de salud de la
poblacion. La encapsulacion ofrece una posibilidad prometedora para estabilizar compuestos
bioactivos y controlar su liberacion. Aungue existen técnicas eficientes y emergentes, la
microencapsulacion sigue siendo un desafio en la industria alimentaria (Tarone et al., 2020).
En el proceso de microencapsulacion, se forma una estructura multicomponente que es capaz
de retener sustancias sélidas, liquidas o gaseosas como material central activo en un polimero
como material pared o de soporte (Mohammadalinejhad & Kurek, 2021). Los productos
obtenidos mediante este proceso son de diferentes tamafios desde 1 a 1000 pm. Las
morfologias generadas a través de la microencapsulacion también son diversas, incluidas
microesferas, microcapsulas y microparticulas (Figura 6). En las microesferas, el material
nacleo esta disperso en la matriz y en la superficie, a diferencia de las microcapsulas. Las
microcapsulas pueden ser mononucleares o polinucleares, en el primero, un solo compuesto
activo esta recubierto, mientras que el segundo consta de dos 0 mas nucleos. EI material pared
con el que se recubre el ingrediente activo pude ser de una o varias capas. En cuanto a las
microparticulas, pueden tener una forma irregular. La formacion especifica de estas
estructuras depende de la eleccion de los materiales del nicleo y de la pared, asi como de las
tecnologias de proceso elegidas para su produccion (Fang y Bhandari, 2010). La Figura 6
muestra la cadena logica, a partir de la eleccion de bioactivos, materiales y el proceso de
microencapsulacion hasta el final de los puntos cruciales en cada etapa (Dias et al., 2015)

Hasta ahora, se han investigado con éxito multiples estrategias para la microencapsulacion
de antocianinas (Tabla 7), donde los métodos mas empleados son: 1) métodos fisicos, como
secado por aspersion, liofilizacion (secado por congelacion) y electropulverizacion; 2) los
métodos quimicos, como la formacion de complejos de inclusién; y 3) métodos
fisicoquimicos, como liposomas, emulsificacion, coacervacion y gelificacién idnica (Tyagi
etal., 2011).
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En general, las caracteristicas e interaccion entre material nacleo y material pared, el tamafo
de particula esperado, las propiedades de liberacion, escalabilidad industrial y el costo de
proceso son factores que contribuyen a la seleccion adecuada de la técnica. Se ha utilizado
una amplia gama de biopolimeros, como proteinas, polisacaridos y lipidos, como materiales

pared de las antocianinas, independientemente de la técnica (Mahdavi et al., 2014).

(B) (G (@ (E)

Figura 5. Esquema de varias morfologias de microencapsulacion. A) microesfera, b)
microcéapsula monocapa mononuclear, C) microcapsula multicapa mononuclear, C)
microcapsula multicapa multinicleo E) microparticula

Compuestos Material Microparticulas
Bioactivos Pared (Microesferas y Matriz
; microcapsulas) . .
Tecnologia de .y alimentaria
i ., Aplicacion
icroencapsulacion
‘ Vv UV
: RN
*+ Propiedades .
quimicas y * Materiales seguros *  FHficiencia de Encapsulacion ) .
biolégicas « Preferiblemente « Control de liberacidn Propiedades funcionales
+ Estabilidad solubles en agua . Capac@ad de rehidratacion

Liberacion intestinal
especifica

—

. _"
|
Biodisponibilidad

Figura 6. Cadena l6gica de encapsulacion (Dias, et al, 2015)
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Tabla 1. Descripcion general de las ventajas, desventajas y parametros de variables de métodos de microencapsulacion de antocianinas

Metodo Ventajas

Desventajas

Parametros Referencia

Fisicos
Répido, versétil, rentable,
alta EE,
estabilidad

Secado por aspersion
retencion,

almacenamiento

Liofilizacion Utiliza bajas temperaturas

Electropulverizacion Método rentable de un solo

paso, adecuado para

compuestos sensibles al

Particulas no uniformes,

degradacion y pérdida

de de producto

de

procesamiento y alto

Largo  tiempo

costo y energia. Baja

estabilidad y
sensibilidad de
oxidacién

Lento, requiere mucho
tiempo y produce un

bajo rendimiento de

Parametros operativos: Flujo (Drosou et al., 2017)
de alimentacion, temperatura

de entrada y salida de aire.

Propiedades de material:
tipo, concentracion,

viscosidad (material pared),

relaciébn material nucleo y

pared

(Fang & Bhandari,

2012)

Tiempo y presion de secado

Parametros operativos: (Rostami et al., 2019)

caudal, potencial eléctrico
entre

aplicado, distancia
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Quimicos
Complejos

inclusion

Fisicoquimicos

de

calor, produce particulas
con alta relacion
superficie-volumen,

liberacion controlada,

funcionalidad mejorada

Preserva las antocianinas
de las reacciones de
polimerizacion, oxidacion
y degradacion.
Proporciona  estabilidad
térmica y propiedades de

liberacién controlada.

encapsulacion,

dificilmente repetible

La baja solubilidad de B-
CD en agua conduce a la
precipitacion o a una
solucion viscosa en altas

concentraciones.

punta de boquilla vy

recolector
Propiedades intrinsecas:
tension superficial,

viscosidad, concentracion,
peso molecular del polimero,
conductividad eléctrica

Condiciones  ambientales:

humedad y temperatura

Temperatura de inclusion,
solvente,  estructura y
polaridad de las moléculas
huésped y la cavidad del
huésped

(Mohammadalinejhad

& Kurek, 2021)
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Emulsiones de Respetuoso con el medio

Pickering

Liposomas

Gelificacion iénica

ambiente y no necesita

tensioactivos. Mayor
estabilidad de
coalescencia, fuerte

proteccion, estabilidad de
almacenamiento y

liberacion personalizada.

Mayor  adsorcion vy
biodisponibilidad. No

toXico y no inmunogénico.

Bajo costo y no requiere
equipo especializado, altas
temperaturas y solventes

organicos

Industrializacion

Baja EE. Oxidacion de
lipidos, mala estabilidad
fisicogquimica y amplia
distribucion de tamafio
de particulas. Se
requiere un paso de
posprocesamiento.

Liberacion rapida
cuando se encapsulan
materiales hidrofilicos o

de bajo peso molecular.

Humedad de particula. La (Albertetal., 2019)
fase oleosa y la relacion

entre fases. Concentracion

de particulas y cobertura

superficial. Carga de

particulas, concentracion de

sales y pH, Método de

preparacion de emulsién y

temperatura

Fuente y concentracion de (Sharif et al., 2020)

fosfolipidos. pH, buffer

Concentracion de la solucion  (de Moura et al., 2019)
de polielectrolito y material
de pared. Tiempo de

reaccion y agitacion.
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Coacervacion

Alta capacidad de carga,

requisitos de
funcionamiento a baja
temperatura, reduccion de
las pérdidas por
evaporacion de
compuestos volatiles vy

degradacion térmica.
Liberacion personalizada

de compuestos activos.

Las particulas
producidas son muy
sensibles al pH y la
fuerza iénica.
Aglomeracién de
Control de particulas y
tamarfio de particulas.
Complejidad del

método.

Relacion material ndcleo-
pared.
Parametros de

procesamiento: método de
preparacion de la emulsion,
temperatura del medio, pH'y
fuerza idnica, métodos de

entrecruzamiento y secado.

Propiedades del material:
composicion quimica,
concentracion, pesos

moleculares de los polimeros

y relacion en peso.

(Timilsena et
2019)

al.,
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2.2.1 Secado por aspersion

El secado por aspersion es uno de los métodos de microencapsulacion mas antiguos y
comunes de la industria, alrededor del 80 al 90% de las antocianinas se han encapsulado con
éxito a través de esta técnica (Samborska et al., 2021). Es una técnica de encapsulacion
relacionada con la atomizacion de un liquido en un polvo seco por medio de un inyector que
incluye una corriente de gas de secado caliente (Rattes & Oliveira, 2007) (Figura 7). Consta
de tres etapas: 1. Homogenizacion del liquido de alimentacion por un atomizador 2. Secado
de la solucion de alimentacion por un portador de gas caliente para lograr la evaporacién del
solvente. 3. Recoleccion de particulas secas por un filtro (Schafroth et al., 2012). Esta técnica
se caracteriza por ser répida, versatil, rentable, facil de escalar a nivel industrial;
especificamente es capaz de tener una alta retencion y estabilidad de antocianinas
(Mohammadalinejhad & Kurek, 2021).
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Figura 7. Diagrama del funcionamiento del secador por aspersion (BUCHI B-290, 2019)
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Las propiedades del microencapsulado dependen de los parametros de la técnica: flujo de la
solucidn de alimentacion, temperatura de entrada de aire y el tipo, concentracion y viscosidad
del material pared (Janiszewska-Turak, 2017). La capacidad de carga de las microcépsulas
se estima utilizando la eficiencia de encapsulacion (EE). La temperatura es el principal factor
que puede afectar la EE; hay una correlacion entre las altas temperaturas de secado y la
disminucion de la adherencia del polvo en la cdmara de secado, lo que resulta en el
incremento de la EE. Las altas temperaturas facilitan, ademas, la velocidad de secado y la
formacion de una cobertura, restringiendo la difusion de calor en la gota y lixiviacion de
antocianinas (Das et al., 2019). Sousa et al. (2015) concluyeron que las altas temperaturas
del aire, combinadas con una alta concentracion de sélidos en la solucion, dan como resultado
una alta EE y conserva mejor las caracteristicas estructurales de las antocianinas. En el
estudio de Laokuldilok et al. (2015), las antocianinas fueron encapsuladas a diferentes
temperaturas de entrada de aire (140, 140 y 160 °C), observaron que a medida que aumentaba
la temperatura de entrada de aire, la EE aumentd aproximadamente 64% a 140 °C hasta 82%
a 180 °C; sin embargo, disminuy0 el contenido total, superficial y actividad antioxidante de
las antocianinas; eso quiere decir que a pesar de los beneficios que otorgan las elevadas
temperaturas durante el secado, este podria perjudicar la actividad bioldgica de las

antocianinas.

Tanto la temperatura de entrada como de salida estan relacionadas con el mantenimiento de
la estructura de las antocianinas, debido a su sensibilidad a la temperatura (Pordevic¢ et al.,
2015). Una temperatura de entrada elevada expone las particulas a una temperatura de salida
mayor. En contraste, las temperaturas de salida reducidas prolongan el tiempo de secado,
creando un efecto combinado de temperatura y tiempo que impacta directamente en la

pérdida de las antocianinas (Righi da Rosa et al., 2019).

La EE de las antocianinas obtenidas mediante secado por aspersion puede verse afectada por
la relacion de la concentracion del compuesto y el material pared. Diversos estudios han
adoptado una relacion nicleo-pared alrededor del 25% para obtener una EE mayor (Akhavan
Mahdavi et al., 2016; Fang et al., 2020; Pieczykolan & Kurek, 2019). En cambio, Ortiz-
Basurto (2017), informaron que la relacion ndcleo-pared con una relacion 1:6 dio como
resultado una mayor EE (52 a 60%) en comparacion con la relacion 1:4 (25 a 43%) y 1:5 (35
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a 52%); este hallazgo podria estar asociado con mayores proporciones de material pared-
nacleo, reduce la difusion de las particulas de antocianinas a través del material pared,
ocasionando fugas durante el proceso de secado (Drosou et al., 2017). Se ha demostrado que
a medida que aumenta la concentracion de sélidos, aumenta la viscosidad del material pared,
este fenomeno influye en el proceso de atomizacion y ocasiona la produccién de particulas
grandes y alargadas, afectando la velocidad de secado (Gharsallaoui et al., 2007). Ademas,
las altas temperatura de entrada de aire, favorece la formacion de grietas en la superficie

facilitando la difusion de antocianinas desde el nucleo a la pared (Das et al., 2019).

La eleccion del material pared es de suma importancia para obtener un sistema con una buena
EE; este material debe cumplir con los siguientes criterios: solubilidad aceptable, baja
viscosidad a altas concentraciones, propiedades emulsionantes y capacidad de formacion de
peliculas (Gharsallaoui et al., 2007). Los materiales pared que cumplen estos requisitos Y,
por lo tanto, son adecuados para la microencapsulacion mediante secado por aspersion
incluyen: a) Polisacaridos: almidon, quitosano, pectina, gomas naturales, mucilagos, celulosa
y derivados, y b) Proteinas de origen animal y vegetal: proteina de suero, caseinato, gelatina

y proteina de soya.

Generalmente, los polisacéaridos son mas afines a la microencapsulacion de antocianinas que
las proteinas; debido a la que los polisacaridos presentan una alta capacidad de retencién,
baja viscosidad, excelente solubilidad y propiedades emulsionantes (Sharif et al., 2020).
Como el almidon que gracias a su estructura quimica, espesor, el tamafio de poros e
integridad de la superficie, permiten tener un microencapsulado con propiedades suficientes
de retencion, estabilidad y control de liberacion que requieren las antocianinas (I Ré, 1998).

2.2.2 Material pared: Almidén nativo

El almidén es un biopolimero renovable ampliamente distribuido en la naturaleza con una
gran diversidad de aplicaciones industriales, y es una buena opcion como material pared de
compuestos bioactivos. Representan la reserva de energia de la naturaleza; los granulos de
almidon pueden aislarse de diversas fuentes botanicas como raices, tubérculos, tallos, hojas,
semillas, frutos y polen. Se presentan en diversas formas: esferas, elipsoides, poligonos,

plaquetas y tubulos irregulares; con dimensiones de 0.5 a 175 nm. Su uso Se basa en su alta
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disponibilidad, bajo costo, funciones de retencién de agua, alta o baja viscosidad y la
posibilidad de modificacion (mediante métodos fisicos, quimicos o enziméticos) para
mejorar o cambiar su funcionalidad y producir sistemas con mayor rendimiento.
(Rezvankhah et al., 2020).

La estructura casi cristalina de los granulos de almidon nativo hace que sean insolubles en
agua en condiciones normales de temperatura y les aporta resistencia relativa a las
carbohidrasas (que no son a-amilasa y glucoamilasa), a menos que los granulos se hinchen.
La microencapsulacion con almidén nativo generalmente se realiza mediante secado por
aspersion, donde la solucién se alimenta a un secador junto con la dispersion del almidén;

con este método, la estructura granular permanece casi intacta (Gonzalez-Soto et al., 2011).

Las caracteristicas que deben tomarse en cuenta en un sistema de microencapsulacion a base
de almidon nativo son: el tamafio, el area de superficie especifica, el patron de cristalinidad,
la relacion amilosa-amilopectina, asi como el peso molecular (Wronkowska et al., 2008).
En primer lugar, referente al tamafio de granulo, Zhao & Whistler (1994) reportaron que hay
correlacion entre la mejor estructura y formacion de agregados esféricos, con un menor
tamafio de granulo de almiddn para microencapsular ciertos saborizantes. En relacion con el
peso molecular, Tari et al. (2003), concluyeron que la estabilidad del microencapsulado de
vainillina presentd una correlacion con almidones de alto peso molecular, coincidiendo que
fueron los granulos de menor tamario.

Se ha sugerido que la relacion de amilosa-amilopectina 25:75 se asocia con la alta eficiencia
de encapsulacion, con un contenido menor al 20% de agua, mayor estabilidad y una velocidad
de liberacion mas rapida (Magallanes-Cruz et al., 2017; Schirmer et al., 2013); el mayor
contenido de amilopectina ofrece mayor capacidad de retencion y mejor proteccion, efecto
atribuible a la estructura ramificada de amilopectina. En contraste a ello un mayor contenido
de amilosa puede ser ventajoso para la microencapsulacion de compuestos de acidos grasos,
debido a la capacidad de formar complejos con moléculas pequefias ya que las hélices de
amilosa tienen una superficie exterior hidréfila y un canal helicoidal hidrofobo donde se
pueden acomodar los materiales (Du et al., 2014). Aunque los sistemas con mayor
concentracion de amilosa presentan un comportamiento de liberacion inaceptablemente
lenta,(Keatkrai et al., 2017; Tari & Singhal, 2002; Wing et al., 1988).

40



En relacion al patron de cristalinidad, el almidén con morfologia tipo B ha reportado
capacidad para retener material en la disposicion semicristalina del granulo (Johnson &
Mauer, 2019). La formacién de la complejacion en esta disposicién elimina la posibilidad de
reconocimiento enzimatico, disminuyendo asi la digestibilidad e incrementando el contenido
de almiddn resistente (Janaswamy, 2014).

Por ultimo, ademéas de tomar en cuenta las caracteristicas estructurales y morfologicas del
almidon nativo como opcion para microencapsular un compuesto tan susceptible al dafio
como las antocianinas, es importante tomar en cuenta las condiciones del proceso de secado
para obtener la mayor EE, estabilidad y caracteristicas fisicoquimicas; es importante evitar
el proceso a altas temperaturas de entrada de aire; debido a que el calor es una condicion
inadecuada para la encapsulacion; ya que altera la disposicion interna de los granulos, reduce
la capacidad de retencion del material del ndcleo debido a que los granulos estan parcialmente
gelatinizados, ocasionando la filtracion de amilosa en redes y limitando la capacidad de
liberacion (Fredriksson et al., 1998).

2.3 Almidon de malanga

La malanga (Colocasia esculenta) es un cultivo de raices de hierbas perennes
monocotiledoneas que pertenece a la familia Arum o Areceae (Singla et al., 2020). Se
conocen 100 géneros y 1500 especies en el mundo, pero las regiones tropicales y
subtropicales como Alocasia macrorrhiza (taro gigante), Cyrtosperma merkusil (taro gigante
de pantano), Xanthosoma sigittifolium (cocoyam) y Colocasia esculenta (taro) se
caracterizan por su alto contenido energético y de carbohidratos (Kaushal et al., 2015; Zhu,
2016).

Se considera el quinto cultivo de raiz mas extenso del mundo debido a sus valores
multipropdsito en aspectos alimentarios y medicinales (Miyasaka et al., 2019). Es un
ingrediente activo de varios alimentos y de aplicaciones farmacéuticos, por lo que justifica
su idoneidad comercial. En el mundo se cultivan 10.6 millones de toneladas de taro en
aproximadamente 1.6 millones de hectareas con una productividad promedio de 6.4 toneladas
por hectarea (FAO, 2018). Es uno de los principales cultivos en regiones tropicales y
subtropicales del mundo, incluyendo Africa, Asia, América Central, América del Sur y el

Caribe y las islas de Polinesia; en México (Rodriguez-Miranda et al., 2011). ElI mercado
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mundial de almiddn nativo alcanzé un volumen de 88.2 millones de toneladas en 2018 y se
espera que alcance los 98.2 millones de toneladas para el 2024 (IMARC, 2019). Entre los
diferentes almidones de tubérculos y raices, los aroides tienen funciones unicas, lo que

sugiere que el taro tiene potencial como fuente alternativa de almidon.

2.3.1 Caracteristicas

Los cormos de taro son ricos en almidon, que puede representar mas del 85% de la materia
seca total (Agama-Acevedo et al., 2011; Lebot et al., 2011). En comparacion con otras raices
tropicales como la batata, el almidon de taro tiene un alto contenido de cenizas (0.85%),
proteina (5.6%) y fdésforo (0.40%), pero un bajo contenido de lipidos (0.283%) (3). El bajo
contenido de amilosa, su alta capacidad de hinchamiento, su buena estabilidad de retencion
de agua y aceite y otras caracteristicas funcionales en el almiddn de taro lo convierten en una
opcidn exitosa con una gran perspectiva para su uso en el sector de procesamiento de
alimentos. Su pequefio tamafio granular (1-5 pum de didmetro) con mayor digestibilidad
sugiere su viabilidad avanzada en el disefio de alimentos funcionales (Sukhija et al., 2016;
Xiaoxuan Wang et al., 2018). Hoy en dia, estd incrementando el interés de diversas
aplicaciones alimentarias y no alimentarias de los almidones que se atribuyen a su bajo costo,

facil disponibilidad, biodegradabilidad y comportamiento neutral (Singla et al., 2020).

El estudio metddico evidencié el contenido de almidon del 56 a 85% (base seca) de 315
genotipos de Colocasia esculenta lo que demuestra que es una fuente rica de almidon (Lebot
et al., 2011). Hoyos-Leyva et al. (2018) informd un nivel del 83% de almidon aislado (base
seca) con una pureza del 75 al 95%. Existen estrategias enzimaticas y convencionales para
el aislamiento de almidon de cormos, lo que afecta su rendimiento y propiedades funcionales
(Sit, Deka, et al., 2014; Sit, Misra, et al., 2014). El rendimiento méaximo obtenido por métodos
convencionales como el hdmedo, centrifugacion es del 7 al 18.6% (base himeda)
dependiendo de la fuente botanica, factores geneticos, variedad, etapa de cosecha, tamafio
granular y método de aislamiento (Falade & Okafor, 2013). El rendimiento de la Colocasia
esculenta fue del 10 al 18.6% en base humeda.

El tubérculo de malanga esta compuesto por una cantidad de macro y microconstituyentes

como vitaminas, proteinas, lipidos y minerales (Ahmed & Khan, 2013; Martins et al., 2020)
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segun la especie y la composicion quimica. El contenido de amilosa, proteinas, lipidos,
cenizas y fosforo varia de 13 al 29 % almidon, 65 a 83% de humedad y del 2 a 3 % de otros
compuestos menores como vitaminas y minerales (Karmakar et al., 2014); el almidon de taro
se considera un cultivo con alto contenido de almiddn en comparacion con la papa, la batata,

mandioca; aunado a su 96.6% de pureza (Hazarika & Sit, 2016).

2.3.2 Contenido de amilosa y amilopectina

La proporcion de amilosa es el factor determinante de los atributos de calidad de almidon de
taro. Investigaciones han revelado que la amilosa en el almidon nativo (17.1%) es casi similar
al almidon de yuca, pero menor que el almidon nativo de papa (26.4%) vy el de frijol (35.6%).
El contenido de amilosa que 315 genotipos de almiddn de taro esté en el rango de 10 a 49%
mediante el uso de una combinacion de colorimetria de unién de yodo y espectroscopia
(Lebot et al., 2009; Lebot et al., 2011). Hazarika y Sit (2016) informaron que la amilosa
extraida de taro nativo (21.65%) fue mayor que la del modificado (17%) debido a la
liberacion de amilosa durante las horas de modificacion. El tratamiento de microondas
favorece el aumento de amilosa del 13 al 20%, en el que la rede de almidon altamente
energizada rompe las cadenas complejas de amilopectina a cadenas de amilosa lineal;
mientras que la modificacion dual por microondas y otros tratamientos térmicos funcionan
de manera opuesta y reducen la proporcion de amilosa a partir de la reasociacion en las

cadenas de amilopectina de las cadenas de amilosa lineales (Deka & Sit, 2016).

El almidon nativo existe como componente D-glucosa, es decir, la amilosa y la amilopectina
se unen a través de enlaces inter-intramoleculares hidrofobicos por puentes de hidrégeno.
Estas interacciones duales de masa polimerizada las convierten en particulas insolubles en
agua (Santana & Meireles, 2014). El almidon de taro se compone de 4/5 (80%) y 1/5 (20%)
de amilopectina y amilosa, respectivamente; la amilopectina compuesta por 22 unidades de
glucosa por molécula, mientras que la amilosa consta de 490 unidades de glucosa por
molécula (Kaushal et al.,, 2015). Esta relacién altera enormemente las propiedades
funcionales del almidén. Usando SEC-HPLC (Cromatografia por exclusion de tamafio), la

determinacion del peso molecular de la amilopectina de 7 variedades de taro se basa en
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rangos significativos (3 a 3.5 10° gmol™) que se encuentra por debajo del almidén de yuca.
El indice de polidispesion (~1.2) del almiddn de taro es casi similar al de la yuca, mientras
que el peso molecular de la amilopectina de 7 genotipos de C. esculenta tiene de 1.5 a 1.6 x
10%"gmol, mas alto que el de yuca con un indice de dispersion similar (Mweta et al., 2010).
Los almidones aroides tienen un peso loar promedio de amilosa (2.5 x10" gmol?) y
amilopectina (5.7 a 13 x10® g mol?). Lo que determina su mayor digestibilidad y
funcionalidad (Hoyos-Leyva et al., 2017). Estructuralmente, la cristalinidad entre las
fracciones de amilopectina unidas a traveés de enlaces de doble hélice es de tipo A que poseen
los almidones de cereales, los almidones de leguminosas exhiben tipo B y el tipo C que se
observa en las leguminosas (Dutta et al., 2015). ElI cromatograma de curva bimodal de
permeacion de la amilopectina del almidon de taro sefiala que el porcentaje alto de
amilopectina se relaciona con las cadenas A, mientras que se encontré que las cadenas B
tenian un porcentaje bajo. Por lo tanto, esta caracteristica también fue descubierta por el

almidon de taro para mostrar un patron de cristalinidad tipo A (Hoyos-Leyva et al., 2017).

Un analisis en profundidad de la disposicion molecular de la amilosa y la amilopectina
destaca sus variaciones regionales que son de suma importancia para revelar una mejor

comprension de sus reformas de aplicacion.

2.3.3 Morfologia

El estudio por microscopia optica y electronica de barrido se consideran técnicas analiticas
para el almidon. Los estudios con MEB brinda detalles de las variaciones en curso durante y
después de horas de procesamiento de particulas de almidén. Las particulas de almidén de
taro se encuentran en un catalogo de formas y tamafios amplio dependiendo de los
tratamientos a los que fueron sometidos (Singla et al., 2020). El patrén molecular de los
granulos de almidon revisados mediante cristalografia de rayos X; representan moléculas de
amilopectina y amilosa con arreglos cristalinos y amorfos, respectivamente. Segu la
caracteristica de difraccion de rayos X, la mayoria de los cereales, tubérculos/raices y
almidones ricos en amilosa son de tipo A y B, respectivamente, mientras que el tipo C se
encontrd en la mayoria de las leguminosas y almidones de cereales cultivados en situaciones

especificas. Segun el polimorfismo granular el tipo A presenta picos Unicos a 15° y 13°, un
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pico binario a 17-18° y al menos a 20°, mientras que el tipo B posee un picoa5.3°y 17°y
un pico pequefio a 14°,23° y 26° que es casi similar a los cereales (Zeng et al., 2014).
Mukururubia et al. (2017) describi6é que el almidon de taro presentd el pico 20= 15°y 23°.
Doble pico en 17°-18°. En diversas investigaciones se ha demostrado que no hay
modificacion en las regiones cristalinas y amorfas debido a las modificaciones fisicas o

quimicas del almidén de malanga.

2.3.4 Caracteristicas fisicoquimicas

Los parametros de calidad del almidon de taro estan relacionados con la gelatinizacion,
retrogradacion, hinchamiento, solubilidad, pegajosidad, propiedades térmicas y de
congelacion-descongelacion (Mukurumbira et al., 2017). EI comportamiento variable en el
poder de hinchamiento y el grado de solubilidad en los almidones se debe a las variaciones
en las interacciones entre las moléculas de agua y almidén con el calentamiento por pérdida
de birrefringencia que eleva simultaneamente el indice de hinchamiento del almiddn
(Madruga et al., 2014). El hinchamiento en los almidones generalmente viaja de la region
amorfa al area cristalina y termina ahi. En consecuencia, la solubilidad esta relacionada con
el indice de hinchamiento debido a la lixiviacién de la amilosa extraida que se separa y
dispersa (Rafiq et al., 2015). Segun Wang et al. (2018) el almidén de malanga exhibié un
valor de 9.82 g/G de poder de hinchamiento y 18.33% para el indice de solubilidad que es
bastante adaptable en comparacion con otras fuentes de almidon. Falade y Okafer (2013)
informaron que la propiedad de hinchamiento y solubilidad de C. esculenta tenia un valor
mas bajo que X. sagittifolium.

La gelatinizacion generalmente hace desaparecer la estructura cristalina de doble hélice de la
amilopectina altamente ramificada, por lo que es una forma de impartir estabilidad en la
fraccion cristalina del almiddn y se revela a través de su rango de entalpia (Xiaoxuan Wang
et al., 2018). Wang et al. (2018) reportaron en un estudio comparativo sobre las propiedades
de diversas fuentes de almidon como el de taro, yuca, arrurruz, fiame, frijol; que el almidon
de malanga tenia una temperatura de gelatinizacion mas alta que oscil6 de 77 °Cy 92 °C y
una entalpia comparable alrededor de 12.48 J/g en comparacién con otros cultivos, lo que

significa que este almidén tiene un mayor grado de estabilidad con defectos estructurales
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minimos (Sukhija et al., 2016). Otra investigacion obtuvo resultados similares de entalpia
(14-16 J/g) para almiddn de taro; la C. esculenta ejemplificé una alta estabilidad de
congelacion-descongelacion debido al contenido de amilosa y la relacidn de cadena unitaria
de amilopectina (Srichuwong et al., 2012). Sit et (2014) mostro6 que los almidones de malanga
tratados enzimaticamente y con ultrasénido tenian una mejor estabilidad de congelacion-
descongelacion y menor sinéresis en comparacién de almidon nativo; sin embargo, la

combinacién de ambos tratamientos redujo la estabilidad.

Las propiedades de pasta se emplean para determinar las respuestas del almidon que se
somete a ciclos variables de calentamiento y enfriamiento que influyen en gran medida en su
patron estructural. La consideracion de esta propiedad es la principal caracteristica funcional
del almidon, utilizado en los alimentos como agente espesante y aglutinante (Xiaoxuan Wang
et al., 2018). Martin analizo el potencial de pegajosidad del almidén de taro obteniendo en
su punto méaximo (83.3 °C). Diversos estudios han informado que las propiedades de pasta 'y
viscosidad reducidas pueden verse acetadas por la pérdida de amilosa y el contenido de
lipidos (Andrade, 2017).

La capacidad de absorcion de aceite es un medio para detectar la capacidad emulsionante de
los almidones. Ertop et al. (2019) descubri6 que el taro es un hidrocoloide adecuado debido
a su 6ptima capacidad de absorcion de agua y aceite; por lo tanto, puede actuar como un buen
agente aglutinante. La variacion entre la capacidad de absorcion de aceite en el almidon de
taro vario dentro del rango de 25% a 33% (Falade & Okafor, 2013). Hoyos-Leyva et al.
(2018) encontr6 que la capacidad de absorcion de aceite del almidon nativo era
significativamente mayor que la del almidon poroso modificado producido por modificacion
enzimaética.

Arinola (2019) evidenci6 que la variedad blanca del almidén de cocoyam obtuvo un valor
significativamente mayor de absorcion de aceite que la variedad roja (1,2 ml/g y 1.00 mi/g,
respectivamente) debido a la diferencia en su densidad de residuos lipofilicos junto con la
cadena hidrocarbonada de los lipidos. Esta capacidad de las variedades de cocoyam vario
significativamente en valores de 21% a 36% dependiendo del grado de desintegracion del
almidén en su forma nativa (Falade & Okafor, 2013). La capacidad de absorcion de agua de

las variedades de almidon de taro fue considerablemente més baja que la del almiddn de yuca
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y similar al de almidon de maiz debido a la diferencia entre la estructura molecular de los
granulos de almidon (36). Himeda et al. (2012) reportaron que con el progreso de indice de
madurez en el almidon también aumenta la capacidad de absorcion de agua, Sin embargo,
Arinola (2019) investigo que la capacidad de absorcion de agua del almidén en su forma

modificada fue mucho mayor.

2.3.5 Evidencia del almidon nativo de malanga como material pared

La utilizacion de almidon de malanga como material pared ha resultado sumamente
interesante debido a que la fraccion y posiblemente la naturaleza de las proteinas conduce a
la formacidn y estabilizacién de agregados esféricos. Hoyos-Leyva y colaboradores en 2018
informd que este almidon tiene la capacidad de formar agregados sin aditivos de origen
proteico, de hecho, la malanga contiene un alto contenido de proteinas (5-7%) que es

suficiente para unir granulados de almidén, dentro de una configuracion esférica.

Zhao (1994) fue pionero en la utilizacion de almidon dentro de sistemas de
microencapsulacion, se propuso la utilizacion de granulos pequefios de almidén como
material pared de agregados esféricos como portadores de saborizantes; con la necesidad de
incorporar agentes aglutinantes de origen proteico, polisacéaridos e incluso gelatinas para
poder incrementar la cohesion del material pared con el compuesto activo. Esta investigacion
sirvid de base para poder proponer un modelo de agregados esféricos a base de almidén para
retener compuestos aromaticos, los almidones propuestos fueron almidones de granulos
pequefios: amaranto, quinua, arroz y malanga; la conclusién de la propuesta de este modelo
fue que existe una correlacién negativa de amilosa con el grado de retencién del material
pared con los compuestos aromaticos como la vainillina, aunado al origen del almidén, a las
caracteristicas morfolégicas, estructurales y a la concentracion del agente aglutinante (Tari
et al., 2003).

Para el afo 2007 se reporto la utilizacion de almidon de malanga modificado en la
microencapsulacion de aceite de naranja, como resultado se obtuvo una retencion del 53%
en almidon fosfatado y del 81% en almidon succinatado con una eficiencia del 96% (Debet
& Gidley, 2007). En 2018 Hoyos-Leyva y colaboradores reportaron su utilizacion en forma

nativa para la encapsulacion de acido ascorbico con base en los reportes del alto contenido
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proteico de la malanga en estudios previos, con el fundamento de prescindir de agentes
aglutinantes en almidones de granulos pequefios; obtuvo un sistema con un tamafio promedio
de 14.5 pm, una retencidn total de 99% y una eficiencia del 20.9%, con baja energia de
activacion para interferir con otros alimentos durante la ingesta. La razon de la baja retencién
podria deberse a las altas temperaturas durante el proceso de secado que llegaron hasta los
170 °C, lo que modifico el patron de cristalinidad del almidon y modifica la estructura del
mismo (Hoyos-Leyva et al., 2018).

En el afio 2019 se propone la microencapsulacion de materiales hidréfobos como el aceite de
almendra, el cual obtuvo una eficiencia de encapsulacion total del 56%, que comparado con
otros materiales a base de almidén modificado con proteina fue del 50 hasta el 55%. El
sistema obtuvo ademas una eficiencia efectiva del 37.5% dentro de las cavidades internas y
brindd una mayor proteccion oxidativa. (Hoyos-Leyva et al., 2019). En relacion a la
microencapsulacion de compuestos bioactivos de origen microbiano (Lactobacillus
paracasei), se comparé este material pared con almidon de arroz, lo que obtuvo fueron
granulos pequefios con una mejor formacion de agregados esféricos y mayor retencion en las

cavidades internas (Alfaro-Galarza et al., 2020).

La caracterizacion de este almiddn se ha centralizado en los procesos de secado por aspersion
y el efecto de la adicidn de agentes aglutinantes a diferentes concentraciones, sin embargo,
otras caracteristicas como la temperatura de cristalizacién, la estabilidad bajo el agua y las
condiciones de agitacion siguen siendo poco exploradas. Estas caracteristicas podrian
proporcionar informacion para evaluar el potencial de los agregados de almidén de malanga

para obtener un material de pared estable y que proporcione una mayor proteccion al nucleo.

De acuerdo con la investigacion de Hoyos-Leyva et al. (2018) la estabilidad de agregados
esféricos de malanga en agua en condiciones de agitacion es baja, lo que indica que estas
estructuras no serian adecuadas para encapsular biocompuestos destinado a la adicion en
liquidos (jugos, bebidas). Finalmente concluyeron que los agregados de malanga podrian
usarse como material de pared, basandose en la temperatura de cristalizacion y el potencial
electrocinético que pueden ser dos propiedades que explican la agregacién de compuestos
hidrosolubles (Hoyos-Leyva et al., 2018). Estas investigaciones sustentan como las
caracteristicas morfoldgicas y estructurales, le aportan las suficientes cualidades para formar
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un sistema estable, con suficiente grado de cohesidn y control de liberacion de compuestos

bioactivos.
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JUSTIFICACION

La DM2 y sus complicaciones representan un grave problema de salud publica, que va en
incremento con 336 millones de personas diagnosticadas en 2019 y contribuyendo a la
mortalidad de 5 millones de adultos en el 2015; México sigue la tendencia al incremento de
la prevalencia con un total del 10.3%, mientras que en el estado de Hidalgo la prevalencia
sobrepasa la media nacional con 12.8%. Especificamente de los casos diagnosticados mas
del 80% sigue algun tratamiento farmacoldgico; sin embargo, est4 bien documentado como
el esquema tradicional para el tratamiento trae consigo las secuelas y efectos secundarios de
la ingesta de farmacos; razon por la cual, se han incorporado nuevos tratamientos
coadyuvantes como la ingesta de extractos y compuestos de origen natural con efecto
antihiperglucemiante.

El efecto de compuestos fendlicos con actividad antioxidante, especificamente de
antocianinas, han demostrado beneficios en la accion de las células B en el pancreas;
activacion de transportadores y receptores de insulina en higado, tejido muscular, tejido
adiposo, asi como en la inhibicion de enzimas digestivas de hidratos de carbono;
disminuyendo episodios de hiperglucemia desde las primeras hasta las ultimas etapas de la
enfermedad. Sin embargo, a pesar de sus efectos positivos, las antocianinas son sumamente
vulnerables al dafio, por lo que requiere un vehiculo que permita mantener su actividad
funcional, como lo es la técnica de microencapsulacion mediante secado por aspersién, en
donde la eleccién del material pared es de gran importancia para poder obtener un sistema
estable y con la suficiente bioaccesibilidad para mantener la actividad funcional necesario,
es por ello que se propone utilizar almidon de malanga es su forma nativa, el cual presenta
las caracteristicas morfoldgicas, estructurales y fisicoquimicas adecuadas para la
encapsulacién de antocianinas, a través de la optimizacién del procedimiento con un disefio
experimental compuesto rotable que permite controlar y determinar el efecto de factores de
control el proceso, para obtener el mejor encapsulado.

La informacion generada en el presente trabajo pretende presentar una alternativa para
microencapsular antocianinas usando almidén de malanga, el cual permite una mayor

proteccidn, estabilidad y control de liberacién a nivel intestinal.
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OBJETIVOS

41  Objetivo General

Optimizar el proceso de encapsulacién de antocianinas (extracto de papa morada) con
almidon de malanga mediante el método de superficie de respuesta (MSR), con un disefio

central compuesto rotable (DCCR).

4.2  Objetivos especificos

1. Aislar y caracterizar el almidon nativo de malanga.
2. Evaluar el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante del extracto

de antocianinas de papa morada.

3. Optimizacion del proceso de microencapsulacion de las antocianinas de papa morada,
por medio del MSR, utilizando un DCR
4. Obtener el microencapsulado optimizado evaluando las mejores condiciones de

secado por aspersion

5. Caracterizar morfoldgica y fisicoquimicamente el microencapsulado optimizado
6. Evaluar la bioaccesibilidad, inhibicion enzimética del microencapsulado optimizado.
7. Proyeccién virtual de la funcionalidad del microencapsulado optimizado mediante un

modelo in silico
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MATERIAL Y METODOS

La estrategia de trabajo se detalla en la Figura 8 donde se puede observar que el estudio se
divide en 3 partes comenzando por la obtencion, caracterizacion del almidon vy
caracterizacion del extracto de antocianinas (Figura 8A); la segunda fase consiste en la
encapsulacion mediante de secado por aspersion, a través del proceso de optimizacién con
un disefio de experimento compuesto rotable incluye la caracterizacion morfoldgica,
estructural, fisicoquimica, eficiencia de encapsulacion, estabilidad (Figura 8B); finalmente,
la tercera fase consiste en la evaluacion de la bioaccesibilidad en un modelo in vitro,

inhibicidn enzimatica y proyeccion virtual en un modelo in silico (Figura 8C)

51 Materiales
El almiddon de malanga se adquiri6 de la region de Actopan, Veracruz, Meéxico. Las

antocianinas se adquirieron de manera comercial bajo el pedido de la marca FARBE Naturals

de México
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5.2  Aislamiento del almidon y evaluacion de pureza (Fase I)

5.2.1 Obtencion del almidon

Para la obtencion del almidon se empled la metodologia propuesta por Flores-Gorosquera et
al, (2004). El tubérculo fue lavado y pelado para eliminar la cascara, se cortd en trozos de 5
a 6 cm?®. Posteriormente se molié en licuadora tipo industrial (international, Mod.Li 122,
México), a velocidad baja durante 2 min. EI homogenizado se tamiz6 consecutivamente en
malla de 40 U.S (425 pum) y 100 U.S (250 um) hasta que el agua del lavado fue clara.
Posteriormente los sedimentos de la malla 100 se centrifugaron a 2800 rpm por 8 min. Los
solidos fueron secados en un horno (Luzeren, DHG9240A) a 40 °C por 24 h. Finalmente, el
almidon obtenido se pasé a través de una malla No. 100 y se almacend a temperatura

ambiente para su posterior uso (Flores-Gorosquera et al., 2004)

5.2.2 Pureza del almidon

Para evaluar la pureza del almidén, se calculd el contenido de almidon total mediante el
procedimiento del kit Megazyme (Método amiloglucosidasa/ a-amilasa). Se pesaron
aproximadamente 100 mg de almidon (peso seco) en tubos de vidrio con tapa, el cual se
humedeci6 con 0.2 mL de etanol (80 % v/v) y se mezclé con el apoyo de un vortex. Se
agregaron 2 mL de KOH 2M y se agit6 por 20 minutos. Posteriormente se afiadié 8 mL de
buffer de acetato de sodio (pH 3.8) a cada tubo e inmediatamente se agreg6 0.05 mL de a-
amilasa termoestable y 0.05 mL de amiloglucosidasa, se mezcld bien y se incub6 en un bafio
maria a 50 °C durante 30 min. Después se transfirié el liquido a un matraz de 100 mL y se
afor6 con agua destilada, se mezclé y centrifugo una alicuota a 6500 rpm x 10 minutos. Se
transfirié 0.1 mL del sobrenadante a un tubo (por duplicado). Se afiadié 1.5 mL del reactivo
GOPOD a cada tubo (incluyendo controles de glucosa y blanco) y se incubaron a 50 °C por
20 minutos. Para el control de glucosa se agregaron en un tubo: 0.1 mL de D-Glucosa 'y 1.5
mL de GOPOD vy se incubaron a 50 °C por 20 minutos. Para el blanco se afiadieron 0.1 mL
de agua destilada y 1.5 mL de GOPOD y se incubaron a 50 °C por 20 minutos. Por ultimo,

las absorbancias se leyeron a una longitud de onda de 510 nm.
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5.2.3 Amilosa aparente

El contenido de amilosa del almidon se determiné por una modificacion de la metodologia
de Hoover & Ratnayake (2001). El protocolo bésico toma en cuenta la afinidad por el yodo
de laamilosa e implica el desgrasado del almidén, la dispersion en dimetilsulfoxido (DMSO),
la determinacion de la absorbancia a 600 nm del almidén disperso de acuerdo con la
precipitacion de una curva estandar en el rango 0% a 100% de amilosa, utilizando mezcla de
amilosa pura y amilopectina, para calcular el contenido total a partir de dicha curva.

Se tomd una muestra de 20 mg del almiddn y se adicion6 8 mL de DMSO, se mezcl6 durante
20 minutos; posteriormente se llevd a punto de ebullicion a 80 °C durante 15 min. Se dejo
enfriar y se afor6 a 25 mL con agua destilada. Se tomé un mL del almidon preparado y se
adicionaron 40 mL de agua destilada, posteriormente se adicionaron 5 mL de yodo/yoduro
de potasio (I2/Kl), se afor6 a 50 mL con agua; se dejo en repos6 15 min 'y se tomd la lectura
a 600 nm (Hoover & Ratnayake , 2001).

5.2.4 Caracterizacion morfologica del almidon de malanga

5.2.4.1 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para determinar la morfologia de los granulos del almidén se utiliz6 el método reportado por
Paredes-L6opez et al. (1988). La muestra de almidon se espolvoreo sobre una cinta conductora
de cobre de doble adhesion, la cual se fija previamente en un soporte de aluminio del
microscopio electronico de barrido Leo 1525 (LEO Electron Microscopy, Oberkochen,
Germany). La muestra se cubri6 con una capa de carbon de 30 nm. Las muestras se colocaron

en el ionizador de metales JEOL y se recubri6 con una capa de oro.
5.2.5 Caracterizacion estructural del almidén

5.2.5.1 Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR)

Las estructuras quimicas del sistema almidon se caracterizaron por espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FTIR). La medicion se realizé de acuerdo a la metodologia de Han

et al. (2020) con ligeras modificaciones. Los espectros obtenidos se suavizaron y la linea
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base se corrigié automaticamente utilizando ORIGIN 8, con la finalidad de eliminar los
ruidos en el espectro obtenido.

5.2.6 Caracterizacion fisicoquimica del almidon

5.2.6.1 Gelatinizacién

Las propiedades térmicas de los almidones fueron estudiadas usando un calorimetro
diferencial de barrido modelo Q2000 (TA Instruments, New Castle, E.U.A.). Se evaluaron
de acuerdo con el método propuesto por Paredes-Lopez et al. (1994). Se pesaron 2 mg de
muestra (en base seca, minimo tres réplicas) dentro de una charola de aluminio,
posteriormente se le adicionaron 7 pL de agua desionizada. La charola se selld
herméticamente y se dejé equilibrar por espacio de 1 h antes de realizar el analisis. Como
referencia se utilizd una charola vacia. La muestra se someti6 a un programa de calentamiento
en un intervalo de temperatura de 20 a 120 °C y una velocidad de 10 °C/min. La temperatura
de inicio (Ti), la temperatura de gelatinizacién o de pico (Tp), la temperatura final (Tf) y la
diferencia de entalpia (AH) se obtuvieron directamente del analisis realizado con el software

TA Instruments version 4.7.4.

5.2.6.2 Analisis rapido de viscosidad (ARV)

Para determinar el perfil de viscosidad de las dispersiones de almidon, se emple6 la técnica
propuesta por la AACC (2000). Se prepararon suspensiones de almidones al 14 % (p/v) de
solidos totales, 29 g en total se transfirieron al tazén del analizador rapido de viscosidad
(ARV-4 series, Newport Scientific Pty, Ltd, Warriewood, NSW, Australia), el cual se
programé a un ciclo de calentamiento-coccion-enfriamiento, iniciando a 50 °C hasta 90 °C,

a una velocidad de calentamiento de 8 °C/minuto y una velocidad de 160 rpm.
5.2.7 Cuantificacion de compuestos bioactivos

5.2.7.1 Determinacion de compuestos fendlicos

Se determiné de acuerdo con la metodologia propuesta por Waterman (1994) con algunas

modificaciones; en microtubos se colocaron 40 pL de extracto, 960 pL de agua destilada,
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100 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (al 50%) y 300 uL de Na.COs (al 10%) se agito y
mantuvo en oscuridad por 2 h, finalmente se midio la absorbancia a 765 nm. Para determinar
la concentracidn de cada extracto se utilizé una curva estandar de 0 a 500 ppm de acido gélico

(AG) y el resultado se expres6 como mg equivalentes de &cido galico por 100 g de muestra.

5.2.7.2 Determinaciéon de antocianinas monoméricas

La determinacion de antocianinas monoméricas totales se determindé de acuerdo con la
metodologia de Del Carpio Jiménez et al. (2009) con modificaciones, en un microtubo se
colocé 1.125 mL de soluciéon buffer pH 1y en otro, 1.125 mL de solucion buffer pH 4.5, a
cada tubo se le adiciond 125 pL de extracto y se le midi6 la absorbancia a 510 nm (longitud
de onda de mé&xima absorbancia de las antocianinas) y a 700 nm en el espectrofotometro,
usando como blanco el buffer correspondiente.

La absorbancia final (Ar) se calculo con la siguiente ecuacion (Ecuacion 1):

1. AF = (ASZOnm - A7OOnm)pH 1.0 — (ASZOnm - A700nm)pH 4.5

El valor de la absorbancia se sustituyé en la siguiente ecuacién (Ecuacion 2) para obtener la

concentracion de antocianinas:

AxPM=+FD%1000

2. Antocianinas monoméricas (mg/L) = %)

Donde ¢ y PM, corresponden a la absortividad molar y peso molecular de la antocianina que
predomina en la muestra 'y FD es el factor de dilucion (volumen total/volumen de extracto).
Dado que una de las antocianinas predominantes en el extracto es la cianidina-3-glucésido,
se utilizaron su absortividad molar (¢: 26,900) y peso molecular de 449.2 g/mol. El resultado
obtenido se expres6 como miligramos equivalentes de cianidina-3-glucésido en 100 g de

muestra
5.2.8 Actividad antioxidante

5.2.8.1ABTS*

La capacidad de eliminacién de radicales libres de ABTS™ se evalu6 segln Re et al. (1999),

y este radical se obtuvo mediante la reaccion de 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
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sulfénico) (ABTS™) (7 mM) con K2S,0s (2,45 mM) incubado a temperatura ambiente en
oscuridad durante 16 horas. A continuacion, se mezclaron 1050 pL del radical formado con
50 pL del extracto y se hizo reaccionar durante 30 min en la oscuridad. La absorbancia se
midié a 732 nm y los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido ascorbico (mg
AAE/g).

5.2.8.2 DPPH?*

Del mismo modo, la capacidad de eliminacion de radicales libres de DPPH* se determinaron
utilizando 1050 pL del radical estable, 2,2-difenil-1-picrilhidracina (DPPH*), que se hizo
reaccionar con 50 pL de extracto durante 30 min en la oscuridad segtin los métodos de Brand-
Williams et al. (1995). La absorbancia se midi6 a 515 nm y los resultados se expresaron en

mg equivalentes de acido ascérbico (mg AAE/Q).

5.3  Microencapsulacion de antocianinas (Fase I1)

La preparacion de la mezcla de alimentacion para la formacion de microencapsulado se
realizé de acuerdo con un disefio compuesto rotable, en donde las variables consideradas
fueron la temperatura de entrada en un intervalo de 100 °C a 150 °C y la concentracion de
solidos del material pared en un intervalo de 15% al 30%. Previo a la microencapsulacion, la
solucion del almidén nativo se preparara realizando una dispersion del almidon en agua
destilada, bajo agitacidn constante durante 10 minutos. Las antocianinas se disolvieron en la
solucion de almidon fria e inmediatamente la solucion fue alimentada al secador (Mini Spray
B-290, BUCHI Corporation, New Castle, DE).

5.3.1 Disefio experimental compuesto rotable

Se utiliz6 un disefio experimental central compuesto rotable, con las variables independientes
de temperatura de entrada (100 a 150 °C) y contenido de solidos del material pared (15 al
30%), obteniendo un total de 13 tratamientos, con un o= 1.41421 (Tabla 2)
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5.3.2 Optimizacion

Las condiciones del secado fueron optimizadas para determinar la méxima eficiencia de
compuestos activos, actividad antioxidante y estabilidad. Las condiciones éptimas se
determinaron empleando el método de maxima pendiente y utilizando la funcion de
deseabilidad del programa Design Expert version 7.1.6 (Stat-Fase, Inc, MN, USA).

Las respuestas seleccionadas para realizar la optimizacion fueron; compuestos fendlicos,
antocianinas monomeéricas, humedad, aw, actividad antioxidante (ABTS* y DPPH*) y
estabilidad (retencidén de compuestos activos).
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Tabla 2. Disefio experimental central compuesto rotable con dos variables independientes

Numero de Temperatura de entrada Almidon de malanga
tratamientos (°C) (% de solidos)
1 100 15
2 150 15
3 100 30
4 150 30
5 90 22.5
6 160 22.5
7 125 11.89
8 125 33.1
9 125 22.5
10 125 22.5
11 125 22.5
12 125 22.5
13 125 22.5

5.3.3 Eficiencia de encapsulacién

Se determino siguiendo la metodologia propuesta por Avila-Reyes et al. (2014) a través de
la liberacién de las antocianinas microencapsuladas, con modificaciones. Se disolvieron 100
mg del polvo en 10 mL de una solucion de agua peptonada al 1%. La solucion se mantuvo
en agitacion constante por 15 min a 500 rpm y finalmente se realiz6 la determinacion, el
porcentaje de eficiencia de encapsulacion se determino de acuerdo a la siguiente formula

(Ecuacion 3):

3. % Eficiencia de encapsulacion = (N/No) * 100

Donde:
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N= Antocianinas salientes; No= Antocianinas entrantes
5.3.4 Evaluacion de estabilidad de las microcapsulas

5.3.4.1 Prueba de envejecimiento acelerado

Para determinar la estabilidad de las antocianinas se realizé una prueba de envejecimiento
acelerado, las muestras (3 - 5 g) se almacenaron durante 4 semanas en desecadores con una
humedad relativa de 52.86% y a una temperatura de 55 °C. Posteriormente, se tomaron
muestras semanalmente para cuantificar compuestos fendlicos (apartado 5.2.7.1),

antocianinas monomeéricas (apartado 5.2.7.2), y actividad antioxidante (apartado 5.2.8)
5.3.5 Caracterizacion morfologica

5.3.5.1 MEB

La morfologia de las microcépsulas se determinard mediante MEB con el método descrito en
el apartado 5.2.4.1

5.3.6 Caracterizacion fisicoquimica

5.3.6.1 Humedad

El contenido de humedad se determiné utilizando el método 44-16 descrito por la AACC
(2013). Se pesd 1 g de las microcapsulas obtenidas en charolas de aluminio y se dejaron en
una estufa convencional a 105 + 2 °C por 4 h. El porcentaje de humedad se obtuvo por
diferencia de pesos

5.3.6.2 Actividad de agua (aw)
Se utiliz6 el equipo Agua LAB V. 2.2 (Mod. 3TE, Decagon Devices, Inc., EE. UU.), como

primer paso se calibro el equipo con carbén activado (aw < 0.500) y agua destilada (aw =
1.000 £ 0.003); posteriormente se pesd 1 gramo de muestra y se introdujeron a la cdmara, se

anotd la lectura obtenida por triplicado.
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5.3.7 Cuantificacion de compuestos bioactivos

5.3.7.1 Compuestos fenolicos

Se preparo la muestra del microencapsulado de la siguiente manera: se pesaron 200 mg las
microcapsulas obtenidas y se colocaron en tubos de 50 mL, se afiadieron 5 mL de metanol
acidificado (HCI al 1%); se agitd vigorosamente por 10 segundos en un vortex,
posteriormente se mantiene en agitacion durante 10 minutos. Se centrifugo la muestra a 5000
rpm por 30 min y se recupero en sobrenadante, se tomé una alicuota de 40 pL, se afiadieron
960 pL de agua destilada y se aforo a 2 mL para cuantificar los compuestos fendlicos se

siguio la técnica descrita en el apartado 5.2.7.1

5.3.7.2 Antocianinas

Se pesaron 200 mg las microcédpsulas obtenidas y se colocaron en tubos de 50 mL, se
afiadieron 5 mL de metanol acidificado (HCI al 1%); se agit6 vigorosamente por 10 segundos
en un vortex, posteriormente se mantiene en agitacion durante 10 minutos. Se centrifugo la
muestra a 5000 rpm por 30 min y se recupero en sobrenadante, se tomo una alicuota de 1 mL
para cuantificar el contenido de antocianinas se siguié la técnica descrita en el apartado
5.2.7.2.

5.3.8 Determinacion de actividad antioxidante

Se pesaron 200 mg las microcapsulas obtenidas y se colocaron en tubos de 50 mL, se
afiadieron 5 mL de metanol acidificado (HCI al 1%); se agit6 vigorosamente por 10 segundos
en un vortex, posteriormente se mantiene en agitacion durante 10 minutos. Se centrifugo la
muestra a 5000 rpm por 30 min y se recuperd en sobrenadante, se tomo una alicuota de 200

pL para cuantificar la actividad antioxidante se siguié la técnica descrita en el apartado 5.2.8
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5.4  Bioaccesibilidad, actividad biologica y ante estrés oxidativo (Fase I11)

5.4.1 Bioaccesibilidad de antocianinas encapsuladas bajo condiciones

gastrointestinales

Se adapto el modelo estatico de la digestion de la boca, el estdmago e intestino. La solucion
de saliva se prepar6 disolviendo 0.2% a- amilasa en solucién salina, a la cual el pH se
mantuvo a 6.8 £ 0.2. Se preparo el jugo gastrico simulado (SJG) disolviendo 3 g/L de pepsina
en solucién estéril de NaCl (9 g/L) y el pH se ajustd a 3.0 con 1.0 mol/L HCI. EIl jugo
intestinal simulado (SJI) se preparé disolviendo 3 g/L* sales biliares y 10 g/L* pancreatina
en solucion salina con fosfato, el pH se mantuvo a 8 con una solucién de NaOH 0.1 M. El
SJG y el SJI se prepard con el método de (Gani et al., 2018). Se colocaron muestras del
microencapsulado optimizado (100 mg) en un matraz Erlenmeyer de 125 mL se encubd a 37
°C bajo agitacion constante, se fueron adicionando al mismo tubo las soluciones de

simulacion secuencialmente de la siguiente manera:

1. Boca: adicion de 10 mL de jugo salival y mezcla durante 5 minutos y se tomo una
alicuota (1mL)

2. Estomago: adicién de 10 mL SGJ y después de agitar se tom6 una alicuota (1mL)
después de 30 minutos y 1 hora de incubacion

3. Intestinal: adicién de 10 mL de SJI después de agitar constantemente, se tomaron
alicuotas (1mL) después de 2 h'y 4 h. Todas las alicuotas se centrifugaron a 6 000 rpm durante
5 min y el liquido sobrenadante se filtrd a través de un filtro de membrana de 0.22 pm
(Ahmad et al., 2018), para posteriormente determinar el contenido de antocianinas por cada

fase intestinal, de acuerdo a la metodologia descrita en el apartado 5.2.7.2

55 Inhibicion de actividad enzimatica

Se realiz6 una curva de inhibicion de la actividad de la a-amilasa con antocianinas en forma
directa y microencapsulada siguiendo la metodologia propuesta por Wang (2020) de la

siguiente manera:

1. Seprepar6 unasolucion de almiddn nativo de malanga (dispersion en buffer de fosfato a pH 6.9. 0.2 M) se calent6
a bafio de agua a 90 °C durante 20 minutos, para preparar sustrato de almidon al 1%.
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2. Seincubd una solucién de a-amilasa (80 U/mL con buffer de fosfatos), agregando diferentes concentraciones de
antocianinas (50, 100, 150, 300 500 mg/ml) a 37 °C durante 5 minutos.

3. Posteriormente se agregaron 800 uL de sustrato de almidén para iniciar la reaccion a 37 °C durante 10 minutos,
posteriormente para interrumpir la reaccion se agreg6é 1 mL de DNS.

4. Cada muestra se llevo a ebullicion y se diluyd con 2 ml de agua destilada, y se determiné su absorbancia a 540
nm.

5. Laacarbosa (20 a 100 mg/ ml) se tom6 como compuesto de comparacion.

6. Se prepar6 un control blanco reemplazando la solucion de a-amilasa y almiddn con el mismo volumen de buffer
de fosfato (pH 6.9). Se preparo el control reemplazando las antocianinas con el mismo volumen de buffer de

fosfato. La tasa de inhibicion se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacién (Ecuacion 4):

o Amuestra—Abianc
4. % inhibicién = “muestra”blanco 4 1()()

Acontrol=Ablanco

El tipo de inhibicion enzimética se determind graficamente usando el diagrama de
Lineweaver-Burk seguido del calculo de la constante de Michaelis-Menten (Km) y la
velocidad méxima (Vmax) de acuerdo a lo publicado por Yang (2020) para antocianinas

aciladas en la inhibicion enzimatica de a-amilasa (Ecuacion 5):

1 Km « 1 1
14 Vmax [S] = Vmax

La inhibicion 1C 50 se utilizo para evaluar la eficiencia de inhibicién (Ecuacién 6)

6. 150 = Ki(1 -y
Km

Donde Ki es la constante de inhibicion, [S] es la concentracion se sustrato y es el valor
arreglado para 5 mg/Ml en el céalculo de ICso para cada concentracion de antocianina. Km es
la constante de Michaelis-Menten. Ademaés, se obtuvieron las constantes de union de
antocianina con enzima libre o el complejo enzima-sustrato (Ki y Kis) de la grafica

secundaria con las siguientes ecuaciones (Ecuacién 7'y 8)

KmlI] Km
Kivmax Vmax

7. Pendiente =

1
- +
KisVmax Vmax

8. Intercepto =
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Donde | es la concentracion de inhibidor

5.6  Proyeccion virtual

La proyeccion virtual se realizé con Autodock (version 21) y PyRx. Las estructuras quimicas
2D de las antocianinas se descargaron de la base de datos Pubchem, se minimizaron
energéticamente usando el método MM2 y se guard6 en formato .pbd. Estos archivos se
convirtieron en .pdbqt. La estructura de la a-amilasa fue descargada del sitio web RCSB PBD
y preparada con Autodock como archivo .pdbqt. Se selecciono el algoritmo para proyeccion
virtual y se generaron las conformaciones para las antocianinas, los resultados se clasificaron
en funcidn de la prediccion mas baja de energia de enlace.

Se aplico el acoplamiento molecular para especular sobre los posibles sitios de union entre
el acido ferulico y la a-amilasa y la a-glucosidasa. Las estructuras cristalinas de a-amilasa
(codigo PDB: 1 NHY) se descargé del Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb). Los
ligandos y el agua se eliminaron de 5KEZ y 3A4A para obtener un receptor estable para las
antocianinas. La estructura tridimensional de las antocianinas se construyd utilizando el
software ChemiBio3D Ultra 14.0. Los procesos de union se analizaron visualmente
utilizando el software PyRx, los pardmetros (p. €j., la energia de union y las distancias de los

enlaces de hidrégeno) se obtuvieron en funcion de los resultados del acoplamiento.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANDEVA) de una y dos vias con un nivel de significancia
del 95% (0=0.05). Cuando se encontraron diferencias estadisticas significativas, y para la
comparacion de medias se utiliz6 el método de comparaciones multiples mediante la prueba
de Tukey al mismo nivel de significancia. Para la obtencién de los resultados se utilizé el
programa estadistico SIGMA PLOT 12.0

65



RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1  Almiddn y extracto de antocianinas (Fase I)

7.1.1 Aislamiento del almidén

El tubérculo de malanga es una fuente rica de almidon (Lebot et al., 2011), el rendimiento
total del aislamiento en este estudio fue del 16.6% utilizando el método humedo con
centrifugacion y secado (método convencional); de acuerdo a lo publicado en el afio 2020
sobre la caracterizacion y aplicacién de este almidén la variabilidad del porcentaje depende
en su mayoria de la técnica utilizada, aunque también intervienen factores genéticos, variedad
de la fuente botanica y la etapa de cosecha, de acuerdo al metaanélisis publicado el
rendimiento méximo con un método convencional, se puede obtener de 7 hasta el 18.6%;
(Singla et al., 2020). En comparacién algunos métodos enzimaticos, aumentan
considerablemente el rendimiento que podria ser desde el 14 a 18% con la ventaja de la
disminucion del tiempo durante el proceso (Sit, Misra, et al., 2014); el tratamiento ultrasénico
favorece el rendimiento de un 15 a 19%, la combinaciéon de tratamiento enzimatico y
ultrasonico no solo favorece el rendimiento, ademas mejoran la solubilidad, intervienen en
el poder de hinchamiento y el comportamiento de retrogradacién, con lo que se pudiera
mejorar las condiciones de calidad tanto para su uso alimentario como no alimentario (Sit et
al., 2015).

7.1.2 Purezadel almidén

La pureza del almidon obtenido depende en gran medida de la técnica de aislamiento, asi
como de la metodologia para determinar en contenido de almiddn total, de acuerdo a los
resultados de estudios metodologicos el contenido de almidon en 315 genotipos de Colocasia
esculenta fue de alrededor 85%, especificamente de tubérculos de la region asiatica (Singla
et al., 2020). En este estudio la pureza del almidén fue mayor con el 87.61+1.4% (Tabla 3)
utilizando una técnica convencional para el aislamiento y una metodologia enzimatica para
dicha determinacidn; en comparacion con otras fuentes de origen mexicano fue superior a la

de origen oaxaquefio que presentd un 83% de pureza en las mismas condiciones
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metodoldgicas de aislamiento y determinacion (Hoyos-Leyva et al., 2018); en contraste con
estos resultados se ha podido obtener hasta un 96% de almiddn, debido a la utilizacién de
procesos de purificacion del almidén utilizando NaOH para disminuir el contenido proteico
y una solucién de cloroformo y metanol (V/V 2:1) para disminuir con contenido lipidico
(Hazarika & Sit, 2016; Simsek & El, 2012)

7.1.3 Contenido de amilosa aparente

Por lo general, las caracteristicas funcionales del almidon estdn determinadas por la
proporcion de amilosa y amilopectina (Reddy et al., 2016); la variacion en el contenido puede
atribuirse a los distintos genotipos, condiciones climaticas y del medio de cultivo (Sukhija et
al., 2016). En este estudio el contenido de amilosa aparente fue del 11.73 + 1.17% (Tabla 3),
utilizando la metodologia de colorimetria de union de yodo, resultado similar al contenido
de otro tubérculo como la yuca con 17.1%, pero inferior al almidén de papa que presento
26.4%, esto habla de las diferencias por fuente boténica (X. Wang et al., 2018);
complementado esta informacién de acuerdo a los resultados obtenidos en 315 genotipo de
almidon de taro oscilé en un rango de 10 a 49%, debido principalmente a la metodologia
utilizada para determinar el contenido de amilosa (Lebot et al., 2011).

El contenido de amilosa puede variar en relacion a la modificacion a la que es sometido el
almidon de malanga, como en el caso del estudio publicado por Hazarika y Sit (2016) el
almidén en su forma nativa fue del 21.65%, mientras que con la modificacion dual con
hidroxipropilacion y entrecruzamiento disminuy0 hasta el 18%, este comportamiento se debe
la liberacion de amilosa durante las horas de modificacién (Hazarika & Sit, 2016); por otro
lado el tratamiento con microondas favorecid el porcentaje de amilosa de 13.9 a 20.8%,
debido a que la red de almidon altamente energizada se rompe de las cadenas complejas de
amilopectina a cadenas lineales (Deka & Sit, 2016).

El bajo contenido de amilosa como es el caso del almidon de malanga obtenido en este
estudio le otorga ciertas caracteristicas favorables para la microencapsulacion de compuestos
activos; se ha sugerido que una relacion de amilosa-amilopectina cercana a 25:75 se asocia
con la alta eficiencia de encapsulacién, con un contenido menor al 20% de agua, mayor

estabilidad y una velocidad de liberacion mas rapida (Magallanes-Cruz et al., 2017; Schirmer
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et al., 2013); el mayor contenido de amilopectina ofrece mayor capacidad de retencion y
mejor proteccion; en contraste a ello un mayor contenido de amilosa puede ser ventajoso para
la microencapsulacion de compuestos de &cidos grasos, debido a la capacidad de formar
complejos con moléculas pequefas ya que las hélices de amilosa tienen una superficie
exterior hidrofila y un canal helicoidal hidr6fobo donde se pueden acomodar los materiales
(Du et al., 2014).

Tabla 3. Caracterizacion del almidon nativo de malanga

Caracteristica Total
Aislamiento (%) 16.6
Pureza (%) 87.61+1.14
Amilosa aparente (%) 11.73+£1.17

7.1.4 Caracterizacion morfoldgica del almiddn

7141 MEB

La morfologia de los granulos del almidén varia segun el genotipo de la planta, la bioquimica
del cloroplasto y amiloplasto, asi como la fisiologia del vegetal (Zeng et al., 2014). De
acuerdo con las imagenes obtenidas por la MEB, los granulos presentaron un tamafio
pequefio y forma poligonal e irregular (Figura 9), muy similares en forma y tamafio a los
granulos de taro mexicano, chino y brasilefio examinados por Agama-Acevedo et al. (2011),
Rincon-Aguirre (2017), Martins et al. (2020) y Zeng et al. (2011), respectivamente. El
tamafio promedio de los granulos de tubérculos y raices son simples (cuando se forma un
granulo por amiloplasto), a excepcion del taro que parecen tener una mezcla de granulos
simples y compuestos (cuando se forman dos granulos por amiloplasto) (Hoover, 2001). El
tamaifio y forma de los granulos de almidon pueden influir en las caracteristicas
fisicoquimicas y funcionales, se ha relacionado granulos méas grandes con mayor viscosidad
(Agama-Acevedo et al., 2011).

La modificacion termica, enzimatica y por ultrasonido genera cambios morfologicos en los

granulos, ocasionando grietas y/o poros; estos cambios fisicos depende de la temperatura y
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estructura del mismo gréanulo; incluso podrian ocasionar la reduccion del tamafio (Martins et
al., 2020).

Figura 9. iméagenes de MEB de almiddn nativo de malanga a x2000
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7.1.5 Caracterizacion estructural del almidén

7151 FTIR

Los espectros FTIR mostraron dos bandas distintivas que se consideran comunmente para
evaluar la estructura molecular de biomateriales (Figura 10). La banda ancha en ~1080 a
950 cm! refleja el estiramiento C-O, C-C y CH vy las vibraciones de flexion C-O-H de los
grupos de carbohidratos (Warren et al., 2016). Esta amplia banda ha sido considerada como
una huella dactilar de la estructura del almidén de malanga (Pachuau et al., 2018),
encontrando que la banda cercana a 1022 cm™ es caracteristica de la region amorfa del
almidon, mientras que las bandas cercana a 995 y 1047 cm™ son mas prominentes en las
regiones cristalinas. De esta forma, las diferencias en la intensidad de las bandas ha sido
propuesta como indicador de estructuras ordenadas en el almidon (Warren et al., 2016). La
banda 995 cm™ se debe principalmente a las vibraciones de flexion del COH y es sensible a
las interacciones agua-almidon, incluidos los enlaces de hidrogeno.

Por otro lado, la banda ancha en 1700-1600 con un pico grande ~1640 cm™ puede ser

atribuida al estiramiento C=0 y esta vinculado al grupo amida I. (Vernon-Carter et al., 2020).
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Figura 10. Espectro FTIR de almidon de malanga

70



7.15.2 Gelatinizacion

Durante el proceso de gelatinizacion la estructura cristalina de doble hélice de la amilopectina
desaparece, por lo que es una forma de distribuir estabilidad en la fraccion cristalina del
almidon y se revela a través del rango de entalpia (AH) (X. Wang et al., 2018) . En cuanto a
la CDB (Tabla 4), las propiedades térmicas del almiddn de malanga presentaron un valor de
AH 10.56 + 1.29, con 79.28 °C de temperatura de gelatinizacion; esta propiedad térmica se
relaciona con la modificacion de la estructura cristalina de doble hélice de la amilopectina,
por lo tanto, es una forma de desestabilizar la fraccion cristalina y se revela a través del rango
de entalpia; resultados similares de temperatura de gelatinizacion present6 el almidén de
malanga de la india (75 °C), gracias a ello el material present6 la condicion necesaria para
garantizar la estabilidad del almidén para utilizarlo como material de peliculas bioplasticas
(Shanmathy et al., 2021); en el caso de malanga de origen mexicano los resultados son
similares a lo publicado por Rincén-Aguirre (2020), que hizo una serie de analisis térmicos
en la forma nativa y fosforilada, el resultado del termograma fue una temperatura maxima de
gelatinizacion de 77.3 °C con una entalpia de 10.85J/g, esta transicion se debe al proceso de
disociacion de las moléculas de amilosa y amilopectina en los granulos y la lixiviacion de la
amilosa durante la fase continua (Carmona-Garcia et al., 2009). Wang (2018), compard la
temperatura de gelatinizacién y entalpia con otras fuentes de almidén como la yuca, el
arrurruz, fiame y frijoles, reportd que al igual que en éste estudio, el almidon de malanga
presentd una alta temperatura de gelatinizacion (83 °C) y una entalpia similar y comparable
de 12.48 J/g, lo que significa un mayor grado de estabilidad con defectos estructurales
minimos (Sukhija et al., 2016).

Cuando el almidén de malanga es sometido a modificacion por acido citrico presenta una
disminucion importante tanto en la temperatura de gelatinizacion como en la entalpia
(Pachuau et al., 2018); por el contrario la modificacion por tratamientos térmicos y por
ultrasonido incrementé la temperatura de gelatinizacion, debido a la reduccion en el potencial

de hinchamiento promovido por el ultrasonido y el aumento del contenido de humedad llevo
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a la formacién de aglomerados que disminuyen el intercambio de calor; por otro lado el
tratamiento térmico incrementa la interaccion lipidica, reduciendo la movilidad de las
cadenas amorfas, que en consecuencia requiere mayor temperatura para la transicion de la
fase vitrea del almidon ocasionando la reduccion de la entalpia cuando el tiempo de
modificacion incremento, debido a que la cadena adquiere una forma mas ordenada (Thomaz
et al., 2020), sin embargo, cuando la modificacion Unicamente es a traves de procesos de
ultrasonido, el comportamiento no presenta modificaciones en estos pardmetros, como lo
reportado en malanga de origen brasilefio que fue sometido a la modificacion ultrasonica y

no modifico la estructura de la doble hélice del almiddn (Martins et al., 2020)

Tabla 4. Parametros de analisis de perfil térmico, mediciones realizadas al almidon nativo mediante
Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB)

To (°C) Tp (°C) Te (°C) AH (J/g)

75.53+0.28 79.28+0.28 86.25+1.20 10.56+1.29

7.15.3  Analisis Rapido de Viscosidad (ARV)

El perfil de viscosidad maxima refleja la capacidad del almidon para hincharse libremente
antes de su descomposicion fisica (Singh et al., 2003); las propiedades de pegado se emplean
para determinar la respuesta del almidén cuando se somete a ciclos de calentamiento y
enfriamiento que a gran nivel influyen en su patrén estructural; la viscosidad pico se asocia
con el contenido de amilosa, la distribucion de la longitud de la cadena ramificada de la
amilopectina y componentes menores (Hoyos-Leyva et al., 2019; Zhao & Whistler, 1994).

El resultado del ARV, se puede observar en la Figura 11, en la cual la viscosidad méaxima
fue de 4616+8.08 cP con 82.4 °C de temperatura de pasta. Se puede observar gque el pico
méaximo de viscosidad del almidon de malanga se alcanza a temperaturas mas bajas en
comparacion de otros almidones de granulo pequefio como el amaranto, lo que indica una
estabilidad térmica que puede ser Util para la microencapsulacion de compuestos bioactivos
(Gonzalez-Soto et al., 2011). Resultados similares se reportaron en almidén de origen

mexicano publicado por Rincon-Aguirre (2020) con una temperatura de pasta de 81.57 °C,
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los resultados de almidon de origen brasilefio fue de 83.3 °C publicados por Martins et al.
(2020); ambos almidones disminuyeron en este parametro al ser sometidos a modificaciones
quimicos y termicos, respectivamente, debido principalmente a la resistencia a la
retrogradacion que adquieren con los procesos de modificacion.

El almidon evaluado en este estudio se caracterizo por presentar una viscosidad final méas
baja en comparacion con la maxima, resultados similares a lo publicado por Thomaz et al.
(2020) en malanga de origen brasilefio, esto sugiere que el almidon tiene una baja tendencia
a la retrogradacion, donde se produce el reordenamiento de las cadenas de amilosa y
amilopectina durante el enfriamiento de la pasta con la consiguiente liberacion de agua
(Wang et al., 2015); ademés de la relacion amilosa-amilopectina la resistencia a la
retrogradacion puede estar relacionado con el contenido de lipidos que afectan en gran

medida las propiedades de pasta y disminuye la viscosidad (Pereira et al., 2017)
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Figura 11. Termograma de almidén nativo de malanga
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7.1.6 Cuantificacién de compuestos bioactivos y actividad antioxidante del extracto

de antocianinas

En la Tabla 5 se presenta la caracterizacion de compuestos activos y actividad antioxidante
del extracto de antocianinas, la cual se utilizé a una dilucién 1:100 (V: V extracto: agua
destilada).

Extracto de Fenoles totales Antocianinas ABTS* DPPH*
antocianinas mg EAG/ mL mg EC-3-G/mL mg EAA/mL
Dilucién 1:100 1102.17+2.1 561.08+ 3.3 218.2+0.41 184.67+ 1.1

Tabla 5. Caracterizacion de extracto de antocianinas

7.1.7 Compuestos fenolicos
EAG= Equivalentes de &cido gélico; EC-3G= Equivalentes de cianidina-3-gluc6sido; EAA= Equivalentes de acido

ascorbico
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etal., 2016). En el caso de la composicidn fendlica de las papas ha sido reportada en multiples
estudios y se ha observado que principalmente contienen antocianinas, flavonoides, y
carotenoides (Friedman et al., 2017). Para el desarrollo de esta investigacion se utilizé un
extracto comercial que ha sido concentrado en antocianinas; como se observa en la Tabla 5
el total de compuestos fendlicos fueron de 1102.17 mg EAG/mL. Resultados similares fueron
obtenidos en la determinacion de doce variantes de papas cultivadas en la region sur de Chile
(1304 mg EAC/mL) (Ah-Hen et al., 2012). Resultados inferiores fueron reportados en papas
de la region de Polonia (348.4 mg EAG/g) (Narwojsz et al., 2020). Por otro lado, el total de
estos compuestos fue menor al obtenido en tubérculos de origen chileno en 2018 (2975 mg
EAG/mg) (Ruiz et al., 2018). Las diferencias en el contenido de compuestos fendlicos totales
del mismo origen vegetal, podria deberse al contenido de antocianinas, al contenido de
compuestos con actividad antioxidante y a las diferencias en la obtencion del extracto

(Gutiérrez-Quequezana et al., 2018).
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7.16.1 Antocianinas totales

El extracto utilizado en esta investigacion esta basado en el concentrado de antocianinas de
papa morada (Solanum tuberosum) cultivada en la regién de Oaxaca México, las papas
pigmentadas brindan una fuente prometedora de antocianinas aciladas (Spooner et al., 2014);
la acilacion de los restos de glucdsido de las antocianinas cambia las propiedades quimicas,
proporcionando una mayor estabilidad estructural (Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos,
2004; Zhao et al., 2017). En la naturaleza se encuentran ampliamente en tubérculos y
vegetales comestibles y en menor medida en bayas y frutas (Andersen & Jordheim, 2010Db).
Los pigmentos acilados forman mas del 98% del contenido total de las antocianinas de las
papas moradas, mientras los glucésidos individuales difieren en patrén de acilacion por el
tipo de &cido, las papas con pigmentos rojos contienen principalmente glucésidos de
pelargonidina acilada, que comprende aproximadamente el 80%; mientras que las papas de
pulpa azul contienen ademas de pelargonidina, glucésidos de petunidina en una proporcion
2:1 (Brown et al., 2003).

Las dos antocianinas principales que se encuentran en la papa son delfinidina y peonidina
asociadas al color rojo (Lachman & Hamouz, 2004; Oertel et al., 2017); mientras que los
derivados de malvidina y petunidina se pueden asociar mas con papas de color morado
(Hillebrand et al., 2009). Como se observa en la Tabla 5, el contenido de antocianinas fue
de 561.08 mgEC-3-G/mL; en comparacion con extractos de la misma fuente vegetal, fue muy
superior en la concentracion de antocianinas en papas cultivadas en diversas regiones de
Ecuador, publicadas por Samaniego et al. (2020) con 172 ugeC-3-G/g , en papas de origen
mexicano cultivadas en Canada (Wang et al., 2011) 125 ugeC-3-G/g. Sin embargo fue
similar al contenido en el extracto de papas cultivadas en Estados Unidos 440 mg EC-3-
G/mL (Reyes et al., 2004) y extracto de papas de origen chileno (Vergara et al., 2020) 500
mg EC-3-G/mL. Las diferencias en el contenido y composicién de antocianinas se explican

por aspectos genéticos y aspectos geograficos (Samaniego et al., 2020; Vergara et al., 2020)

7.1.6.2  Actividad antioxidante (ABTS *y DPPH™)

La actividad antioxidante de las antocianinas esta determinada, entre otras propiedades, por

el nimero de grupos hidroxi en su molécula, por lo que la petunidina tiene mayores efectos
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antioxidantes en comparacion con malvidina, peonidina o pelargonidina (Lachman &
Hamouz, 2004); asi mismo esta determinada por el contenido de fenoles (principalmente de
isdbmeros de &cidos clorogénicos) (Kj et al., 1999). La acilacion de las antocianinas de papa
con &cidos cinamicos cambia la coloracion a una sombra azul y mejora en gran medida su
eficacia antioxidante total, por el contrario la sustitucion glucosidica en la posicion 5 reduce
la actividad antioxidante al igual que la sustitucion de la posicion 3 (Lachman & Hamouz,
2004). El total de mg AAE/g para ABTS™ fue de 218.2 y de DPPH* fue de 184.6 mg AAE/g
(Tabla 5), resultados similares se presentaron en los extractos de papa en regiones de
México, Estados Unidos, Chile y Ecuador (Reyes et al., 2004; Samaniego et al., 2020;
Vergara et al., 2020; Wang et al., 2011)

7.2 Microencapsulacion (Fase I1)

La encapsulacion del extracto de antocianinas se realizd aplicando el Disefio Central
Compuesto (DCC) por la MSR; para estudiar las condiciones Optimas por medio de secado
por aspersion, el disefio combina un disefio factorial de dos niveles y un disefio axial; los
puntos centrales (Temperatura de entrada de 100 a 150 °C y porcentaje de concentracion de
solidos de 15 al 30%) son necesarios para realizar un nimero pequefio de experimentos, que
permitan evaluar el total de las 13 combinaciones posibles (Narenderan et al., 2019). Estos
valores se basaron en estudios preliminares de encapsulacién de extractos de antocianina en
almidén como material pared.

Las variables de respuesta evaluadas fueron: rendimiento (%), contenido de humedad (%),
aw, Eficiencia de encapsulacion para compuestos fendlicos totales (mg EAG/mL),
antocianinas totales (mg EC-3-G/mL), capacidad antioxidante determinada por la inhibicién
de los radicales ABTS* y DPPH* vy estabilidad de los compuestos activos y actividad
antioxidante sometidos a condiciones de envejecimiento acelerado.

En la Tabla 6 se muestran las condiciones del proceso con las respectivas variables de

respuesta
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Tabla 6. Caracterizacion basal del microencapsulado por tratamiento propuesto desde el disefio experimental compuesto rotable

Tx Parametros

Independientes

Parametros Dependientes

Temperatura Almidén Rendimiento  Humedad aw Compuestos Antocianinas ABTS* DPPH* Estabilidad
Fendlicos Totales (6 semanas)
(°C) (%) (%) (%) (g EAG/g)  (mg EC-3-G/g) (mg EAA/g) (%)

1 100.0 15.0 67.36 12.87+0.05 0.215 947.82+4.3  483.15+5.1 121.23+0.3 92.89+0.1 52.65+1.0
2 150.0 15.0 72.05 7.86£0.05  0.213 857.92+45  431.94+6.9 108.63+0.2 81.09+0.2 38.79+0.5
3 100.0 30.0 71.34 9.11+0.01 0.212 600.01+5.7  306.14+1.9 89.69+0.1  71.08+0.2 14.36%0.2
4 150.0 30.0 68.58 7.94+0.03 0.224 503.62+2.5  306.14+1.8 119.43+0.1 87.05+0.2 37.39+0.1
5 900 22.5 66.40 9.56+0.05 0.214 615.21+2.1 264.95+1.9 109.66+0.2 85.38+0.2 22.94+0.4
6 160.3 22.5 63.83 12.16£0.05 0.213 503.62+5.7  325.07%1.7 105.29+0.2 74.53+0.2 25.85+0.2
7 1250 11.8 59.90 12.03£0.02 0.213 1035.50+5.4 260.50+3.3 90.55+0.1  67.98+0.1 40.76%0.1
8 125.0 33.1 44.30 8.26+0.03  0.234 431.15+3.3 536.59+1.6 119.72+0.3 98.97+0.2 22.05+0.1
9 1250 22.5 61.75 4.63+0.04 0.212 767.02+1.2 227.10£3.2 133.85+0.1 124.01+0.2 35.99+0.6
10 125.0 22.5 70.92 4.89+0.01 0.212 768.11+2.1  405.22+3.1 132.48+0.2 123.53+0.1 36.11+0.3
11 125.0 22.5 61.75 4.76+£0.03  0.212 767.39+0.2  400.77+£3.2 133.61+0.1 125.67+0.3 35.81+0.8
12 125.0 22.5 70.92 5.76£0.05 0.211 768.11+1.2  405.26%5.7 133.95+0.1 127.58+0.2 36.12+0.3
12 1250 22 K A1 758 5 72+0 0A N212 767 R0+2 1 405 22+2 8 1234 92+0 2 126 RR+N 2 2K 12+04

aw= Actividad de agua; EAG= Equivalentes de &cido gélico; EC-3G= Equivalentes de cianidina-3-glucdsido; EAA= Equivalentes de acido ascoérbico
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7.2.1 Rendimiento

En la Tabla 7 se presenta el ANDEVA para la variable de respuesta rendimiento del proceso
de encapsulacion; se puede observar que el coeficiente de determinacion (R?) fue de 0.8291,
estadisticamente significativa; en la Tabla 8, se muestra como la variabilidad del rendimiento
estd determinado en forma lineal por la temperatura y el porcentaje de almidon, mientras que

en la forma cuadrética Unicamente por la temperatura.

Tabla 7. Andlisis de varianza y coeficiente de determinacion (R?) del modelo ajustado para las
respuestas del porcentaje del rendimiento del ME

Respuestas R? C.V. (%) Valor F p de F (modelo)  Falta de ajuste
Rendimiento
) 0.8291 4.62 32.02 < 0.0001 < 0.0001

0

Tabla 8. Coeficiente de regresion estimado del modelo ajustado y nivel de significancia para la
respuesta de rendimiento (%).

Respuesta Intercepto Lineales Interaccion Cuadréticos
bo b1 b, bi1. bu b2
Rendimiento 70.95 3.04 3.16 -0.43 -6.94 -1.55

(<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)  (0.6270)  (<0.0001) (0.0257)

b1 = Temperatura de secado (°C) y b2= concentracion de s6lidos (%)
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entrada y la concentracion de material pared es independiente a la variable de rendimiento;
se puede observar que el porcentaje maximo del rendimiento fue con temperatura de entrada
cercana a los 125 °C (con un porcentaje de almiddn cercano al 22%). Valores similares
fueron reportados en la encapsulacion de antocianinas de maiz azul usando almidon de maiz
fosforilado, el mayor rendimiento se obtuvo a una temperatura de entrada cercana a los 170
°C, independientemente de la concentracién de solidos y alcanz6 hasta un 49.11% de
rendimiento (Garcia-Tejeda et al., 2016); para la encapsulacién de papa morada, utilizando
maltodextrina como material pared, se obtuvo hasta el 58.9% de rendimiento a una
temperatura cercana a 130 °C (Vergara et al., 2020). Este comportamiento de la variabilidad
del rendimiento afectado en la forma cuadratica por la temperatura de entrada podria deberse
a que el incremento este factor durante el proceso de secado permite que las microcapsulas
sequen completamente, reduciendo el contenido de agua y evitando su adherencia en la
columna de secado (Garcia-Tejeda et al., 2018).

En contraste, se reportaron comportamientos diferentes en la encapsulacion de antocianinas
a partir de orujo de uva utilizando maltodextrina y celulosa como material pared, a una
temperatura de secado de 140 °C; se observé que, a mayor contenido de maltodextrina con
celulosa, disminuyo de forma simultanea el rendimiento; este efecto de debe a la
susceptibilidad del material pared al ser sometido a altas temperaturas de secado que
ocasiono el incremento en la transicion vitrea del polvo (Boonchu & Utama-Ang, 2015). Otra
investigacion qué obtuvo resultados diferentes a los presentados, fue en el encapsulado de

aceite de granada utilizando almidon succinatado de malanga y ciclodextrina como material
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pared, en la que el rendimiento tuvo un rango de 23 a 48% a una temperatura cercana a los
170 °C y un porcentaje de sélidos cercano al 10%, en el cual el porcentaje de solidos tuvo un
efecto significativo en el rendimiento; esto se debe principalmente a la naturaleza lipidica del
compuesto activo que al contacto con la estructura del almidon modificado es capaz de
fugarse del sistema y quedarse adherido a la pared de la columna de secado del equipo,
disminuyendo considerablemente el rendimiento (Cortez-Trejo et al., 2021).

La diferencias en el comportamiento de la variable de respuesta, en otros sistemas de
encapsulacion se debe principalmente a dos factores: la estructura del material pared, en este
caso el almidon de malanga, en su forma nativa al ser sometido a un proceso de secado a
cierta temperatura evita su adherencia en la columna de secado del equipo, y por otro lado,
la naturaleza hidrosoluble de las antocianinas favorece su adherencia en el material pared,
disminuyendo la posibilidad de fuga y posible adherencia en las paredes de la columna, antes

mencionada.

7.2.2 Humedad

El contenido de humedad de un producto microencapsulado juega un papel muy importante
en la determinacién de fluidez, adherencia y estabilidad de almacenamiento; debido a su
efecto sobre la transicion vitrea y el comportamiento de cristalizacion (Shrestha et al., 2007).
En la Tabla 9, se encuentra el ANDEVA con su respectivo R? (0.845), con una P
estadisticamente significativa, es decir, que el modelo se puede utilizar para determinar la
variabilidad del contenido de humedad. En la Tabla 10, se muestra que esta variable esta
determinada en su forma lineal por el porcentaje de solidos, mientras que en su forma
cuadratica estd determinada por ambos factores (temperatura de entrada y porcentaje de
almidon).

Tabla 9. Andlisis de varianza y coeficiente de determinacion (R?) del modelo ajustado para las

respuestas del porcentaje de humedad del ME
Respuestas R? CV.(%) ValorF p de F (modelo) Falta de ajuste

Humedad (%) 0.8453 14.79 36.06 <0.0001 <0.0001

Tabla 10. Coeficiente de regresion estimado del modelo ajustado y nivel de significancia para la
respuesta de humedad (%).

Respuesta Intercepto Lineales Interaccion Cuadraticos
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bo b1 b b1, b11 b2>

Humedad 5.15 -0.31 113 0.96 2.59 2.23
(<0.0001) (0.2149) (<0.0001)  (0.0091)  (<0.0001) (< 0.0001)

b1 = Temperatura de secado (°C) y b2= concentracién de s6lidos (%)

En la Figura 13 muestra qué a una temperatura cercana a los 125 °C, con un porcentaje de
solidos cercano al 33% se obtuvo el menor contenido de humedad (5%). Comportamiento
similar en relacién a la concentracion de solidos fue reportado por Ahkhavan (2016) en la
encapsulacion de antocianinas de extracto de agracejo (Berberis vulgaris), que tuvo el menor
contenido de humedad (4.07%), influenciado estadisticamente por el porcentaje de sélidos,
siendo la combinacion maltodextrina (MD) con gelatina mejor que la combinacion de MD
con goma arabiga (GA); el efecto se atribuy0 a la estructura quimica de la goma arabiga que
en conjunto con la maltodextrina, presentan ramificaciones con grupos hidrofilos que
contienen cadenas mas cortas y grupos mas hidrofilos y, por lo tanto, pueden unirse mas
facilmente a las moléculas de agua del aire ambiental durante el proceso de secado (Akhavan
Mahdavi et al., 2016)

El comportamiento en relacion con la temperatura de entrada fue similar a lo publicado en la
encapsulacion de jaboticaba, a una temperatura de entrada de 180 °C con 30% de
maltodextrina, en el que se obtuvo el menor contenido de humedad (2.1%). La disminucion
del contenido de humedad fue atribuido a que durante el proceso se alcanzd un gradiente de
temperatura suficientemente elevado durante el secado, que permitié que el polvo no
presentara moléculas de agua en la superficie del sistema (Silva et al., 2013).

La disminucion del contenido de humedad estd relacionada directamente con la
concentracion de sélidos en el sistema encapsulado, que disminuyen la retencion de
moléculas de agua en el sistema; asi como se ve influenciado por la temperatura de entrada

que favorece la evaporacién de moléculas de agua en el polvo obtenido.
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Figura 13. Efecto de la temperatura de secado (°C) y concentracion de almidon (%) sobre la
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7.2.3 Actividad de Agua (aw)

En el proceso de microencapsulacion por secado por aspersion, algunos parametros fisicos y
morfolégicos, como el bajo contenido de humedad y aw, son esenciales para la estabilidad de
los polvos (Mahdavi et al., 2014). En la Tabla 11 se muestra el ANDEVA con su respectivo
R? (0.828), se puede ver que la P fue estadisticamente significativa, es decir, que el modelo
se puede aplicar para determinar la variabilidad de la variable aw, a continuacién, en la Tabla
12, se muestra que como la variable esta determinada por el efecto lineal y cuadratico de la
concentracion de sélidos, independiente de la temperatura de entrada. En la Figura 14 se
puede observar que el rango de aw fue de 0.211 a 0.234, que esta dentro del limite
recomendado (<0.3) que garantiza la estabilidad del sistema (Tonon et al., 2009); la menor
aw, Se obtuvo con un porcentaje de sélidos de 22 a 27%, independientemente de la

temperatura de entrada.

Tabla 11. Analisis de varianza y coeficiente de determinacion (R?) del modelo ajustado para las

respuestas de la aw del ME

Respuestas R? C.V. (%) Valor F p de F (modelo) Falta de ajuste
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aw 0.8285 1.32 31.39 < 0.0001 < 0.0001

aw = Actividad de agua

Tabla 12. Coeficiente de regresion estimado del modelo ajustado y nivel de significancia para la
respuesta de aw (%).

Respuesta Intercepto Lineales Interaccion Cuadréticos
bo b1 b, b1, D11 b2,
aw 0.21 1.073E-003  4.712E-003 3.500E-003 2..250E-004  5.225E-003
(< 0.0001) (0.0727) (< 0.0001) (0.0002) (0.7193) (< 0.0001)

aw= Actividad de agua; b1 = Temperatura de secado (°C) y b2= concentracion de s6lidos (%)
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ME.
Comportamientos similares fueron obtenidos en la encapsulacion de antocianinas de arroz

morado, utilizando almiddn de arroz modificado como material pared; en donde el porcentaje
de sdlidos contribuyé a tener una menor aw, Sin embargo, este parametro no fue
estadisticamente significativo cémo si fue el cambio en la presion de proceso, aunado a ello,
la estabilidad del microencapsulado tuvo una correlacion negativa al incremento de la
variable evaluada (Das et al., 2019). Por otro lado, la encapsulacion de antocianinas de
arandano, utilizando MD y almidon de maiz modificado en las proporciones similares a esta
investigacion, si presento baja aw (0.16 a 0.27), otorgando esta comportamiento al contenido

de sélidos en el modelo propuesto (Righi da Rosa et al., 2019). Del mismo modo, el
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comportamiento publicado en la encapsulacion de extracto de Gac (Momordica
cochinchinensis), rico en carotenoides y antioxidantes, en el que los factores de temperatura
y velocidad no influenciaron, mientras que el contenido de sélidos si, con un rango de aw de
0.38 a 0.54, disminuyendo a medida que la concentracion de maltodextrina incrementaba;
independientemente de la temperatura de entrada que oscilo de 145 a 150 °C (Kha et al.,
2010).

Se observaron diferentes resultados en la encapsulacion de antocianinas de extractos de
mashua morada utilizando almidon modificado de oca; en este estudio se reportd una
temperatura de entrada alta (160 °C) y un bajo porcentaje de solidos (2,5%), obtuvo una aw
reducida del polvo de 0.27 a 0.44. Las diferencias se atribuyen principalmente a las
caracteristicas estructurales del material pared, como se puede ver, al utilizar almidén
modificado, éste le otorga un comportamiento diferente al ser sometido a cierta temperatura
de entrada, asi mismo, se ve influenciado por las condiciones en el proceso de secado y por
ultimo a la composicién y estructura del compuesto activo (Veldsquez-Barreto & Sanchez,
2022).

7.2.4 Contenido de compuestos activos: compuestos fendlicos y antocianinas totales

En la Tabla 13 se presenta el resultado de la ANDEVA que determind el resultado en el
contenido de compuestos activos (compuestos fendlicos y antocianinas totales), en el que el
R? fue de 0.958 y 0.963, respectivamente, ambos compuestos presentaron el mismo
comportamiento ante los factores de temperatura de entrada y porcentaje de sélidos; mientras
tanto en la Tabla 14, se observa como la variabilidad es estadisticamente significativa en su
forma lineal para los ambos factores (temperatura de entrada y concentracién de sélidos),

mientras que para la forma cuadratica Unicamente fue significativa para la temperatura de

entrada.
C.V. )
Respuestas R? o) Valor F pde F (modelo) Falta de ajuste
(0]
Fenoles
0.9578 5.35 149.74 <0.0001 <0.0001
(mg EAG/g)
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Antocianinas (mg EC-3-G/g) 0.9637 4.86 175.24 <0.0001 <0.0001

Tabla 13. Andlisis de varianza y coeficiente de determinacion (R?) del modelo ajustado para las
respuestas del contenido de compuestos fenolicos y antocianinas totales del ME

EAG= Equivalentes de acido galico; EC-3G= Equivalentes de cianidina-3-glucésido

85



Tabla 14. Coeficiente de regresion estimado del modelo ajustado y nivel de significancia para la
respuesta del contenido de compuestos fenélicos (mg EAG/100g).

Respuesta Intercepto  Lineales Interaccion Cuadraticos

b, b, b, b1, b1 b22
Compuestos
fendlicos 767.68 -43.01 -194.61 -1.63 -83.89 3.07
(mg EAGIg) (< 0.0001) (< 0.0001) (< 0.0001) (0.8840) (< 0.0001) (0.7173)
Antocianinas 403.45 -22.96 -97.71 2.50 -46.77 -2.24
(mg EC-3-G/g) (< 0.0001) (< 0.0001) (< 0.0001) (0.6353) (< 0.0001) (0.5761)

EAG= Equivalentes de acido galico; EC-3G= Equivalentes de cianidina-3-glucésido; b1 = Temperatura de secado (°C) y
b2= concentracion de solidos (%)

En las Figuras 15 y 16 se muestra como el rango de compuestos fendlicos y de antocianinas
es de 428.26 a 1039.1 mg EAG/ mg y 223.7 a 537.7 mg EC-3-G/ mg, respectivamente. Con
una temperatura de entrada de 108 hasta 143 °C y un contenido de almidén cercano al 18%
tuvo mayor contenido de ambos compuestos. Se puede observar que cuando la temperatura
de entrada sobrepasé los 143 °C y el porcentaje de solidos fue menor al 12%, el contenido
de compuestos presenta un comportamiento inverso; esta respuesta también se reporto en la
encapsulacion de antocianinas extraidas del salvado de arroz morado, utilizando almidén
aglutinado de arroz como material pared; en dénde el contenido de antocianinas fue de 2.92
mg/L afectado significativamente por la temperatura de entrada que fue mejor cuando estuvo
cercana a los 140 °C; mientras que el contenido de sélidos en un porcentaje cercano al 7%
permitié el mayor contenido de compuestos activos; en este estudio sugieren que a mayor
temperatura de entrada, hay un acelerada formacion de secado que forma una costra o
cobertura de forma acelerada, evitando la lixiviacion y la penetracién de calor en la estructura
formada, otorgando mejor proteccion al compuesto activo (Das et al., 2019); asociado a ello
se supone que la retencion del material del nucleo depende significativamente de la
viscosidad de la emulsién inicial, en la que para el aumento de la concentracion de solidos,
hay un aumento de la viscosidad que puede resultar en un eventual agrietamiento de las
particulas que aumenta la difusion de antocianinas desde el ndcleo a la pared, por lo tanto,

disminuye la eficiencia de encapsulacion (Jafari et al., 2008).
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En el caso de compuestos fenolicos se presentd el mismo comportamiento en el MSR para la
encapsulacion de extracto de vainilla, utilizando almidon de arroz como material pared, con
un efecto en término lineal y cuadratico en el contenido de compuestos activos determinados
por la temperatura de entrada, con una concentracion cercana al 14% y temperatura de
cercana a 134 °C, obtenido hasta un 79% de EE (Ocampo-Salinas et al., 2020); asi mismo
para la encapsulacion de extracto de mashua utilizando almidén modificado de oca, la mayor
contenido de compuestos fendlicos fue a una concentracion del 2% de sélidos, con una
temperatura cercana a los 140 °C, se logro obtener hasta 4.17 mg EAG/g de polvo, el
resultado en comparacion con la encapsulacion utilizando almidén en su forma nativa fue
mayor, debido a que los compuestos activos como las antocianinas ingresaron a los granulos
modificados para unirse a ciertas cadenas de amilosa y amilopectina con grupos OSA, la baja
proporcion de encapsulado podria estar asociado con la formacion de una capa superficial,
que genera una costra superficial (almidon gelatinizado), que limita la migracion de
antocianinas desde la costra del polvo hacia la superficie (Velasquez-Barreto & Sanchez,
2022)

Por el contrario, en la encapsulacidn de extracto de antocianinas de papa morada, utilizando
MD, el contenido de antocianinas estuvo explicado significativamente en su forma lineal
tanto por la temperatura de entrada y el porcentaje de material pared, y en su forma cuadratica
unicamente por el porcentaje de sélidos; esto puede deberse a las caracteristicas del almidén,
que alcanz6 a secarse rapidamente y formar la cobertura suficiente, independiente de la

temperatura a la que fue sometido durante el proceso (Vergara et al., 2020)
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7.2.5 Actividad antioxidante: ABTS*y DPPH*

Mantener las propiedades antioxidantes de los compuestos bioactivos después del proceso de
secado por aspersion es uno de los indicadores importantes de la eficiencia del proceso
(Akbarbaglu et al., 2019).

En la Tabla 15 se presenta el resultado de la ANDEVA que determin0 el resultado en el
porcentaje de inhibicion de radicales ABTS* y DPPH-, en el que el R? fue de 0.826 y 0.921,
respectivamente, el porcentaje de inhibicion para ABTS™* fue estadisticamente significativo
para la interaccion y en la forma cuadrética de los factores de entrada, mientras que para el
porcentaje de inhibicion del radical DPPH* fue Gnicamente en la forma cuadratica de ambos

factores como se muestra en la Tabla 16.

Tabla 15. Andlisis de varianza y coeficiente de determinacion (R2) del modelo ajustado para las
respuestas de ABTS* (% de inhibicion) del ME

Respuestas R? CV.(%) \ValorF p de F (modelo) Falta de ajuste
ABTS*
o 0.8269 5.98 31.52 < 0.0001 < 0.0001
(% inhibicion)
DPPH*
0.9217 6.72 77.69 < 0.0001 < 0.0001

(% inhibicion)

Tabla 16. Coeficiente de regresion estimado del modelo ajustado y nivel de significancia para la
respuesta de ABTS"* (% de inhibicién).

Respuesta Intercepto Lineales Interaccion Cuadréticos

b, b, b b12 b1 b22
ABTS* 42.26 0.43 0.55 3.32 -3.76 -4.49
(% inhib) (<0.0001) (0.3486) 0.2347 (<0.0001) (<0.0001) (<0.0001)
DPPH* 35.81 -0.39 0.98 1.94 -6.27 -5.78

(% inhibicién) (< 0.0001) (0.3238) (0.0172)  (0.0013) (< 0.0001) (< 0.0001)
b1 = Temperatura de secado (°C) y b>= concentracion de sélidos (%)

En la Figura 17 y 18 se observa el rango del porcentaje de inhibiciéon para DPPH* (36.6 a
19.6%) y ABTS" (42.8 a 28.2%), se muestra que para ambas variables una temperatura de
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entrada cercana a los 125 °C y una concentracion de solidos cercana al 22%, dio como

resultado un mayor porcentaje de inhibicion de radicales.

De acuerdo a los resultados de diversas investigaciones, el contenido de compuestos
fenolicos y antocianinas, estd directamente relacionado con la actividad antioxidante del
sistema, es decir, que a mayor contenido de compuestos fenolicos y antocianinas, mayor sera
el porcentaje de inhibicion de radicales (Cortés-Rojas et al., 2015), aunado a ello, diversos
autores han coincidido que tanto la temperatura de entrada como el porcentaje de solidos,

determinara la actividad antioxidante, demostrada en el MSR (de Souza et al., 2015), ejemplo
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Figura 17. Efecto de la temperatura de secado (°C) y concentracion de almiddn (%) sobre el porcentaje de
inhibicion de DPPH* de ME
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Figura 18. Efecto de la temperatura de secado (°C) y concentracion de almidon (%) sobre el porcentaje de
inhibicion de ABTS+ de ME

de ello es la encapsulacion de antocianinas de arroz, utilizando almidén modificado de arroz,
en el aumento mayor a 140 °C disminuy0 el contenido de antocianinas, debido a la
sensibilidad térmica de dichos compuestos; mientras que a mayor contenido de solidos,
incremento el contenido de dichos compuestos y de manera consecutiva incremento la
actividad antioxidante para DPPH* hasta llegar al 52% de inhibicion del radical (Das et al.,
2019). Asi mismo para la microencapsulacién de extracto de ortiga (Urtica dioica L.)
utilizando maltodextrina como material pared, la influencia de las variables independientes
de temperatura de entrada y porcentaje de solidos, tuvo como resultado la actividad
antioxidante que oscilo de 24.7 a 78.8%, confirmando ademé&s que esta variable se
correlacion6 con el contenido de polifenoles, demostrando que a mas de 120 °C hay una
disminucion importante tanto de compuestos bioactivos, como de AA, esto debido a la
vulnerabilidad del compuesto; este modelo mostré que la concentracién de material pared
afecta la actividad AA, debido a que la maltodextrina incrementa los solutos de la solucion
de alimentacion por su alto peso molecular, lo que mejora la retencion de compuestos
fenolicos (Mousavi Kalajahi & Ghandiha, 2022)
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7.2.6 Estabilidad: Retencion de compuestos activos y de actividad antioxidante

En la Tabla 17 se muestra el resultado de la ANDEVA del MSR, para determinar si la
variable de estabilidad en cada uno de los tratamientos estaba influenciada por los factores
independientes, para ello se tomo en cuenta el porcentaje de retencién de los compuestos
activos, actividad antioxidante, humedad y aw, durante el tiempo de almacenamiento en
condiciones de envejecimiento acelerado a 52.86% HR y 55 °C (para el disefio se tomd en
cuenta Unicamente la retencién de antocianinas totales, aunque se evaluaron semanalmente
todas las variables, se encuentran en el Anexo 1); el resultado de R? fue de 0.869, con la
significancia suficiente para incluir esta variable en el proceso de optimizacion, en la Tabla
18, se muestra que la interaccion y el porcentaje de solidos en forma lineal y cuadratica

mostraron significancia estadistica.

Tabla 17. Andlisis de varianza y coeficiente de determinacion (R2) del modelo ajustado para las

deF
Respuestas R? C.V. (%) Valor F P Falta de ajuste
(modelo)
Antocianinas g ge9p 1112 43.85 <0.0001 <0.0001

(%Eficiencia)

respuestas de la concentracién de antocianinas (mg EC-3-G/100 g) del ME

Tabla 18. Coeficiente de regresion estimado del modelo ajustado y nivel de significancia para la

respuesta de la concentracion de antocianinas (mg EC-3-G/100 g).

Respuesta Intercepto Lineales Interaccion Cuadraticos
bo by b, b1 bu D22
Antocianinas 36.04 1.66 -8.27 9.22 -3.85 -0.34

(% eficiencia) (<0.0001)  (0.0361) (<0.0001)  (<0.0001)  (<0.0001)  (0.6789)

b1 = Temperatura de secado (°C) y b2= concentracién de s6lidos (%)

En la Figura 19 se puede observar que el rango de retencién del contenido de antocianinas
oscilo de 14.1 a 53.8%, con un porcentaje de solidos cercano al 11.89%, y una temperatura
entre 90 y 125 °C. La inclusion de la variable de estabilidad permite tener un producto de

que no solo tenga un mayor contenido de compuestos activos y de actividad antioxidante,
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también es importante tomar en cuenta la posibilidad de mejorar o mantener las

concentraciones de dichos compuestos y actividad a pesar de las condiciones de

almacenamiento.
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Figura 19. Efecto de la temperatura de secado (°C) y concentracion de almidén (%) sobre la
concentracién de antocianinas (mg EC-3-G/100 g) de ME
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B. Almidén

7.3 Optimizacion del proceso de secado para la microencapsulacion del extracto de

antocianinas (Fase I11)

El proceso de optimizacion tiene como objetivo conocer el valor de los pardmetros del secado
para obtener un microencapsulado con una alta eficiencia de encapsulacion, con
correspondencia en la actividad antioxidante, alta retencién de compuestos con actividad
bioldgica y con caracteristicas morfologicas y fisicoquimicas que le permitan ser una buena
opcion para ser incluidas en una matriz alimentaria y que cumpla de la mejor manera su
funcion bioldgica (Yolmeh & Jafari, 2017). En la Figura 20 se presenta el modelo gréfico
que contiene la deseabilidad del modelo, calculando las mejores condiciones la deseabilidad
alcanza un 80% (0.809), y en el gréafico se puede observar que la prediccion del cumplimiento
de las variables dependientes es a 125 °C de temperatura de entrada y 20.9% de almidon; la
funcion de deseabilidad es una técnica estadistica para determinar los niveles de las variables
independientes que permiten la optimizacion simultanea de las variables de respuesta,
transformando asi las variables de respuesta en una medida unica (Derringer & Suich, 1980).
El procedimiento utilizado para la funcion de deseabilidad implicé los siguientes pasos: 1)
encontrar los niveles de las variables independientes que produjeron las respuestas mas
deseables en las variables dependientes y 2) tener las respuestas mas deseables en las

variables dependientes.

Deseabilidad

A: Temperatura

Figura 20.Deseabilidad del Modelo de Superficie de Respuesta con el Disefio Compuesto
Rotable
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La funcion de deseabilidad tiene como funcién transformar cada respuesta estimada
calculada por el ajuste del modelo asociado a cada ANDEVA factorial en un valor deseable;
con la finalidad que en durante la réplica de las condiciones optimizadas en el proceso
experimental se pueda alcanzar las respuestas minimas y maximas deseadas para obtener un
producto con las caracteristicas mas similares a los calculado por el modelo (Silva et al.,
2013).

En la Tabla 19, se encuentran los parametros predichos y el resultado basal del
microencapsulado optimizado (ME-optimizado), se observa que en cada uno se cumple en
mas del 90%; resultados similares fueron publicados para la encapsulacion de antocianinas
de extracto de jaboticaba (Myrciaria jaboticaba), utilizando maltodextrina como material
pared en el que se obtuvo una deseabilidad de 0.8 con 30% de concentracién de sélidos a 180
°C de temperatura de entrada (Silva et al., 2013), asi mismo en la encapsulacion de
antocianinas de salvado de arroz, usando almidon modificado, en el que la deseabilidad fue
del 0.88; usando 6% de sélidos en la solucion de alimentacién a 168 °C de temperatura de
entrada, para obtener més del 90% de eficiencia de encapsulacién comparandola con la
prediccion (Das et al., 2019); efecto similar tuvo la encapsulacidn de extracto de cereza agria
utilizando maltodextrina con diferentes equivalentes de dextrosa (DE), se obtuvieron dos
productos optimizados a diferentes condiciones de secado para cada uno de los compuestos
bioactivos, obteniendo hasta el 93% de eficiencia de encapsulacion predicha (Elez Garofuli¢
etal., 2017).
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Parametro Prediccion Medicion Basal + DE %

Rendimiento (%) 70.1 67.4 £0.53 9%6.1
Humedad (%) 5.48 52+23 94.8
aw 0.211 0.201 +0.01 95.2
Compuestos fendlicos 807.9 797.8+2.1 98.7
(mg EAG/Q)

Contenido de antocianinas (mg 478.7 469.4+19 98.0
EC-3-G/g)

Capacidad antioxidante

(mg EAA/g)

ABTS* 121.4 116.23+£0.33 95.7
DPPH* 108.4 1044+0.1 96.2
Retencion del contenido de 158.9 157715 99.1

antocianinas
(mg EC-3G/g)

Tabla 19. Caracterizacion fisica y quimica de microparticulas obtenidas en condiciones éptimas

7.3.1 Caracterizacién morfoldgica del optimizado

7.3.1.1 MEB

La Figura 21 muestra las fotografias MEB y la distribucion del tamafio de particula del
microencapsulado en condiciones 6ptimas; la morfologia de la superficie muestra formas
esféricas irregulares con cierta tendencia a la contraccion y aglomeracidn; éstas superficies
de formacion que se encuentran en las particulas durante el proceso de secado por aspersion
se atribuyen a la contraccion de particulas que puede tener lugar a alta temperatura de entrada,
sumado a ello, la formacion de particulas durante el proceso de secado podria atribuirse a la
agregacion de granulos de almidon de malanga inducida por la presencia de proteina en el
almidon (Hoyos-Leyva et al., 2018); una morfologia similar se observd en particulas de

antocianina extraidas de Garcinia indica utilizando maltodextrina como material pared
DE= Desviacion estandar; EAG= Equivalentes de acido galico; EC-3G= Equivalentes de cianidina-3-glucdsido;

EAA= Equivalentes de acido ascorbico
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morada, utilizando almidén modificado de papa (Vergara et al., 2020) y en la
microencapsulacion de antocianinas extraidas de pétalos de Echium amoenum (Mehran et
al., 2020).

SE1 10kV _ WD10mmS$S48

10kV  WD10mmSS48 x4,000 Sum

Figura 21. Iméagenes de MEB de extracto de antocianinas microencapsuladas (optimizadas) a
%4000, x1000 y x2000

7.3.1.2  FTIR Extracto-ME optimizado

En la Figura 22, se muestra el espectro FTIR comparativo de las antocianinas con el ME
optimizado, se puede observar que los grupos OH, asi como las bandas correspondientes a
los anillos pirano y arométicos se encuentran disminuidos, esto quiere decir que el material

pared esté reteniendo de forma quimica al extracto
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Figura 22. Espectro FTIR, extracto de antocianinas vs ME-optimizado

Al hacer un acercamiento a la estructura (Figura 23) se puede observar que hay una
modificacion en las bandas 1300-1380, que corresponden a la deformacion angular de
compuestos fendlicos (Das et al., 2019; Pereira et al., 2015). Por otro lado, en la banda 1055
y 1032 se puede observar una modificacion que corresponde a la flexion de enlace C-H; por
ultimo se observa que en la region 1015 hay una disminucién, lo que corresponde a la

deformacion del anillo aromatico (Wang et al., 2020).
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Figura 23. Espectros FTIR, extracto con ME optimizado en los grupos correspondientes a
compuestos fendlicos y anillos aromaticos

Se ha reportado en diversas investigaciones que los tubérculos contienen antocianinas aciladas en
grupos OH de los glucdsidos que se esterifican parcial o totalmente por varios &cidos organicos (Zhao
et al., 2015), en el caso de extracto de antocianinas de origen en papas rojas se encuentra un complejo
glucdsido acilado de peonidina, petunidina y malvidina; en la Figura 24 se puede observar la
disminucién de las sefiales que corresponden a los anillos piranos que caracterizan a estas
antocianinas, en el nimero de onda 2900, banda 1650-1655 y 1609 (Miao et al., 2021)
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Figura 24. FTIR correspondiente a la disminucion de la sefial de anillos pirano en el extracto vs ME
optimizado

7.3.1.3  FTIR almiddn nativo-ME optimizado

A continuacidén (Figura 25), se presenta el espectro que corresponde a la sefial emitida por
el almidon en su forma nativa y al ME-optimizado.

——— Almidon
Optimizado

100

N L ANAE
P V' A (R
1 \_A AL
N
N

90 H

70 +

Transmitancia (%)

U
60 “

U

40 T T T T T T T T T T ¥ T ¥ T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NUm. de Onda cm!

Figura 25. Espectro del almidén nativo de malanga vsl ME-optimizado
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La comparacion de los espectros muestra bandas distintas que se consideran comunmente
para evaluar la estructura molecular de los biomateriales. La banda ancha en ~1080 a 950
cm? refleja el estiramiento C-O, C-C y CH y las vibraciones de flexion C-O-H de los grupos
de los carbohidratos (Warren et al., 2016).

Almidén
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Figura 26. FTIR de region amorfa y cristalina del almidén nativo vs ME-optimizado

Esta amplia banda ha sido considerada como la huella dactilar de la estructura del almidén,
encontrando que la banda cercana a 1022 cm™ incrementa para la region amorfa, mientras
que las bandas cercanas 995y 1047 cm* son mas prominentes en la region cristalina (Warren

et al., 2016) como se muestra en la Figura 26.

Diversas investigaciones han planteado el interés en las interacciones entre polifenoles y
almidon, lo que podria contribuir a modular la cinética de digestion de hidratos de carbono;
estas interacciones esta influenciado no sélo por la estructura del compuesto fendlico, sino
también por la naturaleza del polimero y/o almidén, asi como por las condiciones
experimentales (Kaur et al., 2016; Zhu, 2015). A nivel molecular, las interacciones no
covalentes entre compuestos fenolicos y el almidon pueden clasificarse en la formacion de
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complejos de inclusién y no inclusion, estos Gltimos con fuerza de unién mas débil; los
complejos de inclusidn se lleva cabo a través de las cadenas lineales de amilosa que tienen la
capacidad de interactuar con otros compuestos con un tamafo y estructuras especificas para
formar complejos en forma de hélices denominadas amilosa tipo V (Igoumenidis et al.,
2018). En consecuencia, estos complejos disminuyen la extension de hinchamiento de los
granulos y pueden contribuir a formar una red de almidon més densa con acceso limitado a
las enzimas, contribuyendo a la resistencia de la digestion del almidon (almidon resistente
tipo 5) (Hasjim et al., 2013), se ha informado que las cadenas lineales de amilosa poseen una
mayor capacidad de formacion de complejos, a través de la ocupacion de la cavidad interna
de la estructura en espiral por interaccion del almidon por enlace de H por medio de fuerzas
de Vander Waals, la mayoria de los polifenoles forman complejos de inclusion al migrar a la
region del interior del granulo destruyendo el area cristalina o interactuado con el ndcleo de
la hélice de amilosa y amilopectina (Giuberti et al., 2020b). Por otro lado los complejos de
no inclusion se llevan a cabo a través de las interacciones CH © no covalentes a lo largo de
las cadenas glucosidicas a 1-4 (Takahama & Hirota, 2018).

En funcién a ello, se propuso realizar un modelo basado en la estructura lineal del almidon y
mostrar los posibles sitios de interaccidn entre esta estructura y las antocianinas, como se

puede observar en la Figura 27.

Figura 27. Prototipo de interaccién amilasa-antocianina

Se puede observar en la figura los enlaces por puente de H, interacciones que en teoria

modificarian estructuralmente al almiddn, teniendo efecto en la disminucion de la digestion
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de este, para corroborar este efecto, se realizé el andlisis por FTIR del ME optimizado. La
Figura 28 ilustra la deconvolucion de la banda de la huella dactilar del almidon con tres
funciones basicas para agregados esféricos. El ajuste aceptable R?= 0.999 con los picos
deconvolucionados ubicados en 1045, 1022 y 997 cm™, que corresponden con los
caracteristicos para el almiddn, con un ligero desplazamiento probablemente causado por la

presencia de otros compuestos como aminoacidos.
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Figura 28. Deconvolucién del almidén nativo vs ME-optimizado

La relacion de intensidad 1047, 1022 y 997 se estimd a partir de los picos deconvolucionados
como se presenta en la Tabla 20, como se puede observar la banda 1045 y 997 mostré una
disminucion importante, esto puede deberse a la modificacion en la estructura que el
compuesto activo esta ocasionando en la forma nativa del almidon, esta disminucion se
traduce como la reduccidn del ordenamiento intrinseco (por ejemplo en la formacion de doble
hélice) de las cadenas de almiddn, quiza por la accién de hidroélisis de la capacidad acida del
compuesto encapsulado, comportamiento observado en la microencapsulacion de &cido

ascorbico en almidon nativo de malanga (Hoyos-Leyva et al., 2018).
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Tabla 20. Area de picos deconvolucionados del almidén nativo vs ME-optimizado

Pico (cm™) Almidoén ME-optimizado
nativo
Area (%)
1045 9.766+0.67 3.368+0.085
1022 1.373+0.28 2.213+0.155
997 8.069+0.51 4.946+0.122

Por otro lado, la banda anche en 1700-1600 cm™ con un pico grande en ~1640 puede
atribuirse al estiramiento C=0, vinculado con el grupo amida I. El proceso de secado por
aspersion en presencia de las antocianinas interrumpio la estructura secundaria de la proteina
como se muestra en la Figura 29.

Almiddn
ME Optimizado

100 —

96 N/

Transmitancia (%)

92

1700-1600

1800 1600
Num. de Onda cm?

Figura 29. FTIR correspondiente a la region Amida | del almidén nativo vs ME-optimizado
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7.3.2 Estabilidad del optimizado

En la Figura 30 se muestra el comportamiento de la estabilidad de los compuestos activos
(fenoles y antocianinas) y actividad antioxidante (inhibicion de radical ABTS™ y DDPH")
durante las 6 semanas de almacenamiento (en condiciones controladas de envejecimiento
acelerado 52% HR y 55 °C), en forma de porcentaje de retencion de estas variables, se calculo
la diferencia en el porcentaje de retencion por compuesto activo y por el mantenimiento de
la inhibicion de radicales ABTS* y DPPH*; se aplic6 ANDEVA de dos vias para evaluar la
diferencia en la media de cada compuesto bioactivo por semana. EI microencapsulado
optimizado mostré diferencias significativas por cada compuesto durante cada semana, es
decir, que si bien siguen una tendencia similar, estadisticamente muestran diferencias en la
retencion de compuestos y actividad antioxidante.

Las microcapsulas mostraron una diminucion importante en el contenido de compuestos
bioactivos en la primera semana de evaluacion, que transité en promedio del 98% al 60%;
esta pérdida puede deberse a la pérdida superficial de los compuestos, ya que ha sido
reportado en la microencapsulacion de &cido ascérbico usando malanga como material pared

(Hoyos-Leyva et al., 2018; Palma-Rodriguez et al., 2013).
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Figura 30. Retencion de compuestos activos por semana de evaluacion (envejecimiento acelerado)

Las letras en mindscula corresponden a las diferencias con significancia por compuesto activo, las letras en
mayusculas corresponden a las diferencias con significancia estadistica por semanas de evaluacién

Cerca del 60% de retencion se mantuvo de la semana 1 hasta la 4, o que indica que el almidon
de malanga es su forma nativa tiene una capacidad protectora de aproximadamente 15 dias
en condiciones extremas de envejecimiento acelerado, se puede corroborar la proteccion con
lo observado en las micrografias de la Figura 21, en donde la aglomeracion de los granulos
obstaculizan la taza de transferencia de calor y humedad al centro de la capsula, lo que
aumenta dicha capacidad de proteccion; este comportamiento fue similar a lo reportado en la
encapsulacion de antocianinas de péetalos de Echium amoenum utilizando maltodextrina y
almidon de maiz modificado como material pared, el porcentaje de retencion de antocianinas
fue en promedio del 95% después de 15 dias a 40 °C, se otorga la caracteristica de retencion
a las caracteristicas estructurales del almidén que ha demostrado tener efectos
termoprotectores, sumado a la modificacion por el grupo acetilo que se une a las cadenas de
amilosa y amilopectina confiriéndoles propiedades emulsionantes a la molécula de almidon
y proporcionan resistencia al agua, ademas que dicha modificacion interfiere con el cation
flavilium de las antocianinas impidiendo su transformacion a una forma inestable (Mehran

et al., 2020). En la estabilidad de oxidacion de aceites de granada y de aguacate utilizando
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almidon de malanga esterificado con OSA, fue sostenida por lo menos 3 semanas posteriores
al proceso de secado, debido a la proteccion en procesos oxidativos que otorga el almidén
(Cortez-Trejo et al., 2021; Romero-Hernandez et al., 2021).

La mayor pérdida de compuestos se observo hasta la semana 6, mostrando una reduccion del
80% en compuestos bioactivos, lo que indica que las microcapsulas a base de almidén de
malanga tienen una capacidad protectora de hasta 4 semanas; la retencién mayor al 50%
depende en gran medida de las caracteristicas estructurales de las antocianinas ubicadas en
la superficie de la estructura del polvo, su interaccidn con las condiciones ambientales como
temperatura, luz, oxigeno y actividad enzimatica, como se reporto en la encapsulacion de
antocianinas de jugo de maqui, utilizando inulina y alginato de sodio como material pared,
que presentd una retencion del compuesto al60 dias a 60 °C (Fredes, Osorio, et al., 2018).
Se realizd6 un modelaje matematico, para determinar la cinética de liberacion que el
microencapsulado optimizado presentd durante las condiciones de envejecimiento acelerado
(evaluando la degradacion de compuestos fendlicos, antocianinas e inhibicion de radial
ABTS" y DPPH"*), para determinar el orden de reaccion de un atributo de calidad, los datos
experimentales obtenidos se ajustaron a una ecuacién lineal, en la Tabla 21 se presenta el
resultado de la cinética de degradacion por compuesto, la cual presenté un mayor ajuste a la
ecuacion cero con un R? de 0.905; esto significa que el comportamiento de degradacion fue
independiente de la concentracién, lo que indica una degradacién gradual del
microencapsulado durante el almacenamiento (Idham et al., 2012); la degradacion gradual
también depende como se describi6 en el apartado de estabilidad de los procesos oxidativos
que previene el material pared, como fue reportado durante la evaluacion de la cinética de
degradacidn de extracto de curcumina microencapsulada con almidén modificado y levadura

Saccharomyces Cerevisiae (Paramera et al., 2011)

Tabla 21. Cinética de degradacion por compuestos activos y actividad antioxidante

Compuesto K R? K R?
Activo
Cero Primer
Orden

Antocianinas 30.8 0.905 0.072 0.862
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Compuestos 33.2 0.896 0.081 0.848

fendlicos
ABTS* 10.9 0.834 0.085 0.907
DPPH* 10.7 0.802 0.082 0.894

7.3.3 Bioaccesibilidad del optimizado

La encapsulacién y liberacion controlada de biocomponentes aseguran el mantenimiento de
las caracteristicas nutritivas y sensoriales de los alimentos y prolongan el periodo de
almacenamiento, los mecanismos de liberacién dependen de muchos factores como el
material encapsulante, el compuesto bioactivo, la morfologia del encapsulado, las
condiciones de liberacion (pH, fuerza idnica, temperatura) y el método de preparacion de las
capsulas (Maderuelo, Zarzuelo , & Lanao, 2011)

Se llevo a cabo la simulacion del proceso digestivo para comparar la bioaccesibilidad del
extracto sin encapsular versus el encapsulado optimizado (Figura 31). Para que se pueda
liberar el compuesto activo de un sistema de proteccién como la microencapsulacion deben
suceder dos procesos de manera simultanea: proceso fisico de rotula en particulas mas
pequefias (desintegracion) y procesos quimicos en el que las moléculas se disuelven como
resultados de los cambios fisicos y quimicos a los que son sometidos (disolucion); estos
procesos resultardn en cambios en los porcentajes de liberacion en comparacion con el
extracto sin proteccion (Righi da Rosa et al., 2019); mientras tanto la bioaccesibilidad de las
antocianinas estd determinado por las modificaciones estructurales ocasionadas por el
entorno fisiologico como los cambios en el pH y temperatura (Paramera et al., 2011), la
interaccidén enzimatica a las que estan sujetas y al metabolismo xenobiotico de fase |
(oxidacion y reduccion) y Il (reacciones de conjugacion con grupos metilo, &cido glucurdnico
y sulfato) en los enterocitos y hepatocitos (Cardona et al., 2013)

Como se observa en la Figura 32, el comportamiento de la bioaccesibilidad del extracto sin
encapsular y el microencapsulado optimizado durante 6 semanas de evaluacion. Durante la
fase salival a los 5 minutos de digestién a un pH 6, el extracto sin encapsular tuvo una

cuantificacion del 24% y el microencapsulado optimizado una liberacion del 22%; esta
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diferencia se debe al efecto de proteccion que pudiera estar otorgando el almidon como
material pared (Righi da Rosa et al., 2019). Durante la primera fase estomacal a los 30
minutos a un pH 2, los valores de cuantificacion y liberacion de antocianinas fueron
similares, observando ~10.94% en el extracto sin encapsular y para el microencapsulado
optimizado de ~11.25%; en el caso del extracto, el incremento en la cuantificacion esta
relacionado procesos de mayor estabilidad de las antocianinas a un pH bajo (Felgines et al.,
2010), en el caso del encapsulado, intervienen procesos de desintegracion y disolucion del
material pared que permiten la liberacion controlada de las antocianinas (Podsedek et al.,
2014). En la segunda fase estomacal a los 60 minutos manteniendo el pH 2, la cuantificacién
de antocianinas en el extracto sin encapsular y la liberacion en el microencapsulado fue de
16.3% y 19.65%, respectivamente; la diferencia se debe a que las antocianinas sin encapsular
presentaron cambios estructurales desde la fase inicial de digestion (Kubow et al., 2016), lo
gue provoca una disminucion en la cuantificacion de compuestos bioactivos ocasionadas por
el entorno fisiolégico como los cambios en el pH y temperatura (Paramera et al., 2011); por
otro lado el microencapsulado presento la liberacién controlada y sostenida que incrementa
la cuantificacion de antocianinas, aunado a que las antocianinas liberadas a nivel estomacal
son mucho mas estables, debido a las condiciones del pH 2, como se mencion0 anteriormente.
Finalmente, durante la fase intestinal a un pH 7, el extracto sin encapsular mostré una
cuantificacion del 2.7%, mientras que el microencapsulado optimizado fue de 12.3%. Se
puede observar que, para ambas condiciones, hay una disminucién importante de
antocianinas, esto se debe principalmente a que éste compuesto bioactivo al ser sometido a
un pH cercano al neutral ocasiona cambios estructurales importantes que podria deberse a la
transformacion del cation flavilio en la pseudobase incolora de chalcona al pH intestinal (7),
a la fisién entre los anillos B y C debido al incremento en la temperatura, asi como la
exposicion prolongada del compuesto que resulta en la destruccion del croméforo de la
antocianina (Liang et al., 2012). Sin embargo, se observa que para esta fase gastrica la
bioaccesibilidad de las antocianinas es estadisticamente superior al extracto sin encapsular;
resultados similares fueron observados por (Vergara et al., 2020), en la encapsulacion de
antocianinas extraidas de papa moradas, encapsuladas en almidén modificado.

En la Figura 33 se observa la bioaccesibilidad de las antocianinas evaluadas durante 6

semanas a condiciones ambientales, para describir los cambios semanales de la liberacion,
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asi como poder calcular la cinética de liberacion; el estudio de los mecanismos de liberacion
se realiza sobre modelos matemaéticos que explican los tipos de transporte de moléculas
bioactivas a través de la pared de las microcdpsulas (Siepmann & Peppas, 2001; Zou et al.,
2015), se llevé a cabo el modelo de ecuacion cero y de primer orden para describir el
mecanismo de liberacion del microencapsulado optimizado (Figura 33), y al que mas se
ajust6 fue al modelo cinético de primer orden con un R? de 0.97, esto quiere decir que el
mecanismo de transporte de las antocianinas en el microencapsulado esta controlado por su
retencion en el material pared que permite su liberacion controlada y mas lenta, lo que
ocasiona una menor solubilidad en comparacion al medio de liberacion (Flores et al., 2016).
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Figura 31. Bioaccesibilidad basal extracto vs microencapsulado optimizado
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7.3.4 Actividad enzimatica

Actualmente, més de 600 estructura de antocianinas con los 6 nlcleos de antocianidinas
comunes son registrada en bases de datos como Pubchem, la diversidad estructural de las
antocianinas es indicador del nimero tipo y posicion de unién de los grupos acilo (Prior &
Wu, 2006), se propuso emplear un enfoque sistematico como el disefio basado en la
estructura para investigar el espacio quimico de las antocianinas y la relacion en la estructura
y actividad de las antocianinas con su actividad inhibitoria; el disefio basado en la estructura
es un enfoque comunmente adoptado en busqueda de nuevos inhibidores (Rasouli et al.,

2017), este disefio combina métodos computacionales, métodos biofisicos y métodos in vitro

7.34.1 Inhibicion enzimatica
Se realizd la curva de inhibicion de la enzima a-amilasa de las antocianinas en forma libre y

microencapsuladas. En la Figura 34 se puede observar una correlacion positiva de la
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inhibicion y la concentracion de compuesto activo. el ICso del ME-optimizado fue de 274.43
mg/mL, mientras que para el extracto fue de 256.31mg/mL, a pesar de no mostrar diferencias
estadisticamente significativas, para alcanzar la concentracion necesaria seria necesaria la
ingesta de 3.8 g de ME-optimizado, mientras que de extracto seria de 13 mg/ ml lo que si
representa una diferencia estadisticamente significativa, asi mismo en comparacion con el
farmaco de referencia el 1Cso que fue de 57.2 mg/mL; este comportamiento fue similar a lo
publicado para antocianinas aciladas (Armstrong et al., 2020; Dai et al., 2018; Wang et al.,
2020), aunado a ello en comparacion con antocianinas de origen de bayas, las antocianinas
aciladas han demostrado mayor inhibicién enzimatica (Yang et al., 2021). La inhibicién de
antocianinas aciladas podria deberse al tipo de antocianidina que suele ser cianidina y
peonidina, la actividad de inhibicion podria estar correlacionada con la concentracién de las
fracciones aciladas como en el caso de la evaluacion de inhibicion enzimética en extractos

de antocianinas de camote morado (Zhang et al., 2015).
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Figura 34. Porcentaje de inhibicion de antocianinas (extracto) y ME
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7.3.4.2  Velocidad y cinética de inhibicién

En la Figura 35 se muestra la velocidad de reaccion del extracto sin encapsular, del ME, en
comparacion con la velocidad control de la enzima, la actividad inhibitoria es el resultado
final de las interacciones de unién entre el compuesto activo y los sitios de accion de la
enzima (Giuberti et al., 2020a),en la figura se puede observar la correlacion positiva de la
inhibicion y la concentracion, comportamiento similar en antocianinas diaciladas obtenidas

de papa morada de diversas regiones de China (Esatbeyoglu et al., 2017)
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Figura 35. Velocidad de reaccion extracto, ME-optimizado en comparacion con la velocidad de la
enzima amilasa
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El tipo de inhibicidn de las antocianinas contra la a-amilasa se analizd mediante ensayos
cinéticos de inhibicion y gréaficos de Lineweaver-Burk, como se muestra en la Figura 36, se
evalu6 el mecanismo de inhibicion mediante estos ensayos cinéticos en el que la
concentracion de antocianinas aciladas incrementaron el valor de Km, mientras que
disminuyd la Vmax, ajustandose al segundo cuadrante, lo que indica que la inhibicién de la
enzima es de tipo mixto (Zheng et al., 2020), comportamiento similar observado en la
inhibicion de a-amilasa con antocianinas aciladas de papa morada en comparacion con
antocianinas no aciladas de bayas de la region de China (Yang et al., 2021).

Los parametros para la unién de antocianina con la enzima libre (Ki) y con el complejo
enzima-sustrato (Kjs) se obtuvieron de las gréaficas secundarias (Figura 37). El valor Ki de
ambos compuestos fue mayor al valor de Kis (Tabla 22), demostrando que el compuesto
activo se une mejor a la enzima libre que al complejo enzima-sustrato, mismo

comportamiento publicado por Yang et al. (2021).
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Tabla 22. Efectos inhibitorios de las antocianinas en extracto y ME

Compuesto ICso Vmax Km Ki Kis Tipo de
(mg/ml) Inhibicion

CONTROL 287.57 441.01

Extracto 256.31  241.77 618.13 2.55 0.004 Mixto

ME-optimizado 27443  225.38 636.26 2.25 0.003  Mixto

Acarbosa 52.21 102.76 4.32 0.04 0.009  Competitiva

7.3.5 Simulacion molecular de acoplamiento

Se aplicd la simulacion de acoplamiento (Docking) para predecir los sitios de union precisos

de las antocianinas en la enzima o-amilasa y confirmar los resultados experimentales in vitro

mencionados en el apartado anterior. El docking es un algoritmo de acoplamiento de alto
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rendimiento que posiciona el catalizador conformacional de ligandos generados en el sitio
activo de la proteina, basado en la interaccién polar (Singh et al., 2016). En primer lugar se
descargaron las estructuras quimicas de las antocianinas de la base de datos Pubchem, se
minimizé energéticamente; posteriormente se descargé la estructura de la enzima o-amilasa
del sitio web RCSB PBD y fue preparado con autodock, los archivos preparados se
sometieron a PyRX, se seleccioné el algoritmo para la proyeccion virtual, se generaron las
conformaciones para cada antocianina, y los resultados se clasificaron en funcion de la
prediccién mas baja de energia de enlace de cada una. Se realizd el célculo para las 3
principales antocianinas aciladas que se encuentran en la papa morada (peonidina,
pelargonidina y malvidina). En las Figuras 38, 39 y 40 se puede observar que la enzima tuvo
interaccion con los residuos por puente de hidrégeno para malvidina: Asp 197, His 201y Gin
6; para peonidina: Asn 352, Asp 356, His 305 y Asp 197 y para petunidina: GIn 63, His 201
y Asp 197. Con esto se demuestra que el esqueleto de carbono junto con sus grupos hidroxilo
juegan un papel crucial en la actividad inhibidora de las antocianinas aciladas con enzimas
amiloliticas como la amilasa (Barrett et al., 2018). De hecho la actividad inhibitoria se debe
principalmente a los enlaces de H entre los grupos hidroxilo de los fenoles y los aminoacidos
especificos en el sitio activo de las enzimas Asp 197 y Glu 233 (Sun et al., 2019). El modo
de acoplamiento molecular adaptado al estudio resulté en un receptor rigido y ligandos
flexibles, en general la menor energia de activacion sugieren que la union entre la proteina 'y
el ligando es mas estable y estrecha (Yang et al., 2020). En la Figura 38 se observa la
modelacion de la enzima con malvidina la cual presento la menor energia de activacion 7.2
Kcal/mol, lo que indicaria que esta puede acoplarse mejor a la a-amilasa, en la figura se
puede observar la union de la enzima a través de puentes de hidrégeno para Asp 197 e His
201 con el anillo A de la estructura, el Asp 197 se relaciona con la disminucion de la actividad
de la enzima, se observa ademas la union por puentes de hidrégeno con la estructura del
anillo B con GIn 63, en ese mismo anillo se pudo observar la unién con Trp 59 relacionado
con la inhibicidn catalitica de la enzima a través de enlace n-n. La antocianina con el siguiente
energia de activacion fue la peonidina (Figura 39) con 8.3 Kcal/mol, y a diferencia de la
malvidina, se encontraron la unién de puentes de hidrogeno a en el anillo B con Asp 197 y
las cadenas laterales de carbono permitieron la unién con Glu 233, finalmente los anillos A

y C, presentaron unién por enlace n-n con Trp 29; en el caso de esta antocianina acilada, se
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pueden observar ademas otros enlaces por puentes de hidrogeno que de manera virtual le
otorgan estabilidad a la molécula (Xie et al., 2020). Finalmente, la estructura con mayor
energia de activacion fue la petunidina (Figura 40) con 8.8 Kcal/mol y se caracteriz6 por
presentar la misma dinamica que la malvidina.

Un tema pendiente sobre los estudios de antocianinas es la dificultad para obtener la
estructura especifica que pueda servir como inhibidor potencial y ser utilizadas como
tratamientos coadyuvantes en diversas patologias, la proyeccion virtual identifica
caracteristicas estructurales que son importantes para la actividad biologica categorizado por
ligandos potentes (Kaur et al., 2016). Los cambios en las interacciones dieron como resultado
cambios estructurales en las antocianinas que posiblemente podria explicar la diferencia en
las actividades inhibitorias reportadas en la fase in vitro. La relacion en la estructura y
actividad tanto en el nucleo de las antocianinas como en el glucésido impacta en la actividad
inhibitoria que puede clasificarse por dos posibles mecanismos: cambios estructurales que
resultan en la modificacion de la conformacion vinculante, y por lo tanto resulta en
actividades variantes; y por el otro lado es que los cambios estructurales dan como resultado
una unién similar a la interaccién del sitio activo lo que conlleva a alteraciones de la actividad
(Xie et al., 2020)
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CONCLUSIONES

1. El almiddn de malanga presenté con el 16.6% de rendimiento utilizando una metodologia himeda, fue adecuada
en comparacion almidén de malanga aislado en diversas regiones de Asia y América; asi mismo la pureza el
almidén determinada por técnicas enzimaticas resulto del 87.6 %, que comparado con el almidén de malanga de
diversas regiones de México se encuentra en el rango adecuado. De acuerdo con el porcentaje de amilosa-
amilopectina, determinado por medio de la técnica de complejacion de yodo fue de 11.7%, ubicandolo como un
almidon de tipo ceroso. La alta temperatura de gelatinizacion (79 °C) otorga al almidén resistencia a la
modificacion de la region cristalina, y esta relacionado con el tamafio de granulo, la entalpia elevada (11.48 J/g)

se relaciona con mayor requerimiento de energia para la gelatinizacion

2. Elextracto de antocianinas a una dilucion 1:100 contiene suficientes compuestos fendlicos (1102.17 pg GAE/ml)
y antocianinas 561 mgEC-3G/ml) para ser incorporado en un sistema de microencapsulacion con actividad
antioxidante del 47% de inhibicion para ABTS* y 30% para DPPH*

3. Las condiciones optimas para la microencapsulacion fueron 125 °C de temperatura de entrada y 20.9% de
concentracién de almidén nativo de malanga, dichas condiciones le otorgaron al sistema un alto porcentaje de
deseabilidad (.809)

4. El ME optimizado obtuvo un asertividad del 94 al 99% con relacion a las predicciones matematicas del disefio
para todas las variables dependientes. La retencion de compuestos bioactivos en condiciones de envejecimiento
acelerado (52% HR y 55 °C) fue de hasta el 60% en las primeras cuatro semanas de evaluacion, siguiendo una

cinética de degradacion de tipo cero

5. Elandlisis de la evaluacion por FTIR y el modelado in silico, sugiere la interaccion del almidén con antocianinas,
a través de formacion de enlaces por puente de hidrogeno, que explicarian la modificacion estructural y de
digestibilidad del almidén. La liberacion in vitro de antocianinas del ME optimizado fue estadisticamente
significativa en comparacion con el extracto sin encapsular y ademas sigue una cinética de liberacion de primer

orden.

6. Sedemostré que el ME optimizado inhibe la actividad de la a-amilasa con un 1Cso de 274 mg/ml, y que en relacion
con la bioaccesibilidad se requiere 4.8 g de polvo para inhibir el 50% de la actividad de la enzima, con un tipo

de inhibicién reversible mixta.

7. El modelado de acoplamiento molecular revel6 la interaccion de las antocianinas aciladas con ciertos residuos
de aminoécidos con una baja energia de activacion para malvidina, seguida de petunidina y finalmente la

peonidina.
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ANEXOS

Anexo 1

Estabilidad de compuestos bioactivos y actividad antioxidante de los tratamientos del modelo
de superficie de respuesta con el DCC. En la Figura 1y 2, se presenta el grafico de cada uno
de los tratamientos por variable evaluada en relacion con las caracteristicas fisicoquimicas
(humedad y aw). En la Figura 3 y 4 el contenido de compuestos activos (fenoles y
antocianinas) y en la Figura 5y 6 por actividad antioxidante por medio de la inhibicién de
radicales ABTS" y DPPH*, para el modelo se tom6 en cuenta Gnicamente el contenido de

antocianinas, para poder calcular estadisticamente las mejores condiciones de secado.
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