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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue establecer las condiciones dptimas del extracto de Hibiscus
sabdariffa (EHS); y de la encapsulacion del extracto de utilizando una mezcla de almidon
poroso de maiz- goma ardbiga (APM-GA) para mejorar la retencion de compuestos
antioxidantes (RCA), la actividad antioxidante, la eficiencia de encapsulacion, la estabilidad,
la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos y actividad de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA). La metodologia de superficie de respuesta (MSR) se ha utilizado para
optimizar las condiciones de extraccion como el tiempo de extraccion, la relacion
caliz/solvente y la temperatura; y las condiciones de microencapsulaciéon mediante secado
por aspersion, como la temperatura de entrada (TE), concentracion de sélidos totales (CST)
y la relacion APM-GA. Las condiciones de optimizacion fueron de 0.03 g/mL (relacion
caliz/solvente), 12.1 min y 91.6 °C para obtener el extracto. Con estas condiciones el
contenido de compuestos bioactivos en el EHS optimizado fueron 990+53 EC3G/100g,
3195+89 mg EAG/100g, 895+25mg EQ/100g, 3799+133 mmol ET/100g y 1971+£57 mmol
ET/100g para antocianinas monoméricas totales (AMT), compuestos fendlicos totales (PT),
flavonoides totales (FT), capacidad antioxidante ABTS y DPPH respectivamente y una
inhibicion de la ECA de 73.8%-79.2%. Las condiciones Optimas para obtener las
microcéapsulas por MSR fueron a 126 °C en TE y de 8.5% de concentracion de solidos totales
(92% APM - 8% GA). Con estas condiciones el contenido de compuestos bioactivos en las
microcapsulas optimizadas (MO) fueron de 2368 mg EAG/100g; 694 mg EQ/100g; 930 mg
EC-3G/100g; 423 mmol TE/g para los compuestos fenolicos, flavonoides, antocianinas, y
actividad DPPH, respectivamente. La actividad de agua fue de 0.204, con una eficiencia de

encapsulacion de 76.1%. La retencion de compuestos bioactivos bajo condiciones de



envejecimiento acelerado fue 40% a las 8 semanas de almacenamiento. Los estudios de
bioaccesibilidad muestran que MO tienen buena estabilidad durante la digestion y una
liberacion controlada. En general, los resultados sugieren que las MO con APM-GA como
material pared y usando MSR dan como resultado condiciones efectivas de proteccion,
contribuyendo a la estabilidad de compuestos bioactivos hasta por 8 semanas de
almacenamiento. Las MO mostraron una mayor actividad inhibidora de la ECA (28.6+2.1%
%) en comparacion con el EHS libre (6.7+0.54%) después de 4 semanas de envejecimiento,

dando como resultado una proteccion a los compuestos encargados de esta actividad.
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1. INTRODUCCION

Roselle, también conocida como jamaica, es una planta perenne del género Hibiscus,
perteneciente a la familia Malvacea, ampliamente cultivada en regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo (Riaz & Chopra, 2018), incluidas Egipto, China, México y
Sudén (Da-Costa-Rocha et al., 2014). En México se cosechan aproximadamente 18 mil

hectareas con un rendimiento promedio de 265 kg/ha por afio (Ariza-Flores et al., 2014).

Los calices de H. sabdariffa (HS) se ingieren en forma de bebidas, mermeladas, jaleas, jarabes,
helados y otros postres (S. Patel, 2014). Aparte de la importancia en la industria de alimentos,
el extracto HS presenta propiedades con actividades bioldgicas, que incluyen antioxidante,
antihipertensiva, antidiabética, antibacteriana, entre otras (Shahidi & Ambigaipalan, 2015). El
extracto HS contiene compuestos bioactivos como polifenoles, flavonoides y antocianinas que
imparten esta actividad bioldgica (Jabeur et al., 2017). Sin embargo, estos compuestos son
propensos a la degradacion debido al pH, temperatura, luz, oxigeno, interaccion de iones
metalicos y asociacioén con otros compuestos (Bicudo et al., 2015; Herrera-Balandrano et al.,
2021). Otros factores que influyen en la viabilidad de los compuestos bioactivos son la
extraccion, procesamiento, almacenamiento (Soltanzadeh et al., 2022) y la bioaccesibilidad
que es afectada por las condiciones fisioldgicas en el tracto gastrointestinal durante la

digestion (Peighambardoust et al., 2016).

La microencapsulacion mediante secado por aspersion que aplica almidones como material
pared esta siendo utilizada para proteger compuestos bioactivos, siendo un método
economico, flexible, y con alta eficiencia (Golshan et al., 2013; Rajabi et al., 2015; Shishir &
Chen, 2017). Estudios realizados por Mehran et al. (2020) en donde encapsularon antocianinas
del pétalo Echium amoenum utilizando almidon modificado de maiz y maltodextrina como
material pared, reportaron que después de 30 dias de almacenamiento a 40 °C, se cuantificd
85% de antocianinas del contenido inicial, en comparacion con el extracto libre, que presentd
15%, debido a la degradacion térmica y oxidativa. En otro estudio, Righi da Rosa et al. (2019)
encapsularon compuestos bioactivos extraidos de ardndano utilizando una mezcla de
maltodextrina y almidon de maiz, observando una mejora en la liberacion controlada de
antocianinas en condiciones gastrointestinales in vitro, reportando una mayor disponibilidad

respecto al incremento en el tiempo de hidrélisis, concluyendo que se mejora la proteccion
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del extracto en condiciones gastrointestinales. Sin embargo, en el objetivo de mejorar e
incrementar la capacidad de retencion y proteccion de compuestos bioactivos, incursionar en
el uso de almidones porosos estd tomando gran importancia, ya que muestran una buena
actividad como mejor acarreador de compuestos bioactivos (Sathyan & Nisha, 2022).
Estudios enfocados en la obtencion de almidones porosos por un método enzimatico, han
reportado una estructura porosa de almidon lo que incrementa el area superficial especifica, y
mejora la absorcion e incrementa la eficacia de compuestos bioactivos (Ji, 2021). Han et al.
(2023), reportaron el uso de almidéon poroso de maiz (APM) y APM-modificado para la
encapsulacion de curcumina, en donde determinaron mediante espectroscopia por
transformada de Fourier, que la curcumina fue encapsulada mediante enlaces de puentes
hidrégeno con el almidon poroso. También reportaron, una mejor liberacion controlada de la
curcumina en un sistema gastrico intestinal, en los encapsulados de APM-modificados.
Leyva-Lopez et al. (2019) reportaron la microencapsulacion de acido ascorbico en APM,
usando goma arabiga (GA), como sellador de los poros en el granulo, observando una mayor
estabilidad durante 9 semanas de almacenamiento en condiciones de envejecimiento acelerado
a55°C,y 52.86% HR, en comparacion con microcapsulas a base de GA, usadas como control,
la cuales solo mostraron una actividad hasta las 8§ semanas. Oliyaei et al. (2020), usaron
también APM para encapsular fucoxantina, en donde utilizaron diferentes combinaciones de
GA y maltodextrina como cobertura en el APM cargado, reportando mejoras en la eficiencia
de encapsulacion, retencion y en la estabilidad, aun bajo condiciones de luz y temperatura (50
°C) hasta las 4 semanas de almacenamiento. Por tal motivo, la encapsulacién de compuestos
bioactivos usando almidones porosos recubiertos con gomas puede ser una forma de
proporcionar excelentes propiedades de proteccion y liberacion controlada, impactado en la
salud del consumidor. El objetivo principal del presente estudio es encontrar las condiciones
optimas del encapsulado de HS mediante un disefio central compuesto rotable (DCCR),
evaluando la temperatura de entrada en el secador, la concentracion de solidos solubles totales
(CST) y la relacion APM-GA, sobre eficiencia de encapsulacion (EE), retencion, liberacion
controlada de los compuestos antioxidantes presentes en el HS bajo condiciones controladas
de temperatura y humedad, asi como evaluar la actividad de la enzima convertidora de

angiotensina (ECA) mediante un estudio in vitro.
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2. MARCO TEORICO

Las enfermedades no transmisibles (ENT) son las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo (Abbafati et al., 2020), de acuerdo a la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) de mas de 15 millones de muertes prematuras atribuidas a las ENT
anualmente una proporcion significativa de las ENT se ha atribuido a la creciente carga de
enfermedades metabdlicas; a saber, hipertension, diabetes mellitus tipo 2, hiperlipidemia,
obesidad y, mas recientemente, enfermedad del higado graso no alcohélico (Riazi et al., 2022;
Xing et al., 2020). Estas enfermedades metabolicas son cada vez mas frecuentes en la
poblacién mas joven, ya que los estilos de vida modificables que implican el consumo de
tabaco, el consumo excesivo de alcohol, el sedentarismo y las dietas poco saludables se
establecen cada vez mas en la edad adulta joven, preparando el escenario para el desarrollo de

enfermedades metabdlicas (Abbafati et al., 2020).
2.1.  Hipertension

La hipertension no solo es un problema de salud publica mundial, sino también el factor de
riesgo mas importante para las enfermedades cardiovasculares, lo que representa una pesada
carga econdmica para la sociedad. Una elevacion de dos mm de Hg en la tension arterial
sistolica se asocia con un aumento de 7% con el riesgo de mortalidad por cardiopatia
isquémica y 10% en el riesgo de mortalidad por accidente cerebrovascular, por lo que la
hipertension arterial (HTA) es considerada como un importante factor de riesgo de infarto al
miocardio, ictus isquémico y hemorragico, insuficiencia cardiaca, enfermedad renal cronica,

deterioro cognitivo y muerte prematura (Orozco-Beltran et al., 2022).

La epidemiologia de la HTA se caracteriza por una alta incidencia, una alta tasa de
discapacidad y de mortalidad y una baja tasa de concienciacién (Mancia et al., 2023). A nivel
mundial, se estima que la hipertensioén causa 10.4 millones de muertes al afio (Stanaway et al.,
2018). De los 1,130 millones de personas estimadas con hipertension, la mayoria (dos tercios)
vive en paises de ingresos bajos y medios, incluidos los de Latinoamérica (Stanaway et al.,
2018). En los ultimos veinte afios, la hipertension arterial se posiciona entre las primeras nueve
causas de mortalidad en México, y en los pasados seis anos la tasa de mortalidad por HTA

increment6 29.9%. En el afio 2015, la hipertension arterial se posicioné como el principal
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factor de riesgo de muertes que se puede prevenir (Chen et al., 2021; Forouzanfar et al., 2016).
Se estima que en México una de cada cuatro personas tiene este padecimiento, y 46% lo

desconoce (OMS, 2022).

Como factor de riesgo mas importante, el control de la presion arterial se ha considerado como
un método esencial para prevenir la incidencia de enfermedades cardiovasculares.
Actualmente, los farmacos disponibles para el tratamiento de la HTA incluyen principalmente
inhibidores de la ECA, antagonistas de los receptores de angiotensina II, bloqueadores de los
canales de calcio, bloqueadores B, diuréticos, etc. (Yang et al., 2023). Para los pacientes con
mal control de la presion arterial, a menudo es necesario tomar una combinacién de multiples
medicamentos antihipertensivos (Williams et al., 2018). A pesar del continuo desarrollo de
farmacos antihipertensivos y la aparicion de nuevos métodos quirargicos, el control de la
hipertension todavia esta lejos de ser satisfactorio (Wang et al., 2018). COmo aumentar la
eficacia de los medicamentos anti-hipertensivos y retrasar la aparicion de enfermedades
cardiovasculares relacionadas con la hipertension es un desafio importante en el presente e

incluso en el futuro.

En los ultimos afos, el enfoque en la investigacion de plantas se ha incrementado a nivel
mundial para descubrir el inmenso potencial de las plantas medicinales utilizadas en varios
sistemas tradicionales (Chrysant & Chrysant, 2017). Se han estudiado varias plantas
medicinales que podrian usarse como potentes agentes fitoquimicos en el tratamiento
terapéutico de diversas enfermedades; uno de ellos es Hibiscus sabdariffa (HS). Los estudios
sobre las propiedades bioactivas de HS demostraron que tiene varios beneficios para la salud
(Moyano et al., 2016; Riaz & Chopra, 2018) y podria atribuirse a la presencia de compuestos
bioactivos. Compuestos bioactivos como los fenoles totales, flavonoides (quercetina, luteolina
y sus glucosidos) y antocianinas como los componentes principales en el extracto acuoso HS

(He et al., 2010).
2.2.  Hibiscus sabdariffa L

Hibiscus sabdariffa (HS) se cultiva ampliamente en muchos paises en desarrollo. Mas de 300
especies se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo (Mahadevan

& Kamboj, 2009). HS pertenece a la familia de las Malvaceae. Es una hierba anual o perenne
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que alcanza una altura de 2 a 2.5 m. Las flores son terminales y mide de 8 a 10 cm de didmetro,
de color blanco a amarillo palido, y tienen un caliz robusto y carnoso en la base, de 1 a 2 cm
de ancho, que se agranda a 3-3.5 cm, carnoso y de color rojo brillante a medida que madura
el fruto (Singh et al., 2006). Se cultiva al comienzo de la temporada de lluvias a mediados de
abril y se recolecta para los calices de los frutos, aproximadamente 3 semanas hasta el inicio

de la floracion (EI Naim et al., 2010).

Tradicionalmente, HS se cultiva por su tallo, hojas, célices y semillas, ya que todas sus partes
tienen aplicaciones medicinales entre otras (Wright et al., 2007). Se han utilizado en la
medicina tradicional. Entre ellos, se ha informado que el extracto HS ayuda a reducir la

presion arterial (Da-Costa-Rocha et al., 2014)
2.2.1. Composicion nutricional

Los céalices de HS son ricos en carbohidratos, fibra dietética, proteinas, vitaminas, minerales
y compuestos bioactivos (Aurelio et al., 2008). Algunos estudios reportaro valores de
carbohidratos, proteinas y grasas (26.93 + 0.71%), (5.70 £ 0.61%) y (1.16 £ 0.10%)
respectivamente (Salami & Afolayan, 2021). Mas recientemente, Jabeur et al. (2017) en su
estudio, informaron la presencia de glucosa (6.5 g/100 g), fructosa y acidos grasos. Los calices
de HS son ricos en vitaminas como niacina, riboflavina y acido ascorbico (Aurelio et al.,
2008). También se encuentran minerales especialmente, hierro, calcio, magnesio y potasio
(Falade et al., 2005). Los extractos de calices secos contienen componentes quimicos, como
acidos organicos ademads de fitoesteroles y antioxidantes solubles en agua (Mahadevan &
Kamboj, 2009). Los componentes bioactivos, tienen actividad captadora de radicales libres, y
el efecto beneficioso en la salud se atribuye principalmente a estas moléculas bioactivas
(Luvonga et al., 2012). Diversos estudios han revelado que los calices de HS son ricos en
polifenoles y flavonoides, que mejoran el valor nutritivo de HS, ya que estos compuestos se
correlacionan con su propiedad antioxidante (Jabeur et al., 2017). El contenido fendlico
consiste principalmente en antocianinas como delfinidin-3-sambubidsido y cianidina-3-
sambubidsido (Sinela et al., 2017) y otros flavonoides y sus respectivos glucésidos
(Mahadevan & Kamboj, 2009). Las antocianinas son flavilio o catién 2-fenilbenzopirilio con
grupo hidroxilo y metoxilo presente en la posicion R1 y R2 de la estructura basica (Pascual-

Teresa et al., 2010). Las moléculas de antocianinas son susceptibles de degradacion. Su
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estabilidad depende del pH, temperatura, enzimas, luz y estructura, la presencia de otros

flavonoides, 4cidos fendlicos y metales (Idham et al., 2012).

Segun un estudio realizado por Sinela et al. (2017), han informado que el 85% de las
antocianinas es delfinidina-3-sambubidsido y es la principal fuente de capacidad antioxidante
del extracto de HS. Las diferentes técnicas de extraccion de polifenoles y antocianinas y las
diferentes variedades de HS utilizadas en diversos estudios dificultan la comparacion Luvonga
et al. (2012) informaron concentraciones de antioxidantes, el contenido fendlico total era de 6
mg/g en el extracto de HS. En otro estudio, Abou-Arab et al. (2011) reportaron contenido de
antocianinas totales, como cianidina 3-glucosido de 623 mg/100 g y 37.4 mg/g de contenido
fenolico total sobre la muestra en peso seco. Recientemente, Jabeur et al. (2017) en su estudio
identificaron delfinidina-3-o-sambubiodsido, delfinidina-3-o0 glucésido y cianidina-3-o0

sambubiosido en concentraciones de (7 mg/g), (1.5 mg/g) y (4.4 mg/g) respectivamente.

Informes de investigacion destacaron los célices secos como la fuente potencial de moléculas
bioactivas (Figura 1) que ejercen una potente actividad antioxidante-antirradical (Formagio et

al., 2015) y antihipertensiva (Ahad et al., 2020).

R2 R1-R7 = OH, OCHs
O
9 HO
OH
HO

OH
Figura 1. Estructura de algunos antioxidantes presentes en Hibiscus sabdariffa: estructura
basica de antocianina (a), quercetina (b) y acido galico (c)
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2.2.2. Actividad Antihipertensiva

Varios informes de investigacion cientifica han proporcionado evidencia de que el extracto de
HS reduce significativamente la presion arterial. Joven et al. (2014) comprobaron la eficacia
del compuesto polifendlico de HS en el manejo de la HTA, en personas con sindrome
metabodlico y en ratas espontaneamente hipertensas. La dosis de 125 mg/kg/dia se utilizo para
personas con sindrome metabolico durante un periodo de 4 semanas y la dosis de 125 o 60
mg/kg en una dosis unica o diaria durante 1 semana. Recientemente, Ali et al. (2017)
evaluaron el efecto de las antocianinas aisladas del extracto acuoso de HS en una enfermedad
renal cronica inducida por adenina en ratas Wistar macho, e informaron que una dosis de 50
mg/kg y 200 mg/kg de antocianinas disminuy¢ significativamente la presion arterial sistolica
que aumento significativamente debido al tratamiento con adenina. Ademas, las antocianinas
(50 mg/kg) redujeron significativamente la frecuencia del pulso. Los estudios sobre el efecto
antihipertensivo plantean que HS es comparativamente eficaz como otro farmaco

antihipertensivo y es coadyuvante para disminuir la presion arterial (Walton et al., 2016)

Ajay et al. (2007) también informaron los mecanismos del efecto reductor de la presion arterial
del extracto de HS en una aorta aislada de ratas espontaneamente hipertensas. Destacaron que
el efecto vasodilatador del extracto de HS se debe probablemente a la activacion de la via
relajante de 6xido nitrico/monofosfato ciclico de guanosina derivado del endotelio y la via
independiente que implica la inhibicion del flujo de iones calcio hacia las células del musculo
liso vascular. En otro estudio realizado por Sarr et al. (2009) también informé que el extracto
de HS estimula el efecto relajante dependiente del endotelio mediante la activacion de la
lipido-quinasa que conduce a la fosforilacion de la 6xido nitrico sintasa endotelial. Joven et
al. (2014) informaron que los polifenoles de HS inducian respuestas endoteliales favorables y
consideron que ese mecanismo de accidon fue mas significativo era mas importante junto con
la actividad antioxidante y antiinflamatoria en comparacion con la diuresis y la actividad

inhibidora de la ECA.
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2.2.2.1.Inhibicion de ECA

Ojeda et al. (2010) demostraron por primera vez que el efecto antihipertensivo de los extractos
de HS en humanos se debia a la ECA, proporcionando asi una base cientifica para el uso del
extracto de HS en la medicina popular para reducir la presion arterial. Walton et al. (2016)
han recomendado los siguientes posibles mecanismos que ocurren en el sistema renina-
angiotensina, involucrados en la regulacion de la concentracion de sodio plasmaético y la
presion arterial, probablemente como antagonistas de la aldosterona (diuréticos) e inhibidores
de la ECA que son complementarios entre si. La fraccion rica en antocianinas (delfinidin-3-
O-sambubiosidos y cianidin-3-O-sambubiodsidos) inhibe la actividad enzimatica compitiendo
con el sitio activo de una manera dependiente de la dosis. La angiotensina I se convierte en
angiotensina II por la enzima ECA. Esta angiotensina Il es un vasoconstrictor y también

estimula la secrecion de aldosterona.

2.2.3. Toxicologia

Algunos estudios preclinicos informaron del bajo grado de toxicidad aguda de HS.
Akindahunsi & Olaleye (2003) han recomendado una dosis segura de 150-180 mg/kg/dia y
han demostrado que el uso prolongado de dosis mas altas causa dafio hepatico, mientras que
el efecto es leve en dosis mas bajas. Sus resultados experimentales muestran que 15 dosis de
250 mg/kg de extracto de HS en las ratas albinas Wistar aumentaron significativamente el
nivel sérico de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) y

albumina sérica.

Fakeye et al. (2009) en su estudio con ratas albinas usaron dosis altas (300-2000 mg/kg) de
extracto HS durante 3 meses e informaron que el extracto acuoso aumentaba el nivel de
creatinina sérica mientras que el alcohol al 50% tenia efectos mas dafiinos sobre la funcion

hepatica enzimatica junto con el aumento de los niveles de creatinina plasmatica.

Nwachukwu et al. (2015) han demostrado que una dosis de 2000 mg/kg aumenta la enzima
hepatica (AST, ALT y ALP) mientras que la urea, creatinina y acido Urico aumentaron

significativamente a 1000 mg/kg.
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Recientes investigaciones han demostrado los beneficios para la salud del extracto HS, como
los efectos antihipertensivos. Estos efectos se atribuyen a las propiedades antioxidantes de
ciertos compuestos bioactivos, como acidos fendlicos, antocianinas y flavonoides (Hounkpe
et al., 2019). Compuestos que son susceptibles a la degradacion ante factores ambientales
como la temperatura, luz y oxigeno (Antony & Farid, 2022). Es necesario mantener la
estabilidad de los compuestos antioxidantes durante el procesamiento y el almacenamiento.
La microencapsulacion se ha convertido en un método viable para proteger estos compuestos

bioactivos.

2.3.  Microencapsulacion

La microencapsulacion se define como un proceso en el que pequeiias particulas se rodean
con un recubrimiento, o se incrustan en una matriz homogénea o heterogénea, para obtener
capsulas selladas con propiedades utiles, que pueden liberar el ingrediente activo a
velocidades controladas bajo condiciones especificas (Gharsallaoui et al., 2007). Esto permite
que el ingrediente activo, denominado material del nucleo, sea protegido de condiciones
ambientales mediante el recubrimiento, que se denomina material pared (Vincekovi¢ et al.,
2017). Para que el material del nucleo sea activo y util, se deben considerar factores, incluida
la estructura molecular, el punto de ebullicién y de fusion, propiedades biologicas (actividad
antimicrobiana y bioactividad), solubilidad, propiedades 6pticas y estabilidad quimica (Paulo

etal., 2017).

Esta tecnologia, tiene como finalidad proteger el ingrediente encapsulado de la oxidacion,
calor, pH, humedad, entre otros factores; ademas de disminuir o impedir el contacto o
interaccion con otros ingredientes (Temiz et al., 2018). Entre las ventajas de la
microencapsulacion se encuentran: modificar las propiedades del compuesto a encapsular
(tamafio de particula, estructura, solubilidad), disminuir o evitar sabores u olores
desagradables, evitar pérdidas nutricionales y mejorar el manejo de un ingrediente antes de su

procesamiento (Kuang et al., 2010).

Es importante considerar la liberacion controlada del compuesto encapsulado, bajo
condiciones especificas. Puede llevarse a cabo mediante diferentes condiciones: hidratacion,

pH, cizallamiento, solubilizacion, calor, pH o accion enzimatica (Flores et al., 2017). Ademas
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de la liberacion controlada, la EE no solo depende de la estructura y composicion del material
pared, sino también de las condiciones de almacenamiento y aplicacion de las microcépsulas

(humedad, aw, pH, temperatura, presion, etc.) (Gharsallaoui et al., 2007).

2.3.1. Estructura de las microcapsulas

Una microcépsula oscila entre 1-5000 um de tamafio, pequefias particulas se recubren con un
material polimérico para producir sistemas que se les conoce como microcapsulas (Corréa-

Filho et al., 2019).

En la eleccion del proceso de microencapsulacion, se deben considerar varias propiedades
fisicas como la solubilidad y la capacidad del nucleo para estar rodeado por el material pared.
El ntcleo puede ser insoluble en el disolvente del material pared, pero no inmiscible (Bruschi,
2015). En la microencapsulacion mediante secado por aspersion, se puede recubrir un sélido
soluble en agua con una solucion de polimero soluble en agua, debido a la rapida evaporacion
del agua durante la formacion de la microparticula (Gharsallaoui et al., 2007). El nucleo puede
ser un material cristalino, una particula adsorbente, una emulsién o una suspension (Corréa-

Filho et al., 2019).

Las caracteristicas de los polimeros que se utilizan como materiales pared van a determinar el
tamafio de las microcapsulas obtenidas, cudnto tiempo se puede liberar o retener el contenido
del nucleo en una tasa predeterminada, como en aplicaciones de liberacion controlada
(Bruschi, 2015). Las caracteristicas adhesivas se ven afectadas por la temperatura y la
concentracion, dependiendo de las propiedades fisicas del material polimérico de la pared
(punto de fusion, temperatura de transicion vitrea, cristalinidad y velocidad de degradacion)

(Bruschi, 2015).

Al realizar la microencapsulacion, se debe conocer la concentracion optima del ingrediente
activo, el tamano de las microcapsulas, asi como el mecanismo de liberacion, esto para

seleccionar el material pared mas adecuado (Augustin & Sanguansri, 2008).

Otro punto importante que considerar, son las propiedades fisicoquimicas del nucleo, la

composicion del material pared y el método de microencapsulacion, y de ahi se pueden
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obtener diferentes tipos de particulas. Las morfologias de las microcépsulas son:

mononucleares, polinucleares, de matriz y de paredes multiples o multifilm (Figura 2).

Mononucleares Polinucleares Matrices Multipared

Figura 2. Morfologias obtenidas de diferentes microencapsulados, de acuerdo con las
caracteristicas del material pared y del material protegido (Jurkowska & Szczygiel, 2016)

2.3.2.
2.3.3. Métodos de encapsulacion

Ademas de las morfologias producidas por el método de encapsulacion utilizado, este proceso
depende de las propiedades del nucleo y la cubierta a utilizar, del mecanismo de liberacion,
del tipo de proceso, asi como del tamano de particula deseado, la biodegradabilidad y el costo
del proceso (Madene et al., 2006). Aunque estas técnicas no son ni puramente fisicas ni
puramente quimicas, se clasifican como métodos fisicos y quimicos segun el principio

predominante o primario involucrado (Vijeth et al., 2019).

El material portador no debe tener reactividad con el material del nicleo; baja viscosidad; dar
la méaxima proteccion del ingrediente activo contra los factores externos; asegurar buenas
propiedades estabilizadoras en la emulsiéon formada y un comportamiento efectivo de
redispersion para liberar los compuestos en los momentos y en el lugar deseados (Figura 3)

(Madene et al., 2000).

Se han estudiado varios métodos para encapsular compuestos bioactivos, como el secado por
aspersion, la coacervacion, la liofilizacion, la electropulverizacion, la gelificacion i6nica y el

recubrimiento en lecho fluidizado (Vijeth et al., 2019). De los métodos utilizados en el area
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de los alimentos para microencapsular compuestos bioactivos, el secado por aspersion es la

tecnologia mas comtiinmente usada, debido a su bajo costo y disponibilidad.

Material pared Sustanciaa
Peso molecular encapsular
Conformacian | 1 Peso molecular
Grupes quimicos . Polaridad
Estado fisico Emulsion Grupos quimicos
Proporcion de sustancia a
encapsular y material
red
Procesos K Procesos
quimicos mecanicos

-Coacenvacian
-Co-cristalizacion

-Secado por aspersion

-Inclusidn molecular EecadT enfnat miento/
-Gelificacion ionica congelamiento
-Extrusion

-Polimerizacidn interfacial
-Atrapamiento en liposomas
-Inclusidn molecular

Lecho fluidizado

Tipos: peliculas, esferas, irequlares
Estructuras: poros, compacta
Estructuras fisicas: vitrea o cristalina

Microparticulas
(microcapsulas/microesferas)

Liberacion controlada

Condiciones ambientales
Vida media

Figura 3.Procesos de encapsulacion en el area de los alimentos (Madene et al., 2016)

2.3.3.1.Secado por aspersion

Es un proceso mediante la cual un producto liquido es aspersado en una corriente de gas
caliente y como resultado se obtiene un polvo instantaneamente (Figura 4) (Gharsallaoui et
al., 2007). Al disminuir el contenido y la actividad de agua, se asegura la estabilidad de
productos, evitar el riesgo de degradaciones quimicas y bioldgicas, facilita el transporte y

almacenamiento y finalmente para obtener un producto con propiedades especificas como
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solubilidad (Encina et al., 2016; Pellicer et al., 2018).

La calidad de los polvos depende de las caracteristicas de la solucion alimentada, el aire de
secado, contacto entre el aire caliente y las gotas en la cdmara de secado, asi como el tipo de
atomizador utilizado (Ferrari et al., 2012). Se considera una microencapsulacion eficiente
cuando se alcanza una maxima cantidad del ntcleo dentro de las particulas de polvo, una
buena estabilidad, y una extension de la vida util del producto (Medina-Torres et al., 2013).
La conveniencia del uso de esta técnica radica en los tiempos cortos, un parametro crucial

para aquellos productos sensibles al calor, debido a que promueve una alta retencion de sabor,

olor y nutrientes (Ferrari et al., 2012).

Aspersor

Aire de
secado (frio)

o
=) Aire de secado

Extracto de (caliente)
compuestos “=p  Producto
bioactivos
+ Sistema de
Material calentamiento i
de aire f 1\
encapsulante |
. e [ b | S
Partl.culas | —
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bioactivos Filtro de aire
encapsulados de escape

Figura 4. Representacion esquematica del mecanismo de secado por aspersion. Adaptado de
Fernandez-Quiroz, 2023
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Durante el secado por aspersion se pueden distinguir las siguientes etapas:

a. Aspersion. Crear la méxima superficie de transferencia de calor entre el aire seco y la

solucion para optimizar la transferencia de masa y calor.

b. Contacto de gota-aire caliente. El atomizador comparado con el aspersor de aire

caliente se puede distinguir en sentido de la corriente (paralela) y en contracorriente.

c. Evaporacion de agua. La transferencia de calor se lleva a cabo del aire hacia el
producto resultado de la diferencia de temperatura, mientras que la transferencia de agua se

lleva a cabo en sentido opuesto debido a la diferencia de la presion de vapor.

d. Separacion del producto seco y aire himedo. Se hace a través de un ciclon colocado
fuera de la camara de secado, lo cual reduce las pérdidas del producto a la atmosfera

(Gharsallaoui et al., 2007).
2.3.4. Materiales encapsulantes

Los materiales pared que se han utilizado para el secado por aspersion son polisacaridos como
almidones nativos y modificados, gomas, ciclodextrinas y maltodextrinas, proteinas como
proteinas de suero, caseinato de sodio, proteinas de soja y otros, incluidos gelatina, goma
gelana y quitosano. Un buen conocimiento de las interacciones fisicoquimicas que ocurren
entre los compuestos encapsulados y las principales biomoléculas utilizadas como material
pared es necesario para conocer las propiedades finales de las microcépsulas (Figura 5)
(Bakowska-Barczak et al., 2011; Suganya & Anuradha, 2017). Esta tecnologia es aplicable en
varios ingredientes alimentarios que incluyen sabores, colores, vitaminas, minerales, grasas,
aceites y extractos con alta concentracion de compuestos bioactivos; para prolongar la
estabilidad de la vida util frente a las condiciones ambientales (Drosou et al., 2017;

Kandasamy & Naveen, 2022; Mudalip et al., 2021).

Muchos revestimientos son en realidad formulaciones compuestas de cualquiera o todas las
anteriores. La eleccion de los materiales pared depende de una serie de factores que incluyen:
objetivos y requisitos esperados del producto; naturaleza del nucleo; el proceso de

encapsulacion; y si el material de recubrimiento esta aprobado en el marco de la FDA o por
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la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (Drosou et al., 2017).

Figura 5. Materiales pared utilizados en la encapsulacion de compuestos; proteinas, lipidos,
carbohidratos y la mezcla de ellos (Ruiz Canizales et al., 2019)

La composicion del material pared es el principal determinante de las propiedades funcionales
de las microcapsulas. Un material pared de buena calidad debe presentar las siguientes

caracteristicas (Wandrey et al., 2010):
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»  Buenas propiedades reoldgicas a altas concentraciones.
= Dispersar o emulsionar el material activo y estabilizar la emulsion producida.
* No debe existir reactividad con el nucleo.
=  Sellar y mantener el material activo dentro de su estructura.
= Liberar completamente el solvente u otros materiales usados en el proceso.
* Dar méxima proteccion al nicleo contra las condiciones ambientales.
*  Solubilidad en solventes aceptables en la industria alimentaria.
=  Econdmicas y de calidad alimentaria.
2.3.4.1. Encapsulacion con polisacaridos

Los polisacaridos son la principal matriz polimérica utilizada; se obtienen de diversas fuentes
y son biodegradables, biocompatibles y no toxicos (Gavory et al., 2012). Algunos de los més
utilizados son maltodextrina, pectina, quitosano, alginato, gomas y almidones (Ruiz Canizales

etal., 2019).

Los polisacaridos presentan ventajas entre las que estan su buena solubilidad en agua y su baja
viscosidad a diferentes concentraciones, en comparacion con las proteinas (Nesterenko et al.,
2014). A menudo, los carbohidratos se mezclan con proteinas para mejorar las propiedades
emulsionantes y filmogénicas durante la microencapsulacion (Mendanha et al., 2009).
Ademéds, los complejos proteina-carbohidrato reticulados covalentemente han mostrado
propiedades funcionales interesantes (Augustin & Sanguansri, 2008). De igual manera, la
goma arabiga (GA) presenta propiedades asociadas asociadas a su capacidad de formacion de
pelicula que van a favorecer su uso, presenta baja viscosidad, es hidrosoluble, y ha demostrado
retener componentes volatiles, ademés de sus propiedades emulsionantes, siendo su principal

desventaja su disponibilidad limitada (Madene et al., 2006).

Debido a que ningin material de revestimiento individual puede cumplir todos los criterios

enumerados anteriormente, en la practica se emplean materiales de revestimiento en mezclas.
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Sin embargo, también se consideran modificaciones de los materiales pared para potenciar sus
propiedades. Estos materiales modificados exhiben mejores propiedades fisicas y mecanicas

(Poshadri & Aparna Kuna, 2010).
Almidon

El almidon es el principal carbohidrato de reserva en plantas y es uno de los biopolimeros mas
utilizados en diversas aplicaciones (Wang & White, 1994). Los granulos de almidén son
diferentes entre las diversas especies botanicas. Estas diferencias se ven reflejadas en la
morfologia del granulo (forma y tamafo), grado de cristalinidad, relacion amilosa-
amilopectina y en la estructura de la amilopectina (Do et al., 2019). Por ejemplo, se ha
observado que los granulos del almidon de papa presentan forma ovalada, en el caso del maiz
son poliédricos y esféricos (Tester et al., 2004), mientras que otros cereales como el arroz,
cuyo tamaio de granulo es pequefio, se caracteriza por presentar formas irregulares (Jane et
al., 1994). En cuanto a tamafio, en maiz se ha reportado entre 3-20 um, y en arroz entre 2-7
um (Tester et al., 2004). Esta diversidad de formas, tamafios y constituyentes moleculares

influyen sobre la funcionalidad del almidon (Do et al., 2019).

Amilosa. Polisacarido lineal compuesto por unidades de glucosa unidas mediante
enlaces de tipo a (1-4), y pueden estar presentes algunos enlaces a (1-6). Insoluble en agua,
pero tiene la capacidad de interaccionar con moléculas mediante puentes de hidrogeno
reultando en micelas hidratadas y desarrollar una estructura helicoidal formando un complejo
con el yodo (color azul) (Knutson & Grove, 1994). La configuracion mas estable de la amilosa
en solucion a temperatura ambiente es en forma helicoidal, lo cual explica muchas de sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales. En general, esta molécula se encuentra en una

proporcion de 20%-35% para almidones normales (Tester et al., 2004).

Amilopectina. Polisacarido altamente ramificado de unidades de glucosa unidas
principalmente por enlaces o (1-4) y con uniones resultantes a (1-6). Dichas ramificaciones
se localizan a cada 15-25 unidades de glucosa. Parcialmente soluble en agua caliente y en
presencia de yodo produce un color rojizo violeta (Guan & Hanna, 2004). French (1972)
propuso el modelo de “racimo” (cluster) para describir la forma en que se encuentra esta

molécula. Las cadenas se organizan en dobles hélices. Las areas inter-cristalinas (amorfas)
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contienen mayor cantidad de enlaces a-(1-6), siendo relativamente susceptibles a agentes
hidroliticos (4cidos y enzimas). La amilopectina es quizés el componente que tiene mayor
importancia en funcion de las propiedades del almidon, dado que su estructura y propiedades
contribuyen notablemente en la composicion y funcionalidad del granulo, por lo que esta
molécula ha sido estudiada ampliamente en funcioén de su tamafio molecular, ramificacion y

longitud de las cadenas internas y externas (Bello-Perez et al., 1996).
2.3.5. Aplicacion de almidon como material pared

Como se senal6 anteriormente, la composicion quimica del almidon va a dar las caracteristicas
funcionales para aplicarlo en la industria alimentaria. Uno de sus usos potenciales es en la
microencapsulacion, ha proporcionado estabilizacion, liberacién controlada y vida util

prolongada de compuestos (Hoyos-Leyva et al., 2017).

El almidon nativo se usa cominmente en microencapsulacion mediante secado por aspersion.
Por ejemplo, se ha demostrado que un area de superficie elevada induce una alta adhesion de
Bifidobacterium (Crittenden et al., 2001). Los resultados han indicado que, los efectos
conformacionales podrian estar involucrados en la adhesion de Bifidobacterium en superficies

lisas y rugosas.

Tari et al. (2003) produjeron agregados de almidon a partir de almidones granulares pequefios
para la encapsulacion de vainillina mediante secado por aspersion, utilizando almidones de
amaranto, arroz, quinua y taro como modelo. La vainillina se encontraba dentro de los
agregados y en la superficie. Concluyeron que los agregados de almidén de amaranto que

contenian amilosa afiadida eran porosos y la porosidad aumentaba con el nivel de amilosa.

Se ha explorado el almidon con altos niveles de cristalinidad como matriz de encapsulacion.
La disposicion cristalina natural de almidon nativo de papa se utiliz6 para la encapsulacion de
diferentes materiales, como ibuprofeno, curcumina, timol y &cido ascoérbico (Janaswamy,

2014).

Algunos estudios han informado que los almidones con tamafo de granulo pequefio son
agentes de encapsulacion efectivos (Palma-Rodriguez et al., 2018; Rosales-Chimal et al.,

2023). Otros estudios han informado que tiene un mayor efecto protector sobre los compuestos
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quimicos encapsulados (Hoyos-Leyva et al., 2018; Zhao & Whistler, 1994). Esta mejora en el
efecto protector y podria explicarse por la mayor tendencia del almidon granulado pequefio a
formar agregados esféricos. Ademads, se han encapsulado catequinas en almidones de fuentes
no convencionales (castafio de indias, castafio de agua y tallo de loto) (Ahmad et al., 2019) y

Lactobacillus paracasei subs paracasei (malanga) (Alfaro-Galarza et al., 2020).
2.3.6. Modificaciones para obtencion de almidones porosos

Algunas de las propiedades de los almidones nativos (solubilidad, viscosidad, etc.) pueden
limitar su aplicacion en la microencapsulacion. Sin embargo, dichas propiedades,
fisicoquimicas y funcionales, pueden mejorarse (Hoyos-Leyva et al., 2017). Mediante la
hidrélisis se puede disminuir el peso molecular y el tamafio de las moléculas, y asi la
viscosidad de las dispersiones preparadas, lo que favorece para su posterior aplicacion,
presenta alta estabilidad a cambios de pH y temperatura e incrementa su digestibilidad en el

tracto intestinal humano (dos Santos Alves et al., 2024; Uthumporn et al., 2013).

La preparacion de almidon poroso puede llevarse a cabo mediante métodos enzimaticos,
quimicos, fisicos 0 una combinacion de ellos. Aunque la hidrolisis enzimadtica por si sola es
capaz de producir almiddn poroso, su eficiencia puede mejorarse atin mas cuando se combina
con tratamientos fisicos (por ejemplo, ultrasonido, microondas, tratamiento térmico, alta
presion hidrostatica) o quimicos (por ejemplo, esterificacion, reticulacion, eterificacion)
(Leyva-Lopez et al., 2024). La produccion exitosa de almidon poroso no depende tinicamente
del tipo de tratamientos, ya que factores adicionales afectan la produccion, como el origen, el
tipo y concentraciéon de enzima, las condiciones de hidrolisis como la temperatura, pH y

tiempo (Benavent-Gil & Rosell, 2017; Wang et al., 2016).
2.3.6.1.Métodos enzimaticos

Recientemente, la hidrolisis enzimatica se ha utilizado ampliamente para obtener almidén
poroso debido a las condiciones suaves de reaccion, alta eficiencia por el efecto catalitico y
especificidad del sustrato (Ye et al., 2018). La estructura porosa va a depender del tipo de
almidoén y la seleccion del método de modificacion. Al hacer la eleccion del método de

modificacion, asi como las condiciones de hidrdlisis (agitacion, pH, temperatura, tiempo) y el
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tipo de almidon, se puede obtener la morfologia deseada del almidon poroso y utilizarlo en

diversas aplicaciones en el area de los alimentos (Hj et al., 2021).

El tratamiento enzimatico suave y controlado, no cambia la forma de los granulos del almidon
y va a actuar para producir poros dependiendo de la concentracion y el tipo de enzima o
enzimas utilizadas (Jung et al., 2017). Las enzimas amiloliticas actian para la produccion de
poros. Se presentan diversos patrones de formaciéon de almidones modificados
enzimaticamente: poros, erosion esponjosa, numerosos orificios de tamafio mediano, lugares
distintos que conducen a orificios individuales en granulos individuales y erosién de la
superficie (Chang et al., 2011; Xie et al., 2019). Las enzimas que cominmente se utilizan para
la obtencion del almidon poroso son la a-amilasa, amiloglucosidasa, f-amilasa y ciclodextrina
glucosiltransferasa. Estas enzimas se pueden clasificar segtn el sitio y la hidrélisis de enlace
donde actia (Jung et al.,, 2017; Miao et al., 2015). Los almidones modificados
enzimaticamente atraen mucho la atencion debido a su gran capacidad de adsorcién por los
poros formados (Zhang et al., 2012). De hecho, existe un creciente interés en explotar sus

propiedades en diferentes areas de alimentos y no alimentos.
2.3.7. Aplicacion de los almidones porosos obtenidos enzimaticamente

En la industria alimentaria, los almidones porosos obtenidos mediante hidrélisis enzimatica
actiian como excelentes adsorbentes naturales, contienen abundantes poros desde la superficie
hasta el centro de los granulos, dando como resultado una mayor superficie especifica (Figura
6) (Purwitasari et al., 2023). Se han utilizado como colorantes, especias, aromatizantes,
edulcorantes y también para la proteccion de elementos sensibles tales como aceites,
minerales, vitaminas, lipidos bioactivos, pigmentos alimenticios sensibles a la luz tales como
-caroteno y licopeno sensibles a la luz, oxidacion o temperatura elevada, entre otros (Tabla

1) (Belingheri et al., 2015; Jain et al., 2020; Zhang & Wang, 2023).

Zhang et al. (2012) caracterizaron y estudiaron las propiedades de adsorcion de almidon de
maiz modificado enzimaticamente con violeta de metilo, la relaciéon maxima de adsorcion
entre estos compuestos fue de 38.1%. Luo et al. (2013) reportaron que con un grado de
hidrolisis enzimdtica del 60% de almidon, se logra complejar hasta 100 mg de zinc/g de

almidon de yuca. Li et al. (2016) encapsularon Lactobacillus Plantarum presentando mayor
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resistencia en condiciones acidas y biliares en comparacion con el almidon nativo.

El almidon poroso se puede utilizar junto a otros polisacaridos, para funcionalizar sus
propiedades; por ejemplo, con goma arabiga en la proteccion de vitamina C (Leyva-Lopez et
al., 2019), de retinol (Ribeiro et al., 2020), y con goma xantana para proteccion y liberacion

controlada de la curcumina (Wu et al., 2021).
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1 Tabla 1. Compuestos bioactivos microencapsulados con almidon poroso obtenido enzimaticamente y caracteristicas que presentan
2 las microcapsulas formadas respecto a las condiciones ambientales

Material
Método de
Nucleo pared Caracteristicas presentes Referencias
encapsulacion
(almido6n)
. Enfriamiento Mayor solubilidad de la curcumina en agua y su estabilidad a (Park et al.,
Curcumina  Papa . o . o
por aspersion  radiacion UV en diferentes condiciones de pH 2019)
' Emulsificacion  Aument? la estabilidad del licopeno durante el almacenamiento,  (Jain et al.,
Licopeno Arroz ] ) o o
y extrusion pero redujo su biodisponibilidad 2020)
. . Secado por Mejord la cinética de oxidacion del aceite expuesto al calor y luz.  (Belingheri
Acido oleico Maiz . . o o
aspersion Redujo el efecto de la exposicion a la luz sobre la oxidacion et al., 2015)
Adsorcion, (Benavent-
Lactobacillus ' Lactobacillus plantarum se adsorbe en los poros y es mas estable '
Maiz congelacion y . o . Gil et al.,
plantarum S térmicamente, sobrevivieron después de 35 min a 55 °C
liofilizacion 2018)
Con amiloglucosidasa se tuvo mayor absorcion de agua, pero
' ' ' ' (Han et al.,
Aguay aceite Maiz Adsorcion menor absorcion de aceite. Los canales de poros son mas 2021)
estrechos y la viscosidad del aceite era mas alta
Mayor retencion y mejor estabilidad durante el almacenamiento
| | | o o (Hu & Du,
Polifenoles Maiz Adsorcion Diametro de poros disminuy6 después de la adsorcion, polifenoles 2019)

se difundieron hacia los poros. Ayuda contra oxidacion
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Agitacion, Se carg6 principalmente en los poros. El contenido de melatonina (Lictal
1etal.,
Melatonina ~ Maiz emulsion y en almidon poroso no presentd cambios significativos de 0 a 12 2018)
concentracion  meses de almacenamiento. Mayor inhibicidn de radicales peroxilo
Retencion mejorada de fucoxantina a diferentes condiciones o
. Secador de o . (Oliyaei et
Fucoxantina Maiz (luminosidad, oscuridad, 4 °C y 50 °C) durante 4 semanas,
vacio o al., 2020)
disminuyo de 84.5% a 57.7%
Aceite de Papa Secado por Permite una relacion de carga estable y mejora la estabilidad (Lei et al.,
oliva morada aspersion oxidativa del aceite microencapsulado 2018)
El almidon poroso de arroz y goma xantana permiten una
| o o S | (Wu etal,
Curcumina Arroz Liofilizacion liberacion lenta en el intestino. Goma no se vio afectada 2021)
facilmente por las enzimas, controlando la liberacion
Almidones porosos con goma arabiga presentaron mayor
. estabilidad en un estudio de envejecimiento acelerado (55 °Cy (Leyva-
Acido Secado por . . )
. Maiz . 52.86% HR) en comparacion con microencapsulados con Lépez et al.,
ascorbico aspersion . ' '
almidones de granulo pequeiio. Mejores propiedades protectoras  2019)

durante digestion in vitro
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2.3.8. Compuestos microencapsulados

La adicion de compuestos bioactivos a los productos alimenticios ha aumentado en las ultimas
décadas, ya que los estudios confirman su asociacion con beneficios para la salud. También se
ha demostrado que varios compuestos bioactivos pueden ser inestables en diversas condiciones
ambientales y de procesamiento, lo que limita su aplicacion (Yang et al., 2024). Se han realizado
trabajos para facilitar su incorporacion, como la encapsulacion, es una tecnologia que mejora la

vida util y enmascara el sabor, olor y color indeseables (Xu et al., 2024).

Diferentes técnicas de encapsulacion pueden proteger compuestos especificos, como compuestos
fenolicos (Zhang et al., 2023), carotenoides (Jain et al., 2020), fitoesteroles (Sharifi et al., 2021)
y probioticos (Alfaro-Galarza et al., 2020; Benavent-Gil et al., 2018). Una seleccion adecuada
del método para encapsular depende del compuesto activo a proteger, ya que la formacion y las
propiedades de la mayoria de los sistemas de encapsulacion dependen en gran medida de las

interacciones entre el portador y el nucleo (Rios-Aguirre & Gil-Garzon, 2021).

De los compuestos bioactivos empleados, los de origen natural han ido en aumento, ya que tales
compuestos pueden jugar papeles favorables en la salud humana, ya que los farmacos pueden
presentar efectos secundarios (Shishir et al., 2018). Sin embargo, la mayoria de los compuestos
bioactivos son sensibles a diferentes factores: oxigeno, luz, radiacion UV, humedad y altas

temperaturas, lo que resulta en una pérdida de funcionalidad biologica (Rehman et al., 2019).

Por lo tanto, el desarrollo de métodos para mejorar la estabilidad y prolongar la vida 1til es
necesario para la industria alimentaria (Reineccius, 2019). Estudios han confirmado la necesidad
de encapsulacion de compuestos bioactivos; entre los que se encuentran principalmente,

antioxidantes y extractos acuosos naturales con alguna actividad biologica.
2.3.8.1. Encapsulacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos forman parte importante de los ingredientes bioactivos naturales
debido a sus diversas actividades bioldgicas. Sin embargo, estan restringidos hasta cierto punto
por la baja solubilidad, inestabilidad, sabor desagradable y baja biodisponibilidad (Lu et al.,

2021). Son una parte importante de los compuestos bioactivos naturales. Influyen en la calidad,
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aceptabilidad y estabilidad de los alimentos (Esfanjani et al., 2016; Rezaei et al., 2019). Se ha
reportado que poseen un alto espectro de actividades bioldgicas, incluyen funciones
antioxidantes y antihipertensivas (Daza et al., 2017; Murador et al., 2018; Ribas-Agusti et al.,
2018). Algunas investigaciones han planteado procesos para la proteccion de los compuestos
fenolicos con resultados prometedores (Tabla 2). Se pueden encontrar en un gran grupo de
fuentes vegetales, incluidas legumbres, frutas, verduras, cereales, semillas oleaginosas, aceites

vegetales (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

Moreno et al. (2018) han evaluado tres encapsulantes que incluyen maltodextrina, aislado de
proteina de suero; aislado de proteina de guisante para producir microparticulas de extracto de
orujo de uva (Vitis vinifera), rico en fenolicos y antocianinas. Los resultados mostraron que todos
los materiales pared pudieron mantener los compuestos fenolicos durante un almacenamiento de
6 meses a 25 °C. Por otro lado, Robert et al. (2010) encontraron que el aislado de proteina de
soyay la maltodextrina, respectivamente, tenian una mejor EE para los polifenoles y antocianinas

del jugo de granada a 60 °C durante 56 dias.
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Tabla 2. Estudios de compuestos fendlicos encapsulados con resultados prometedores

Compuesto
Fuente Materiales pared Resultados principales Referencias
bioactivo
o . . o (Alvarez Gaona et al.,
Vino tinto Maltodextrina (MD) Retencion de antocianinas > 83% 2017)
o Manzana roja MD y goma ardbiga (GA) EE: 93.8%-96.8% (Xue et al., 2019)
Antocianinas
. MD exhibi6 la mayor retencion (88%), aislado de
MD, GA, aislado de . o (Norkaew et al.,
Arroz negro proteina de suero exhibié mayor actividad
proteina de suero o 2019)
antioxidante
. ' ' ' EE aumento (87.5%) en comparacion con '
Acido gélico Cacao Liposoma /quitosano ' ' ' (Altin et al., 2018)
liposomas sin encapsulacion (73.6%)
. MD, B-ciclodextrina MD mayor EE (69%), mientras que MD/CD tuvo Ny
Catequinas  Té verde o o (Pasrija et al., 2015)
(CD), mezcla MD/CD mayor actividad antioxidante
MD, Concentrado de Concentrado de proteina de suero: retencion (89%)
Mani - (Lee et al., 2015)
Resveratrol proteina de suero y mayor estabilidad
Cacao Quitosano Biodisponibilidad 10 > antes de la encapsulacion ~ (Pefalva et al., 2018)
' Rizoma / ' Aumento de 12.7 veces de la solubilidad y
Curcumina Quitosano + Tween 20 (O’Toole et al., 2012)
circuma liberacion en 2 horas
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2.3.8.2. Encapsulacion de extracto Hibiscus sabdariffa L.

Los calices de HS destacan por su alto contenido en compuestos fendlicos tales como
antocianinas, flavonoides y &cidos fendlicos (acido hibiscus, acido clorogénico, acido
protocatéquico) (Navidad-Murrieta et al., 2020; Riaz & Chopra, 2018). Las antocianinas son
compuestos quimicos pertenecientes a los flavonoides; son pigmentos hidrosolubles
responsables por una variedad de colores que reflejan desde el rojo vivo al violeta o azul (Wallace

& Giusti, 2019).

En los ultimos afos ha crecido el interés por el estudio de compuestos fendlicos, debido a las
propiedades bioactivas que presentan (Riaz & Chopra, 2018; Smeriglio et al., 2016). Las
antocianinas son compuestos inestables y muy sensibles a factores externos como oxigeno,
temperatura, pH y luz, por lo que requiere una proteccion, para evitar su degradacion (Sotomayor
& Vargas, 2017). El secado por aspersion es una alternativa util para proteger dichos compuestos,
cerca del 85% de la encapsulacion de antocianinas se ha utilizado mediante esta técnica (Mahdavi

et al., 2014).

La microencapsulacién de extractos de H. sabdariffa mediante diferentes métodos ha sido
estudiada (Tabla 3). Se evalta la influencia de factores tales como temperatura, concentraciones
y materiales pared (goma xantana, maltodextrina, goma arabiga, maltodextrina: goma arabiga;
almidén: alginato y almidon de diferentes fuentes botanicas), sobre las propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas de las microcdpsulas. Una vez obtenidas las microcapsulas en los

estudios mostrados han evaluado actividad antimicrobiana y/o actividad antioxidante.
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67  Tabla 3. Procesos de encapsulacion y materiales pared utilizados en la formacion de microcapsulas con Hibiscus sabdariffa L.y

68  principales actividades bioldgicas presentes

Material pared Proceso de encapsulacion  Resultados principales Referencias

) ) Actividad antioxidante ABTS, DPPH y HRSA
Aislado de proteina de  Secado por aspersion y

) o (74%-90%). Alta solubilidad y estabilidad (Cassol et al., 2021)
suero/polidextrosa liofilizacion
térmica
GA60/MD40: mayor contenido de fenoles totales
) o ) (Campo-Fernandez et al.,
GA/MD Secado por aspersion y antocianinas; GA40/MD60 mayor capacidad

.. 2021)
antioxidante

' ‘ Pigmentos naturales que mejoran el crecimiento y (Vanegas-Espinoza et al.,
Maltodextrina DE 10 Secado por aspersion ' '
pigmentacion de peces 2019)

Carragenina Liofilizacion Hasta 86% de EE (Sumarni et al., 2019)

Estabilidad térmica. Caramelos con
' Gelificacion i6nica por goteo microparticulas mostraron una retencion de
Gelatina . . o (de Moura et al., 2019)
- extrusion y aspersion antocianinas del 73% después de 2 meses de

almacenamiento

Compuestos fenolicos, capacidad antioxidante y
(Ochoa-Velasco et al.,

Goma de mezquite Secado por aspersion antocianinas de 3.4 £ 0.2 g EAG/100 g,9.3 £ 1.4 2017)

g ET/100 gy 319 =20 mg de EC3G/100 g
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3. JUSTIFICACION

La hipertension se considera un problema de salud publica a nivel mundial. Con frecuencia es
una enfermedad cronica asintomatica y todavia representa un factor de riesgo clave de infarto de
miocardio, insuficiencia cardiaca y accidente cerebrovascular. La presion arterial alta afecta a
1000 millones de pacientes en todo el mundo y mata a 9 millones de personas al afio. Esto
convierte a la hipertension en una de las principales causas mundiales de morbilidad y mortalidad

prematura.

En los ultimos afios, el enfoque en la investigacién se ha centrado en extractos naturales que
pueden usarse como potentes agentes fitoquimicos en el tratamiento terapéutico de la
hipertension; uno de ellos es HS, conocido por sus propiedades medicinales que tiene varios
beneficios para la salud. Informes de investigacion cientifica han proporcionado evidencia de
que el extracto de HS reduce significativamente la presion arterial. Destaca por su contenido en
compuestos fendlicos tales como flavonoides, antocianinas y acidos fenolicos. La administracion
de extractos naturales con compuestos bioactivos es de gran interés, sin embargo, existen
dificultades asociadas con la susceptibilidad e inestabilidad a factores ambientales, lo que resulta
en una pérdida de funcionalidad bioldgica. Por lo tanto, el desarrollo de un método facil,
reproducible y econémico para producir una forma estabilizada de extracto de caliz para mejorar

la estabilidad y prolongar la vida 1til es necesario.

La microencapsulacion es una técnica que se ha aplicado para abordar la preocupacion anterior,
ofreciendo proteccion a los extractos naturales. Convencionalmente, el secado por aspersion se
utiliza para la encapsulacion de extractos con una carga y eficiencia de encapsulacion
significativamente alta. El almidon es uno de los materiales poliméricos naturales mas utilizados
como matriz sélida para la encapsulacion debido a su disponibilidad, costo, compatibilidad, y a
las modificaciones que se pueden llevar a cabo para potencializar sus propiedades. El almidon
poroso es un almidon modificado con abundantes microporos desde la superficie hasta el centro
de sus granulos, aumentando la superficie especifica y mejorando su desempefio como material
pared. El uso de almidén poroso, obtenido mediante hidrolisis enzimatica, principalmente a-
amilasa (AA) y amiloglucosidasa (AMG), se han utilizado para la encapsulacion de sustancias

bioactivas ya que muestran un gran potencial. Por todo lo anterior se propuso en esta




99 investigacion microencapsular extracto de calices de jamaica (H. sabdariffa L) mediante secado

100  por aspersion utilizando almidon hidrolizado enzimaticamente y evaluar la estabilidad, asi como

101 laactividad inhibitoria la ECA in vitro (Figura 7).
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103  Figura 7. Representacion de la liberacion de las microcépsulas en condiciones gastrointestinales
104  y proteccion ante factores ambientales
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4. OBJETIVOS

4.1.  Objetivo general

Encontrar las condiciones 6ptimas del encapsulado del extracto HS mediante un disefio central
compuesto rotable, evaluando la temperatura de entrada en el secador, la concentracion de solidos
solubles totales y la relacion APM-GA, sobre la eficiencia de encapsulacion, retencion, liberacion
controlada de los compuestos antioxidantes y la actividad inhibitoria de la ECA mediante un

estudio in vitro.

4.2.  Objetivos especificos

1. Obtener las condiciones Optimas para extraer Hibiscus sabdariffa L. mediante un
disefio experimental Box-Behnken y modelo de superficie de respuesta y, caracterizar la

actividad antioxidante y el efecto sobre la actividad de la ECA.

2. Obtener mediante hidrdlisis enzimatica con a-amilasa y amiloglucosidasa el almidoén

poroso de maiz y caracterizar fisicoquimica y morfolégicamente.

3. Obtener mediante secado por aspersion y caracterizar microcapsulas de Hibiscus

sabdariffa cubiertas con almidon poroso y goma arabiga.

4. Optimizar mediante un disefio experimental central compuesto rotable y un modelo de

superficie de respuesta las microcapsulas obtenidas.

5. Evaluar la actividad antioxidante, estabilidad, bioaccesibilidad y su morfologia las

microcéapsulas optimizadas.

6. Evaluar la actividad de la ECA in vitro de microcapsulas optimizadas.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Materiales

El almidon de maiz nativo se adquirié de ALMEX-M¢éxico (Guadalajara, Jalisco; México). Goma
arabiga (51198), enzimas a-amilasa (A3306) y amiloglucosidasa (9032-08-0), se adquirieron de
Sigma-Aldrich de México (Toluca, Estado de México; México). Los calices de HS se adquirieron
de la sierra de Guerrero; México). En las Figuras 8 y 9 se observan los diagramas de los
procedimientos que se realizaron al almidon de maiz, asi como el estudio a las microcépsulas de

HS.
5.2. Obtencion de extracto de Hibiscus sabdariffa L.

Para obtener el extracto acuoso del caliz de jamaica dptimo, se siguid un disefio experimental
Box-Behnken y un modelo de superficie de respuesta (MSR) con tres variables de estudio. Se
pesaron los calices en vasos de precipitado y se le adiciono el agua correspondiente a cada
tratamiento y se colocaron en una parrilla de calentamiento, cambiando tanto el tiempo y la
temperatura de acuerdo con el disefio planteado. Enseguida, se dejaron enfriar, y posteriormente
se recupero el sobrenadante, el cual fue filtrado en papel Whatman no. 4, el extracto se almacen6

en refrigeracion para sus respectivos analisis.
5.2.1. Disefio experimental Box-Behnken

Se utiliz6 un disefio experimental Box-Behnken, con las variables independientes de
concentracion (1/30 g/mL a 1/10 g/mL), tiempo (3 min a 15 min) y temperatura (50 °C a 100
°C), obteniendo un total de 15 tratamientos (Tabla 4).

Optimizacion. Las condiciones de extraccion fueron optimizadas para determinar la maxima
eficiencia y concentracion de compuestos bioactivos y actividad antioxidante. Las condiciones
optimas se determinaron utilizando la funcion de deseabilidad del programa Design Expert
version 13.0.5.0 (Stat-Fase, Inc, MN, USA). Las variables de respuesta para la optimizacion
fueron; antocianinas monoméricas totales, flavonoides, compuestos fendlicos y actividad

antioxidante (ABTS y DPPH).
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Analisis estadistico: ANOVA de una via, 95% (¢=0.05). Comparacion de medias, Prueba de Tukey al mismo nivel de significancia
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158

159  Figura 9. Diagrama experimental de la caracterizacion de la obtencion y caracterizacion de las microcapsulas de EHS




160  Tabla 4. Diseno experimental Box-Behnken del optimizado de las condiciones de extraccion de HS

Tratamiento Concentracion (g/mL) Tiempo (min) Temperatura (°C)
1 1/30 3 75
2 1/10 3 75
3 1/30 15 75
4 1/10 15 75
5 1/30 9 50
6 1/10 9 50
7 1/30 9 100
8 1/10 9 100
9 1/20 3 50
10 1/20 15 50
11 1/20 3 100
12 1/20 15 100
13 1/20 9 75
14 1/20 9 75
15 1/20 9 75
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5.3. Caracterizacion del extracto de Hibiscus sabdariffa L.

5.3.1. Cuantificacion de antocianinas monomeéricas totales

La concentracion de antocianinas monoméricas totales se determindé de acuerdo con la
metodologia de Lee et al. (2005), en un tubo de ensayo de 10 mL se adicionaron 3 mL de solucion
buffer pH 1 y en otro 3 mL de solucion buffer pH 4.5, a cada tubo se le adicion6 1.5 mL de
extracto y se midi6 la absorbancia a 520 nm (longitud de onda de maxima absorbancia de las
antocianinas) y a 700 nm en el espectrofotometro UV (Spectronics Genesys 5 UV/Vis,

Spectronic Unicam, Rochester, NY, EE. UU), usando como blanco el buffer correspondiente.
La absorbancia final (AF) se calculd con la siguiente ecuacion:

AF = (As20nm — A700nm) pH 1.0 — (As20nm — A700nm) pH 45 (Ec. 1)
El valor de la absorbancia se sustituy6 en la siguiente ecuacion para obtener la concentracion:
Antocianinas monoméricas totales (mg/L) =A x PM x FD * 1000/ ¢ * 1 (Ec. 2)

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. Dado que una de las antocianinas
predominantes en HS es la cianidina-3-glucosido, se utilizaron su absortividad molar (¢: 26,900)
y peso molecular de 449.2 g/mol. El resultado obtenido se expresé como mg equivalentes de

cianidina-3-glucosido (EC3G) en 100 gramos de caliz de flor de jamaica.

5.3.2. Cuantificacion de flavonoides

El contenido de flavonoides totales se determind siguiendo la metodologia descrita por
Pourmorad et al. (2006). De cada extracto se tomaron 500 pL y fueron colocados en tubos de 10
mL, enseguida se adicionaron 1.5 mL de etanol (95%), 100 pL de acetato de potasio (1 M), 2800
pL de agua destilada y finalmente 100 pL de cloruro de aluminio (AICl3) (10%); se mezcld en
un agitador vortex la muestra y se dejo reposar por 40 minutos, transcurrido el tiempo se midid
la absorbancia a 415 nm. Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de quercetina
(EQ) en 100 gramos de caliz de flor de jamaica, utilizando una curva de 40 a 200 ppm de

quercetina.
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5.3.3. Cuantificacion de fenoles totales

Los compuestos fendlicos totales se determinaron a través del método de Folin-Ciocalteau
siguiendo la metodologia descrita por Ozen & Kinalioglu (2008) con ligeras modificaciones. En
tubos de ensayo de 10 mL se colocaron 100 puL de extracto, 1000 uL de agua destilada, 500 uL.
de reactivo de Folin-Ciocalteu y se mezcl6 completamente. Después de 3 min de reposo, se
agregaron 1500 pL de Na>2COs (2%) y se dejaron reposar en oscuridad durante 40 minutos. La
absorbancia se midi6 a 765 nm. Para determinar la concentracion de cada extracto se utilizo una
curva estandar de 0 a 500 ppm de acido galico (EAG) y el resultado se expres6 como mg

equivalentes de acido galico por 100 gramos de céliz de flor de jamaica.

5.3.4. Actividad antirradical ABTS y DPPH

ABTS. La capacidad de eliminacion de radicales libres de ABTS se evalu6 segin Re et al. (1999),
y este radical se obtuvo mediante la reaccion de 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS) (7 mM) con K2S,0g (2.45 mM) incubado a temperatura ambiente en oscuridad durante
16 horas. Enseguida se mezclaron 310 uL con 200 mL de buffer de ABTS (8 g NaCl, 0.2 g de
KCly 1.44 g de KH2PO4 aforado a 1 L de agua destilada). A continuacion, se ajustéd la mezcla
anterior con el buffer hasta que la absorbancia fue de 0.7. Por tltimo, se adicionaron 30 puL del
extracto mas 2970 uL de la solucion previamente ajustada y se hizo reaccionar durante 10 min
en la oscuridad. La absorbancia se midi6 a 734 nm y los resultados se expresaron en micromoles

equivalentes de trolox en 1 gramo de caliz de flor de jamaica (umol ET/ g).

DPPH. Del mismo modo, la capacidad de eliminacién de radicales libres de DPPH se determin6
de acuerdo con el método de Brand-Williams et al. (1995) y este radical se obtuvo mediante la
reaccion de 2,2-difenil-1-picrilhidracina (DPPH) (I mM) con metanol incubado a temperatura
ambiente en oscuridad. A continuacidn, se ajusto la solucion DPPH con metanol hasta que la
absorbancia fue de 0.5. Por tlltimo, se adicionaron 200 pL del extracto mas 2000 pL de la solucion
previamente ajustada y se hizo reaccionar durante 40 min en la oscuridad. La absorbancia se
midi6 a 520 nm y los resultados se expresaron en micromoles equivalentes de trolox en 1 gramo

de caliz de flor de jamaica (umol ET/ g).

5.3.5. Actividad inhibitoria de 1a ECA

La actividad inhibitoria de la ECA se determin6 con el método de Cushman & Cheung (1971),
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modificado por Hernandez-Ledesma et al. (2003) y Vargas-Leon et al. (2018). El método se baso
en la medida espectrofotométrica a 228 nm del acido hipurico, mediante la reaccion del hipuril-
histidil-leucina (HHL) (sustrato) con la enzima convertidora de angiotensina (ECA), en presencia
y ausencia de inhibidor. Del extracto (10%) se tomdé un volumen y se disolvié en agua
desionizada, se preparo el sustrato, constituido por HHL, disuelto en un tampon de fosfato
potasico 200 mM vy cloruro so6dico 300 mM, de pH 8.3. La enzima ECA se prepard a 4 mU,
disueltas en glicerol al 50%. Se form¢ la reaccion de la enzima (25 pL), mas el sustrato (110 pL)
y agua (15 pL), libre de inhibidor, para observar la formacion del producto (4cido hipurico). A
la par, se llevd a cabo la reaccion en presencia del inhibidor, reemplazando los 15 puL. de agua,
por el mismo volumen de extracto o medicamento control (Captopril). La reaccion se mantuvo
durante 80 min a 37 °C. Posteriormente, la enzima se inactivé por descenso del pH, adicionando
110 uL de HCI1 1 N. El 4cido hipurico, obtenido durante la reaccion, se extrajo con 1100 pL de
acetato de etilo mediante la agitacion y la formacion de las dos fases, se tomaron 1000 pL de la
fase organica en un tubo limpio, para eliminar el acetato de etilo por calentamiento a 90 °C por
30 min. El residuo de 4cido hipurico se disolvio en 1100 pL. de agua desionizada, y se midid la
absorbancia a 228 nm en un espectrofotometro. Al mismo tiempo, se analizé un blanco para cada
reaccion (con y sin inhibidor), de la misma forma, reemplazando la enzima por glicerol al 50%,
con la finalidad de eliminar la interferencia producida por la coloracién de los extractos. El

porcentaje de inhibicion fue determinado con la siguiente ecuacion:
% Actividad ECA= (Acontrol—Ablanco) —(Amuestra—Ablanco) / (Acontrol— Ablanco) x 100 (EC 3)
Donde:

Acontrol: Absorbancia del 4acido hipuarico formado tras la accion de la ECA sobre el HHL, sin

inhibidor.

Avlanco: Absorbancia del HHL que no ha reaccionado, en ausencia de enzima, y que ha sido

extraido con el acetato de etilo.

Amuestra: Absorbancia del acido hipurico formado tras la accion de la ECA sobre el HHL, en

presencia de sustancias inhibidoras.

La prueba de la inhibicion contra la ECA fue aplicada al extracto que presentd mayor contenido
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de compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides y antocianinas) y este fue utilizado para el

proceso de secado por aspersion.

5.4. Obtencion de almidon poroso

La hidroélisis enzimatica del almidon de maiz se siguié de acuerdo con el método descrito por
Leyva-Lopez et al. (2019). La muestra de almidon de maiz comercial (25% p/v) se disolvio en
buffer de acetato de sodio (50 mM, pH 4.02), se agregd una mezcla de enzimas (AA y AMG)
(10 U/g de almidon) durante 16 horas, en un bafio de agua a 30 °C, con agitacion a 380 rpm. La
hidrdlisis se termind con la neutralizacion del pH con NaOH 1M. Los hidrolizados se lavaron
tres veces con agua destilada. La mezcla se dejo en reposo, se separ6 el sobrenadante y los solidos
se secaron en un horno a 35 °C, durante 24 h. Una vez que la muestra se seco, se pasaron a través

de un molino y una malla 325 (45 um), y se almacend en un contenedor sellado hasta su analisis.

5.4.1. Caracterizacion morfologica de los almidones: SEM

Para determinar la morfologia de los granulos se utilizé el método reportado por Paredes-Lopez
et al. (1989) utilizando el microscopio electronico de barrido (JEOL, JSM-5800LV,
Massachusetts; Estados Unidos). Las muestras de almidones modificados previamente secas se
colocaron sobre una cinta conductora de cobre de doble adhesion, la cual se fijé previamente en
un soporte de aluminio del microscopio. Las muestras se cubrieron con una capa de carbon de
30 nm y enseguida se colocaron en el ionizador de metales y se recubrieron con una capa de oro.
Las muestras fueron observadas a aumentos X1000 y X4000 en almidones hidrolizados y en los

microencapsulados.

5.4.2. Caracterizacion fisicoquimica de los almidones

5.4.2.1. Absorcion de agua y aceite

Las capacidades de absorcion de aceite y agua se determinaron siguiendo la metodologia de
Yousif et al. (2012), con ligeras modificaciones. Las muestras de almidon (100 mg) se agitaron
con 1 ml de agua y/o aceite de soja en un tubo de centrifuga de 1 ml durante 20 min, después se
centrifugaron a 4000 x g durante 15 min. A continuacion, se elimind cuidadosamente el
sobrenadante. El aceite y el agua restantes se decantaron usando papel de filtro. Cuando no goted

mas agua y/o aceite sobre el papel filtro, se peso el granulo. La capacidad de absorcion se calculd
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como el peso del precipitado himedo dividido por el peso seco de la muestra (g/g).

5.4.2.2. Capacidad de adsorcion de tinte (DAC)

Se sigui6 la metodologia de Tseng et al. (2005). Se sumergié una muestra de almidon (1 g, base
seca) en las soluciones de 20 mg/L de azul de metileno y rojo neutro (pH 7) a 25 °C, agitando
constantemente durante 2 h. La concentracion de colorante en la solucion se determind a 665 nm
utilizando un espectrofotometro UV-Vis (TU-1810, Persee, Beijing, China). La capacidad de

adsorcion de tinte se calculd usando la siguiente ecuacion:
DAC=(C1-C2) XxVXM/W (Ec. 4)

donde C1 y C2 son la concentracion de colorante en la solucion antes y después de la adsorcion,
respectivamente; V es el volumen de la solucion de tinte; W es el peso de la muestra de almidon;

M es el peso molecular del tinte.

5.4.3. Propiedades térmicas de los almidones

Las propiedades térmicas de los almidones fueron estudiadas usando un calorimetro diferencial
de barrido (DSC) Q2000 W/MDSC (TA Instruments, Newcastle, Inglaterra), calibrado
previamente con Indio. Se evalué de acuerdo con el método propuesto por Paredes-Lopez et al.
(1994). Se pesaron 2 + 0.05 mg de almidon (en base seca, triplicado) dentro de una charola de
aluminio hermético, posteriormente se le adicionaron 7 pL. de agua destilada. La charola se sell6
herméticamente y se dejo hidratar por 30 min antes de realizar el analisis. Como referencia se
utilizé una charola vacia. La muestra se sometio a una rampa de temperatura de 30 a 120 °C con
una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La temperatura de inicio (T1), la temperatura de
gelatinizacion o de pico (Tp), la temperatura final (Tf) y la diferencia de entalpia (AH) se

obtuvieron directamente del analisis que se realiz6 con el software TA Instruments, version 4.4%

5.4.4. Analisis rapido de viscosidad

Los almidones de maiz fueron analizados por la metodologia propuesta por Hernandez-Uribe et
al. (2011) utilizando el Analizador Rapido de Viscosidad (RVA Perten 4500). Se prepararon
suspensiones de almidones al 14% (p/v) de so6lidos totales, 29 g en total fueron transferidos al
tazon del analizador rapido de viscosidad. Se inicié con una fase de acondicionamiento de la

muestra mediante agitacion a 960 rpm, seguido de un calentamiento a 50 °C durante 1 min,
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seguido de 3 pasos a 160 rpm, un calentamiento de 50 a 91 °C de 3 min, equilibrio a 91 °C por
3.5 min y una disminucion de temperatura a 50 °C de 3.5 min para concluir la prueba a 50° C

durante 2 min.

5.5. Microencapsulacion del extracto Hibiscus sabdariffa L.

Se utilizaron almidén poroso de maiz (APM) y goma arabiga (GA) como material de pared para
el microencapsulado (ME) del extracto de Hibiscus sabdariffa (EHS). La concentracion de
solidos totales (CST) (mezcla de APM y GA) fue de 8% a 25% en 100 ml de agua y 20 ml de
EHS; el contenido de antocianinas monoméricas totales (AMT) fue de 0.4 £0.017 mg EC3G/mL.
Las mezclas (EHS, APM y GA) se homogeneizaron antes del secado en un secador por aspersion
(Mini Spray Dryer B-290, Buchi, Suiza) equipado con una boquilla de presion. La relacion APM-
GA fue de 1:0 a 0.88:0.12. La temperatura del aire de entrada y la velocidad de la bomba del
secador fueron de 100 a 180 °C y 7 ml/min, respectivamente. Se aplico un DCCR optimizado
por MSR para estudiar las condiciones Optimas para ME por secado por aspersion. La Tabla 5
resume los 20 experimentos realizados en este estudio (cada experimento se realizd por
triplicado). Cabe sefialar que la retencion de compuestos activos esta directamente relacionada
con la temperatura del sistema de alimentacion, el TSC en la solucién de alimentacion y la
relacion APM-GA (Gl et al., 2020; Sarabandi et al., 2018; Tupuna et al., 2018). Los polvos
atomizados se recogieron y se colocaron en frascos de vidrio de color ambar a 4 °C hasta su uso

por un maximo de 24 h.




320 Tabla 5. Variables independientes del DCCR para el optimizado en la microencapsulacion de HS

Corrida Parametros independientes
Temperatura (°C) Solidos (%) Almidon poroso (%) Goma arabiga (%)
1 116 11.4 90.4 9.6
2 164 11.4 90.4 9.6
3 116 21.6 90.4 9.6
4 164 21.6 90.4 9.6
5 116 11.4 97.6 34
6 164 11.4 97.6 34
7 116 21.6 97.6 34
8 164 21.6 97.6 34
9 100 16.5 94 6
10 180 16.5 94 6
11 140 8 94 6
12 140 25 94 6
13 140 16.5 88 12
14 140 16.5 100 10
15 140 16.5 94 6
16 140 16.5 94 6




17 140 16.5 94 6
18 140 16.5 94 6
19 140 16.5 94 6
20 140 16.5 94 6

321 A: Concentracion de solidos totales (mezcla de almidon poroso y goma arabiga). Por ejemplo, en la corrida 1 hay 11.4% de s6lidos
322  equivalente a 11.4 g, de los cudles 10.3 g son de almidon poroso (90.4%), y 1.1 g de goma arabiga (9.6%).




323

324
325
326
327
328
329

330
331

332

333
334
335
336
337
338
339

340

341

342
343
344
345

346

347

5.6. Cuantificacion de compuestos bioactivos en los microencapsulados

AMT. Se pesaron 30 mg de las microcapsulas obtenidas en un microtubo y se le adiciond 1.1
mL de agua desionizada y se agitd vigorosamente por 10 minutos (para romper la capsula),
posteriormente se centrifugd la muestra a 3500 rpm por 10 min y se recupero el sobrenadante, se
realizaron dos lavados consecutivos para obtener un volumen final de 2.2 mL y finalmente la
muestra se afor6 en un matraz de 10 mL. Posteriormente se sigui6 la técnica descrita en el

apartado 4.3.1 para la cuantificacion de AMT.

Para la cuantificacion de compuestos fenolicos, flavonoides y actividad antirradical DPPH,

se siguio la misma metodologia descrita en los apartados 4.3.2., 4.3.3. y 4.3.4. respectivamente.

5.7. Retencion de compuestos activos de microcapsulas

La retencion de compuestos activos de las microcépsulas se determind en funcidén de la
concentracion de AMT en las microcapsulas (200 mg), como se describe en la Seccion 4.3.1. La
eficiencia de retencion de antocianinas se determind midiendo la cantidad total de antocianinas
en las muestras de microcéapsulas, es decir, carga del nucleo experimental, y comparando este
valor con la cantidad total de antocianinas esperadas en cada muestra de microcéapsula, es decir,
carga del nucleo tedrica (Finotelli & Rocha-Ledo, 2005). La estabilidad se determin6 como la

proporcion de antocianinas en un tiempo de almacenamiento determinado (Tari et al., 2003).

AMT al tiempo X almacenamiento

Retencion de compuestos bioactivos (%) = *100 (Ec.5)

AMT al tiempo 0 almacenamiento

5.8. Determinacion de la actividad del agua en microcapsulas

La actividad del agua (aw) se determin6 utilizando un medidor de actividad de agua Aqualab
(3TE, Decagon Devices, In., EE. UU.) previamente calibrado con carboén activado (aw < 0.500)
y agua destilada (aw = 1.000 £ 0.003). Se analizaron muestras por triplicado (0.50 g) de las

microcapsulas segin el método propuesto por Carrillo-Navas et al. (2011).

5.9. Microscopia electronica de barrido

Para determinar la morfologia de los granulos se utiliz6 el método reportado por (Paredes-Lopez
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et al., 1989) utilizando el microscopio electrénico de barrido (JEOL, JSM-5800LV,

Massachusetts; Estados Unidos) siguiendo la técnica descrita en el apartado 4.5.

5.10. Digestion in vitro

Ahmad et al. (2018) adaptaron un modelo estatico que simula la digestion en la boca, el estomago
y el intestino. La solucion de saliva simulada (pH 6.8 + 0.2) se prepard disolviendo a-amilasa al
0.2% en solucidén salina tamponada con fosfato. El jugo gastrico simulado (SGJ) se preparo
disolviendo 3 g/l de pepsina en una solucion estéril de NaCl (9 g/l) y el pH se ajusto a 3.0 con
1.0 mol/l de HCI. El jugo intestinal simulado (SIJ) se prepar6 disolviendo 3 g/l de sales biliares
y 10 g/l de pancreatina en solucion salina tamponada con fosfato; El pH se mantuvo a 8 con
solucion de NaOH 0.1 M. El SGJ y el S1J se prepararon segin el método de Gani et al. (2018).
Se colocaron muestras de polvo (100 mg) en un matraz de 125 ml y se incubaron a 37 °C con
agitacion constante. Las muestras fueron digeridas secuencialmente. Se afiadid jugo salival (10
ml) a la muestra de la boca, que luego se mezcl6 durante 5 minutos y se recogié una alicuota de
1 ml. Se anadié SGJ (10 ml) a la muestra de estdbmago y la mezcla se mantuvo en agitacion
constante. Se recogid una alicuota (1 ml) después de 1 h de incubacion. La muestra de intestino
se mantuvo en agitacion/mezcla constante y se agregaron 10 ml de SIJ; Se recogieron alicuotas
de 1 ml después de 4 h. Todas las alicuotas se centrifugaron a 7125 rpm durante 5 minutos y se
filtr6 el sobrenadante. La cantidad de antocianinas liberadas se midio utilizando el diferencial de

pH (Seccion 4.3.1). Las muestras se tomaron por triplicado cada semana durante ocho semanas.

5.11. Estudio de estabilidad

Las microcapsulas se almacenaron en desecadores durante 8§ semanas a 55 °C y 52.86% HR,
mantenidas con una solucion saturada de NaBr. Se tomaron muestras por triplicado cada semana

y se estim¢ el contenido de TMA como se describe en la Seccion 2.4.3.

5.12. Actividad inhibitoria de ECA

Se pesaron 30 mg de las microcapsulas obtenidas en un microtubo y se le adiciond 1.1 mL de
agua desionizada y se agitd vigorosamente por 10 minutos (para romper la capsula),
posteriormente se centrifugd la muestra a 3500 rpm por 10 min y se recuper6 el sobrenadante, se

realizaron dos lavados consecutivos para obtener un volumen final de 2.2 mL y finalmente la
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muestra se afor6 en un matraz de 10 mL. Posteriormente se sigui6 la técnica descrita en el

apartado 4.3.5 para calcular el % de inhibicion de la ECA.

5.13.  Diseiio experimental y analisis estadistico

Se utiliz6 RSM para investigar las condiciones 6ptimas para ME de HS. Se emple6 el DCCR con
8 puntos factoriales (+1), 6 puntos centrales (nivel 0) y 6 puntos axiales (+1.68), dando un total
de 20 corridas experimentales para evaluar la interrelacion entre las variables independientes y

las de respuesta.

Las respuestas fueron aw, PT, FT, AMT, actividad eliminadora de DPPH, eficiencia de
encapsulacion (EE) y estabilidad. Para el disefio experimental se utilizd una temperatura de
entrada (TE) de disefio factorial de tres niveles entre 100 y 180 °C (A), alimentacion de CST de
8 a25% (B) y relacion APM:GA (1:0 a 0,88:0,12) (C). Se llevo a cabo un analisis de regresion
sobre los datos experimentales. La relacion entre las variables independientes y dependientes se

calcul6 mediante una ecuacion polindmica de segundo orden:

Y = B + B1Xy1 + BoXz + B3Xz + B12X1 Xz 4 B13X1 X3 + B23XoXs + B XT + Bo2X5 +
B3,3X§ (Ec.6)

donde Y =variables de respuesta; X = variables independientes (X representa TE; X> CST; X3
relacion APM-GA); B0 es la constante (intercepto); PBi, P2 y P3 son el coeficiente lineal de
temperatura, CST y relacion APM-GA, respectivamente; Bi,1, P22 y P33 es el coeficiente

cuadratico; P12, B1,3 ¥ B2,3 son los coeficientes de interaccion.

Los niveles 6ptimos de valores independientes se analizaron mediante la funcidén de deseabilidad,
una técnica que asigna una puntuacion entre 0 y 1 a un conjunto de respuestas y elige los factores
que maximizan esa puntuacion (Bezerra et al., 2008). Se utilizo el ensayo Design Expert v7.1.6
(Stat-Ease, Inc., MN, EE. UU.) para la regresion, los coeficientes de correlacion, ANOVA y la

optimizacion.

Las variables de respuesta para realizar la optimizacion fueron; antocianinas monoméricas,
flavonoides, compuestos fenolicos y actividad antioxidante DPPH, estabilidad (envejecimiento

acelerado).
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Se encontraron diferencias estadisticas significativas (o = 0,05) entre la comparacion de medias

y se realizaron comparaciones multiples en STATISTICA v10 utilizando la prueba de Tukey.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1. Extracto de Hibiscus sabdariffa L.

El disefio experimental Box-Behken utilizado para la optimizacion del EHS se presenta en la
Tabla 4 con los 3 diferentes factores de estudio: relacion caliz/solvente (A), tiempo de extraccion
(B) y temperatura de extraccion (C). Las diferentes condiciones experimentales evaluadas
tuvieron un efecto significativo (p<0.05) sobre las respuestas evaluadas: antocianinas
monome¢ricas totales (AMT), polifenoles totales (PT), flavonoides totales (FT) y actividades
antioxidantes (DPPH y ABTS). Las concentraciones fueron de 344 a 1086 mg EC3G/100g, 1698
a 3290 mg EAG/100g y 575 a 940 mg EQ/100g para AMT, PT y FT respectivamente (Tabla 6).
Unas concentraciones de 1336 a 3715 y de 1815 a 2162 mmol ET/100g para la actividad
antirradical DPPH y ABTS respectivamente. Estos resultados son similares a los reportados por
Villalobos-Vega et al. (2023) & Salmerén-Ruiz et al. (2019) sobre la extraccion de compuestos
y actividades antioxidantes bajo condiciones experimentales: relacion soluto/disolvente,
temperatura y tiempo de extraccion. Estos factores son los principales pardmetros que influyen
en la eficiencia de extraccion de compuestos antioxidantes y sus actividades (Sanou et al., 2023).
Ademas, se determind el analisis de varianza de los diferentes factores de estudio sobre las
variables de respuesta (A: relacion céliz/disolvente, B: tiempo de extraccion y C: temperatura de
extraccion), la interaccion de los factores (AB, AC, BC) asi como las expresiones cuadraticas
(A%, B%, C?) (Tabla 7). A continuacion, se analizara cada variable de respuesta para llegar al

optimizado del extracto de EHS.




450 Tabla 6. Valores de las variables de respuesta en el disefio experimental Box-Behnken para el optimizado del extracto HS

Variables independientes ‘ Variables dependientes

Corrida it vente Tiempo Temperacura 50 8 EOCEE pr mgngr ACVTH ALAER

(¢/ml) (min) O 100 g) 100 g) 102 pri00g  ET/100g)
1 1710 9 50 344 1698 575 1495 1900
2 1/20 3 100 815 2559 805 3000 2100
3 1/10 15 75 627 2810 845 2840 2118
4 1/30 9 100 1086 3002 940 3555 2100
5 1/10 9 100 876 2624 909 3195 2162
6 1/20 9 75 920 2591 742 2848 2061
7 1/10 3 75 827 2548 787 2880 1940
8 1/20 15 50 385 2036 600 1480 1960
9 1/20 15 100 784 2920 900 3469 2137
10 1/20 3 50 412 1715 590 1336 1815
11 1/20 9 75 940 2497 710 2871 2083
12 1/30 9 50 519 2016 795 1870 1895
13 1/20 9 75 930 2587 718 2893 2090
14 1/30 15 75 966 3290 901 3715 2045
15 1/30 3 75 890 2615 915 2620 2008

451  EAG=Equivalentes de acido galico, EQ=Equivalentes de quercetina, EC3G=Equivalentes de cianidina-3-glucésido. ET=Equivalentes trolox.
452  DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrilhidrazil. ABTS: 2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfoénico]-sal de diamonio

60




453  Tabla 7. ANOVA para el optimizado del extracto de H. sabdariffa L

Antocianinas . . Actividad Actividad
Términos monoméricas totales tl())(t)zllllerH ((;?rs) Fla\;(;ljr())ldes antirradical antirradical
(AMT) DPPH ABTS
Intercepto 930.723 2558.72 724.092 2870.67 2078
A -98.306 -155.33 -54.2289 -168.75 9
B -35.0915 202.372 18.6484 208.5 49.625
C 250.147 455.04 124.203 879.75 116.125
AB -68.8167 -103.45 -283.75 35.25
AC 47.4525
BC 81.25 -27
A? -5.2286 142.729 109.816 175.292
B2 930.723 114.893 28.5411 -30.75
C? -98.306 -365.761 -28.5806 -517.208 -44.25
Residual 5260.77 20722.90 1746.10 36211.17 1077.75
R? 0.9935 0.9929 0.9919 0.9956 0.9928
R? Ajustada 0.9819 0.9800 0.9773 0.9878 0.9797

454  Los valores en negrita indican un efecto significativo (p<<0.01) sobre la variable respuesta. A: Relacion caliz/solvente (g/mL), B: Tiempo de extraccion
455  (min)y, C: Temperatura de extraccion (°C). DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrilhidrazil. ABTS: 2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico]-sal de
456  diamonio.
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6.1.1. Antocianinas monoméricas totales

La Tabla 7 mostro que los efectos lineales (A, B y C), los coeficientes cuadraticos (B> y C?) y el
coeficiente de interaccion AB (relacion caliz/disolvente y tiempo de extraccion) fueron
significativos en el modelo desarrollado para antocianinas monomeéricas totales (AMT) (p<0.05).
Ademés, los valores altos de R? y R? ajustada, 0.993 y 0.981 respectivamente, confirmaron que
el modelo matematico de la Ecuacion 7 (AMT) fue adecuado para predecir el contenido de AMT

segun las diversas combinaciones de valores de las variables.
AMT=-2111+1555.2A+74B+64.1C-343.9AB-2.71B2-0.34(? (Ec.7)

La relacion de solvente mas alta (0.03 g/mL) generd un gradiente de densidad maés alto y por
ende un coeficiente de distribucion mas alto, lo que resulté en una liberacion mas rapida del
tejido celular y, por lo tanto, en una mayor cantidad de antocianinas extraidas (Fig. 10) (Khazaei
etal., 2016). En general se observo que el aumento de temperatura da como resultado una mayor
concentracion de antocianinas del extracto; esto se debe a una mayor solubilidad que facilita la
difusion de la antocianina desde los célices al disolvente. Esta tendencia fue reportada por
investigadores para la extraccion de compuestos bioactivos (paclitaxel) de Taxus chinensis y de
antocianinas de Hibiscus sabdariffa (Aneke et al., 2023; Jo et al., 2019). Un aumento del volumen
de disolvente en el sistema aumenté el rendimiento de extraccién que conduce a una extraccion
mas eficiente. La fuerza impulsora durante la transferencia de masa fue el gradiente de
concentracion entre el solido y el liquido, que fue mayor para una mayor proporcion de liquido

a solido, lo que resultd en un aumento de la velocidad de difusion.

También se puede observar que después de determinado tiempo (~8 min) la concentracion de
AMT disminuye. Esta disminucién se explica por los efectos cuadraticos que pasa por los
maximos (curvatura de las superficies de respuesta). Esto puede deberse al fendmeno de
saturacion del solvente y simultdneamente a la degradacion de las antocianinas ya extraidas
(Chan et al., 2009; Shi et al., 2003), por lo que los resultados obtenidos pueden explicarse por la
segunda ley de difusion de Fick, que predice que después de cierto tiempo, habra un equilibrio
final entre la concentracion de soluto en la matriz sélida (muestra vegetal) y en la solucion
(disolvente de extraccion). (Benchikh & Louailéche, 2014; da Silva et al., 2007). Por lo tanto, un

tiempo de extraccion excesivo no fue 1til para extraer mas antocianinas de los célices de HS.
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Figura 10. Superficie de respuesta 3D de antocianinas monomeéricas totales en funciéon de la
relacion caliz/ solvente (A) y del tiempo de extraccion (B).

6.1.2. Fenoles totales y flavonoides

La Tabla 7 mostré que los efectos lineales (A, By C) y los coeficientes cuadréticos (A2, B*y C?)
fueron significativos en el modelo desarrollado para PT y FT (p<0.05). El coeficiente de
interaccion AB (relacion caliz/disolvente y tiempo de extraccion) fue significativo para fenoles
totales y de interaccion AC (relacion caliz/disolvente y temperatura de extraccion) para
flavonoides totales. Los valores altos de R?, 0.992 y 0.991; y R? ajustada, 0.98 y 0.977
respectivamente, confirmaron que los modelos matematicos de las Ecuaciones 8 (PT) y 9 (FT)

fueron adecuados para predecir la concentracion de fenoles totales como de flavonoides totales.
PT=-1618-15734A+5.6B+106C-517AB+128327A2+3B2-0.6C2 (Ec. 8)

FT=1110-19858A-27.6B+6.8C+57AC+98735A2+0.8B2-0.04(C? (Ec.9)

De acuerdo con los graficos de superficie de respuesta 3D (Figs. 11ay 11b), los valores de fenoles
y flavonoides totales aumentaron gradualmente con el tiempo de 10 min a 15 min, con una
temperatura de 75 °C a ~90 °C, con una relacion soluto/ solvente de 0.03 g/mL. De manera
similar, Pashazadeh et al. (2021) encontraron que el contenido total de fenoles y flavonoides
aumentaba con el incremento de temperatura. Eso puede deberse a la despolimerizacion y/o

descomplejamiento de compuestos fenolicos a altas temperaturas.

Se puede aumentar la permeabilidad de los tejidos celulares, mejorando asi la extraccion de
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polifenoles de los alimentos (Barba et al., 2015). Gonzalez-Aguilar et al. (2017) han informado
que las interacciones polifenol-material de la pared celular dependen de la fuerza ionica, el pH y
la temperatura. Valores cercanos a los 100 °C se puede observar que hay una disminucion de
fenoles totales. Estas temperaturas pueden acelerar la extraccion de otros componentes celulares,

como azucares, y estos pueden tener interaccion con el solvente (Antony & Farid, 2022).

De ahi la importancia del estudio del factor relacion céliz/solvente. Cuanto mayor sea la relacion
caliz/solvente, mayor serd el rendimiento de la extraccion, de acuerdo con los principios de
transferencia de masa, que incluyen la fuerza impulsora durante la transferencia de masa y el
gradiente de concentracion entre el soluto y el solvente, que es mayor cuando un mayor volumen
de solvente es utilizado (Pinelo et al., 2005). Segtin el MSR, el mayor rendimiento se obtendria
utilizando una relacion caliz/solvente = 0.03 (g/mL). Cacace & Mazza (2003) informaron un

comportamiento similar al extraer compuestos fendlicos de grosella negra y de bayas molidas.

Sin embargo, los tiempos prolongados de extraccion a altas temperaturas pueden degradar y
oxidar los compuestos fenolicos; en consecuencia, la capacidad antioxidante se reduce. Segun
Ferreyra et al. (2021), la concentracion de compuestos fenodlicos de los subproductos de uva
aumenta con el tiempo de extraccion, a la temperatura adecuada. Esto coincidi6o con la
temperatura de trabajo empleada en este estudio que requiri6 periodos cortos de tiempo (12 min)
para evitar la pérdida de los compuestos.

b)

878

Fenoles totales
(mg EAG/100g)
g
Flavonoides totales
(mg EQ/100g)

0.10 / 0.10

C: Temperatura de

B: Ti d 78
iempo de 375 extraccion (°C)

extraccion (min) . 0.08
A: Relacion caliz/solvente A: Relacion caliz/solvente
(g/mL) (g/mL)

Figura 11. Superficie de respuesta 3D de concentracion de fenoles totales (a) y flavonoides
totales (b).
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6.1.3. Actividad antioxidante DPPH y ABTS

Para expresar la significacion del modelo cuadratico utilizado, se siguieron las Ecuaciones 10 y
11, para actividades antirradicales DPPH y ABTS respectivamente. Ademas, los valores altos de
R?, 0.995 y 0.992; y R? ajustada, 0.987 y 0.979 respectivamente, confirmaron que los modelos
matematicos de las ecuaciones fueron adecuados para predecir las actividades antirradicales

DPPH y ABTS.
AA DPPH=-4234-13644A+105B+154C-1418AB+0.5BC+157605A2-0.8C2 (Ec. 10)
AA ABTS=1162-260.4A+25.4B+15.7C+176AB-0.18BC-0.85B2-0.07(2 (Ec. 11)

Los efectos de las variables independientes sobre las respuestas se dan en la Tabla 7. Las unidades
lineales de temperatura (C), tiempo de extraccion (B) y relacion céliz/solvente (A) tuvieron un
impacto significativo tanto en la actividad antirradical DPPH como en ABTS. El término de
interaccion que tuvo efecto sustancial en las respuestas de actividades antioxidantes fue la
interaccion relacion soluto/solvente con el tiempo de extraccion (AB) y el tiempo de extraccion
con la temperatura de extraccion (BC). En cuanto a los términos cuadraticos la relacion
caliz/solvente (A?) y la temperatura (C?) tuvo efecto significativo (p<0.05) para la actividad
antirradical DPPH y la relacién caliz/solvente (A?) y el tiempo (B?) para la actividad antirradical

ABTS.

La actividad antioxidante DPPH y ABTS (Fig. 12) mayor se llevo a cabo con el aumento la
relacion soluto/solvente hasta alcanzar el valor optimo (0.03 g/mL). Un mayor gradiente de
concentracion aumenta la velocidad de difusiéon cuando aumenta la cantidad de disolvente; esto
es consistente con el principio de transferencia de masa (Tan et al., 2019). Existe una interrupcion
de las interacciones polifenol-polifenol (en la pared celular), lo que da como resultado una mayor
cantidad de moléculas de polifenol libres y accesibles que no interactiian y que contribuyen a una
mayor capacidad antioxidante (Nagar et al., 2020). Comportamiento similar a lo reportado por
Jakobek et al. (2011) donde utilizé una mezcla de varias fracciones polifenolicas de chokeberry

(aronia negra).

Varios estudios previos probaron el efecto de la temperatura y el tiempo de extraccion en la

capacidad antioxidante de los alimentos, principalmente por el efecto sobre el dafio mecéanico a
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565  los tejidos y las células, lo que provoca una mayor capacidad de extraccion de los compuestos
566  fendlicos (Bai et al., 2022). Para polifenoles de la cebolla, la actividad antioxidante aumento6 en
567  funcion de la temperatura (Roldan-Marin et al., 2009), mismo comportamiento para los

568  polifenoles de la fresa (Zhao et al., 2017).
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583  Figura 12. Superficie de respuesta 3D de actividad antirradical DPPH (a-b) y ABTS (c-d).
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6.1.4. Verificacion de valores predictivos

La optimizacién se refiere a los parametros de extraccion (factores de estudio) para obtener un
EHS con alta concentracion de compuestos antioxidantes (polifenoles totales, flavonoides
totales, antocianinas monoméricas totales) y altas actividades antioxidantes (inhibicion de
radicales DPPH y ABTS). Las condiciones 6ptimas son consideradas en funcion de la mayor
deseabilidad. Los modelos estadisticos utilizados para optimizar los parametros son variables,
segun las condiciones de cada estudio. En este estudio de extraccion, el disefio obtenido tuvo una
deseabilidad de 0.884, similar a los reportados por Sanou, et al. (2023); Ahmed et al. (2023) &
Anaya-Esparza et al. (2023), para la obtencion de extractos ricos en compuestos antioxidantes.
Las condiciones de optimizacion fueron de 0.03 g/mL (relacion céliz/solvente), 12.1 miny 91.6
°C para obtener el extracto. En la Tabla 8, se muestran los resultados basales y porcentajes de
asertividad del modelo RSM, observando predicciones de mas del 92%, lo que podriamos

concluir que el modelo es confiable
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Tabla 8. Caracterizacion antioxidante del extracto de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) obtenido en condiciones 6ptimas

Variable de respuesta Prediccion Resultado basal % Asertividad
Antocianinas monoméricas totales

1066 + 32 990 + 53 92.9
(mg EC3G/100g)
Compuestos fenolicos totales

3290 + 64 3195+ 89 97.1
(mg EAG/100g)
Flavonoides totales

949 + 18 895 + 25 94.3
(mg EQ/100g)
Capacidad antioxidante
(mmol ET/100g)
ABTS 3934 £ 85 3799 + 133 96.5
DPPH 2078 + 14 1971 + 57 94.9
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6.1.5. Actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)

La capacidad de inhibir la enzima convertidora de angiotensina de los extractos se reporta como
porcentaje de IECA, donde se utilizé una solucion control de Captopril 1.5 mg/mL (control) que
inhibe entre el 90 y el 100% de la concentracion de ECA utilizada. El extracto de Hibiscus
sabdariffa optimizado bajo las condiciones de extraccion. (30 mg/mL, 12.1 min y 92 °C) mostrd
una inhibicion de la ECA de 73.8%-79.2%. Valores superiores a lo reportado por Chaudhary et
al. (2020) quienes obtuvieron un porcentaje de inhibicion del 58.89% para extracto de Hibiscus
sabdariffa, y quienes sugirieron que la actividad estaba directamente relacionada con la cantidad
de flavonoides, polifenoles, acidos fenodlicos, proteinas y acido ascérbico contenidos en el

extracto.

El extracto HS present6 valores de antocianinas de 9.9+ 0.53 mg EC3G/g muestra, compuestos
que se han relacionado con la disminucién de actividad de la ECA. Ojeda et al. (2010)
determinaron que una fraccion aislada de extracto HS, rica en antocianinas, inhibia el 52.01% y
sugirieron que la delfinidin-3-O-sambubiosido y la cianidin-3-O-sambubiosido, son sustancias
inhibidoras de la ECA que se encuentran en los célices de H. sabdariffa, al competir por el sitio

activo de la enzima (Chakraborty & Roy, 2021; Ojeda et al., 2010).

Sin embargo, hay estudios donde mencionan que no sélo las antocianinas tienen un efecto
inhibidor, sino que también algunos otros flavonoides presentes (Vargas-Leon et al., 2018). En
este estudio se obtuvo una concentracion de 8.95 = 0.25 mg EQ/g muestra en el extracto HS. Al
Shukor et al. (2013), encontraron porcentajes de inhibicion de flavonoles y flavanoles de 19% y
37%, respectivamente, demostrando la actividad de estos compuestos. En otro estudio, Chen et
al. (2019) mezclaron tres flavonoles (miricetina, quercetina y morin), y tuvieron mayores efectos
inhibidores sobre la actividad de la ECA, este comportamiento se lo atribuyeron al aument6 de
grupos hidroxilo presentes en las estructuras de los flavonoles (Actis-Goretta et al., 2003;
Chakraborty & Roy, 2021). Chen et al. (2024) observaron una inhibicion del 43%-47% en jugo
de granada rico en compuestos fenolicos, compuestos que generalmente contienen uno o mas
grupos hidroxilo (-OH) unidos a un anillo aromaético. Estos grupos OH y otros, como los grupos

carboxilo, pueden actuar como aceptores o donantes de enlaces de hidrogeno y aumentar la
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potencia inhibidora de la ECA (Calvo et al., 2022)

La actividad por parte de compuestos fenolicos sobre la inhibicion ECA depende de diversas
interacciones, ya sea grupos hidrofobicos (anillos del benceno) de union a zinc (Al Shukor, et al.,
2013), formando quelatos con atomos de zinc en el centro activo o formando puentes de
hidrégeno entre moléculas inhibidoras y aminoacidos cerca o en los sitios de bolsillo activos
(Acharya et al., 2003). Estas interacciones dependen del enlace de hidrogeno del carbono, enlace

de hidrégeno convencional, van der Waals, interaccion electrostatica y otras (Chen et al., 2023).

6.2.1. Hidrolisis enzimatica de almidon de maiz

Los granulos de almidon hidrolizados enzimaticamente se estudiaron utilizando microscopia
electronica de barrido (SEM). Esto se realizo para conocer la forma, estructura y caracteristicas
de superficie de los granulos de almidon antes y después del tratamiento con AA y AMG. A
partir de las micrografias, era evidente que la hidrolisis no ocurre de manera uniforme (Figura
13). Algunas areas son mucho mas susceptibles al ataque enzimatico que otras. Los granulos de
almidén nativo mostraron una forma irregular y en su mayoria poligonal con una superficie
relativamente lisa. En los granulos de almidén de maiz modificado enzimaticamente durante 16
horas se presentd menor cantidad de poros en comparacion con la hidrélisis durante 20 horas
(Figuras 13C-D y 13E-F respectivamente), y se observd una forma poliédrica, una superficie
rugosa y algunos granulos nativos presentaron poros o canales, que han sido reportados por otros
autores (Ferrini et al., 2008; Huber & BeMiller, 2000). El tiempo de exposicioén de las enzimas
fue proporcional al grado de hidrélisis del almidon de maiz, resultando en mayor numero de
poros y superficie erosionada (Figuras 13E y 13F), con distintos lugares de ataque. La hidrdlisis
enzimdtica ataca tanto enlaces o-1,4 como a-1,6 de la amilosa y amilopectina, formando
compuestos de menor peso molecular: oligosacaridos y dextrinas, maltosas, glucosas, entre otros
(Zhang et al., 2012). Las enzimas causaron alteraciones superficiales y degradaron la parte
externa del granulo. Aunque también actuaron en la parte interna del granulo. Cuando los
granulos de almidon se incuban con enzimas amiloliticas, las enzimas migran a través de los
canales y comienzan la hidrdlisis que conduce a un patrén de digestion de adentro hacia afuera

(Guo et al., 2021).
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Se observaron numerosos agujeros de diferentes tamafos, una erosion superficial y esponjosa,
diferentes lugares de hidrolisis tanto en la superficie como en la parte interna formando canales
en toda el area de los granulos de almidon, comportamiento similar a lo reportado por Bouchet-
Spinelli et al. (2013). Aggarwal & Dollimore (2000), observaron un aumento en nimero y
volumen de poros, cuando aumentd la concentracion de la amiloglucosidasa y el tiempo de
exposicion (hidrolisis), hasta un rompimiento, resultando grandes agujeros de forma irregular y
una estructura disrupta. La diferencia de tamafio en los granulos de almidéon es un factor
importante que se relaciona con el area superficial, parametro a considerar durante la
modificacién enzimadtica, debido a que granulos con menor tamafio (maiz) tienen mayor
superficie de contacto que los grandes (papa), esta diferencia podria tener influencia sobre la
susceptibilidad de los almidones a la hidrolisis enzimatica (Espinosa-Solis et al., 2021). En este
mismo sentido, Guo et al. (2021) concluyeron que la presencia de poros y/o canales en los
granulos de almidon (almidon de maiz), ayuda a la hidrdlisis enzimatica, facilitando el

movimiento y actividad enzimadtica hacia el interior del granulo.
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670  Figura 13. Micrografias por microscopia electronica de barrido (x1000) de almidon nativo (A)
671  (x1000) (B) (x3500) e hidrolizados enzimaticamente 16 horas (C) (x1000), (D) (x3500) y 20
672  horas (E) (x1000), (F) (x3500)
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6.2.2. Capacidad de adsorcion

La propiedad de adsorcion es una capacidad representativa del almidon poroso. Debido a esta
propiedad, el almidon poroso tiene diversas aplicaciones en la industria alimentaria,
principalmente como portador de ingredientes como polifenoles (Wu et al., 2023), aceites
esenciales (Ju et al., 2019), sabores (Belingheri et al., 2015) o colorantes (Chen et al., 2020). En
los ultimos afos, el almidon poroso se ha considerado un nuevo tipo de adsorbente

biodegradable.

La Tabla 9 muestra como la modificacion enzimatica dual con AA y AMG puede mejorar
significativamente la capacidad de adsorcion de los almidones. El almidén poroso mostrd una
mayor capacidad de adsorcion de agua (1.3-1.4 veces) y aceite (1.5-1.6 veces) que el almidon
nativo (p <0.05), debido al incremento de numeros y volumen de poros y durante la modificacion
enzimatica, cambios que se observaron en las micrografias por SEM. De acuerdo con
Keeratiburana et al. (2020) & Piloni et al. (2022), los tratamientos enzimaticos aumentaron la
superficie d ellos granulos de almidén y la capacidad de adsorber moléculas de agua. También,
las dos enzimas produjeron poros profundos y anchos que facilitaron la entrada de aceites de alta

viscosidad al almidon (Witasari et al., 2024).

Del mismo modo, después de la modificacion AA—AMG, la adsorcion de azul de metileno y
rojo neutro aument6 5 veces. Claramente, el tratamiento enzimatico dual puede ofrecer un area
amorfa mas grande y més cantidad de extremos no reductores para la hidrolisis (Gui et al., 2021),
lo que hace que aumente el area de superficie especifica y el volumen de poros de los granulos
de almidon, lo que conduce a un aumento evidente en las caracteristicas de adsorcion de los

almidones porosos (Han et al., 2021).

Ademas, la mayor capacidad de adsorcion del almidén modificado puede atribuirse a un mayor
nimero de puntos de unidon de los adsorbatos en el campo cristalino que contienen cadenas
ramificadas mas cortas desarrolladas con la modificacion, lo que resulta en un incremento en la

capacidad de adsorcion (Chen et al., 2020; Lacerda et al., 2018).
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6.2.3. Calorimetria Diferencial de Barrido

El tratamiento enzimatico modifico significativamente las propiedades térmicas del almidén de
maiz, retrasando el proceso de gelatinizacion, presentando mayor temperatura de inicio con
diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre los almidones (Tabla 10). Se pueden
observar las temperaturas de inicio, pico y final més altas en las muestras de almidon poroso, en

comparacion con los nativos.

Las temperaturas de transicion mas altas en las muestras tratadas enzimaticamente se han
explicado debido a los grados mas altos de cristalinidad, que brindan estabilidad estructural y
hacen que los granulos sean mas resistentes a la gelatinizacion (Kaur et al., 2009). La
gelatinizacion de almidon es una transicion endotérmica que corresponde a la disociacion de
dobles hélices de amilopectina desde una estructura semicristalina a una conformacién amorfa.
Las propiedades térmicas se ven afectadas en gran medida por la estructura final de la

amilopectina y el contenido de amilosa de los almidones (Srichuwong et al., 2007).

Por otro lado, Gui et al. (2021) informaron que la hinchazén de los granulos de almidon mas
grandes se produce a una temperatura mas baja que la hinchazon de los granulos de almidon mas
pequefios; por lo tanto, es posible que, para los almidones tratados enzimaticamente, haya un
aumento en el numero relativo de granulos més pequefios después de la hidroélisis, lo que provoca
un aumento en la temperatura de gelatinizacion inicial. De acuerdo con Leyva-Lopez et al.
(2019), la modificacion enzimatica con AA y AMG disminuy6 el tamafno de particula de los

granulos modificados, lo que puede correlacionarse con estos resultados.

También en este estudio se puede observar que la entalpia de gelatinizaciéon (AH) aumento6 para
los almidones hidrolizados. Los valores mayores de AH indican que los almidones porosos
requieren mas energia para promover la gelatinizacion del almidon, es decir, la energia necesaria
para desenrollar las dobles hélices inestables durante la gelatinizacion (Sandhu & Singh, 2007).
Los valores de cambio de entalpia reflejan principalmente la pérdida del orden de doble hélice

en lugar de la pérdida de registro cristalino (Cooke & Gidley, 1992).
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6.2.4. Analisis Rapido de Viscosidad

Siguiendo la caracterizacion de los almidones modificados se realizo el Analisis Répido de
Viscosidad (RVA), y se observd una disminucion en los valores de viscosidad (es decir,
viscosidad pico, viscosidad minima y viscosidad final) en los almidones modificados
enzimaticamente en comparacion con la contraparte nativa. Los valores de viscosidad pico para
los almidones modificados enzimaticamente fueron de 3738+28 cP y 3763+10 cP en los
tratamientos de 16 y 20 h respectivamente, en comparacion con la parte nativa que fue de
4169+41 cP presentando diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) (Tabla 10). La
viscosidad pico se relaciona principalmente con los contenidos de amilosa, la distribucion de la

longitud de las cadenas de amilopectina y componentes menores (Jane, 2006).

La a-amilasa afect6 preferentemente los anillos de crecimiento amorfo (Benavent-Gil & Rosell,
2017). Los granulos porosos son susceptibles a hidrélisis enzimatica debido a su estructura, lo
que da como resultado suspensiones menos viscosas (Talou et al., 2011). La amilosa inhibe la
hinchazon de los granulos de almidon, mientras que la amilopectina contribuye al hinchamiento
de los granulos de almidon, especialmente las cadenas de ramas mas largas (Tester & Motrison,
1990). Resultado de ello, es la marcada disminucion de la viscosidad maxima en los almidones
modificados, y puede atribuirse a la pérdida de cierta cantidad de cadenas de ramificacion durante
el proceso de hidrdlisis, dando como resultado una menor hinchazén de los granulos de almidon
durante la etapa de calentamiento (Park et al., 2018). Debe observarse que la viscosidad pico de
los almidones hidrolizados enziméaticamente por 16 y 20 horas fue 10% menor que el almidon

nativo; y la viscosidad final 12% menor.

Esta caracteristica resultante después de la modificacion va a ayudar a que el almidén hidrolizado
enzimaticamente se pueda aplicar como material portador en procesos posteriores. Ya que es
fundamental que los materiales pared presenten una baja viscosidad, permite el paso de

alimentacion (flujo) cuando se obtienen las microcapsulas mediante secado por aspersion.




750 Tabla 9. Parametros de adsorcion en almidones modificados enzimaticamente

Almidén de Capacidad de Adsorcion
maiz Agua (%) Aceite (%) Azul de metileno (mg/g) Rojo neutro (mg/g)
Nativo 138.5+10.1% 166.61+£13.5% 10.69+0.51% 9.18+0.4?
HE16 182.3+10.6° 259.8+15.07° 49.05+3.35° 45.02+3.14°
HE20 194.4+11.5° 267.4+£14.34° 53.89+4.33° 49.39+4.15°
751 "Los datos son las medias de tres repeticiones + desviacion estindar, superindices diferentes por columna representan diferencias estadisticas

752  significativas (P<0.05). HE16: Hidrolizado enzimaticamente durante 16 horas. HE20: Hidrolizado enzimaticamente durante 20 horas.
753

754
755

756  Tabla 10. Parametros de andlisis de perfil térmico mediante DSC)' y de anlisis de perfil de viscosidad mediante uso del RVA'en

757  almidones modificados enzimaticamente y nativos

Almidon Temperatura de gelatinizacion (°C) AH (T/g) Viscosidad (cP) Temperatura ~ Tiempo pico
H /g
de maiz Inicial Pico Conclusion Pico Final pasting (°C) (min)

Nativo 64.52+0.51  72.43+0.36*  76.29+0.43 10.30+0.4? 4169+41?2 46524222 78.05+0.43% 4.98+0.04°

HE16 69.42+0.25  73.08+0.16°  79.36+0.53  17.83+0.44>  3738+28°  4090+11°  78.28+0.03% 4.91+0.032

HE20 69.31+£0.23  73.15+0.25° 78.7+0.52 18.63+0.48>  3763+10° 4107+9° 78.07+0.49* 4.93+0.07°

758  'Los datos son las medias de tres repeticiones + desviacion estandar, superindices diferentes por columna representan diferencias estadisticas
759  significativas (P<0.05). HE16: Hidrolizado enzimaticamente durante 16 horas. HE20: Hidrolizado enzimaticamente durante 20 horas.
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6.3. Microcapsulas

Los resultados del ANOVA vy los coeficientes de regresion para el modelo se muestran en la
Tabla 11. No se muestran las variables con términos no significativos. El nivel de significancia
de todos los términos fue de 0.05. Fue observado que el modelo cuadratico tiene valores maximos
de “R? ajustado” de ~ 0.9, lo que indica un alto ajuste a las variables de respuesta. Las ecuaciones
matematicas en este estudio que correlacionan las variables de temperatura de entrada (TE),
concentracion de solidos totales (CST), y la relacion APM-GA, fueron obtenidas mediante un

ANOVA, y cada variable respuesta en este estudio es discutida por separado.
6.3.1. Actividad de agua

La actividad de agua (aw) es una de las propiedades fisicoquimicas indispensable a medir en
compuestos encapsulados, ya que bajos valores de a, contribuyen a prolongar la vida util y
establecer las condiciones de almacenamiento de los encapsulados (Baysan et al., 2019). La a
mostrd valores en un intervalo de 0.108 a 0.24 (Tabla 12), estudios muestran que valores de a
< 0.3, aseguran una mayor estabilidad (vida de anaquel) (Tan et al., 2015). De acuerdo con los
resultados del andlisis estadistico, esta respuesta estd en funcion de los términos lineales de TE
(A), en términos cuadraticos de TE (A?), CST (B?) y de la interaccion entre TE vs CST (AB); y
de CST vs relacion APM-GA (BC) con una significancia de p<0.05 (Tabla 11).

En las Figuras 14a y b, se muestra las interacciones de CST vs TE y de relacion APM-GA vs
CST, observando como los valores de a, disminuyen al aumentar TE (Fig. 14a). A medida que
se aumenta TE, aumentan los coeficientes de transferencia de masa y calor (gradiente de
temperatura), lo que podria estar provocando una pérdida de humedad en el material pared lo que
impacta en la reduccion de la a. en el producto obtenido (encapsulado) (Geranpour et al., 2019).
Similar comportamiento fue reportado por Arepally & Goswami (2019), en la encapsulacion de
aceite de semilla de calabaza usando secado por aspersion, donde utilizaron una mezcla de goma
arabiga y maltodextrina como material pared. La ecuacion de regresion en este estudio también
demostrd que la a, fue ligeramente menor en las microcapsulas a medida que disminuyo la
concentracion APM-GA (Fig. 14b). Sin embargo, también se observo un ligero incremento en la

ay entre las CST de ~12% a ~20% a 100 °C. Comportamiento inverso observado en la relacion
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APM-GA vs CST, donde se muestra una ligera reduccion de la aw con la disminucion de la
concentracion APM, en donde la concentracion de sélidos parece no jugar un papel importante.
Ahad et al. (2021), reportan similar comportamiento atribuyéndolo a que el incremento de a
esta relacionado a la capacidad de retencion y absorcion de agua del material pared debido a su
afinidad por acomplejar con el agua, esto es debido a que un incremento de sdlidos y bajas
temperaturas dentro de la cdmara de secado crea una atmoésfera saturada en las particulas, lo que
dificulta la eliminacion de agua. Sin embargo, es notorio que la temperatura de entrada en un
proceso de encapsulacion juega un papel muy importante en los valores de a, del material
resultante. Los coeficientes de determinacion R? y de R? ajustada fueron de 0.92 y 0.905,
respectivamente, lo que demuestra que el modelo de regresion explica adecuadamente el efecto
de las variables independientes sobre la ay; es decir, mas del 92% de la variabilidad puede ser

explicada por MSR.

()
%
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000000
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Figura 14. Superficie de respuesta 3D de aw en funcion de la temperatura de entrada y
concentracion de so6lidos (a) y de concentracion de solidos y relacion almidon: goma arabiga

(b).



806  Tabla 11. Analisis de varianza del modelo polindmico cuadrético ajustado

Términos aw PT FT AMT AA DPPH EE Estabilidad‘
Intercept  0.1884 1478.600 427.473 903.635 383.810 85.687 25.739
A -0.0459* -94.387* -28.174* -37.075* -11.601* 2.543* -

B - -66.692* -21.431* 14.417* -40.769* -2.914* -2.916*
C 0.0120% 36.778* 10.220* 7.211* -3.708* 3.967* -2.847*
AB 0.0094* 268.351% 77.967* 57.235* - - -3.784*
AC - -184.884* -51.132* -30.317* - - -
BC 0.0060* -140.848* -40.145* 50.296* 19.161% 1.768* -
A’ -0.0059* - -7.616* 11.984* -6.929* -2.969* 1.392*
B? -0.0115* 359.244* 102.208* - -6.995* -2.504* 2.925%
C? - - - 11.167* -7.944* -1.932* 2.947*
Residual 00089 464500 3020206 17739.03 5964.22 159.55 130.84
R? 0.92 0.953 0.963 0.932 0.938 0.927 0.93
R?Ajustada 905 0.945 0.956 0.919 0.926 0.914 0.918
F 63.99 143.20 112.90 75.63 83.46 70.57 74.02
p-valor  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.3873 <0.0001
Ajuste 160 61.88 16.28 4.15 20.93 1.07 10.23

807  Los valores de p inferiores a 0.05 son significativos y se muestran en negrita (*).
808 Los valores de p mayores o iguales a 0.10 se consideran insignificantes y no se muestran en el texto (-).

809  A: Temperatura de entrada (°C), B: Concentracion de sélidos (%), C: Almidén poroso (%), DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo.




810 Tabla 12. Diseno experimental de secado por aspersion de extracto de Hibiscus sabdariffa L

Parametros independientes Parametros dependientes

Ta N o Comp’u.esto Flavonoides 1?12:10:1:1:;2: Ac.tividfld Eficiencia de N
entrada Solidos Almidon ay tz f:zzlz;(?:) totales (FT) totales antll)rll)'ia)(li;ca] enc::;zlszlgf)lcw Estabilidad®
(AMT)

°C) (%) %) (migof)J;&)G/ (nllﬁoF;;)/ (mg1 (ﬁ)(g?;G/ (um; ET/ % %
1 116 11.4 90.4  0.24+£0.001  1863+39 536.4+3.3 1018422 445.4+2.9  77.63+0.57 35.6£1.9
2 164 11.4 90.4  0.12+£0.003  1537+45 436.7+£5.9 884+7 423.5+0.7 81.79+2.35 40.1£1.9
3 116 21.6 90.4 0.2£0.002  1629+19 467.6+3.3 831+20 323.2+1.1  67.31%£1.79 36.9+1.4
4 164 21.6 90.4 0.115+0.004 2236+38 635.6+9.4 910+18 299.4+6.7  72.68+2.22 29+0.8
5 116 11.4 97.6 0.236+0.001 2652+45  759.9+10.1 1009+9 411.1+44.7  80.5+1.92 29.9+0.3
6 164 11.4 97.6 0.113+0.003 1446+60 411.5+14.2 738+3 360.1£0.7  86.38+1.78 39.0+1.1
7 116 21.6 97.6 0.218+0.005 1714438 486.3+9.4 1008+14 359.7£5.3  77.02+2.08 32.8+1.2
8 164 21.6 97.6 0.134+0.002 1721+£27 493.9+6.7 981+16 318.4+9.9  84.57+2.1 24.0+0.6
9 100 16.5 94  0.234+0.002 1465+25 420.7+6.3 981+20 362.1+4.9  73.5+1.04 28.7+1.2
10 180 16.5 94  0.108+0.001 1244+126 353.9+12.4 889+2 350.0£7.5  80.5+1.64 29.5£1.6
11 140 8 94  0.139+0.002 2637104  766.8+7.6 851+12 420.5£3.5  82.842.25 38.8+1.2
12 140 25 94  0.173+£0.002 2213+45  629.1£11.2 920+11 291.245.4  73.83+1.61 28.1£1.2
13 140 16.5 88  0.151+0.002 1291433 370.9£5.0 931+5 355.7£1.9  72.46+0.74 40.3+0.7
14 140 16.5 100  0.23240.001 1431441  409.1+11.6 934+0 350.7£7.0  87.4+1.72 26.7+0.3

80




15 140 16.5 94  0.185+0.008 1403+21 425.3£3.7 913+1 386.9+4.2  86.14+1.49 24.7+0.6
16 140 16.5 94  0.185+0.004 1569+41 442.1+6.9 910+12 377.4+£2.8  85.1+2.42 26.2+0.9
17 140 16.5 94 0.191+0.003 1498+21 428.3£5.9 909+12 375.3£2.8  84.98+2.15 25.8+0.4
18 140 16.5 94  0.192+0.003 1462+41 421.7£5.4 913+16 384.4+1.2  85.92+£2.5 25.2+1.1
19 140 16.5 94  0.187+0.004 1522+71  433.2+12.3 865+9 393.9+0.6  85.63+2.09 27.4+1.0
20 140 16.5 94  0.189+0.002 1438441 420.4+4.7 909+14 387.6+1.6  86.45+0.98 25.3+0.3

811  DPPH: Actividad antirradical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, EAG: Equivalentes de 4cido galico, EQ: Equivalentes de quercetina, EC3G:
812  Equivalentes cianidina-3-glucosido.
813  °: Estabilidad de antocianinas monoméricas totales almacenadas durante 8 semanas a 55°C y 52.86% HR.

81




814

815
816
817
818
819
820
821

822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837

838
839
840
841
842

6.3.2. Compuestos fendlicos totales y flavonoides totales

CPT y FT fue mayor a medida que disminuydé TE, CST y conforme aument6 la relacion APM-
GA. De acuerdo con los resultados del analisis estadistico, las concentraciones fueron de 1244 a
2652 mg EAG/100g y de 353.9 a 766.8 mg EQ/100g para CPT y FT respectivamente (Tabla 12).
Los contenidos de estos compuestos en las microcapsulas estan en funcién de los términos
lineales para las variables A, B y C; y de las interacciones AB, BC y AC, para ambos factores y
en términos cuadraticos de CST (B?) para CPT, asi como TE (A2) y CST (B?) para FT, con una
significancia de p<0.05 (Tabla 11).

En las Figuras 15ay 15d, respecto a las variables CST vs TE para los compuestos antioxidantes
(fendlicos y flavonoides), se observd un comportamiento similar, una disminucion de
compuestos con el incremento de la TE. Este comportamiento es debido a la pérdida gradual de
los compuestos bioactivos, provocada por la oxidacién y/o degradacidon, ya que estos son
sensibles a los cambios de temperatura (Tolun et al., 2016). Similar comportamiento fue por
reportado por Lingua et al. (2020), un aumento de temperatura de secado de 120°C a 160°C
disminuyo en un 20% el contenido de polifenoles en el extracto de arandano microencapsulado
con maltodextrina. Estas Figuras (15a y 15d), también muestran que la CST juega un rol
importante en el efecto de la proteccion de compuestos, ya que a concentraciones de ~16% a
~22%, se observa el menor contenido de compuestos, a una temperatura fija. Pero el valor mas
alto de CST (25%) y mayor TE se observo el mayor contenido de compuestos bioactivos. Esto
pudiera estar relacionado a la alta CST, lo que podria provocar un mayor atrapamiento quimico
o fisico de los compuestos bioactivos en el material pared debido a un incremento en el espesor
por el incremento sélidos (APM-GA), o también puede ser debido a una mayor aglomeracion de
las microcéapsulas (Figuras 15D y 15F), lo que podria estar causando una liberacién contralada

por el efecto barrera de las microcapsulas contiguas una a otra.

En las Figuras 15b y 15¢, se analizan las variables APM-GA vs TE, para el contenido de CPT y
FT. En ambas figuras se observa que concentraciones bajas de APM y TE de 100 °C, influyen
en el contenido de estos compuestos, esto puede estar relacionado con el grafico de a. (Fig. 14a),
donde se observa que bajas temperaturas favorece el contenido de humedad, y altos contenidos

de humedad favorecen las recciones de degradacion de los compuestos bioactivos (Méndez-
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Lagunas et al., 2017), y las bajas concentraciones de APM podrian estar influenciando el espesor
del material pared, lo que podria dejar més expuestos a los compuestos a los altos contenidos de
agua. Estos mismos graficos fueron mostraron que un aumento en la relacion APM-GA (97-3%
y 100-0%) y TE de 100 °C, favorecen una mayor retencion de CPT y FT. Este comportamiento
es debido precisamente al aumento de APM, y con ello un incremento en el area de contacto
debido a los poros (Fig. 20A), lo que incrementa el area superficial, favoreciendo la entrada de
los compuestos en ellos, incrementando su retenciéon mediante interacciones quimicas por
puentes de hidrogeno (Asrafi et al., 2024; Belingheri et al., 2015; Zhang et al., 2012), en donde
también la GA podria estar actuando como cobertura de los poros favoreciendo su retencion,
como se observa en la Figura 20B (incrementado, parte superior derecha), en donde se observa
como los poros en el almidén son recubiertos. Un estudio similar fue reportado por Oliyaei et al.
(2020), donde encapsularon fucoxantina con almidén poroso y GA como agente de recubrimiento
y obtuvieron una alta capacidad de adsorcion. También se analizé la relacion APM-GA vs CST
en la proteccion de CPT y FT (Figuras 15¢ y 15f), en ambos graficos se observa que a intervalos
de ~12% a ~20% de CST, se presenta una menor concentracion de estos compuestos. Sin
embargo, a valores menores o mayores de este intervalo, la concentracion de CPT y FT
incrementaron. También fue observado que la relacion APM-GA en estas mismas variables de
estudios afecto ligeramente, ya que se observa una ligera disminucion de estos compuestos
conforme disminuye APM. Este comportamiento sobre la proteccion de CPT y FT, por los
factores de relacion APM-GA vs CST, este ultimo muestra tener mas influencia sobre el
contenido de estos compuestos bioactivos en las microcapsulas. Los coeficientes de
determinacion R? fue de 0.953 y 0.963, asi como R? ajustado de 0.945 y 0.956 para CPT y FT,
respectivamente (Ver Tabla 11). Estos valores demuestran que el modelo de regresion explica
adecuadamente el efecto de las variables independientes sobre los compuestos fenolicos; es decir,

mas del 95% de la variabilidad puede ser explicada por MSR.
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6.3.3. Antocianinas monomeéricas totales

La concentracion de AMT mostr6 valores en un intervalo de 738 a 1018 mg EC3G/100g (Tabla
12). De acuerdo con los resultados del analisis estadistico, mostrados en la Tabla 11, las variables
en estudio muestran que estan en funcion de los términos lineales para A, B y C; de las
interacciones entre los factores (AB, BC y AC) y de los términos cuadraticos TE (A?) y relacion

APM-GA (C?), con una significancia de p<0.05.

En los graficos de superficie de respuesta (Figuras 16" y 16b), se observa una reduccion en el
contenido de AMT en las microcapsulas conforme se incrementé TE. Este comportamiento se
atribuy¢ a la degradacion térmica y oxidacion de los compuestos bioactivos (Enaru et al., 2021).
Mismo comportamiento fue reportado por Murali et al. (2015), donde estudiaron la
microencapsulacion de extracto de zanahoria negra utilizando almidon de tapioca, goma arabiga
y maltodextrina como material pared y por Das et al. (2019) en la microencapsulacion de extracto

de antocianinas de arroz morado con almidon modificado de arroz.

En las Figuras 16b y 16c¢, se analizan las variables relacion APM-GA con respecto a TE y CST
respectivamente. Una alta concentracion de APM (>96%) favorece la proteccion de AMT, este
comportamiento puede deberse a una compatibilidad quimica favoreciendo la formacion enlaces
por puentes de hidrogeno con los extractos encapsulados (Davidov-Pardo et al., 2013), lo que da
estabilidad y proteccion. Patel et al. (2020) encapsularon antocianinas utilizando almidén de
semilla de yaca, observando que el incremento de la concentracion de almidén como material
pared provocod un aumento en el contenido de AMT. Este comportamiento podria atribuirse
principalmente a la mejora de las propiedades de sellado de las microcapsulas debido a una mayor
CST, que da como resultado una estructura mas compacta y a su superficie con menor cantidad
de poros, lo que ralentiza la difusion del calor (Liu et al., 2023). Por otro lado, Robert et al.
(2010), reportaron que el incremento de s6lidos (almidon) conlleva a mayores cadenas de amilosa
y amilopectina que interaccionan por compatibilidad quimica con las antocianinas de extracto de
granada encapsulado favoreciendo la retencion. En este estudio el aumento de CST (20-25%) y
de APM, favorecen la proteccion de AMT, lo que incrementa su concentracion. Este este
fenomeno puede ser explicado por lo descrito anteriormente, favoreciendo la proteccion de

antocianinas de las condiciones del ambiente, disminuyendo su velocidad de degradacion
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(Frascareli et al., 2012; Patel et al., 2020). Los coeficientes de determinacion R? y R? ajustado

fueron de 0.932 y 0.919 respectivamente (Tabla 11).
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6.3.4. Actividad antirradical DPPH

El ensayo DPPH evaltia el potencial de eliminacion de radicales libres de una molécula
antioxidante y se considera uno de los métodos estandar para la evaluacion de las propiedades
antioxidantes de granos, vegetales, extractos y harinas en diferentes sistemas de solventes
(Gulcin & Alwasel, 2023; Mishra et al., 2012). La actividad antirradical DPPH mostré valores
en un intervalo de 291 a 445 umol ET/g (Tabla 12). De acuerdo con el andlisis estadistico, los
coeficientes de determinacion R? y R? ajustada fueron de 0.938 y 0.926. Esta variable de
respuesta muestra que esta en funcidn de los términos lineales para A, B y C; de la interaccion
entre los factores (BC) y de los términos cuadraticos TE (A?), CST (B?) y relacion APM-GA
(C?), con una significancia de p<0.05 (Tabla 11).

En la Figura 17, se muestra la interaccion entre la relacion APM-GA vs CST, observando que la
actividad antirradical DPPH es mayor a concentraciones bajas de CST (8% - 12%) y APM-GA
(91% - 88%). Las microcapsulas formadas con la mezcla APM-GA tienen una alta capacidad
antioxidante, y es mayor conforme aumenta la concentracion de GA en la mezcla, lo que indica
una mayor proteccion. Esto se puede relacionar con las caracteristicas estructurales de los
radicales libres y las interacciones quimicas con el almidén-GA (de Aragjo et al., 2020). Similar
comportamiento fue reportado por Laureanti et al. (2023) donde encapsularon la mezcla de
extracto de pimienta rosa (Schinus terebinthifolius) con extracto de propoleo verde (Baccharis
dracunculifolia DC) y se observo que el material pared GA-maltodextrina resulté en un aumento
de aproximadamente 31% en la inhibicion del radical DPPH, en comparacion con el control

(maltodextrina).
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Figura 17. Superficie de respuesta 3D de actividad antirradical DPPH en funciéon de la
concentracion de solidos y relacion almidon: goma arabiga.

6.3.5. Eficiencia de encapsulacion (EE)

La EE es la capacidad del proceso de encapsulacion independientemente de la estabilidad
mejorada de las microcapsulas al reducir la degradacion de los compuestos antioxidantes
(Etzbach et al., 2020). Segun los resultados de la Tabla 12, la EE oscild entre 67.31% y 87.40%,

valores similares fueron reportados por (Rosales-Chimal et al., 2023; Santana et al., 2016).

De acuerdo con el analisis estadistico, los coeficientes de determinacién R? y R? ajustada fueron
de 0.927 y 0.914, respectivamente; y la EE esta en funcion de los términos lineales A, By C; de

los términos cuadraticos A%, B? y C?y de la interaccion CST vs relacion APM-GA (BC), con una

significancia de p<0.05 (Tabla 11).

En la Figura 18, se observa que la EE aument6 cuando la concentracion de APM fue mayor con
una CST de ~16%. El APM mezclado con la GA presentan una estructura ramificada con cadenas
largas lo que puede contribuir a su alta eficiencia (Carneiro et al., 2013) y podria asociarse con
la estructura quimica de los compuestos bioactivos, favoreciendo las interacciones por puentes
de hidrégeno (Navarro-Flores et al., 2020). Estudios similares presentaron Santana et al. (2016),

donde reportaron las mayores eficiencias de encapsulacion (80%-99%) de antocianinas, se
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obtuvieron utilizando una mezcla ternaria de goma arabiga/ almidon modificado/ proteina de soja
como material pared. En este mismo grafico se observa que la CST juega un rol importante, ya
que bajas concentraciones favorecen la EE. Segun lo reportado por Corréa-Filho et al. (2019),
esto puede ser debido a que, a bajas concentraciones de solidos baja viscosidad del fluido de

alimentacion en el secador lo que provoca a una mayor tasa de evaporacion del agua favoreciendo

la pérdida de humedad del producto final.
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Figura 18. Superficie de respuesta 3D de eficiencia de encapsulacion en funcion de la
concentracion de solidos y relacion almidon: goma arabiga.

6.3.6. Estabilidad de antocianinas (Retencion)

El porcentaje de retencion de AMT es la concentracion basal (tiempo 0) menos el contenido
determinado a las 8 semanas de almacenamiento bajo condiciones de 55 °C y 52.86% HR. La

Tabla 12 muestra un intervalo de retencion de 24% a 40%, valores similares a lo reportado por

(Leyva-Loépez et al., 2019; Rosales-Chimal et al., 2023).

De acuerdo con el analisis estadistico, los coeficientes de determinacién R? y R? ajustada fueron
de 0.93 y 0.918, respectivamente, lo que resulta el MSR y explica adecuadamente el efecto de
los factores de estudio sobre la estabilidad de AMT. Esta variable de respuesta estd en funcion

de los términos lineales B y C; de los términos cuadraticos A2, By C? y de la interaccion TE vs
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CST (AB), con una significancia de p<0.05 (Tabla 11).

En la Figura 19, se muestra que la estabilidad aument6 cuando la TE fue mayor y la CST
disminuyo. Las altas temperaturas y una menor CST provocan una rapida evaporacion del agua
de la superficie de la particula, lo que puede contribuir a la rdpida formacion de las microcépsulas
y una membrana firme que reduce la migracion (lixiviacion) de los compuestos bioactivos a la

superficie encapsulada y penetracion del calor en las gotas durante el tiempo de almacenamiento

(Aghbashlo et al., 2013; Corréa-Filho et al., 2019; Das et al., 2019).

Retencion de antocianinas (estabilidad)
(%)

Figura 19. Superficie de respuesta 3D de retencion de antocianinas en funcion de la temperatura
de entrada y la concentracion de solidos.

6.3.7. Optimizacion

La optimizacion se refiere a los parametros de secado por aspersion para obtener microcapsulas
con alta retencion de CPT, FT y AMT, alta actividad antioxidante (DPPH), alta estabilidad, EE
y baja ay. Las condiciones Optimas son consideradas en funcion de la mayor deseabilidad. Los
modelos estadisticos utilizados para optimizar los parametros son variables, segun las
condiciones de cada estudio. En este estudio de secado por aspersion, el disefio obtenido tuvo
una deseabilidad de 0.839, similar a los reportados por Balasubramani et al. (2013), Bagyigit et

al. (2020) y Rosales-Chimal et al. (2023), para la obtencion de microcapsulas. Las condiciones
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de optimizacion fueron de 126 °C de TE, 8.5% de CST, y de 92% APM—-8% GA, en la obtencion
de los microencapsulados. En las micrografias se pueden observar diferentes granulos de almidon
con agujeros abundantes y bien formados (Fig. 20A). Sin embargo, una vez que este almidon en
mezcla con GA fue utilizado en la microencapsulacion bajo las condiciones dptimas, un patron
general fue observado, el cual fue mas notorio bajo estas condiciones de optimizacion, en la
Figura 20B (ampliacion en la parte superior derecha a 2000X), se muestra como los poros son
cubiertos por la GA, lo que estaria proporcionando un mejor efecto protector a los compuestos
bioactivos encapsulados, resultando en una mayor estabilidad bajo condiciones ambientales, ya
que en los poros podrian estar atrapando fisica y/o quimicamente a los compuestos bioactivos
incrementado su viabilidad. En la Tabla 13, se muestran los resultados basales y porcentajes de
asertividad del modelo RSM, observando predicciones de mas del 90%, lo que podriamos

concluir que el modelo es confiable.
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Tabla 13. Caracterizacion fisica y quimica de microcapsulas obtenidas bajo condiciones Optimas

Parametro Prediccion Resultado basal® Asertividad (%)
aw 0.186 0.204 £ 0.003 91.2
Compuestos fendlicos totales
2602.8 2368.0 =45 90.9
(mg EAG/ 100g)
Flavonoids totales
770.0 694.0 + 15.1 90.1
(mg EQ/ 100g)
Antocianinas monoméricas totales (mg EC3G/
985.8 930.0 £25 94.3
100g)
Actividad antirradical DPPH
4553 423.0£12.5 92.9
(mmol ET/ g)
Eficiencia de encapsulacion
80.2 76.1 £3.5 94.8
(%)
Retencion de antocianinas (Estabilidad)? (mg
38.7 35619 91.9

EC3G/ 100g)

2 Estabilidad fue determinada como retencion de antocianinas.
°: Promedio de tres repeticiones + error estandar.

EAG: Equivalentes de Acido Galico, EQ: Equivalentes de Quercetina, EC3G: Equivalentes de Cyanidin-3-glucésido.
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Figura 20. M1crograﬁa SEM de granulos de almidon de maiz tratados con enzimas a 400x
(A); microcapsulas optimizadas en la semana cero a 500x (B); microcépsulas optimizadas a
las seis semanas en condiciones de envejecimiento acelerado a 500x (C); microcépsulas en la
semana cero, 25% TSC, APM:GA 94:6, a 1000x (D) y microcapsulas en la semana cero, 16%
TSC, APM:GA 94:6, a 1000x (E).
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6.3.8. Analisis cinético de la degradacion de ME

La Figura 21 muestra el comportamiento de las condiciones Optimas del ME vs el tiempo de
almacenamiento por 8 semanas en condiciones de envejecimiento acelerado (55 °C y 52.86%
HR). En general, se observa una reduccion de los compuestos bioactivos con el incremento del
tiempo de almacenamiento. Los valores mas bajos cuantificados fueron para los flavonoides y
los mayores para DPPH, a las 8 semanas de almacenamiento. La rapida reduccion en las primeras
semanas puede ser debido a la pérdida superficial de los compuestos bioactivos (Leyva-Lopez et
al., 2019). Sin embargo, se observa que a las 8 semanas de almacenamiento (40 dias), bajo
condiciones de envejecimiento acelerado las microcapsulas mantuvieron entre un ~30% al ~40%
de compuestos bioactivos. Este comportamiento de retencidon podria ser explicado por lo ya
discutido en secciones anteriores, a los poros realizados al almidon, que pudieran estar
incrementado las interacciones quimicas por el incremento del area de contacto, al recubrimiento
de la GA, que podria estar atrapando fisica y/o quimicamente los compuestos, mejorando la
retencion en APM (Ver Figura 20A, B). Que un compuesto bioactivo sea cuantificado en mayor
cantidad que otro, bajo diferentes condiciones y tiempo de almacenamiento depende mas de las
caracteristicas estructurales de los compuestos bioactivos (Khazaei et al., 2016; Mehran et al.,

2020), que del material pared.

El comportamiento de disminucion de los compuestos bioactivos microencapsulados respecto al
tiempo, obedece a una cinética de orden uno, y los resultados mostraron altos valores en los
coeficientes de correlacion de ~R?>0.99, (Ver figura 21). El comportamiento de una cinética de
primer orden en este tipo de estudios estd relacionado con la constante de degradacion (k) de los
compuestos antioxidantes presentes en un extracto, ya que la degradacion de estos es provocada
principalmente por reacciones de oxidacion provocadas por el calentamiento (Idham et al., 2012),

en las condiciones de obtencidon o almacenamiento.
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Figura 21. Estabilidad de almacenamiento de ME obtenida en condiciones 6ptimas a 55 °C, 52.86% HR.
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6.3.9. Digestion in vitro

La Figura 22 muestra el perfil de liberacion de antocianinas microencapsuladas bajo las
condiciones optimas (ME) y el comportamiento del extracto sin encapsular (HSE) bajo
condiciones gastrointestinales simuladas. En la fase gastrica (pH 3.0, tiempo 60 min) se puede
observar el efecto protector del material pared APM-GA, ya que el porcentaje determinado de
antocianinas es menor. Esto es un indicativo de que en la encapsulacion de compuestos bioactivos
estos podrian ser liberados de manera controlada y continua, favoreciendo la estabilidad y una
mayor bioaccesibilidad (Mehran et al., 2020). Esta reduccion de la actividad de las antocianinas
durante la digestion es debido a que estas sufren cambios en su estructura quimica causada por
el entorno fisiologico, como el pH y la temperatura (Paramera et al., 2011). En la tltima fase de
la digestion (intestinal) a pH 8.0 (240 min), se puede observar una drastica reduccion en el
porcentaje de la antocianina no encapsulada de ~90%, en comparacion con el ME con una pérdida
de ~60%, estos resultados podrian concluir que las condiciones dptimas de las concentraciones
usadas en el material pared (APM-GA) de este estudio proporcionan una efectiva proteccion y
un buen control en la liberacion controlada en condiciones gastrointestinal del extracto de
Jamiaca. La mezcla de diferentes materiales pared puede ralentizar efectivamente la hidrélisis de

los componentes bioactivos (Zhang et al., 2020).

Por otro lado, se ha reportado que varios factores pueden afectar la liberacion de los compuestos
bioactivos, como cambios de temperatura, pH, disolucion del material pared, difusion, ruptura
mecanica y permeabilidad selectiva (Shahidi et al., 1993). Otro estudio reporta que la velocidad
de liberacion es directamente proporcional al peso molecular del polimero usado como material
pared, a mayor peso molecular, menor y mas lenta es la liberacién de los compuestos del ntcleo

al exterior (da Cruz Rodrigues et al., 2019).
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Figura 22. Perfil de retencion gastrointestinal in vitro de antocianinas en saliva (pH 6.8, 5 min), estomago (pH 3, 60 min) y
condiciones intestinales (pH 8, 240 min) (B). ME: Microcapsula. EHS: Extracto de Hibiscus sabdariffa L.
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6.3.10. Actividad inhibitoria de ECA en microencapsulados

Por otro lado, se investig6 la actividad inhibidora de la ECA en el extracto HS y en las
microcapsulas optimizadas bajo condiciones gastrointestinales simuladas durante 4 semanas en
condiciones de envejecimiento acelerado (55°C y 52.86% HR). Como se muestra en la Figura
23, los microencapsulados optimizados (MO) mostraron una mayor actividad inhibidora de la
ECA en comparacion con el EHS libre, pero ain menor que la del captopril (p<0.05). La
actividad inhibidora de la ECA disminuy6 significativamente en el extracto HS digerido en
comparacion con el extracto HS sin digestion, mientras que la de los microencapsulados fue mas
alta (p<0.05). Después de 4 semanas de almacenamiento en condiciones de envejecimiento
acelerado aproximadamente se presentd un 28.6+2.1% de inhibicion de ECA en MO digeridos
en comparacion con el EHS libre (6.7+0.54%). Deng et al. (2024) sugirieron que la
microencapsulacion puede no solo proteger los compuestos bioactivos (flavonoides, fenoles
totales y terpenoides) sino también facilitan la liberacion efectiva y minimiza la degradacion en
condiciones gastrointestinales simuladas. Las microcépulas optimizadas con APM-GA ayudaron
a conservar la actividad inhibidora de la ECA. Este comportamiento puede atribuirse debido a la
composicion y estructura del material pared, donde se presenta una mayor retencion de
compuestos bioactivos (Deng et al., 2024). Estudios anteriores han demostrado efectos sobre la
inhibicién de la ECA de flavonoides y fenoles (Chen et al., 2023) y se destac6 el impacto de la
estructura del material pared en la liberacion de los compuestos bioactivos (da Cruz Rodrigues

etal., 2019).
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Figura 23.Actividad de la ECA en el EHS y en las microcapsulas optimizadas (MO) con y sin digestion in vitro.
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7. CONCLUSIONES

1. El tiempo de modificacion enzimatica y las enzimas utilizadas juega un papel importante
en el porcentaje de hidroélisis del almidon, ya que esta relacionado con la erosion, volumen y

nimero de poros.

2. El disefio de Box-Behnken con MSR permiti6 establecer las condiciones de extraccion
optimas integrando tres variables independientes: temperatura, relacion soluto-disolvente y
tiempo de extraccion. Por tanto, los datos experimentales obtenidos son interesantes para los

diferentes factores de respuesta.

3. El uso de diferentes materiales pared en la preparacion de microcapsulas mediante el
método de secado por aspersion tiene efectos significativos sobre el contenido de humedad,
tamafio de particula, actividad de agua, morfologia, eficiencia y retencion de los compuestos

quimicos de las microcapsulas obtenidas.

4. La liberacion in vitro de antocianinas de las microcépsulas fue evidentemente mas
controlada en comparacidn con el extracto no encapsulado. La mayor libracion de compuestos
bioactivos fue en el intestino delgado, resistiendo la hidrolisis en el estomago por el material

pared.

5. Las variables tomadas para aplicar la ecuaciéon de prediccion (deseabilidad), vs lo
obtenido en el laboratorio, muestran una prediccion de mas del 90%, lo que concluye que las
condiciones para la encapsulacion del extracto de Hibiscus sabdariffa, obtenidas por MSR, son

asertivas.

6. Por lo que los resultados obtenidos en este estudio podrian contribuir a la proteccion de
compuestos bioactivos usando APM-GA, con un potencial uso en la industria alimentaria y

farmacéutica.
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