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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue microencapsular el extracto de harina de testa
de frijol (Phaseolus vulgaris L.) utilizando el secado por aspersion: Se evalud la
estabilidad de los polvos obtenidos y se elaboré un alimento funcional (queso fresco
tipo ranchero) adicionado con las microcapsulas. Para la encapsulacion se mezclo
el extracto de testa de frijol concentrado con almidon comercial N-Lok (Ingredion,
México). Después de la encapsulacion se determind la eficiencia de
microencapsulacion (EE%) y la cuantificacion de compuestos bioactivos (fenoles
totales, flavonoides y antocianinas), morfologia obtenida mediante microscopia
electronica de barrido (MEB), capacidad antioxidante por medio de inhibicion de los
radicales ABTS y DPPH, posteriormente se evalué la estabilidad de los fenoles
totales, flavonoides y antocianinas microencapsulados y de la harina de testa sin
encapsular (control), en dos diferentes humedades relativas (75 % y 32 %) y dos
temperaturas controladas (7 y 30 °C) durante 40 dias, con el seguimiento de la
morfologia utilizando la MEB. Los compuestos evaluados dentro de los
microencapsulados presentaron concentraciones de fenoles totales de 34.84+0.27
mg EAG/g, catequina 9.14+0.24 mg EC/mg, quercetina 2.29+0.04 mg EQ/mg y
antocianinas monomeéricas 2.17+£0.00 mg EC-3G/g obteniendo eficiencias de
microencapsulacién mayores al 80% en todos los compuestos. Dentro del estudio
de estabilidad los microencapsulados presentaron mayor estabilidad a humedades
de 32% y en ambas temperaturas, manteniendo su morfologia intacta y teniendo
una disminucion lenta en el contenido de compuestos bioactivos. Se realizd la
evaluacion sensorial del queso adicionado con microencapsulados, el cual mostré
un porcentaje mayor al 85% (n=30) de aceptacién en una poblacion de un rango de
edad de 18 a 50 afios.
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I. INTRODUCCION

El frijol comun es la leguminosa que mas se consume a nivel mundial, tiene
su origen en lo que actualmente es México, siendo América Latina donde se
encuentra la mayor superficie cultivada (Gomes-Basso et al., 2018). Debido a su
contenido de proteinas, minerales, carbohidratos, fibra dietética y algunas
vitaminas, esta leguminosa tiene un papel importante en la alimentacion en paises
en desarrollo (Reyes-Moreno & Paredes-Lopez, 1993). Los granos de frijol comun
son una fuente importante de compuestos bioactivos, tales como los péptidos (do
Evangelho et al., 2017) y polifenoles, entre los que destacan los acidos fendlicos
(acido cafeico, p-cumarico, sinapico, galico y ferulico), y flavonoides (+)-catequina,
quercetina, kaempferol y rutina) (Yang et al., 2018; Petropoulos et al., 2019). Se ha
observado que en la matriz de la pared celular de la testa y cotiledones de la semilla
se encuentran los compuestos fendlicos unidos a celulosa, pectina o proteinas a
través de enlaces éter y éster (Shahidi & Yeo, 2016). Los compuestos fendlicos
derivados de plantas tienen multiples efectos positivos para la salud de los seres
humanos atribuidos a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
antitumorales, etc. (Grgic et al., 2020). Estos efectos dependen en gran medida de
su biodisponibilidad en el organismo, esta biodisponibilidad depende
significativamente de la estructura y forma en que se introducen en el organismo,
por ejemplo, a través de una matriz alimentaria compleja o como aislados
purificados (Grgi¢ et al., 2020). De acuerdo a D’Archivio et al. (2010), existen
factores que pueden afectar la biodisponibilidad de los compuestos polifenoles que
incluyen: factores externos (exposicion al sol, grado de madurez), factores
relacionados con el procesamiento de alimentos (tratamientos térmicos,
almacenamiento, homogenizacién, coccién) factores relacionados con el alimento
(compuestos con potencial de absorcion como fibra y grasa), interaccién con otros
compuestos (unién con proteinas o con polifenoles con mecanismo de absorcién
similar), factores relacionados con los polifenoles (estructura quimica) y factores
relacionados con el consumidor (factores intestinales y sistémicos). Los compuestos
fendlicos son sensibles a la luz el calor y oxigeno, son compuestos volatiles e

inestables (Sansone et al., 2011; Trucillo et al., 2018), por lo que la encapsulacién
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de estos compuestos es una excelente estrategia para evitar su degradacién, asi
como reducir la reactividad, y asegurar la bioaccesibilidad y biodisponibilidad, ya
que se asegura el recubrimiento del componente activo y su entrega es dirigida a
una parte especifica del sistema digestivo tracto y liberacion controlada (Grgi¢ et al.,
2020; Jeyakumari, 2016; Macias-Cortés et al., 2020; Sansone et al., 2011). La
encapsulacion puede ser definida como un proceso que crea un barrera con una
matriz o cubierta polimérica sobre el componente activo, que inhibe las
interacciones quimicas; protege contra los efectos de factores ambientales (por
ejemplo, temperatura, pH, enzimas y oxigeno); y permite la liberacion controlada del
componente activo bajo ciertas condiciones (Diaz et al., 2017; Sagis, 2015). La
técnica de secado por aspersion consiste en la atomizacion de una emulsion o
solucion en la que las gotitas atomizadas encuentran aire caliente, que conduce a
la formacion de microparticulas a través de termodinamica fenédmenos, y es el
método mas utilizado para la encapsulacion de compuestos bioactivos debido a que
es una técnica de bajo costo (Diaz et al., 2017; Macias-Cortés et al., 2020). Se han
reportado pocos estudios sobre la microencapsulacion de compuestos de frijol (Cian
et al., 2019; Tovar-Benitez et al., 2016), los cuales estan enfocados en el estudio de
la encapsulacion de péptidos. Por tal razén, el objetivo de este estudio fue
microencapsular extracto de testa de frijol (Phaseolus vulgaris, L.) usando el secado
por aspersion, evaluar su estabilidad, asi como la aplicacion de los

microencapsulados en una matriz alimentaria.
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Il. MARCO TEORICO

2.1Phaseolus vulgaris L

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) se conoce con los nombres de frijol,
frisol, fréjol, frejol, habichuela, poroto, caranota, chuwi, habilla, judia o alubia. Es
una especie autdbgama, diploide y con un genoma relativamente pequefio, con un
tamano estimado entre 587 ym y 637 um. De acuerdo con la distribucion geografica
de la mayoria de especies que pertenecen al género Phaseolus, y son consideradas

de origen mesoamericano (Bennink, 2010).

México, como parte de Mesoamérica, es considerado uno de los centros de
origen mas importantes del mundo de varios tipos de frijol del género Phaseolus,
entre ellos el que mas destaca por su valor comercial es Phaseolus vulgaris pues
es uno de los cultivos de importancia primordial desde el punto de vista econdmico
y social en México (Bennink, 2010). Como lo indica Voysest-Voysest (2000), se
tienen registros de antecedentes de que esta planta se cultiva desde hace
aproximadamente ocho mil afios. Su llegada a México fue gracias a los espanoles

quienes introdujeron esta leguminosa a comienzos del siglo XVI.

El frijol comun silvestre se distribuye desde el sur de México, hasta los limites
del sur de los Andes, particularmente en las regiones de niveles mesotérmicos,
vegetacion baja y estacidon alterna. Entre los tipos de cultivos existe una gran
variacion en su habito de crecimiento entre otras caracteristicas morfolégicas como
caracteristicas de la semilla, la adaptacién y el potencial de rendimiento (Romero-
Arenas, et al., 2013). Puede presentar cuatro formas de crecimiento: tipo |
determinado arbustivo, tipo Il indeterminado arbustivo, tipo Ill indeterminado
postrado y tipo IV indeterminado trepador. Las de crecimiento determinado pueden
alcanzar alturas de entre 30 cm y 90 cm, mientras que las de habito indeterminado
alcanzan alturas desde 50 cm hasta 3 m. Posee un sistema radicular superficial que

se encuentra en los primeros 20 cm de profundidad del suelo (Fiallos, et al., 2012).
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2.1.1 Taxonomia

El frijol es una planta herbacea autégama de ciclo anual, que se cultiva en
zonas tropicales y regiones templadas, por ello permite agruparla en las
denominadas especies termofilas, dado que no soporta bajas temperaturas. La
familia de las leguminosas incluye el género Phaseolus el cual incluye
aproximadamente 35 especies. En la Tabla 1 se muestra la taxonomia de la especie

P. vulgaris (Reyes-Rivas et al., 2008).

Tabla 1. Taxonomia de Phaseolus vulgaris L.

Reino PLANTAE
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Familia Fabaceae
Género Phaseolus
Especie Phaseolus vulgaris L.

Fuente: (Reyes-Rivas y et al., 2008).

2.1.2 Morfologia de la planta del frijol

La planta de frijol (Figura 1) es una enredadera que alcanza entre 50 y 60
cm de altura, en sus raices presenta nodulos distribuidos en las raices laterales de
la parte superior y media del sistema radical. Estos nédulos tienen forma poliédrica,
un diametro aproximado de 2 a 5 milimetros. Tiene tallos delgados y débiles, a
veces con rayas color purpura. Sus hojas son de tres en tres, con bordes ovales y
estandarte redondeado (SIAP-SAGARPA, 2015).
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Figura 1. Planta de frijol, (SIAP-SAGARPA, 2015).

Desde tiempos remotos el grano de frijol (Phaseolus vulgaris L.) ha sufrido
multiples evoluciones como mutaciones, derivaciones genéticas y seleccion
empirica realizada por el ser humano, es por ello que el frijol comun evoluciono de
su forma silvestre a lo que hoy en dia conocemos y consumimos, los cambios mas
notorios dentro de los granos de frijol fueron cambios morfoldgicos, fisiolégicos y
genéticos, debido a que las necesidades del hombre cambiaban constantemente
por lo que centraba su atencién en obtener semillas de mayor tamafo, colores
atractivos y vainas mas grandes (Espinosa-Pérez, et al., 2015). Con base al estudio
realizado por Espinosa-Pérez et al. (2015), la morfologia del grano de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) es muy variada debido a que influye en gran medida el lugar
donde se esté cultivando, por ejemplo, se han reportado trece colores en diferentes
granos pertenecientes a la misma especie Phaseolus vulgaris L., recibiendo cada
una un nombre local diferente, pero los colores y nombres locales mas
predominantes son el amarillo y el ensaladilla que es una mezcla de varios colores
de dicha semilla, seguidos por los colores rojo, negro y el denominado vaquita que
es una tonalidad ente el crema y el rojo (Espinosa-Pérez et al., 2015). El tamafo

del grano del frijol con base en la escala propuesta por Singh et al. (2004), es de un
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tamafo pequeino de un peso de 25 g por 100 granos, mientras que los granos de
tamano mediano presentan un peso entre los 25 y 40 g por 100 granos de frijol,
ambos tamafos son los mas predominantes reportados en México. Ademas los
granos de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) presentan una forma oval,

redondeada o arrifionada (Espinosa-Pérez et al., 2015).

2.2 Compuestos bioactivos presentes en el frijol

En los ultimos afos el interés por el uso de semillas de frijol comun
(Phaseolus vulgaris, L.) haincrementado debido a que, ademas de ser un alimento
que proporciona proteinas de alta calidad, hidratos de carbono complejos, minerales
y fibra dietética presenta una gran cantidad de compuestos bioactivos, los cuales
son una alternativa viable para la prevencion de enfermedades cronico-

degenerativas (Wallander-Compean, et al., 2020).

Los efectos benéficos asociados al consumo del frijol comun se deben a su
gran contenido de proteinas vegetales, fibra dietética, azucares complejos
fermentables, principalmente rafinosa y estaquiosa, minerales como el hierro y el
calcio, pero también a su contenido de compuestos bioactivos presentes en su
composicién, principalmente en la testa del frijol , entre los compuestos del frijol se
pueden mencionar a los polifenoles, flavonoides, antocianinas, taninos, fitatos, los
inhibidores de las enzimas tripsina y a-amilasa, fitatos, oxalatos, polifenoles, entre
otros, (Ulloa, et al., 2011; Galvez & Salinas, 2015).

Algunos de estos compuestos como los inhibidores de tripsina y amilasa,
polifenoles, taninos, fitatos, rafinosas y estaquiosas, pueden llegar a generar efectos
adversos o poco deseables dentro del ser humano, sin embargo, en estudios
recientes se ha podido demostrar que a dosis controladas podrian ejercer efectos
benéficos en la salud, presentandose en dosis adecuadas y con sus capacidades
intactas (Ulloa, et al., 2011; Galvez & Salinas, 2015). Se ha observado in vitro, que

los inhibidores de proteasa pueden suprimir la transformacién maligna de las células
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inducidas por diferentes tipos de agentes cancerigenos (Clemente & Domony, 2001;
Heredia-Rodriguez, 2017).

Respecto a los inhibidores de la amilasa, diferentes estudios reportan que
provocan hipertrofia pancreatica. Sin embargo, también se ha demostrado su
capacidad para reducir la digestibilidad del almidon y asi disminuir los niveles de
glucosa en sangre y aumentar los niveles de insulina en humanos y ratas (Clemente
& Domony, 2001). Las fitohemaglutininas son proteinas termolabiles que resisten la
hidrdlisis enzimatica y tienen la capacidad de unirse a carbohidratos. El consumo
de fitohemaglutininas se asocia con toxicidad debido a su efecto aglutinante sobre
los gldbulos rojos. Sin embargo, como son termolabiles, se destruyen con la coccién
(Serrano & Goiii, 2004). Debido a su alta reactividad con los metales, especialmente
zinc, calcio y hierro, el acido fitico forma complejos insolubles que reducen la
biodisponibilidad de estos minerales en el intestino. Sin embargo, la capacidad del
acido fitico para quelar minerales también puede ejercer efectos protectores en
animales de experimentacién relacionados con el riesgo de cancer de colon y
reducir el colesterol y los triglicéridos séricos. Su mecanismo de accion parece estar
relacionado con su capacidad antioxidante, que reduce la proliferacién celular y

potencia las respuestas inmunes (Serrano & Gofii, 2004).

2.2.1 Compuestos fendlicos

Este es un grupo muy amplio y complejo de sustancias vegetales, los
polifenoles pueden ser moléculas simples, entre estos compuestos se encuentra un
amplio grupo de sustancias que son el producto del metabolismo secundario de las
plantas, los cuales tienen la funcion principal de proteger a la planta del crecimiento
de microorganismos patdgenos y deterioradores o animales herbivoros que pueden
afectar la supervivencia de la planta (Bravo, 1998; Heredia-Rodriguez, 2017).

Los compuestos fendlicos poseen anillos aromaticos y dobles enlaces
conjugados por los cuales ejercen su accidn antioxidante, también pueden

presentarse en forma conjugada con uno o0 mas azucares unidos a grupos hidroxilo
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o directamente al anillo aromatico, o encontrarse en asociacion a otros compuestos,
tales como acidos carboxilicos y organicos, aminas y lipidos y uniones con otros
fenoles también son comunes (Bravo, 1998; Heredia-Rodriguez, 2017). Los
compuestos polifenélicos pueden dividirse en dos grupos: los polifenoles extraibles,
los cuales se solubilizan en disolventes acuoso-organico y que ademas poseen bajo
peso molecular, y los polifenoles no extraibles, que son los que quedan retenidos
en el residuo resultante tras la extraccion acuoso-organica y que tienen un peso
molecular elevado (Heredia-Rodriguez, 2017).

Los compuestos fendlicos que se encuentran en el frijol comun (Tabla 2)
que se han reportado son los acidos galico, ferulico y sinapico a los cuales se les
atribuyen diferentes propiedades como antioxidantes, anticancerigenos,
antimutagénicos y con efectos antiinflamatorios, debido a su capacidad para inhibir
la formacion de especies radicales, inhibir enzimas relacionadas con la produccion
de especies reactivas de oxigeno y aniones superoxido, por su capacidad de quelar
iones metalicos como hierro y cobre (Akillioglu & Karakaya, 2010; Mojica et al.,
2015; Heredia-Rodriguez, 2017).
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Tabla 2. Compuestos fenolicos presentes en el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

Fenoles libres Estructura

HO
Acido galico HOQCOOH
HO
(o] OH
Acido vanilico z
ICHB
(4]
OH
OH
Catequina Ho © --““©:on
OH
OH

Fenoles conjugados Estructura

0]
Acido feruli H5CO N
cido ferulico 3 U\)LOH
HO
o]
H,CO A on
Acido sinapico
HO

OCH.,
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Acido p-hidroxibenzoico

OH

Acido p-cumarico
X OH

Fuente: (Diaz, 2016; Heredia-Rodriguez, 2017).

2.2.2 Flavonoides

Los flavonoides tienen efectos benéficos sobre la salud humana, estos
poseen una gran actividad bioldgica y se piensa que se debe a la capacidad
antioxidante de estos compuestos, debido a sus propiedades quelantes y su
capacidad de atrapar especies reactivas de oxigeno (ERO), ademas son capaces
de inhibir enzimas como: lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y NADPH
oxidasa, evitando la formacion de ERO e hidroxiperdxidos organicos (Garrido et al.,
2013; Guerrero, 2018). También se les atribuye actividad antiinflamatoria,
antihepatotoxica, antialérgica, antiviral e incluso pueden ayudar a la prevencion de
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y accion contra ciertas células
cancerigenas (Garrido et al., 2013; Guerrero, 2018). Los flavonoides constituyen el
grupo mas comun de metabolitos secundarios de las plantas. Estos representan
una gran familia de compuestos fendlicos de bajo peso molecular que se pueden
dividir en diferentes clases estructurales de acuerdo con el nivel de oxidacion y el

patron de sustitucion del anillo central (Rocha-Guzman et al., 2007).

Debido a su contribucién al color y sabor de frutas y hortalizas, frutos secos

y semillas, algunos flavonoides como la catequina, epicatequina, epigalocatequina,
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epicatequina galato y epigalocatequina galato han demostrado tener una accién
reductora en la produccion de radicales libres debido a que inhiben a la xantina
oxidasa que es una enzima que cataliza la oxidacion de hipoxantina y xantina a
acido urico, los flavonoides forman parte de la dieta humana y son consumidos en
grandes cantidades (Ochoa, & Ayala, 2004; Garrido et al., 2013; Guerrero, 2018).

Los flavonoides son un grupo amplio de compuestos derivados del benzo-y-
pirano, en su formula estructural basica se pueden observar varios grupos hidroxilos
enlazados a estructuras anulares, C6-C3-C6, que son la aglicona del flavonoide
glucosidico que consiste en un anillo de benceno (A) condensado con un anillo de
seis carbonos mejor conocido como anillo C, que a su vez se une en la segunda
posicion a un anillo fenil (B) como grupo sustituyente, dependiendo del grupo de
oxidacion y de sustitucion en el que se encuentre el anillo pirano central sera la
subdivision que puede ser en flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas, flavanos
y antocianinas, dicha estructura general se encuentra representada en la Figura 2
(Ochoa, & Ayala, 2004; Alejandro, 2009; Guerrero, 2018).

O

Figura 2. Estructura basica de los flavonoides.
Fuente: Diaz, (2016).
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Como menciona Oomah et al. (2010), a lo largo de los ultimos afios se han reportado
en algunos estudios, la presencia de compuestos fendlicos en la testa del frijol
negro, dicho contenido consiste en gran parte en flavonoides, principalmente como
el acido p-cumarico, acido ferulico, ésteres sinapicos, entre otros. Dentro de las
diferentes variedades de frijol comun encontradas en el mercado y que han sido
analizada se han reportado la presencia de tres tipos diferentes de antocianinas
(delfinidina, petunidina y malvidina), kaempferol en frijoles negros, rosados y pintos,
Quercetina y Catequina en la mayoria de variedades de frijol comun (Rocha-
Guzman et al., 2007; Garrido, Ortiz, Pozo, 2013; Guerrero, 2018).

2.2.2.1 Quercetina

La quercetina es un flavonol que de todos los flavonoides es el mas
abundante en la dieta humana, representando el 60 a 75 % del total de flavonoides
consumidos, se ha demostrado que posee un potencial antioxidante alto, dentro de
sus caracteristicas mas importantes se encuentran que el grupo catecol en el anillo
B que contribuye a la capacidad de quelar iones metalicos hierro y la insaturacion
presente en el anillo C. La estructura de la quercetina representada en la Figura 3,
se puede ver que tiene 3 posibles de quelacién el 3-hidroxi-carbonil, el 5-hidroxi-
carbonil y el 3,4-dihidrixil que es el catecol, su capacidad para formar complejos con
los iones metalicos se ha reportado en un gran numero de metales siendo los mas

comunes el cobre y el hierro (Vicente-Vicente, et al. 2013; Guerrero, 2018).

Este flavonoide se puede encontrar en un gran numero de alimentos
incluyendo al frijol comun donde contribuye a sus propiedades astringentes y a la
coloracion, ademas de presentarse en multiples complementos alimenticios,
también se ha reportado en diferentes estudios in vitro e in vivo la confirmaciéon de
sus propiedades antitumorales, es decir, que posee capacidad de provocar efectos
en contra de varios diferentes tipos de cancer como el de pulmén, higado, ovarios
y colon, esto se debe a que ayuda a estimular el sistema inmunoldgico, dicha

actividad benéfica se relaciona estrechamente con su estructura quimica debido a
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le confiere propiedades antioxidantes, ademas de actuar como protector ante
especies reactivas de oxigeno a causa de que atrapa a los radicales libres y los
neutraliza, altera el ciclo mitético dentro de las células cancerigenas, modifica la
expresion genética, a su capacidad angiogénica, induce la apoptosis o combina

todas las capacidades anteriores (Vicente-Vicente, 2013; Guerrero, 2018).

Ademas la quercetina es uno de los maximos inhibidores del dafo oxidativo
de la lipoproteina de baja densidad (LDL), disminuyendo drasticamente las
posibilidades de padecer arteriosclerosis, también disminuye la presién sanguinea
debido a que induce la vasorelajacién coronaria y reduce la tension que se da en
las paredes de los vasos sanguineos, por otro lado se ha demostrado que la
quercetina es un antihistaminico y antiinflamatorio de origen natural (Guerrero,
2018).

OH
OH

HO 0

OH
OH o)

Figura 3. Estructura quimica de la quercetina.
Fuente: Diaz, (2016); Guerrero, (2018).

2.2.2.2 Kampferol

El kampferol representado en la Figura 4, es un flavonol que se localiza en

diferentes plantas, es uno de los principales componentes bioactivos de diferentes
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tipos de té, del frijol comun y de diferentes frutas y vegetales. Tiene la capacidad de
contribuir de forma significativa en el aumento del consumo de flavonoides en la
dieta humana, se le atribuyen una gran cantidad de funciones biolégicas como son
las antiinflamatorias, antioxidantes en macréfagos y neuronas, ademas tienen
efectos inmunoreguladores y accion en contra de células leucémicas. Su estructura
quimica es similar a la estructura de la quercetina por lo cual sus caracteristicas son
similares (Guerrero, 2018). Diversos estudios actuales han demostrado que el
consumo de grandes cantidades de kampferol dentro de la dieta humana reduce
significativamente el riesgo de padecer enfermedades cerebrovasculares. También
se ha demostrado que aumenta el gasto de energia en los musculos humanos, lo

que ayuda a prevenir problemas de obesidad (Guerrero, 2018).

Figura 4. Estructura quimica del kampferol.
Fuente: Guerrero, (2018).

2.2.2.3 Catequina

La catequina representada en la Figura 5 es un flavan-3-ol que se encuentra
en una gran cantidad de plantas diferentes y tiene la capacidad de aumentar la
actividad de las enzimas superoxido dismutasa (SOD). También son capaces de
quelar iones metalicos como las quercetinas, lo que permite evitar los efectos pro-

oxidantes que tienen el hierro y el cobre y otros metales, cuando se encuentran de
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forma libre dentro del cuerpo humano, ademas, ayudan a inhibir la expresién de la
enzima oxido nitrico sintetasa, disminuyendo la posibilidad de la formacién del
radical peroxintrito y a su vez evitar los efectos negativos en la salud de los
consumidores. Por ultimo, la catequina tiene un efecto protector importante en

enfermedades cronico degenerativas.

OH

OH

Figura 5. Estructura quimica de la catequina.
Fuente: Guerrero, (2018).

2.2.3 Antocianinas

Las antocianinas, que pertenecen al grupo de compuestos flavonoides, son
pigmentos naturales que estdan ampliamente distribuidos en las plantas que se
consumen en la dieta humana, incluyendo frutas y hortalizas. La estructura quimica
basica de estas agliconas (Figura 6) es el ion flavilio también llamado 2- fenil-
benzopirilio que consta de dos grupos aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo
fendlico (B), donde el flavilio normalmente funciona como un catién. Las agliconas
libres raramente existen en los alimentos, excepto posiblemente como

componentes traza de las reacciones de degradacion (Badui, 2006).
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Figura 6. Estructura quimica basica de las antocianinas.
Fuente: Badui, (2006).

De todas las antocianidinas que actualmente se conocen (aproximadamente
20), las mas importantes son la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina y malvidina, nombres que derivan de la fuente vegetal de donde se
aislaron por primera vez. La combinacion de éstas con los diferentes azucares
genera aproximadamente 150 antocianinas. Los carbohidratos a los que
comunmente estan unidos son la glucosa y la ramnosa, seguidos de la galactosa,
xilosa y la arabinosa, ocasionalmente, la gentobiosa, la rutinosa y la soforosa
(Aguilera-Ortiz et al., 2011).

En particular, las antocianinas se asocian con una amplia gama de
actividades bioldgicas, incluyendo antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena y
la inhibicion de a-glucosidasa. Ademas, estos pigmentos pueden reducir el riesgo
de enfermedades coronarias a través de la modulacién de proteccidén arterial,

inhibicion de la agregacion de plaquetas, o la proteccion endotelial (Tae et al., 2010).

2.2.4 Desventajas tecnolégicas de los polifenoles

Los compuestos fendlicos derivados de plantas tienen multiples efectos
positivos para la salud de los seres humanos atribuidos a sus propiedades

antioxidantes, antiinflamatorias y antitumorales, etc. Estos efectos dependen en
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gran medida de su biodisponibilidad en el organismo. Esta biodisponibilidad
depende significativamente de la estructura y forma en que se introducen en el
organismo, por ejemplo, a través de una matriz alimentaria compleja o como
aislados purificados (Grgi¢ et al., 2020). De acuerdo a D’Archivio et al. (2010),
existen factores que pueden afectar la biodisponibilidad de los compuestos
polifenoles que incluyen: factores externos (exposicién al sol, grado de madurez),
factores relacionados con el procesamiento de alimentos (tratamientos térmicos,
almacenamiento, homogenizacién, coccién) factores relacionados con el alimento
(compuestos con potencial de absorcion como fibra y grasa), interaccién con otros
compuestos (union con proteinas o con polifenoles con mecanismo de absorcién
similar), factores relacionados con los polifenoles (estructura quimica) y factores
relacionados con el consumidor (factores intestinales y sistémicos). Los compuestos
fendlicos son sensibles a la luz el calor y oxigeno, son compuestos volatiles e
inestables (Sansone et al., 2011; Trucillo et al., 2018), por lo que la encapsulacién
es un método que puede afectar positivamente y evitar la degradacién de estos
compuestos asi como reducir la reactividad, asegurar la bioaccesibilidad y su
biodisponibilidad, ya que se asegura el recubrimiento del componente activo y su
entrega es dirigida a una parte especifica del sistema digestivo tracto y liberacién
controlada (Sansone et al., 2011; Jeyakumari, 2016; Grgi¢ et al., 2020; Macias-
Cortés et al., 2020).

2.3 Microencapsulacion

La encapsulacién puede ser definida como un proceso que crea un barrera
con una matriz o cubierta polimérica sobre el activo componente, que inhibe las
interacciones quimicas; protege contra los efectos de factores ambientales (por
ejemplo, temperatura, pH, enzimas y oxigeno); y permite la liberacién controlada del
componente activo bajo ciertas condiciones (Sagis, 2015; Dia et al., 2017). La
microencapsulacién es una técnica muy importante y de gran interés tanto en la
investigacion como en la industria, utilizada en diferentes campos desde los

productos quimicos y farmacéuticos hasta los cosméticos e impresion debido a que
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mediante ella se logra envasar una gran cantidad de ingredientes activos en
diferentes estados de agregacion que recibe el nombre de material de nucleo,
dentro de un segundo material denominado cubierta o material pared, con el
propdsito de proteger el componente activo del entorno que lo rodea (Dubey, 2009;
Castagnini, et al., 2019).

2.3.1 Microencapsulacion por secado por aspersion

La técnica de microencapsulacion usando el secado por aspersion es una
técnica ampliamente utilizada para la proteccion de compuestos bioactivos en
diferentes matrices. Esta tecnologia se basa en la produccion de un polvo seco por
medio de la atomizacion de una emulsion, utilizando una corriente de aire caliente
dentro de una camara de secado, donde el agua se evapora instantaneamente,
permitiendo que el material activo que se encuentra en la emulsion quede atrapado
dentro de la pelicula del material de cubierta (Lopez-Hernandez, 2010; Cardona et
al., 2021; Rios-Aguirre & Gil-Garzén, 2021).

El secado por aspersién se realiza en un equipo llamado secador (Figura 7)
y el proceso se compone de las siguientes etapas: primera, la alimentacién a la
camara o torre de secado. En esta etapa ingresa una mezcla homogeneizada del
compuesto de interés y un material pared o encapsulante. Dicha alimentacion se
realiza de manera continua a presion por medio de una boquilla o disco rotatorio.
Segunda, interaccion de la matriz con la corriente de aire caliente; al ingresar la
matriz a la torre de secado se pone en contacto con una corriente de aire caliente
que se puede encontrar en contra flujo o seguir la corriente que lleva la mezcla del
compuesto y material pared, iniciando la rapida pérdida de humedad generando
pequenas particulas con forma esférica o semiesférica, no porosas. Tercera, salida
de las microcapsulas; una vez formados los microencapsulados estos atraviesan un
ciclén y terminan su proceso en un colector donde pueden ser recolectadas (Lopez-
Hernandez, 2010; Cardona, et al. 2021; Rios-Aguirre & Gil-Garzon, 2021).
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Figura 7. Diagrama y equipo de secado por aspersion.
Fuente: Villar (2014).

Esta técnica de microencapsulacion representa una gran ventaja sobre otros
métodos, debido a que es simple y rapido de aplicar, lo cual favorece su
transferencia tecnoldgica a escala industrial, lo que la ha convertido en una de las
tendencias mas importantes en la industria alimentaria. Ademas, es una técnica muy
utilizada para la encapsulacién de materiales volatiles sensibles al calor debido a
que se exponen a temperaturas elevados por pequefios lapsos de tiempo entre los

5y 30 segundos (Lopez Hernandez, 2010; Rios-Aguirre & Gil-Garzon, 2021).

Al aplicar este tipo de técnica los principales encapsulantes a utilizar han sido
carbohidratos como el almidén, jarabes de maiz, sacarosa entre otros, gomas como
la arabiga, de mezquite y guar, lipidos como ceras y parafinas, proteinas como es
el caso de la gelatina, proteina de soya, caseinatos y otro tipo de materiales como
biopolimeros y coloides. Estos materiales de encapsulacion tienen la capacidad de
proporcionar a la emulsion estabilidad a lo largo del proceso de secado por
aspersion, a causa de que presentan bajas viscosidades, alto contenido en sdlidos

y alta solubilidad, ademas de dar muy buenas propiedades de formacion de pelicula
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para proveer una capa protectora del ingrediente activo (Lépez-&Hernandez, 2010;
Cardona, et al.,, 2021). La eleccion de material pared también depende de las
propiedades fisicas del nucleo como porosidad y solubilidad, aparte de las
caracteristicas de la misma pared como pueden ser viscosidad, temperatura de
transicion vitrea y capacidad de formacién de pelicula, por ultimo, la compatibilidad
del material nucleo con el material encapsulante (Lopez-& Hernandez, 2010;
Cardona, et al., 2021).

2.3.2 Microencapsulacion de compuestos del frijol

Se han reportado pocos estudios sobre la microencapsulacion de compuestos de
frijol (Tovar-Benitez et al., 2016; Cian et al., 2019), los cuales estan enfocados en el
estudio de la encapsulacion de péptidos, para lo cual se utiliza como material base
extractos hidrolizados proteicos de frijol. Para analizar las caracteristicas
fisicoquimicas de los microencapsulados se analizaron utilizando diferentes
técnicas, como microscopia 6ptica (MO), microscopia electrénica de barrido (MEB).
Sin embargo, en algunas otras investigaciones como es el caso del trabajo de
Lozano-Aguirre (2022), se ha reportado la evaluacion de un compuesto bioactivo
utilizando la microencapsulacion por secado por aspersion en diferentes mezclas,
la primera realizada con un concentrado proteico de frijol y maltodextrina, y la
segunda realizada con harina de frijol utilizando el mismo material pared. Se
analizaron ambas muestras con metodologias de superficie de respuesta para
optimizar el rendimiento de eficiencia de microencapsulacion. Ademas, se
determind su contenido de fenoles totales, actividad antioxidante, parametros de
color como luminosidad (L*), diferencial total de color (AE) y potencial zeta. Los
resultados de dichos estudios que utilizan como base el frijol, generan un
precedente importante para futuras investigaciones donde se busque tener
microencapsulados de diferentes componentes del frijol comun (Lozano-Aguirre,
2022).

30



2.4 Alimentos funcionales

La nutricidn ha experimentado cambios velozmente gracias a la investigacion
constante y al aumento de informacion en determinadas areas de interés. Conforme
avanza el tiempo y la humanidad atraviesa problematicas mas grandes con respecto
a la alimentacion, las carencias nutricionales y la cara biolégica de la pobreza, ya
no forman parte de la lista de prioridades de la investigacion alimentaria, surgiendo
un nuevo punto focal basado en las nuevas tendencias de alimentacion a nivel
mundial que se encuentran cambiando constantemente, (Alvidrez, et al., 2002;
Araya & Lutz, 2003; Olagnero, et al., 2007).

En los ultimos afos ha surgido un gran interés por parte de los consumidores
hacia ciertos alimentos, que aparte de contar con un gran valor nutricional pueden
afectar determinadas funciones del organismo de forma positiva en areas
especificas del cuerpo humano, llegando a generar un efecto fisioldgico o
psicologico en el consumidor, independiente de su valor nutricional. Estas nuevas
tendencias en la alimentacidon han dado paso a una nueva area de oportunidad en
la generacion de alimentos que cumplan con los requerimientos de los
consumidores. A estos productos se les conoce como alimentos funcionales
(Alvidrez, et al., 2002; Araya & Lutz, 2003; Olagnero, et al., 2007).

El concepto alimento funcional surgio por primera vez en la década de los 80
en Japon, a partir de una publicacién en la reglamentacion para los "Alimentos para
uso especifico de salud" ("Foods for specified health use" o FOSHU, por sus siglas
en inglés). Dicho concepto no ha sido definido de forma uniforme en la comunidad
cientifica. Este término se refiere a todos aquellos alimentos naturales o procesados
que contienen al menos un componente, nutriente o no nutriente que tiene como
caracteristica principal o particular el tener cierta actividad selectiva que se relaciona
con alguna o varias funciones del organismo, teniendo un efecto positivo en la salud
del consumidor en un cierto plazo de tiempo (Alvidrez, et al., 2002; Araya & Lutz,
2003; Silveira, et al., 2003).
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Una década después, el concepto alimento funcional volvié a surgir pero en
los Estados Unidos, donde se volvié a definir este concepto pero con un cambio
significativo que para ser considerado como un alimento funcional el producto debe
de estar modificado de alguna forma, es decir, que se trate de algun tipo de alimento
procesado, sin embargo, esta caracteristica no es obligatoria en la definicion de la

unién europea (Silveira, et al., 2003).

Por otro lado, en octubre de 1998 en Madrid, se volvié a generar una nueva
modificacion al concepto inicial incluyendo los siguientes aspectos: Un alimento
funcional es el que contiene al menos un elemento nutriente o no nutriente positivo
para una o varias funciones del organismo, cuyo impacto en la salud del consumidor
puede ser mayor al de sus nutrientes comunes. Su funcion se encamina a aumentar
el bienestar o disminuir el riesgo a enfermar del consumidor. Este tipo de alimentos
puede estar dirigido a toda la poblacion o solo a un grupo especifico. Sus
componentes abarcan macronutrientes con efecto fisioldégicos especificos vy
micronutrientes esenciales con ingestas necesariamente superiores a las
recomendaciones dietéticas diarias. Sus componentes pueden ser nutrientes o no
nutrientes ya sea esenciales o no esenciales naturales o modificados. Una
caracteristica esencial de la definicion europea es que un alimento funcional debe
de seguir siendo en todo momento un alimento, es decir, es necesario que cumpla
con sus efectos nutricionales al ser consumido, dentro de una dieta convencional y

en porciones adecuadas (Silveira, et al., 2003; Cortés, et al., 2005).

Por otro lado, el surgimiento de este tipo de alimentos en México y otros
paises de América se dio a partir de las primeras practicas de fortificacion de los
alimentos con vitaminas y minerales, con el propdésito principal de resarcir alguna
deficiencia en la salud del ser humano. El surgimiento de nuevas terapias alternas
para el control de enfermedades crénico degenerativas, retardar el envejecimiento
de la poblacién, los nuevos avances tecnoldgicos, los cambios en las normativas

alimentarias a nivel mundial y los constantes cambios en las preferencias de los
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consumidores han provocado un gran interés en los alimentos funcionales en todo

el mundo, como una alternativa viable para enfrentar las problematicas que aquejan
a la sociedad moderna, (Alvidrez, et al., 2002; Araya & Lutz, 2003).

Tabla 3. Tipos de alimentos funcionales presentes en el mercado e investigaciones

de nueva generacion.

Acciones y objetivos del
alimento funcional

Ejemplos del
alimento funcional

Tipo de Descripcion
alimentos
funcionales
Alimentos Conjunto de alimentos
funcionales fermentados por
adicionados bifidobacterias y
con lactobacilos, se
probioéticos caracterizan por
contener
microorganismos vivos.
Alimentos Los prebidticos son los
funcionales sustratos troficos de los
adicionados probidticos, se trata
con desustancias no
prebiéticos digeribles por el
organismo, suelen
beneficiar al consumidor
estimulando de forma
selectiva el crecimiento
y/o actividad de un
numero limitado de
bacterias intestinales.
Alimentos Se conoce como fibra
enriquecidos dietética a aquellas
con fibra sustancias de origen
vegetal, que estan
constituidas en su
mayoria por hidratos de
carbono, no se pueden
digerir por las enzimas
humanas y que cuentan
con la capacidad de ser
parcialmente

Los probiéticos son los mas
relevantes la produccién de
lactasa, pueden modificar el
pH intestinal, producen
sustancias antimicrobianas,
compiten con microrganismos
patdégenos por sus
receptores, lugares de union
y nutrientes precisos para su
desarrollo,estimulacion del
sistema inmune y la
generacion de citoquinas.

Las principales acciones de
los prebidticos ocurren a nivel
gastrointestinal, debido a su
configuracién 3 en C2 llegan
al colon sin digerir, donde son
fermentados por las bacterias
coldnicas, lo que condiciona
la seleccién de la flora de
bifidobacterias.

Dentro de sus principales
acciones se encuentra el
incremento del bolo fecal y el
estimulo de la motilidad
intestinal, el aumento en la
necesidad de masticado, el
aumento de la excrecion de
acidos biliares y propiedades
antioxidantes e
hipocolesterolemiantes.

El yogurt (obtenido de
la fermentacion de la
leche por L. bulgaricus
y S. thermophilus) y
otros derivadoslacteos
fermentados, son los
alimentos mas
representativos de este

grupo.

Lainulinay
oligofructosa son dos
de los prebidticos mas
comunes y pueden ser

adicionados en la
elaboracién de Yogur
Natural.

Los alimentos mas
comunes que son
enriquecidos con fibra
son cereales
procesados y
productos de
panificacién como
galletas y barras de
cereales como linaza o
trigo.
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fermentadas por
bacterias coldnicas.

Acidos grasos
omega 3, acido
oleicoy
fitosteroles

Fitoestrégenos
y legumbres

Los acidos grasos
poliinsaturados como el
tipo omega 3, estan
presentes en aceites de
pescado azul.

El &cido linolénico es el
primordial precursor del
acido docosahexaendico
(DHA), dando origen a
ciertas prostaglandinas,
leucotrienos y
tromboxanos.

Los acidos grasos
omega 6, su fuente
principal son las semillas
y a su vez generan
prostaglandinas,
tromboxanos y
leucotrienos.

Los fitoestrogenos
(isoflavonas) son
moléculas de origen
vegetal cuya estructura
quimica es similar a la de
los estrogenos, la mayor
fuente natural de este
tipo de compuestos son
las legumbres.

Por otro lado, las
legumbres tienen bajo
contenido graso, con la
peculiaridad de aportar
una elevada proporcion
de &cido linoleico
yaungue en menor
medidael linolénico.
Constituyen una buena
fuente de proteinas que
tienen un alto valor
biolégico, ademas de
una gran cantidad de
fibra, soluble e insoluble
y micronutrientes como:
riboflavina, acido fdlico,
minerales con alta
biodisponibilidad,
también, contienen
sustancias no nutrientes

Los acidos grasos
poliinsaturados juegan un
papel importante como
agentes antiinflamatorios,
antiarritmogénicos y son
protectores a nivel
cardiovascular.

Las prostaglandinas,
leucotrienos y tromboxanos
que surgen del acido
linolénico tienen actividad
antiinflamatoria,
anticoagulante,
vasodilatadora y
antiagregante.

Los acidos grasos como el
omega 6 son capaces de
estimular sistema inmune,son
vasoconstrictores y
procoagulantes, con perfil por
tanto potencialmente
proinflamatorio,
proalergizante.

Los fitoestrogenos
suelencomportarse como
agonistas parciales de los

receptores de estrégenos y
ejercen acciones benéficas a
nivel de los 6rganos y tejidos

como: el tejido éseo
reduciendo la
osteoporosis,disminucién de
probabilidad de cancer de
mama y prostata, mejoras de
la sintomatologia asociada al
climaterio y efectos positivos
en el sistema cardiovascular.
Las sustancias como los
taninos y el acido fitico tienen
una accién antioxidante y
posibles efectos
anticancerigenos.

La industria alimentaria
fabrica alimentos que
han sustituido acidos

grasos saturados u

omega 6 por omega 3,
como bolleria, leche y

derivados, embutidos o

incluso huevos.

Algunas legumbres con
fitoestrégenos y las
caracteristicas antes
mencionadas son la

soja, judias y frijoles,
los cuales se han
utiliza para producir
bebidas vegetales,
harinas e incluso son
consumidas en su
presentacion original.
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con efectos
potencialmente
saludables, por ejemplo:
taninos, acido fitico,
saponinas y compuestos
fendlicos.

Fuente: (Alvidrez, et al., 2002; Davila, et al., 2003; Lema & Revelo, 2011; Olagnero
et al. 2007; Silveira et al., 2003).
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lll. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) se caracteriza por ser un alimento rico
en carbohidratos, proteinas, lipidos y fibra, ademas de poseer compuestos fendlicos
que tienen una actividad antioxidante, antimutagénica y antiinflamatoria, lo cual
brinda beneficios a la salud de los consumidores. Tiene compuestos como fitatos,
oxalatos, flavonoides, antocianinas, taninos, flavonas, saponinas, entre otros. Sin
embargo, estos compuestos son susceptibles degradarse por diferentes factores
como la luz, la temperatura y el pH entre otros. Por lo tanto, se recurre a la
microencapsulacion de compuestos bioactivos como estrategia para protegerlos de
estos factores y que puedan extender su vida util y conservar sus propiedades
benéficas sobre la salud. La encapsulacién puede ser definida como un proceso
que crea una barrera con una matriz o cubierta polimérica sobre el componente
activo, que inhibe las interacciones quimicas, protege contra los efectos de factores
ambientales (por ejemplo, temperatura, pH, enzimas y oxigeno) y permite la
liberacion controlada del componente activo bajo ciertas condiciones. El secado por
aspersion ofrece ventajas como la estabilidad quimica y biolégica de los
compuestos bioactivos, un tamano de particula definida, estabilidad de las
microcapsulas, y conservacion de las propiedades de los compuestos bioactivos.
Hay pocos estudios relacionados con el proceso de microencapsulaciéon de
compuestos del frijol. Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
microencapsular extracto de testa de frijol (Phaseolus vulgaris, L.) usando el secado
por aspersion y evaluar la estabilidad y la aplicacién de los microencapsulados

obtenidos en una matriz alimentaria.
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IV. HIPOTESIS

La microencapsulacion de extracto de testa de frijol incrementara la
estabilidad de sus compuestos bioactivos en funcion del tiempo, en comparacion a

las muestras no encapsuladas.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Microencapsular extracto de testa de frijol (Phaseolus vulgaris, L.) usando el

secado por aspersion, evaluar la estabilidad y aplicar los microencapsulados en una

matriz alimentaria.

5.2 Objetivos especificos

1.

Obtener extracto de testa de frijol con diferentes solventes (agua, metanol y
etanol) y cuantificar los compuestos bioactivos como fenoles, flavonoides y
antocianinas, y determinar la capacidad antioxidante.

Microencapsular el extracto de testa de frijol, utilizando la técnica de secado
por aspersion y como material pared almidén N-lok.

Caracterizar los microencapsulados obtenidos (cuantificar fenoles,
flavonoides y antocianinas) y la actividad antioxidante.

Evaluar la estabilidad de los compuestos bioactivos en microencapsulados
en condiciones controladas de humedad relativa (HR %) y temperatura (7 y
30 °C) en funcion del tiempo.

Elaborar un alimento adicionado con microcapsulas de extracto testa de frijol

y determinar la aceptacion de este con un estudio de analisis sensorial.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Diagrama de flujo

Obtencion de la harina de testa de frijol (Phaseolus vulgaris, L.).

A

Obtencion de extracto de testa de frijol y cuantificacion de
compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides, antocianinas) y
capacidad antioxidante mediante técnicas espectrofotométricas.

|

Microencapsulacion del extracto de testa de frijol por medio de la
técnica de secado por aspersion.

!

Cuantificacién de compuestos bioactivos, capacidad antioxidante,
color y morfologia de los microencapsulados.

Determinacion de la estabilidad de los microencapsulados en
comparacion con la de la harina de la testa de frijol en funcion de
tiempo, a dos diferentes temperaturas (7° y 30°) y humedades
(baja y alta) de almacenamiento.

'

Elaboracién de un queso fresco tipo ranchero adicionado con
microcapsulas de testa de frijol comun.

!

Aplicacion de analisis sensorial al alimento adicinado con
microcapsulas para determinar su nivel de aceptacion.

Figura 8. Diagrama general de la metodologia de investigacion.
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6.2 Obtencion de la harina de testa de frijol

Para obtener la harina de testa de frijol, se utilizé6 testa de frijol comun
variedad Negro San Luis, proporcionado por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) Campo Experimental Zacatecas. La
testa se moli6 utilizando un procesador de alimentos marca Nutribullet serie 600 en
combinacion con una licuadora marca Oster clasica, la muestra molida se tamizé
con una malla de 0.80 mm, hasta obtener una harina fina de testa de frijol, la muestra
se guardd en una bolsa de plastico negra sellada y protegida de la luz, en

refrigeracion hasta su uso.

6.3 Obtencion de extractos de testa de frijol

Se utilizaron tres diferentes solventes para la elaboracion de extractos de
harina de testa de frijol para lo cual, se pesaron en tubos Eppendorf 200 mg de
harina y se le afiadieron 2 mL del solvente correspondiente: agua, metanol al 80 %
y etanol 100 %, por triplicado y se dejaron reposar por 24 h a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo se centrifugaron los tubos a 5000 rpm por 15 minutos, se
realizaron tres lavados con el solvente correspondiente y se aforé cada extracto a
un volumen de 100 mL, se guardaron en refrigeracion aislados de la luz hasta su

uso.

6.4 Determinacion de compuestos bioactivos

6.4.1 Cuantificacion de fenoles totales

Los fenoles totales se cuantificaron siguiendo la metodologia descrita por
Pekal & Pyrzynska (2014), con algunas modificaciones. Se realiz6 una curva de
calibracion de acido galico de 0 a 150 ppm. En tubos Eppendorf, se colocaron 250
ML de muestra, 625 uL de reactivo de Folin-Ciocalteau al 10%, se agitd y dejé
reposar por 3 min y por ultimo se agregaron 500 uL de NaCOs al 7.5%. Se agitaron
los tubos y se dejaron reposar por 2 h y se utilizé agua como blanco. Transcurrido
el tiempo, se midi6 la absorbancia a 760 nm, en el espectrofotdmetro Genesys 10S

UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, EUA). Se determinaron las concentraciones en
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cada extracto interpolando las absorbancias a una curva de calibracidon con acido
galico. Los resultados se reportaron como mg equivalentes de acido galico por 1 g
de harina de testa de frijol (mg EAG/1 g).

6.4.2 Cuantificacion de antocianinas monoméricas totales

La determinacion de antocianinas monomeéricas totales se realizé de acuerdo
a la metodologia descrita por Del Carpio et al., 2009, con modificaciones. En viales
se colocd 1 mL de solucién buffer pH 1 y en otro, 1 mL de solucion buffer pH 4.5,
por triplicado. Posteriormente, se agregé 250 pyL de cada extracto a sus tubos
respectivos y se agitaron. A cada solucion se le midié la absorbancia a 520 nm
(longitud de onda de maxima absorbancia de las antocianinas) y a 700 nm en el
espectrofotometro, usando como blanco el buffer correspondiente. La absorbancia

final se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:
A = (A520nm —A700nm) pH1.0 — (A520nm — A700nm) pH4.5.

El valor de la absorbancia calculado se sustituyé en la siguiente ecuacién para
obtener la concentracion de antocianinas monomeéricas totales: Donde PM vy ¢,
corresponden al peso molecular y la absortividad molar de la antocianina que
predomina en la muestra y FD es el factor de dilucién (volumen total/volumen de
extracto). Dado que una de las antocianinas predominantes en la testa de frijol es
la cianidina-3-glucdsido, se utilizé su peso y absortividad molar (PM: 449.2 g/mol y
€: 26,900). El resultado obtenido se expres6é como miligramos equivalentes de

cianidina-3-glucosido en 1 g de harina de testa de frijol (mg EC-3G/1 g).

6. 4. 3 Cuantificacion de flavonoides

El contenido de flavonoides se determiné utilizando un ensayo de formacién
de complejos de aluminio, reportados por Pekal & Pyrzynska (2014). El ensayo
consistio en la cuantificacién de catequinas, para continuar en tubos Eppendorf se
colocd 1000 uL del extracto y se reaccion6 con 100 uL de nitrito de sodio al 2.5 %,
100 pL de cloruro de aluminio al 10 % y 200 pL de hidréxido de sodio al 1 M por 5
minutos. Transcurrido el tiempo, se midid la absorbancia a 510 nm. Los resultados
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se reportaron en miligramos equivalentes de catequina/1 g de harina de testa de
frijol (mg EC/1 g).

6.5 Determinacion de la capacidad antioxidante

6. 5.1 Radical ABTS

Se utilizé la metodologia desarrollada por Re et al. (1999), y descrita por
Kuskoski et al. (2004), el radical ABTS se obtuvo por medio de la reaccion del acido
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6- sulfénico) (ABTS) al 7 mM con persulfato
potasico al 2.45 mM, como concentracion final, se dejo reposar a temperatura
ambiente, en la oscuridad durante 16 h. Una vez formado el radical ABTS, se diluyo
con 45 mL de etanol, hasta obtener un valor de absorbancia de 0.70+0.03 unidades
a 732 nm. Se utilizé una curva de trolox, como antioxidante de referencia, de 0 a
150 ppm. En tubos Eppendorf se colocaron 50 pL del estandar o de los extractos y
1.050 mL del ABTS, previamente formado, se dejaron reposar por media hora y se
midioé la absorbancia a 735 mn en el espectrofotdmetro. Con la correspondiente
regresion lineal se determind la capacidad de los extractos para abatir al radical,
reportando los resultados en mg equivalentes de trolox/g de harina de testa de frijol
(mg ET/g).

6.5. 2 Radical DPPH

Se empled el método desarrollado por Brand-Williams et al. (1995), empleado
con las modificaciones descritas por Kim et al. (2002). Se preparé una solucién de
1,185 mg de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazil) disueltos en 50 mL metanol,
ajustando la absorbancia a 0.70 = 0.03 unidades a una longitud de onda de 515 nm.
Se uso6 una curva patron de acido ascérbico, de 0 a 150 ppm. En tubos Eppendorf
se anadid 50 pL del estandar o de los extractos a analizar y 1.050 mL de DPPH, se
dejaron reposar por media hora y se midié la absorbancia a 515 nm en el
espectrofotometro de UV-Vis, utilizando la correspondiente regresiéon lineal se

determind la capacidad de los extractos para abatir al radical, reportando los
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resultados en mg equivalentes de acido ascorbico/g de harina de testa de frijol (mg
E Ac. A/g).

6.6 Determinacion del color de la harina de la testa de frijol

Se tomo una muestra de harina y se coloco en una caja Petri, se midio el
color utilizando un colorimetro portatil previamente calibrado y se tomaron las

lecturas de los valores L, a y b por triplicado.

6. 7 Elaboracion del extracto 6ptimo de testa de frijol para la encapsulacion

Se pesaron 106.871 g de harina de testa de frijol (base seca) y fueron
colocados en un matraz de 1000 mL y se le adicionaron 1000 mL de metanol al
80%, se dejo reposar durante 24 h a temperatura ambiente (+ 25°C), protegido de
la luz, posteriormente el extracto se colocd en un rotavapor marca Buchi (cocoar

modelo) para extraer el solvente.

6.8 Microencapsulacion de extracto de testa de frijol

En un vaso de precipitado protegido de la luz se colocaron 200 mL de
extracto evaporado y fue mezclado con almidon comercial N-Lok (Ingredion,
México), con un porcentaje de solidos de 28.5% de sélidos de la mezcla (extracto-
material pared) se homogeneizdé con un homogeneizador (IKA T25, Ultra Turrax,
Alemania) a 10000 rpm por 1 minuto. El proceso de microencapsulacion se llevé a
cabo utilizando un spray dried marca Buchi B-191 Labortechnik (Flawil, Suiza), se
us6 una velocidad de entrada de la muestra de 3.5 mL / min con una temperatura

de entrada de secado de 115°C + 4°C con un y una temperatura de 74°C + 4°C.

6.9 Eficiencia de Microencapsulacion (EM%)

La eficiencia de microencapsulacién (EM%) con respecto al material de pared
se determind siguiendo la metodologia descrita Gomez-Aldapa et al. (2019), con
modificaciones. Se calculé la EM (%) con base al contenido de compuestos

bioactivos totales en las microcapsulas, la estructura de la microcapsula se destruyé
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completamente. Se pesaron 200 mg de las microcapsulas en un tubo Eppendorf y
se adicionaron 2 mL de agua destilada y se agit6 vigorosamente durante 10 minutos.
Posteriormente se centrifugé la muestra a 3,500 rpm, por 10 minutos y se recuperé
el sobrenadante. Se realizaron tres lavados consecutivos para obtener un volumen
final de 6.0 mL y finalmente, la muestra se aforé en un matraz de 50 mL con agua
destilada para su posterior cuantificaciéon de compuestos bioactivos y determinacién
de capacidad antioxidante como en las técnicas previamente descritas. Para la
determinacién de compuestos bioactivos superficiales y capacidad antioxidante en
las microcapsulas se pesaron 200 mg de microcapsulas con 2 mL de metanol-etanol
50:50 (v/v). Estas dispersiones se agitaron suavemente 3 veces y luego se filtraron.
El filtrado se colocé en un matraz aforado de 50 mL, para su posterior cuantificacion.
Después de la extraccion se identificaron los compuestos bioactivos segun las
técnicas descritas anteriormente para cada uno de los compuestos y la actividad
antioxidante, (Gomez-Aldapa et al., 2019). Para el calculo de la Eficiencia de
Microencapsulacién (EM%) de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante, se

utilizaron las ecuaciones 1y 2 (Robert et al., 2010; Gémez-Aldapa et al., 2019).

Compuesto bioactivo en superficie

Compuesto Bioactivo en Superficie% = - - —
Compuesto bioactivo total tedrico

Ecuacion 1

Eficiencia de Microencapsulacion(%) = 100 — CBS(%)

Ecuacion 2
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6.10 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Se observaron las microcapsulas con un microscopio electronico de barrido
(SEM) (Jeol JSM-6300, Japon). Los polvos se colocaron en un portamuestras con
cinta electroconductora de carbono y se cubrieron durante 3 min con una capa de
oro (0.5-1 nm de espesor). Las condiciones bajo las cuales las muestras que se

observaron fueron de 15 Ay 20 kV.

6.11 Estabilidad de los microencapsulados a dos humedades relativas y dos
temperaturas

Se determiné la estabilidad de los microencapsulados y de la harina de testa
de frijol (control) a dos humedades diferentes a 32% (humedad baja) (Figura9) y a
75% (humedad alta), ademas de utilizar dos diferentes temperaturas que son 7 y
30°C por un periodo de 40 dias. Para ello se usaron dos sales hidratadas (Figura
10), para la primera sal a utilizar en la humedad baja se pesaron 200 g de cloruro
de magnesio por duplicado y se colocaron en dos desecadores, se les anadié 25
mL de agua destilada y se colocaron cada uno a la temperatura indicada sellados
durante 24 horas para mantenerlos estables, para la segunda sal a utilizada a
humedad alta se pesaron 167.5 g de cloruro de sodio por duplicado, se le afadieron
50 mL de agua destilada a cada desecador y se le repitid el procedimiento
mencionado anteriormente. Transcurrido el tiempo de equilibrio de las sales, se
pesaron 310 mg del microencapsulado en 32 charolas de aluminio y 310 mg de
harina de testa de frijol en 32 charolas respectivamente, en cada desecador se
colocaron 8 charolas del microencapsulado y de la harina, y se colocaron en
refrigeracion 7 °C o incubacion a 30 °C respectivamente. Cada semana se abrieron
los desecadores y se extrajeron una charola con microencapsulado y una de harina,
de cada charola se pesaron tres tubos Eppendorf con 100 mg del polvo respectivo,
a los cuales se les afiadié 2 mL de agua destilada se agitaron en un vortex por 10
minutos y se centrifugaron a 3500 rpm por 10 minutos, se recuperaron los

sobrenadantes y fueron aforados a 25 mL para su posterior cuantificacion de
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fenoles, flavonoides, antocinaninas y capacidad antioxidante ABTS y DPPH,

utilizando la metodologia anteriormente descrita.

Figura 9. Desecador con sales a 32% de humedad y muestras para la

determinacion de estabilidad de microencapsulados.

6.12 Elaboracién de queso fresco tipo ranchero adicionado con
microcapsulas de extracto de testa de frijol comun

Se elabordé un queso fresco tipo ranchero a partir de leche de vaca, se
colocaron 5 L de leche pasteurizada en una olla de acero inoxidable. Se calent6 con
agitacion constante utilizando un espumador hasta llegar a una temperatura de
82°C, se retird del fuego y se afiadié una solucion de acido acético diluido de grado
alimentario y agua purificada 1:10 en 3 partes iguales lentamente con agitacién
hasta lograr que se genere una coagulacion de proteinas. Se dej6 reposar durante
30 minutos hasta que la cuajada presenté una consistencia firme y gelatinosa. Se
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corté con ayuda de un cuchillo de acero inoxidable, después se filtré6 separando en
suero y la cuajada con ayuda de un cedazo y manta natural cruda, seguido de esto
se coloco la cuajada en un recipiente de acero inoxidable y se procedié a salar a
una concentracion de 5 g por cada kilogramo de producto y se afadio el
microencapsulado a una concentracién de 10 g por cada kilogramo de queso, a
partir de la NOM-243-SSA1-2010. Se colocé el producto en moldes para queso y se
prensaron por 24 h transcurrido este tiempo, se desmoldaron y se refrigeraron por

24 h mas antes de su evaluacion final.

6.13 Analisis sensorial del queso fresco tipo ranchero adicionado con
microcapsulas de extracto de testa de frijol

Se realiz6 una prueba de aceptacion con un panel no entrenado de hombres
y mujeres de 18 a 35 afos (n=30), donde se evaluo la aceptabilidad del producto
con base a sus caracteristicas organolépticas comparado con un queso ranchero
comercial como blanco de la marca comercial la Villita que se puede observar en la
Figura 10, en esta prueba se utilizé una sala iluminada y blanca con estaciones
separadas donde se le presentd a los panelistas dos muestras de queso y se les
solicité probarlas tomando agua y comiendo una galleta de sabor neutral entre cada
muestra para limpiar el paladar, realizado el procedimiento se les pidié marcar en

un formulario el nivel de aceptacion de cada muestra y cual prefieren.

Figura 10. Queso fresco tipo ranchero marca la Villita, utilizado cémo blanco en

prueba sensorial.
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Para realizar la evaluacion sensorial se utilizé el siguiente formulario:

Por favor conteste lo siguiente:

Género: Fo M Edad:

Frente a usted hay dos muestras de queso fresco, pruébelas una a una e indique
su nivel de agrado en base a la escala presentada a continuacion.

Escala Muestra
1630 1257

Me gusta muchisimo
Me gusta mucho

Me gusta

Me es indiferente

Me disgusta

Me disgusta mucho

Me disgusta muchisimo

1. ¢Cual de las dos muestras es de su preferencia?
( ) 1630 ( )1257

2. ¢ Compraria el producto de su preferencia en el mercado?
( )Si ( )No

iMuchas gracias!
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VIl. RESULTADOS

7.1 Cuantificacién de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante, en
extractos de harina de testa de frijol

En la Tabla 4 se presentan los compuestos bioactivos de los extractos de la
harina de testa de frijol, utilizando diferentes solventes (metanol 80 %, agua y etanol
100 %), en funcion del contenido de fenoles totales, catequina, quercetina y
antocianinas. Como puede observarse, el extracto con mayor cantidad de
compuestos fendlicos es el extracto metandlico al 80 %. Estos resultados son
diferentes a lo reportado por Dias (2016), ya que reportan entre 93.7 a 112.4 mg de
EAG/g, dependiendo del grano de frijol utilizado. Por otro lado, el contenido de
catequina es similar al reportado por Dias (2016), quienes reportaron valores de 9.7
a 12.9 mg de EC/g. Por otro lado, el contenido de antocianinas reportado por Dias
(2016), es similar al reportado en esta investigacién solo en los casos donde se

utilizé metanol al 80% y agua como solvente.

Tabla 4. Concentracion de compuestos bioactivos en harina de testa de frijol.

Compuestos bioactivos

Tipo de Fenoles Catequina Quercetina Antocianinas
extracto totales mg EC/g mg EQ/g mg de EC-3-G/g
mg EAG/g
| | | | |
Metanol al 39.53+0.01¢  13.07+0.01° 1.88+0.00P 1.16+0.04°
80%
Agua 37.26+0.24> 14.88+ 0.00° 2.71+0.08¢ 0.28+0.012
Etanol 26.29+0.042  8.32+0.232 1.18+0.002 9.44+0.24°

Datos expresados como media * desviacion estandar. Diferentes letras en la misma
columna, indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05), prueba de
Tukey. EAG=equivalente de acido galico; EC=equivalente de catequina; EQ=

equivalente de quercetina y EC-3-G= equivalentes de cianidina-3-glucdsido.
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Los diferentes compuestos fendlicos encontrados en el frijol comun que han
sido reportados por su gran variedad de propiedades: antioxidantes,
anticancerigenas, antinflamatorias y antimutagénicas entre otras, dichos
compuestos pueden servir como antioxidantes debido a su capacidad para inhibir la
formacion de especies radicales, inhibir enzimas relacionadas con la produccion de
especies reactivas de oxigeno y aniones superoxido, por quelacion de iones
metalicos tales como hierro y cobre, o como el hidrogeno que al ser donado logra
estabilizar al radical libre, (Akillioglu & Karakaya, 2010; Mojica et al., 2015; Diaz,
2016; Heredia-Rodriguez, 2017).

Al poseer este tipo de propiedades, los compuestos fendlicos tienen la
capacidad de disminuir el dafio oxidativo debido a que inhiben las reacciones de
diferentes especies con el oxigeno, asi manteniendo la integridad de las
macromoléculas del organismo y a su vez evitando la mutacién celular y
disminuyendo el riesgo de padecer enfermedades cronico degenerativas como el
cancer (Akillioglu & Karakaya, 2010; Moijica et al., 2015; Diaz, 2016; Heredia-
Rodriguez, 2017).

En la Tabla 5 se presentan los resultados para la capacidad antioxidante de
los extractos de harina de testa de frijol, utilizando tres diferentes solventes. Los
resultados se presentan en miligramos de equivalentes de acido ascérbico (método
DPPH) o trolox (método ABTS) por gramo de muestra y en porcentaje de inhibiciéon
(%). Se puede observar que los mayores porcentajes de inhibicion mediante el
método de DPPH fueron obtenidos para el extracto metandlico al 80 %, Sin
embargo, para el porcentaje de inhibicion por el método de ABTS, este extracto
obtuvo un menor porcentaje en comparacion con los otros dos extractos evaluados.
Ramirez-Jiménez et al. (2014) reportaron que los principales compuestos fendlicos
encontrados en harinas crudas y procesadas de frijol negro son: catequina, rutina,
quercetina, acido galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-coumarico, acido

ferdlico.
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Tabla 5. Capacidad antioxidante en diferentes extractos de harina de testa de frijol

Tipo de Capacidad antioxidante
extracto |
DPPH ABTS
| ]
mg EAA/g Inhibicién mg ET/g Inhibicién
(%) (%)
| | ] ] ]
Metanol al 120.04+6.66° 43.23+2.11° 140.09+1.19° 56.89+0.352
80%

Agua 26.89+0.002 14.8810.002 22.11+0.322 70.71£0.71°
Etanol 58.48+13.11°  23.73+4.15° 204.85+4.30° 76.02+2.60°

Datos expresados como media * desviacion estandar. Diferentes letras en la misma
columna, indican diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). EAA=

equivalente de acido ascérbico; ET=equivalente de trolox.

La capacidad de los compuestos bioactivos como antioxidantes esta relacionado
con su capacidad de quelar iones metalicos (hierro y cobre) y capturar radicales
libres, este tipo de capacidad antioxidante se puede presentar en mayor o0 menor
medida dependiendo de la naturaleza y propiedades de los diferentes compuestos,
por lo que es necesario determinar su potencial antioxidante por medio de estudios
de inhibicion de radicales libres para poder determinar si poseen la cualidad de
generar un beneficio en la salud humana (Akillioglu & Karakaya, 2010; Mojica et al.,
2015; Diaz, 2016; Heredia-Rodriguez, 2017).
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7.2 Compuestos bioactivos y eficiencia de microencapsulacién (EM%) en
microencapsulados con extracto de testa frijol

En la Tabla 6 se presenta la concentracion de fenoles totales, catequina,
quercetina y antocianinas, totales y superficiales en un gramo del microencapsulado

del extracto de testa de frijol, ademas de la eficiencia de microencapsulacion (%).

Tabla 6. Compuestos bioactivos totales y superficiales y eficiencia de

microencapsulacién (EM%) de microencapsulados con extracto de testa de frijol.

Compuestos bioactivos

Fenoles Catequina Quercetina  Antocianinas
totales mg EC/g mg EQ/g mg de EC-3-G/g
mg EAG/g
| | | |
Compuestos 34.84+0.27 9.14+0.24 2.2910.04 2.1710.00
bioactivos totales
Compuestos 1.131£0.06 1.70+0.12 0.00£0.00 0.16£0.00
bioactivos
superficiales
(EM %) 96.75 81.30 100 92.30

Datos expresados como media £ desviacion estandar. EAG=equivalente de acido
galico; EC=equivalente de catequina; EQ= equivalente de quercetina y EC-3-G=

equivalentes de cianidina-3-glucdsido.

7.2.1 Fenoles totales

De acuerdo a la Tabla 6, el contenido de compuestos fendlicos en los
encapsulados fue de 34.84+0.27, con una eficiencia de encapsulacion de 96.75%
Resultados similares se obtuvieron por Nguyen et al. (2021), cuando evaluaron el
efecto de las condiciones del proceso de secado por aspersion sobre el contenido
de compuestos fendlicos encapsulados de un extracto de Hibiscus sabdariffa L. Sin
embargo, estos autores usaron maltodextrina como material de pared. Los

materiales de pared utilizados para la microencapsulacion de compuestos fenélicos
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han sido en su mayoria polisacaridos para el secado por aspersion, destacando la
maltodextrina y goma arabiga (Saénz et al., 2009; Robert et al., 2010; Cam et al.,
2014; Santiago-Adame et al., 2015; Rigon & Zapata-Norena, 2016;). Sin embargo,
en este trabajo se propuso el almidén comercial N-lok por su facil acceso y bajo

costo.

Mohammed et al. (2017), mencionaron que la concentracion del material de
pared es un factor que afecta la retencion de compuestos bioactivos debido a sus
propiedades de viscosidad en la solucion de alimentacion. Andrade et al. (2018),
microencapsularon propolis usando como materiales de pared goma arabiga y
maltodextrina mediante secado por aspersion (130°C temperatura de aire de
secado). Estos autores obtuvieron concentraciones de fenoles totales de 47.95,
28.53 y 39.51 mg GAE/g de microparticulas, respectivamente, para goma arabiga y
de 48.38, 23.36 y 45.94 mg GAE/g para maltodextrina, los cuales son similares a
los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion.

Rahmati et al. (2020), usaron el secado por aspersién para encapsular un
extracto de Moldavian, con la finalidad de conservar los fitoquimicos, tales como:
fenoles, flavonoides y acido hidroxicinamico. Estos autores utilizaron en el proceso
de secado temperaturas de 120 a 180 °C y concentracion de sdlidos totales de 10
a 30 %. Los materiales de pared que utilizaron fueron mezclas de pectina de
manzana con maltodextrina. En dicho estudio, se reportaron las mejores
condiciones del proceso de secado de 140 °C y 18 % de material de pared,
obteniendo un contenido de fenoles totales de 6.25 de EAG/ g de polvo seco,
flavonoides de 0.378 mg de EQ/g y una actividad antioxidante de 51.78%, los cuales
son inferiores a los encontrados en este trabajo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el material de pared N - Lok es un
excelente material de encapsulacién para obtener altas eficiencias de
encapsulacion en funcion de compuestos fendlicos totales. Estos resultados son
similares a los reportados por Vargas-Campos et al. (2018), quienes utilizaron
almidon comercial N-lok para la encapsulacion de fitoquimicos como las betalainas

de pitaya (Stenocereus pruinosus), obteniendo una eficiencia de encapsulacion del
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93.98% con el secado por aspersion como método para obtener
microencapsulados. Sin embargo, es necesario conocer la estabilidad de estos

compuestos a través del tiempo.

7.2.2 Flavonoides

La concentraciéon de flavonoides, en funcion de la catequina, fue de
9.14+0.24 mg EC/g y de quercetina de 2.29+0.04 mg EQ/g, con una eficiencia de
microencapsulacién de 81.30 y 100 %, respectivamente (Tabla 6). Sansone et al.
(2011), reportaron la microencapsulacion de flavonoides como naringenina y
quercetina usando el método de secado por aspersion. Estos autores utilizaron
como material de pared una combinacién de acetato ftalato de celulosa (CAP) como
polimero de revestimiento en mezcla con agentes surfactantes y concluyeron que
el secado por aspersion es una técnica efectiva para microencapsular y estabilizar
los flavonoides. Por otro lado, Krishnaiah et al. (2012), microencapsularon un
extracto de Morinda citrifolia L mediante secado por aspersion y usaron como
material de pared la k-carragenina mezclado con maltodextrina. Estos autores
utilizaron temperaturas de 90, 100, 120 y 140 °C como temperaturas de entrada en
el secador. Sin embargo, encontraron que a temperaturas de 120 y 140 °C no
detectaron la presencia de flavonoides en los polvos obtenidos.

Fernandes et al. (2014), microencapsularon, mediante el secado por
aspersion, un extracto de Psidium guajava L., y utilizaron como material de pared:
a) maltodextrina - didxido de silicon coloidal, b) maltodextrina-goma arabiga y c) -
ciclodextrina. Estos autores reportaron un contenido de flavonoides de 13.35, 15.45
y 12.58 mg EQ/g de polvo seco, respectivamente. Estos resultados son similares a
los obtenidos en este trabajo. Por otra parte, Andrade et al. (2018), encapsularon
propolis verde y rojo usando como materiales de pared goma arabiga y
maltodextrina mediante secado por aspersion (135 °C temperatura de entrada del
aire y 70 °C de salida). Estos autores obtuvieron en los microencapsulados

concentraciones de flavonoides totales de 2.88, 1.45 y 2.22 mg quercetina/g de
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microparticulas, respectivamente para goma arabiga como material pared y de 2.76,
1.34 y 1.87 mg quercetina/g de microparticulas para maltodextrina. Sin embargo,
los resultados obtenidos en este trabajo de investigacidén fueron mayores utilizando
el N-lok como material de recubrimiento en un rango de concentracién de 9.4 a 9.6
mg EQ/g de polvo. La quercetina es uno de los flavonoides con propiedades
antioxidantes, ademas de su potencial para quelar iones metalicos como el hierro.
Por otro lado asimismo, actua como protector ante especies reactivas de oxigeno
debido a que retiene radicales libres y los neutraliza, altera la mitosis de las células
cancerigenas y disminuye el riesgo de padecer enfermedades degenerativas como
la arterioesclerosis. Este tipo de compuestos flavonoides es de los mas abundantes
en alimentos y, a su vez, uno de los mas comunes en la dieta humana, por ejemplo,
en legumbres puede encontrarse libre o conjugada (Vicente-Vicente, 2013;

Ramirez-Jiménez et al., 2014; Guerrero, 2018).

7.2.3 Antocianinas

En este trabajo se obtuvieron valores de antocianinas totales de 2.17 mg C-
3GE/g de polvo seco y una eficiencia de encapsulacion de 92.30% (Tabla 6). Se
han realizado diferentes estudios sobre la microencapsulacién de antocianinas
obtenidas de extractos naturales, con el objetivo de incrementar la estabilidad del
color y sus propiedades antioxidantes ante factores adversos (pH, temperatura y
otros factores adversos) (Mahdavi et al., 2014; Tarone et al., 2020). El secado por
aspersion es la técnica mas comun utilizada para encapsular antocianinas vy
alrededor del 80-90 % de los encapsulados se secan por aspersion (Mahdavi et al.,
2014; Diaz et al., 2017). Entre los materiales de pared mas utilizados para la
encapsulacion de antocianinas se encuentran la goma arabiga, alginatos,
carrageninas, proteinas lacteas, proteinas de soja, gelatina, maltodextrinas y
derivados de la celulosa (Zuidam & Shimoni, 2010; Mahdavi et al., 2014).
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Hay un gran aumento en los datos cientificos sobre el papel potencial de las
antocianinas de diferentes fuentes en beneficios nutracéuticos y para la salud, por
la actividad antioxidante (Oancea et al., 2018). Nguyen et al. (2022),
microencpasularon antocinaninas del extracto de roselle (Hibiscus sabdariffa L.) y
evaluaron el efecto del proceso de secado por aspersion sobre las propiedades
fisicoquimicas y antioxidantes en los polvos secos. Estos autores evaluaron tres
temperaturas de entrada de aire (150, 160, y 170°C) y la relaciéon de antocianinas
con el material de pared (maltodextrina), observando que, a mayor concentraciéon

de material de pared, se presenté una mayor proteccion de las antocianinas.

KaluSevic et al. (2017), microencapsularon extracto de la cascara de soya
negra (leguminosa) rica en antocianinas mediante secado por aspersion (140 °C
temperatura de entrada), usaron como materiales pared maltodextrina, goma
arabiga y leche desnatada en polvo, reportando valores de 1780, 1591 y 1923 ug
de CGE/g de microparticulas secas respectivamente, resultados similares a los

obtenidos en este trabajo de investigacion.

7.3 Capacidad antioxidante de microencapsulados con extracto de testa frijol

En la Tabla 7 se presenta la determinacion de la capacidad antioxidante en
miligramos de equivalentes de acido galico y trolox en un gramo de
microencapsulados de testa de frijol y porcentaje de inhibicién (%) de los radicales
DPPH y ABTS, respectivamente.
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Tabla 7. Capacidad antioxidante de microencapsulados de testa de frijol.

Capacidad antioxidante

DPPH ABTS

Tipo de muestra

| ]
mg EAA/g Inhibicién mg ET/g Inhibicién
(%) (%)

Microencapsulado 561.95+4.87  80.99 +0.70  506.42+0.00 91.43+0.00

de extracto de

harina de testa de

frijol

Datos expresados como media + desviacion estandar. EAA= equivalente de acido

ascorbico; ET=equivalente de trolox.

De acuerdo a la Tabla 7, se observa que los microencapsulados contienen
561.95 mg de equivalente de acido ascérbico y 506.42 mg de equivalente de trolox.
Bakowska-Barczak, & Kolodziejczyk (2011), microencapsularon extracto de grosella
negra mediante secado por aspersion. Estos autores utilizaron temperaturas de
150, 160, 180y 205 °C de entrada de aire, y como materiales de pared maltodextrina
con diferentes concentraciones de equivalente dextrosa (ED) (11 18 y 21) e inulina.
En dicho estudio observaron que, con el incremento de la temperatura,
disminuyeron los valores de ABTS (de 9.3 a 6.6 mM/100g), sin encontrar diferencias
significativas entre los distintos tipos de maltodextrinas. Por otra parte, la inulina
utilizada como material de pared presento los valores mas bajos de proteccién, por
lo que se pudo observar una disminucion en los valores de DPPH.

Rigon & Norefa (2016), microencapsularon, mediante secado por aspersion,
compuestos bioactivos extraidos de moras (Rubus fruticosus), utilizando goma
arabiga y polidextrosa (10 y 15 %, respectivamente) como materiales de pared y
temperaturas de secado de 140 y 160 °C. Determinaron la actividad antioxidante
en los microencapsulados por los métodos ABTS y DPPH. Estos autores reportaron
que, a altas temperaturas de secado, disminuye la actividad antioxidante debido a
que se afecta la estructura de los compuestos fendlicos, provocando roturas

estructurales quimicas de los compuestos bioactivos.
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KaluSevic et al. (2017), microencapsularon extracto etanolico al 70% de la
cascara de soya negra a través del método de secado por aspersion a 140 °C
temperatura de entrada, y determinaron la capacidad antioxidante por el método
ABTS. Estos autores encontraron que la capacidad antioxidante esta relacionada
con el contenido de antocianinas presentes en los microencapsulados. Ademas,
mencionan que es importante considerar el aporte del material pared. En dicho
estudio se utilizaron maltodextrina, goma arabiga y leche desnatada en polvo (7.5
peso/volumen). Se reportaron valores de 200 a 390 pmol TE/g en los
microencapsulados y se observo actividad antioxidante en la goma arabiga y leche
desnatada. Cabe mencionar que en el presente trabajo de investigacion se utilizd

almidon N-lok, el cual no presentoé actividad antioxidante como material pared.

El estrés oxidativo suele provocar la modificacion de macromoléculas
extracelulares de lipidos en las membranas celulares, de las proteinas en los tejidos
que componen e incluso en las enzimas y en el ADN. Este estrés puede ser causado
por las especies reactivas al oxigeno (ROS) que ademas pueden causar la
peroxidacién de lipidos y la interrupcién de proteinas, dando como resultado la
mutacion espontanea del ADN, provocando la aparicion de enfermedades cronico-
degenerativas (Akillioglu & Karakaya, 2010; Mojica et al., 2015; Diaz, 2016; Heredia-
Rodriguez, 2017). La ingesta de compuestos con alta capacidad antioxidante dentro
de la dieta convencional ayuda a disminuir los efectos perjudiciales de los procesos
oxidativos dentro de los seres humanos debido a que inhiben o demoran la
oxidacion de diferentes moléculas evitando la propagacion de reacciones de
oxidacion. Su consumo regular permite el que este tipo de propiedades disminuyan
o eviten la aparicion de enfermedades cronico degenerativas y mejorando la salud
del consumidor (Akillioglu & Karakaya, 2010; Mojica et al., 2015; Diaz, 2016;
Heredia-Rodriguez, 2017).
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7.4 Determinacion de color en muestras de harina de testa de frijol y
microencapsulados.

En la Tabla 8 se presentan los valores de L, a* y b* obtenidos a partir de la
determinacion de color para muestras de harina de testa de frijol vy
microencapsulados del extracto. En la Figura 11, se muestra la harina de testa de
frijol y del polvo con los microencapsulados obtenidos después del proceso de

secado por aspersion.

Tabla 8. Color en muestras de harina de testa de frijol y microencapsulados.

Tipo de muestra Determinacién de color
|
L a* b*
| | | |
Harina de testa de frijol 54.39+0.012 4.12+0.022 4.93+0.022
Microencapsulado de  46.09+0.71° 8.0+0.29P -7.07+0.33P

extracto de harina de
testa de frijol

Datos expresados como media + desviacion estandar. Diferentes letras indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

En la Tabla 8 la muestra de harina de testa de frijol presentd una luminosidad de
54.39 y un valor de a* de 4.12, lo que nos indica que la coloracion tiende mas a los
tonos rojizos, asi como un valor b* de 4.93, lo que lo indica una tendencia hacia el
color amarillo, al ser valores pequefios los de a* y b* el color de la harina tiende a
ser una tonalidad mas grisacea y monocromatica (Figura 11a).

Los microencapsulados presentaron un valor de luminosidad de 46.09, un valor de

a* de 8.0, lo que ubica el color mas hacia los tonos rojos y un valor de b* de -7.07,
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teniendo un acercamiento a los tonos azules, por lo que su combinacion da como
resultado un color morado claro ligeramente grisaceo, como se puede observar en

la Figura 11b.

Figura 11. a) Harina de testa de frijol y b) Microencapsulados de extracto de testa

de frijol, obtenidos mediante el proceso de secado por aspersion.

7.5 Microscopia electronica de barrido de los microencapsulados

En la Figura 12 se observan las microcapsulas obtenidas utilizando el
secado por aspersion a 74°C+4°C con 28.5% de sdlidos de material de pared N-
Lok, donde las microcapsulas presentaron cavidades en la superficie, resultado de
la vaporacion rapida en el secador. Asimismo, fueron irregulares y encogidas, lo
cual es tipico caracteristica de los polvos secados por aspersion (Silva et al., 2014).
Estos resultados son similares a lo reportado por Rojas-Moreno et al. (2018),
quienes mencionan que, si la capsula es permeable al agua, se forma vapor durante
el secado por aspersién y el cual es liberado, generando la retraccion de la capsula
y proteccion del principio activo. Se obtuvieron microcapsulas con un tamafio =
3.023 ym y 17.94 pm (de acuerdo a la escala presentada en la microfotografia).

Hernandez-Lopez et al. (2018), mencionan que, a menor tamafio de las
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microcapsulas, se puede reducir el impacto en las propiedades de textura cuando

son incorporadas en una matriz alimentaria.
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Figura 12. Microencapsulado de testa de frijol observado a un aumento de 1500x

con medicion de diametro.

7.6 Estabilidad de los compuestos bioactivos de microencapsulados en

condiciones controladas

La estabilidad de los compuestos encapsulados (fenoles totales, flavonoides

y antocianinas) y de la harina de testa de frijol (como control, sin encapsular) se

evalud en condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (%) (Figura

13). En general, las antocianinas presentaron la mayor degradacion durante el
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almacenamiento en todas las condiciones. En humedades relativas de 75% la
degradacion de los compuestos fue mayor en comparacion con la de 32%. Aun asi,
los compuestos microencapsulados presentaron la mayor concentracion en el

almacenamiento final con respecto al control (p < 0.05).

Finalmente, las mejores condiciones para la estabilidad de los compuestos
fendlicos fueron 32% con 7 y 30 °C en los microencapsulados. Estos resultados son
utiles para determinar los productos alimenticios en los que se pueden incorporar
microencapsulados, bajo condiciones de almacenamiento que garanticen la

estabilidad de los compuestos.

Otros estudios que analizaron la estabilidad de compuestos bioactivos
microencapsulados es por ejemplo el de Castillo-Garrido (2013), que reportd el
analisis de las caracteristicas fisico-quimicas y morfologia de microcapsulas de
pulpa de tuna purpura y extracto ultrafiltrado, por medio de la estabilidad de
betalainas en una mezcla seca para bebida refrescante, en este estudio, se usé una
temperatura de 30 °C y oscuridad. Después del tiempo evaluado, se observo que la
mezcla seca de microparticulas presentd retenciones de betacianinas

significativamente mayor respecto al resto de las muestras analizadas.

Segun Dias et al. (2015) y Mojica et al. (2017), algunas matrices para
microencapsulados obtenidos por atomizacién son pan, helados, pastas, sopas,
yogures y colorantes alimentarios naturales. Sin embargo, es importante tomar en
consideracion las condiciones del proceso de elaboracion de las diferentes matrices
alimentarias. Todos los procesos que involucren la exposicion del alimento en
preparacion a temperaturas por encima de los 40 °C pueden llegar a comprometer
la integridad de los compuestos bioactivos microencapsulados, por lo que al elegir
la matriz alimentaria adecuada es preferible un alimento cuya preparacion sea
fresca como pueden ser alimentos como yogures, quesos o algunos tipos de
bebidas.
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Figura 13. Estabilidad de compuestos encapsulados (fenoles totales, flavonoides y
antocianinas) y harina de testa de frijol analizados en condiciones controladas de
temperatura y humedad relativa (%) durante 40 dias (eje x): compuestos fendlicos
totales (mg GAE/qQ); flavonoides totales (mg CE/g); y antocianinas monoméricas
totales (mg C3GE/qg) (eje y).

7.7 Morfologia de las microcapsulas durante la estabilidad

En la Figura 14 se muestra la integridad de las microcapsulas almacenadas en
diferentes condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (%) durante
40 dias. Como se observa en la micrografia 14A, los microencapsulados tras el
procedimiento de secado por aspersion, presentan una morfologia esférica con
cavidades en la superficie como resultado de la rapida evaporacion en el secador.
En la micrografia 14B, donde se observan los microencapsulados a tiempo cero,
persiste este tipo de morfologia. En la micrografia 14C se puede visualizar las
microcapsulas después de ser expuestas a una humedad relativa de 32 % y una
temperatura de 7 °C, donde las microcapsulas conservaron su morfologia intacta.
En la micrografia 14E se observa el mismo resultado que en el 14C pero teniendo
como diferencia que la temperatura de exposicion es de 30 °C. Por ultimo, en las
micrografias D y F se puede observar que las microcapsulas pierden su morfologia
tipica, sufriendo una fusion entre particulas al ser expuestas a una humedad relativa
de 75 %.
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Figura 14. Micrografia de microcapsulas con extracto de harina de frijol y almidén
N-Lok obtenidas mediante secado por aspersiéon A) Después del secado por
aspersion (tiempo cero) 300x; B) (tiempo cero) 500x; C) Después de 40 diasa 7 °C
y 32% HR; D) Después de 40 dias a 7 °C y 75% HR; E) Después de 40 dias a 30
°Cy 32% HR y F) Después de 40 dias a 30 °C y 75% HR.
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7.8 Elaboracién y analisis sensorial de queso fresco tipo ranchero
adicionado con microcapsulas

En la Figura 15 se muestra el queso elaborado con las microcapsulas de
testa de frijol comun, donde puede observarse que el queso presenta una textura
firme, cremosa y porosa, con un color blanco con motas violetas, correspondientes
a los microencapsulados, al ser cortado el producto conserva la forma que se le

desea dar.

Se ha reportado en diferentes investigaciones, diversos alimentos que, al
igual que el queso elaborado en el presente estudio, estan adicionados con
microcapsulas de compuestos bioactivos. Soria-Zamora, (2014) desarrollé una
mermelada de frutos rojos adicionada con microcapsulas de muicle utilizando
microondas, dentro de los compuestos bioactivos encapsulados destacan las
antocianinas monomeéricas, por sus caracteristicas antioxidantes. En dicho estudio,
se reporta una mayor cantidad de compuestos bioactivos en el producto y una
mayor capacidad de inhibicion contra la linea celular de cancer de préstata humano
LNCaP.

Por otro lado, Macedo et al. (2015), reportaron el estudio de propiedades
fisicoquimicas y de flujo de un yogur enriquecido con acidos grasos poliinsaturados
omega-3 en microcapsulas a dos concentraciones, donde observaron que el yogur
mejora su funcionalidad y ciertas caracteristicas fisicoquimicas con la adicion de

omega-3, ademas de su consistencia, viscosidad y color.
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Figura 15. Queso fresco tipo ranchero adicionado con microcapsulas.

En el Figura 16 se puede observar los resultados de la prueba de aceptacién del
queso adicionado con microcapsulas de testa de frijol donde se evalu6 categorias
que van desde el “me es indiferente” hasta el “me gusta muchisimo”, encontrandose
respuestas en 4 categorias diferentes, como se muestra en dicho grafico. En la
Figura 17 se observan los resultados para la muestra control en las mismas 4
categorias, donde se puede observar una aceptacion similar al de la muestra de
queso adicionado con microcapsulas. Sin embargo, en la Figura 18 se observa que
el queso comercial tiene mayor preferencia sobre el queso adicionado con

microcapsulas.
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Prueba de aceptaciondel queso adicionado con microcapsulas de
testa de frijol
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Figura 16. Prueba de aceptacion del queso adicionado con microcapsulas de

testa de frijol
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Figura 17. Prueba de aceptacion del queso control.

68



Nivel de aceptacion de las muestras
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muestras de su preferencia

Figura 18. Prueba de aceptacion entre ambas muestras, muestra 1630 (queso
adicionado con microcapsulas de testa de frijol), muestra 1257 queso blanco marca

La villita (queso control).
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VIIl. CONCLUSIONES

La harina de testa de frijol ha demostrado ser un materia prima con una gran
cantidad de compuestos bioactivos como fenoles, flavonoides y antocianinas
monomeéricas, ademas de actividad antioxidante, la concentracion de estos
compuestos fitoquimicos depende del tipo de extracto en el que es cuantificado y/o

obtenido.

Los microencapsulados obtenidos mediante la técnica del secado por aspersion,
presentaron altas concentraciones de fenoles totales, catequina, quercetina vy
antocianinas monomeéricas con eficiencias de microencapsulacién mayores al 80%
en todos los compuestos bioactivos, asi como una alta actividad antioxidante, lo que
podrian usarse como una alternativa de aditivo para la formulacién de un alimento

funcional.

Con respecto a la estabilidad de los compuestos bioactivos, se obtuvo que hay
menor pérdida o degradacion de los compuestos en las muestras de
microencapsulados expuestas a temperaturas y humedades bajas, y que el efecto
mayor de las condiciones de estabilidad sobre los fitoquimicos fue la temperatura

de almacenamiento.

Se elabord un queso fresco tipo ranchero como propuesta de alimento funcional
adicionado con microcapsulas de testa de frijol, dentro del analisis sensorial, se
obtuvieron resultados favorables con respecto a las caracteristicas sensoriales del
producto. Sin embargo, al ser evaluado contra un queso de mercado-comercail, su

aceptacion fue menor respecto a este.
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