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[1l. Resumen

La diabetes es un padecimiento que afecta a millones de personas en el mundo.
Recientemente los tratamientos naturales basados en plantas han cobrado interés
debido a que no producen efectos secundarios como los farmacos. El xoconostle
es un fruto acido del cactus (Opuntia spp.) que posee fitoquimicos con actividad
antidiabética, sin embargo, estos compuestos se degradan por factores externos lo
cual limita su uso terapéutico. La técnica de microencapsulacion mediante
emulsiones dobles (ED) se utiliza para la proteccion de compuestos bioactivos. El
objetivo de este trabajo fue evaluar la estabilidad de los compuestos bioactivos,
actividad antioxidante y la actividad antidiabética de extractos de xoconostle
encapsulados dentro de ED de tipo W1i/O/W2 durante el almacenamiento y la
digestion in vitro. Se prepararon emulsiones W1/O/W: con diferentes fracciones
masicas de extracto de xoconostle (20%, 40% y 60%). Se evaluaron la morfologia,
tamafio de gota, eficiencia de encapsulacion, viscosidad, pH, fenoles totales,
flavonoides totales, betalainas, taninos, actividad antioxidante (DPPH" y ABTS™) y
actividad antidiabética (inhibicién de a-amilasa y a-glucosidasa) durante 48 dias de
almacenamiento y durante la digestion simulada. El tamafio de gota y la viscosidad
de las muestras incrementaron proporcionalmente a la cantidad de extracto
encapsulado. La eficiencia de encapsulacion (EE) y la proteccion de la mayoria de
compuestos bioactivos, actividad antioxidante y antidiabética fue mejor en el
tratamiento ED40%. Aunque la digestion in vitro no impacté negativamente sobre la
actividad antioxidante de los tratamientos, si disminuy6d su efecto antidiabético
significativamente (p<0.05). Las ED protegieron los compuestos bioactivos, la
actividad antioxidante y actividad antidiabética del xoconostle para ser utilizadas

como alternativas de tratamiento de personas diabéticas.

Palabras clave: xoconostle, compuestos bioactivos, actividad antioxidante,

actividad antidiabética, microencapsulacién, emulsiones dobles W1/O/W-.
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V. Abstract

Diabetes is a chronic disease that affects millions of people worldwide. Natural plant-
based treatments have recently gained interest because they do not produce side
effects like drugs. Xoconostle is a cactus acidic fruit (Opuntia spp.) that has
phytochemicals with antidiabetic activity, however, these compounds are degraded
by external factors which limits their therapeutic use. The microencapsulation
technique using double emulsions (DE) is used for protection of bioactive
compounds. The objective of this work was to evaluate the stability of bioactive
compounds, antioxidant activity and antidiabetic activity of xoconostle extracts
encapsulated within W1/O/W2 DE during storage and in vitro digestion. W1/O/W-
emulsions were prepared with different mass fractions of xoconostle extract (20%,
40% and 60%). Morphology, droplet size, encapsulation efficiency, viscosity, pH,
total phenols, total flavonoids, betalains, tannins, antioxidant activity (DPPH" and
ABTS™) and antidiabetic activity (inhibition of a-amylase and a-glucosidase) were
evaluated for 48 days of storage and during simulated digestion. The droplet size
and viscosity of the samples increased proportionally to the amount of encapsulated
extract. The encapsulation efficiency (EE) and the protection of most bioactive
compounds, antioxidant and antidiabetic activity resulted better in the ED40%
treatment. Although in vitro digestion did not impact negatively on antioxidant activity
of the treatments, its antidiabetic effect decreased significantly (p < 0.05). The ED
protected the bioactive compounds, the antioxidant activity and antidiabetic activity
of xoconostle extract. This method could be used as an alternative treatment for

diabetic patients.

Key words: xoconostle, bioactive compounds, antioxidant activity, antidiabetic
activity, microencapsulation, W1/O/W-2 double emulsions.
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1. Introduccién

El término diabetes mellitus (DM) hace referencia a grupo de padecimientos
metabolicos y enddcrinos caracterizado por niveles cronicos y anormalmente altos
de glucosa en la sangre (Soto-Estrada, Moreno, Garcia-Garcia, Ochoa y Silberman,
2018). Actualmente la diabetes mellitus es el padecimiento enddcrino mas comudn
del planeta (Chinsembu, 2019). Las personas que padecen diabetes son mas
vulnerables a la aparicion de otros problemas de salud que comprometen su calidad
de vida (Cho et al., 2018). Debido a su alta prevalencia y al elevado gasto publico
gue requiere su tratamiento (Chatterjee, Khunti, y Davies, 2017), la diabetes se
considera un problema de salud publica mundial que requiere la disponibilidad
tratamientos efectivos novedosos y a bajo coste (Soni et al., 2018). La
administracion de farmacos conocidos como antidiabéticos orales es el principal
tratamiento para la DM hoy en dia. Existen diferentes farmacos que ejercen efecto
hipoglucemiante por medio de distintos mecanismos de accion entre los que se
encuentran los inhibidores de la glucosidasa (Arulselvan et al., 2014). Todos estos
farmacos se han relacionado con la aparicion de efectos secundarios, lo cual limita
su aplicacién (Soni et al., 2018). A pesar de los farmacos disponibles, todavia existe
una gran parte de la poblacién diabética sin acceso a la farmacoterapia o que,
incluso con la disponibilidad de farmacos, busca opciones de tratamiento en la
medicina tradicional (Salgueiro et al., 2018). En este sentido, el consumo de
alimentos basados en plantas y en extractos de plantas (Alongi, Verardo, Gorassini
y Anese, 2018) se ha reconocido como una estrategia atractiva para el tratamiento
alternativo de la DM quiza debido a su bajo costo, sus menores efectos secundarios

o su efectividad probada a lo largo de las generaciones.

El xoconostle (Opuntia spp.) es un fruto que se ha empleado tradicionalmente como
tratamiento alternativo de la diabetes mellitus (Gonzalez-Stuart y Rivera, 2019) y
otros padecimientos (Morales, Ramirez-Moreno, Sanchez-Mata, Carvalho y
Ferreira, 2012). Sus efectos antidiabéticos se han relacionado con su contenido de
metabolitos secundarios como los compuestos fendlicos (Morales, Barros, Ramirez-

Moreno, Santos-Buelga y Ferreira, 2015), los cuales han sido estudiados por su
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capacidad de inhibir enzimas digestivas como la a-amilasa y la a-glucosidasa
(Parada, Pérez-Correa y Pérez-Jiménez, 2019). Desafortunadamente, los
polifenoles y en general los antioxidantes son moléculas susceptibles a la
degradacion por condiciones propias del almacenamiento o del tracto
gastrointestinal, lo cual limita su actividad y compromete sus potenciales efectos
benéficos a la salud (Fang y Bhandari, 2010). Teniendo en cuenta esto, la
microencapsulacion es una técnica efectiva que puede mejorar la conservacion de
estos compuestos bioactivos durante el almacenamiento (Ye, Georges y Selomulya,
2018) y la digestion (Fang y Bhandari, 2010).

Entre los diferentes métodos de encapsulacion, las emulsiones dobles (ED) son
sistemas con gran nimero de aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética
y de alimentos (Dickinson, 2011). Existen varios tipos de emulsiones dobles pero
las emulsiones dobles de tipo agua-en-aceite-en-agua, ademas de proteger
compuestos bioactivos contra la degradacion (Martins et al., 2020), ofrecen algunas
ventajas atractivas adicionales. Las ED en general son sistemas inestables (Yildirim,
Sumnuy Sahin, 2017) que deben ser cuidadosamente formulados para mantenerlos
fisicoquimicamente estables y funcionales durante el almacenamiento. Por ello, en
este proyecto se investigd el impacto de la fracciébn de extracto de xoconostle
encapsulado dentro de emulsiones dobles sobre la estabilidad de los sistemas y los
compuestos bioactivos responsables de su actividad antioxidante y antidiabética,
con la finalidad de ofrecer alternativas para el desarrollo de ingredientes y alimentos

con caracteristicas funcionales.
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2. Marco teorico
2.1 Diabetes

La diabetes, también conocida como diabetes mellitus, es probablemente una de
las enfermedades mas antiguas conocidas por el hombre. Fue reportado por
primera vez en un manuscrito egipcio hace unos 3000 afios (Olokoba, Obateru y
Olokoba, 2012). Los términos "Diabetes" y "Mellitus" se derivan del griego
"Diabetes" que denota "un transeunte; un sifon”, mientras que "Mellitus" denota
"dulce". Se cree que los griegos lo llamaron asi debido a las cantidades excesivas
de orina producidas por los diabéticos (Piero, Nzaro y Njagi, 2014).

2.1.1 Fisiopatologia

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que se ha convertido en un
problema de salud publica a nivel mundial (Chen, Wu, Zou y Gao, 2016). Este
desorden es causado por un metabolismo anormal de los carbohidratos con un
consecuente estado de hiperglicemia croénico que ocurre debido a deficiencias en la
secrecion de insulina, su accion, o ambas. La insulina es una hormona pancreatica
responsable de regular los niveles de glucosa en sangre como parte del
metabolismo energético. Cuando hay hiperglicemia, el cerebro la detecta y envia un
mensaje a través de impulsos nerviosos al pancreas y a otros 6rganos involucrados
en el metabolismo de carbohidratos, a fin de que disminuyan su actividad. La
homeostasis de la glucosa depende de la regulacion hormonal del consumo de
glucosa y la produccién enddgena de ésta, principalmente en el higado, musculo y
tejido adiposo. Una alteracion en la homeostasis de la glucosa puede ocurrir por la
combinacion de uno o mas factores que incluyen ocho mecanismos patofisiolégicos

(Santos, Freitas y Fernandes, 2018):

o Disminucion en la secrecién de insulina por las células B del pancreas
o Aumento en la secrecién de glucagon por las células a del pancreas
o Aumento en la produccion de glucosa en el higado

o Disfuncion de neurotransmisores y resistencia a la insulina

o Aumento de la lipdlisis

o Incremento de la reabsorcién renal de glucosa
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o Disminucion del efecto de las incretinas en el intestino delgado
o Deterioro o disminucion de la captacion de glucosa en tejidos periféricos
como el musculo esquelético, tejido adiposo e higado, que resulta en una

condicion de hiperglicemia.

2.1.2 Clasificacién

La diabetes mellitus puede clasificarse con base en diferentes criterios, sin
embargo, segun la Asociacion Americana de Diabetes, la clasificacibn mas comun
es la siguiente (Asmat, Abad e Ismail, 2016; Crawford, 2017):

o Diabetes tipo | (insulinodependiente): Causada por la destruccion
autoinmune de las células B del pancreas, ocasionando deficiencia de
insulina.

o Diabetes idiopatica: Es la diabetes tipo | sin etiologia conocida y es un tipo
de diabetes altamente heredada.

o Diabetes tipo Il (no-insulinodependiente): Causada por un defecto en la
secrecion de insulina y resistencia a la insulina.

o Diabetes mellitus gestacional: Es cualquier forma de intolerancia a la

glucosa con inicio o primer reconocimiento en el embarazo

Sin embargo, generalmente la diabetes se clasifica en dos tipos principales:
diabetes tipo | y diabetes tipo Il (Asmat et al., 2016). La diabetes tipo |l propiamente
ocurre cuando el cuerpo no puede utilizar la insulina que produce, disminuyendo la
capacidad de regular el metabolismo de la glucosa, en un mecanismo conocido
como resistencia a la insulina (Crawford, 2017). Con la progresién de la enfermedad
el pancreas eventualmente disminuye la produccion de insulina (deficiencia de
insulina) promoviendo la hiperglicemia y otras complicaciones y dafios como la
disfuncion y falla multiorganica o de tejidos, y complicaciones metabdlicas
importantes como la neuropatia, retinopatia, nefropatia, enfermedades
cardiovasculares y amputacion de extremidades (Santos et al., 2018; Vilcacundo,
Martinez-Villaluenga y Hernandez-Ledesma, 2017). La diabetes mellitus tipo Il es la
mas frecuente (90%) y es el tipo de diabetes asociada con la obesidad (Paiz et al.,

2010). La obesidad a su vez es una enfermedad cronica de etiologia multifactorial
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gue se desarrolla a partir de la interaccidn de la influencia de factores sociales, de
comportamiento, psicologicos, metabdlicos, celulares y moleculares. En general, se
define como el exceso de grasa (tejido adiposo) en relacion con el peso (Soto-
Estrada et al., 2018).

2.1.3 Epidemiologia

La Federacién Internacional de Diabetes (FID) estimé que la diabetes mellitus
impacta a 415 millones de personas en el mundo y que 315 millones de personas
mas viven con cierto grado de intolerancia a la glucosa, lo cual los pone en riesgo
para desarrollar diabetes en un futuro (Chavez-Silva et al., 2018). En México, la
diabetes mellitus es la segunda causa de muerte y la enfermedad crénico-
degenerativa mas importante (Paiz et al., 2010). Segun datos de la misma FID, en
2015, México ocupd el sexto lugar mundial en prevalencia de diabetes con un
estimado de 11.4 millones de mexicanos afectados, cifra que podria aumentar hasta
los 17.5 millones en 2040 (Soto-Estrada et al., 2018). La Encuesta Nacional de
Salud (ENSA) y la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006, 2012
y 2016 sefalan que la prevalencia de diabetes en México presenta un patron de
distribucion heterogéneo, es decir, mayor en areas urbanas (8.2%, 15.5%, 9.7% y
9.4%, respectivamente) que en areas rurales (5.6%, 10.4%, 7% y 9.2%,
respectivamente). De acuerdo con estas mismas encuestas, la ceguera adquirida
por complicaciones de la diabetes también incrementd de 6.4 a 9.9% entre 2006 y
2016 y la tasa de amputacion de extremidades inferiores de 1.9% a 5.5%. Debido a
gue la diabetes tipo Il se asocia con la obesidad, no es de extrafiar que la
prevalencia de sobrepeso y obesidad en la poblacion mexicana adulta refleje un
incremento de 71.2% en 2012 a un 72.5% en 2016 (Pablo-Gutierrez et al., 2012;
Shamah-Levy et al., 2018).

2.1.4 Tratamiento de la diabetes mellitus tipo Il

Las estrategias terapéuticas para el control eficaz de la diabetes mellitus tipo Il en
sus primeras etapas se basan en la modificacion de los habitos dietéticos, pautas

para la realizacion de ejercicio fisico y la administracion de agentes
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hipoglucemiantes (farmacos) (Ahmad y Crandall, 2010; Paiz et al., 2010; Vilcacundo
et al., 2017).

El tratamiento farmacologico de la diabetes tipo Il consiste en diferentes grupos de
farmacos que muestran diferentes mecanismos de accion, debido a que actian en
distintos objetivos terapéuticos; sin embargo, todos se enfocan en la reduccion y
control de los niveles de glucosa en sangre y por lo tanto en sus complicaciones.
Estos farmacos se clasifican de acuerdo con sus efectos bioldgicos como:
secretagogos de insulina (sulfonilureas, meglitinidas, inhibidores de la dipeptidil
peptidasa 4 [DPP-4] e incretinomiméticos), sensibilizadores de insulina (biguanidas,
tiazolindinedionas), antihiperglicemiantes (acarbosa), inhibidores de la recaptura de
glucosa (glifozina) (Chavez-Silva et al., 2018), inhibidores del cotransportador sodio-
glucosa e inhibidores de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa (Olokoba et al.,
2012; Santos et al., 2018; Sohretoglu, Sari, Barut y Ozel, 2018). A pesar de la
diversidad de farmacos, con frecuencia un solo farmaco no es suficiente para el
control eficiente de la enfermedad y una vez que la diabetes alcanza su etapa
degenerativa, el tratamiento se vuelve costoso y generalmente inaccesible para la

mayoria de las personas de paises en vias de desarrollo (Paiz et al., 2010).

2.2 Inhibidores de la a-amilasa y a-glucosidasa

La a-amilasa es una enzima que hidroliza los polisacaridos de la dieta y los
transforma en oligosacéaridos, mientras que la a-glucosidasa es una enzima que
cataliza el paso final en la hidrdlisis de los carbohidratos para la obtencién de
monosacaridos a partir de los disacaridos y oligosacaridos liberados por a-amilasa
(de Melo, Silveira y Carvalho, 2006; Xu et al., 2018). Los inhibidores de estas
enzimas entonces previenen la transformaciéon de polisacaridos, oligosacéridos y
disacéaridos en monosacéridos absorbibles, lo que a su vez conduce a una digestiéon
0 absorcion retardada de los carbohidratos intestinales reduciendo la hiperglicemia
posprandial (Chen et al., 2016). Sin embargo, los farmacos inhibidores
comercializados actualmente son de elevado costo y han sido comiUnmente
asociados con efectos secundarios como hepatotoxicidad, atrofia cerebral, anorexia
nervosa, etc. (Soni et al., 2018). Ademas, la mayoria de los inhibidores sintéticos
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como la acarbosa o el miglitol tienen fuertes propiedades inhibitorias, lo que causa
una fermentacion anormal de sacaridos no digeridos en el colon (Herrera, del Hierro,

Fornari, Reglero y Martin, 2019) ocasionando dolor abdominal y flatulencia.

Por ello, es importante buscar nuevos potenciales inhibidores con menores efectos
adversos (Sohretoglu et al., 2018). En este sentido, los medicamentos de origen
natural han despertado gran interés. El consumo de inhibidores de la a-glucosidasa
analogos naturales y derivados de alimentos o suplementos de origen vegetal ofrece
una estrategia atractiva para controlar la hiperglucemia posprandial debido a su bajo
costo y baja incidencia de los principales efectos secundarios indeseables (Chen et
al.,, 2016). De hecho, La Organizacion Mundial de la Salud reconoce el uso de
productos naturales como tratamientos baratos y efectivos contra la diabetes, sin
embargo, el mal uso terapéutico de estas opciones naturales también podria
acarrear consigo alteraciones en la salud, por lo que la evaluacion cientifica de los

riesgos y beneficios de este tipo de terapias adquiere relevancia (Paiz et al., 2010).

2.3 Medicina tradicional contra la diabetes

Existen actualmente buena cantidad de estudios cientificos que confirman la
actividad farmacoldgica de ciertos extractos naturales de fuentes muy diversas
contra algunos padecimientos de tipo cronico. Por ejemplo, se ha reportado que el
extracto de arandano (Vaccinium spp.) posee actividad biolégica en padecimientos
oftalmolégicos, presion arterial y colesterol, asi como propiedades antidiabéticas y
proteccion contra el estrés oxidativo, siendo estos beneficios atribuidos
principalmente a compuestos fendlicos como las antocianinas, acidos fendlicos y
proantocianidinas, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en muchas

plantas y frutos como metabolitos secundarios (Wu et al., 2017).

También se ha reportado que el consumo de manzana o extracto de manzana
reduce el riesgo de padecer enfermedades cronicas como el cancer, enfermedades
cardiovasculares y diabetes tipo Il. Estos efectos protectores son principalmente
atribuidos, de igual manera, a compuestos antioxidantes como los polifenoles, y en

particular a los compuestos quimicos de las familias de los flavones, flavonoles,
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acidos hidroxicinamicos y antocianidinas. lgualmente, se cree que los compuestos
fendlicos inhiben la enzima a-glucosidasa, la cual tiene implicaciones importantes

en el metabolismo de los carbohidratos (Alongi et al., 2018).

En otro estudio se demostré que ciertos flavonoides como la fisetina (FS), presentes
en alimentos como la fresa, la manzana, el caqui o palosanto (Diospyros kaki), la
uva, la cebolla y el pepino, poseen multiples actividades farmacoldgicas incluyendo
propiedades antidiabéticas al regular la glucogendlisis y la gluconeogénesis in vitro.
Estos efectos se atribuyen a su capacidad antioxidante (Prasath y Subramanian,
2011).

Debe destacarse que la mayoria de estos potenciales efectos benéficos a la salud
son atribuibles a diversos compuestos antioxidantes presentes en los especimenes
descritos, sin embargo, el tipo de publico que se veria mayormente beneficiado del
consumo de estos extractos son personas con padecimientos cronicos como la
diabetes, en los cuales el consumo de extractos de frutos y en general de alimentos
ricos en azucares, debe ser regulado. Debido a esto, este proyecto se ha orientado
a un fruto con menor contenido de azlcares en su composicion, pero con los
mismos compuestos bioldgicos deseables. Este fruto se conoce como xoconostle
(Opuntia spp.). El uso tradicional de plantas del género Opuntia para tratar la
diabetes mellitus ha estimulado varias investigaciones destinadas a determinar las

cualidades atribuidas a esta especie (Paiz et al., 2010).

2.4 Xoconostle

El xoconostle (Opuntia spp.) pertenece a la familia de las cactaceas y es una
especie endémica de México con distribucion en la regién centro occidental, en los
estados de Durango, Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi, Jalisco,
Michoacan, Querétaro e Hidalgo (Arreola, 1988). México tiene alrededor de 15
especies reconocidas de xoconostle, pero hay otras 20 o mas especies endémicas

no reconocidas (Espinosa-Mufioz et al., 2016).

El xoconostle es un fruto que posee un color rojo-rosado por fuera y amarillo-rosado

por dentro, mientras que las semillas son de color rojo intenso (Osorio-Esquivel,
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Ortiz-Moreno, Alvarez, Dorantes-Alvarez y Giusti, 2011). Existen diferentes
especies y variedades de xoconostle, sin embargo, en todas ellas se pueden
distinguir tres partes principales: el epicarpio (cascara de la fruta delgada, 0.18 +
0.05 cm de grosor), el mesocarpio (pulpa del xoconostle, 1.21 = 0.14 cm de grosor)
y el endocarpio (parte mucilaginosa que contiene las semillas) (Fig. 1), de las cuales
el pericarpio y el endocarpio son generalmente desechados antes del consumo

(Osorio-Esquivel et al., 2011; Pérez-Alonso et al., 2015).

Epicarpio Endocarpio

Mesocarpio

Fig. 1. Esquema del fruto de xoconostle. Se muestra (a) el fruto entero y (b) sus partes. (Osorio-
Esquivel et al., 2011).

El xoconostle tipicamente crece en areas semiaridas en el centro y norte de México,
donde prospera igualmente bien en “nopaleras” silvestres (comunidades de plantas
dominadas por Opuntia spp.); huertos y plantaciones comerciales. Es un arbusto
gue mide hasta 2,0 m de altura, con un tallo bien definido. Los cladodios obovados,
ovados o romboides miden hasta 28 cm de largo por 21 cm de ancho; la epidermis
es glabra (ocasionalmente cerosa), verde claro (ligeramente amarillenta) con
manchas purpuras debajo de las areolas en invierno; Los frutos presentan formas
globosas a subglobosas y cilindricas, de 3.5 cm de largo y hasta 5.5 cm de diametro,
con una cicatriz floral de color verde amarillento hundido, facilmente reconocible por
una cascara gruesa con una consistencia blanda y sabor acido (Paiz et al., 2010).
El xoconostle tiene gran relevancia debido a que crece en zonas aridas y

semiaridas, donde la accesibilidad a otros vegetales es baja (Morales et al., 2012).
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2.4.1 Composicion quimica del xoconostle

El xoconostle contiene azucares de rapida digestibilidad, fibra dietética, acido
ascorbico, polifenoles, carotenoides y betacianinas (Espinosa-Mufioz et al., 2016;
Herndndez-Fuentes et al., 2015), los cuales se sabe que poseen actividad como
hipoglucemiantes o hipolipemiantes y antioxidantes (Morales et al., 2012). En la
Tabla 1 se muestra la composicion proximal de la pulpa y las semillas de dos

variedades de xoconostle.

Tabla 1
Composicién nutricional de frutos de xoconostle. #

Pardmetros Opuntia joconostle cv. Cuaresmefio  Opuntia matudae cv. Rosa

nutricionales Pulpa Semillas Pulpa Semillas
Humedad 93.24+0.02 73.95+£1.09 94.11+0.00 60.4410.66
Proteina 0.66+0.01 2.1240.00 0.56+0.00 3.45+0.02
Grasa 0.03+0.0 2.45+0.05 0.04+0.00 3.52+0.12
Carbohidratos totales ®  3.69 1.71 3.93 1.56
Azucares solubles 2.02+0.09 0.95+0.09 1.56£0.17 1.47+0.19
Fructosa 1.38+0.03 0.71+0.07 0.87+0.03 0.99+0.12
Glucosa 0.37+0.05 0.15+0.01 0.35+0.13 0.34+0.05
Sacarosa 0.27+0.01 0.09+0.00 0.34+0.01 0.14+0.02
Fibra dietética total 2.31+0.12 19.22+0.15 1.74+0.07 30.1+0.64
Fibra insoluble 1.45+0.07 18.85+0.12 1.16+0.01 29.04+0.57
Fibra soluble 0.86+0.05 0.36+0.03 0.58+0.07 1.13+0.07
Cenizas 0.07+0.00 0.54+0.01 0.11+0.00 0.85+0.04

A Los resultados se expresan como g/100g de peso fresco. La media + DE, n=3.
B Los carbohidratos totales se calcularon como la diferencia de los valores de humedad, proteina, grasa,
cenizas y fibra. (Morales et al., 2012).

2.4.2 Consumo de xoconostle en México

El consumo tipico de xoconostle en la dieta de una poblacion rural mexicana es
realmente bajo (0.62 g de materia fresca de porcién comestible / dia / persona) en
comparacion con el consumo de verduras convencionales tales como los tomates o
las papas (24.67 y 16.64 g de materia fresca de porcion comestible / dia / persona
respectivamente). El consumo bajo de xoconostle se atribuye, entre otras cosas, a
la falta de conocimiento del potencial del fruto o bien al desplazamiento de estos
productos regionales por productos con bajo valor nutricional (Hervert-Hernandez,
Garcia, Rosado y Gorii, 2011; Morales et al., 2015).
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2.4.3 Uso tradicional del xoconostle

Es una fruta acida ampliamente consumida fresca o procesada en mermeladas,
dulces, polvos, jugos, salsas picantes y bebidas alcohdlicas (Hernandez-Fuentes et
al., 2015; Morales et al., 2012; Morales et al., 2015; Osorio-Esquivel et al., 2011;
Pérez-Alonso et al., 2015).

En México, el uso de especies de Opuntia (pertenecientes a la familia Cactaceae)
es un tratamiento alternativo que se usa comunmente para la diabetes desde
tiempos antiguos. Esta planta se puede tomar antes del desayuno preparando un
batido hecho con el mesocarpio. Las especies mas utilizadas para este propdsito
incluyen O. joconostle silvestre, O. leucotricha y O. streptacantha, y O. ficus indica
Mill y O. matudae Scheinvar, esta ultima cultivada comercialmente en el Estado de
México (Paiz et al., 2010).

El consumo de xoconostle, debido a su contenido de polifenoles, puede ayudar a
mejorar la salud humana; contribuyendo a la prevencion de enfermedades cronicas
y otros problemas en los seres humanos, como diabetes, obesidad y enfermedades
respiratorias (Morales et al., 2012). Pimienta-Barrios, Méndez-Moran, Ramirez-
Hernandez, Garcia de Alba-Garcia y Dominguez-Arias (2008) reportaron que el
pericarpio de frutos de xoconostle ayuda a disminuir los niveles de colesterol en la
sangre y a aumentar la insulina. De hecho, tradicionalmente se utiliza este fruto para

tratar empiricamente algunas de estas enfermedades desde hace ya muchos afios.

2.4.4 Actividad antidiabética del xoconostle

El efecto antidiabético del xoconostle ha sido confirmado cientificamente en algunos
ensayos in vitro e in vivo. Medina-Pérez et al. (2019) evaluaron la actividad
antidiabética in vitro de distintas partes morfolégicas del fruto de xoconostle
(endocarpio, mesocarpio, pericarpio y fruto completo), en términos de poder de
inhibicion de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa. Los autores reportaron un
poder antidiabético mayor en el fruto completo dependiente de la concentracion,
gue se mantuvo incluso después de la digestién simulada (=50% de inhibicién de

las 2 enzimas). Paiz et al. (2010) administraron un extracto acuoso liofilizado de
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mesocarpio y cladodios de xoconostle a un modelo biolégico de 40 ratas macho de
la cepa Wistar durante 12 semanas, demostrando que los animales que habian sido
suplementados con 100 mg de extracto liofilizado / kg de peso mostraban una
disminucién estadistica (p < 0.01) de la glucosa en comparacion con el grupo control

(animales suplementados con agua).

La importante actividad antidiabética y antioxidante que exhiben los frutos de
xoconostle se han relacionado con cantidades importantes de polisacaridos,
ademas de lignanos, flavonoles y acidos fendlicos presentes en su composicion

(Aruwa, Amoo y Kudanga, 2018).

2.5 Principales compuestos bioactivos del xoconostle

Este fruto ha sido estudiado por la presencia de compuestos bioactivos como
betacianinas y diversos compuestos fendlicos. Los efectos benéficos de este fruto,
al igual que los de otros frutos, se han atribuido a su actividad antioxidante
relacionada con la composicion y concentracion de compuestos fendlicos (Osorio-
Esquivel et al., 2011). Algunos autores han estudiado el valor de los subproductos
del xoconostle como lo son el pericarpio (cascara) y el endocarpio (semillas) y han
reportado cantidades importantes de otros nutrimentos como el a-tocoferol y 4cido

ascorbico (Morales et al., 2015).

2.5.1 Compuestos fendlicos

El xoconostle es un fruto rico en compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos
se pueden definir como sustancias que poseen un anillo aromatico, que llevan uno
0 mas grupos hidroxilo, incluidos sus derivados funcionales (Andrés-Lacueva et al.,
2010). Las plantas pueden contener una gran variedad de derivados fendlicos que
incluyen fenoles simples, fenilpropanoides, derivados de &cidos benzoicos,
flavonoides, estilbenos, taninos, lignanos y ligninas. Los &cidos fendlicos
constituyen aproximadamente un tercio de los fenoles dietéticos, que pueden estar
presentes en las plantas en forma libre y unida. Los compuestos fendlicos tienen
funciones como antibioticos, pesticidas naturales, agentes protectores contra la luz

ultravioleta (UV), materiales aislantes para hacer que las paredes celulares sean

ENCAPSULACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DE XOCONOSTLE DENTRO DE EMULSIONES DOBLES W1/0/W, 12



José Antonio Estefes Duarte

impermeables al gas y al agua, y como materiales estructurales para dar estabilidad
a las plantas. Muchas propiedades de las plantas, como la astringencia, los efectos
benéficos para la salud o sus posibles propiedades antinutricionales estan
asociadas con la presencia, el tipo y el contenido de sus compuestos fendlicos
(Osorio-Esquivel et al., 2011). Los compuestos fendlicos del xoconostle son de
particular interés en esta investigacion puesto que se cree que pueden tener efecto

inhibitorio sobre la a-glucosidasa intestinal reduciendo la glicemia posprandial.

2.5.2 Flavonoides

Los flavonoides comprenden un amplio grupo de metabolitos secundarios
producidos por las plantas. Son polifenoles derivados de la benzo-4H-pirona los
cuales en general contienen dos anillos aromaticos (A y B) unidos a través de un
anillo 4H-pirano (C) y se clasifican segun el estado de oxigenacion y la instauracion
de la unidad C3. Las principales subclases de flavonoides son las flavonas,
flavonoles, flavanonas, flavan-3-oles e isoflavonas. En la naturaleza se encuentran
como glucésidos y sus residuos glucosidicos pueden tener sustituyentes unidos a
ellos. Son parte importante de la dieta humana ya que se encuentran en alimentos
como las verduras, frutas, el té, el cacao, el vino (Sohretoglu et al., 2018) y el
xoconostle (Aruwa et al., 2018). Recientemente, Ng y See (2019) reportaron que los
flavonoides de las plantas tienen potencial antidiabético mediante la inhibicion de
enzimas que hidrolizan carbohidratos, incluso después de la digestion. La estructura

molecular de algunos flavonoides comunes se muestra en la Fig. 2.

2.5.3 Betalainas

Los frutos de xoconostle deben su color a la presencia de betalainas, que son
pigmentos N-heterociclicos solubles en agua depositados en vacuolas. El acido
betalamico es el precursor comin de estos compuestos que consiste en un sistema
de 1,7 diazaheptametina, un sistema extendido de electrones 1 que exhibe un color
amarillo canario. El acido betalamico se puede condensar con ciclo-Dopa para

producir betanidina, el aglicon precursor comun de las betacianinas rojas. La beta-
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Fig. 2. Estructuras moleculares de los flavonoides: kaempferol (1), quercetina (2), kaempferol 3-O-
B-glucopirandsido (3), quercetina 3-O-B glucopirandésido (4), quercetina 3-O-3-galactopirandsido (5),
isoramnetina 3-O-B-glucopiranésido (6), quercetina 3-O-(6"-O-galoil) B-galactopirandsido (7),
quercetina 3-O-(3"-O-galoil) - B galactopiranésido (8), quercetina 3-O-(6"-O-galloyl) -B-
glucopirandsido (9), kaempferol 3-O-viciandsido (10), quercetina 3-O-viciandsido (11). La base de
nomenclatura de los flavonoides se muestra en el nimero 1 como ejemplo (S6hretoglu et al., 2018).

ENCAPSULACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DE XOCONOSTLE DENTRO DE EMULSIONES DOBLES W1/0/W, 14



José Antonio Estefes Duarte

nidina a su vez puede estar glicosilada y / o acilada, produciendo 29 estructuras
genuinas conocidas hasta la fecha. Debido al estereocisomerismo en C15, su
namero se duplica, a excepcion de la neobetanina (14,15 dehidrobetanina) que esta

desprovista del centro quiral en C-15.

Las betalainas més importantes de los frutos de cactus son las betacianinas (de
color rojo) y betaxantinas (de color amarillo), las cuales han demostrado ser
potentes pigmentos antioxidantes (Osorio-Esquivel et al., 2011). Diversos estudios
han demostrado que las betalainas presentes en la dieta son capaces de inhibir la
formacion de tumores in vivo en modelos de ratones y la proliferacion de células
cancerosas en ensayos con lineas celulares (Gandia-Herrero y Garcia-Carmona,
2013). No obstante, la estabilidad de las betalainas se ve afectada por factores
como la actividad de agua, la exposicion al oxigeno, la luz y la temperatura, por lo
gue su biodisponibilidad en productos adicionados se ve comprometida por las
condiciones de almacenamiento o manipulacion (Otélora, Carriazo, lturriaga,
Nazareno y Osorio, 2015). La Fig. 3 muestra la estructura quimica general de las
betalainas.
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Fig. 3. Estructura general de (a) acido betalamico, (b) betacianinas y (c) betaxantinas. (Azeredo,
2009).
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2.5.4 Taninos

El xoconostle contiene otro tipo de compuestos bioactivos conocidos como taninos
(Guzméan-Maldonado et al., 2010), los cuales se ha reportado que poseen actividad
inhibitoria contra las enzimas a-amilasa y glucoamilasa (Links, Taylor, Kruger y
Taylor, 2015). Los taninos se definen como compuestos fenélicos solubles en agua
que tienen pesos moleculares de entre 500 y 5000 D. Son compuestos conocidos
por su capacidad de unién con otras moléculas como alcaloides, gelatina y otras
proteinas, entre otros. Se pueden clasificar en dos categorias: taninos hidrolizables
y no hidrolizables o condensados. Los taninos hidrolizables contienen un nucleo
central de alcohol polihidrico como la glucosa y los grupos hidroxilo, los cuales estan
esterificados parcial o totalmente con el acido galico (galotaninos) o con el acido
hexahidroxidifenico (elagitaninos). De este modo, la hidrdlisis quimica o enzimatica
de los galotaninos produce glucosa y acido galico, mientras que la lactonizacién del
acido hexahidroxidifenico presente en los elagitaninos se emplea para producir el
acido elagico. Por otro lado, la estructura de los taninos condensados es mas
compleja. Son principalmente productos polimerizados de flavan-3-oles y flavan-
3,4-dioles, o una mezcla de ambos. Los taninos condensados se encuentran
presentes en gran variedad de frutos, vegetales, cacao, vino tinto, sorgo, mijo y las

leguminosas (Chung, Wong, Wei, Huang y Lin, 1998).

Los taninos, al igual que los flavonoides y otros compuestos relacionados, son
compuestos fendlicos antioxidantes capaces de sufrir reacciones de oxidacion y
perder su actividad biologica con rapidez, especialmente cuando se encuentran en
medios acuosos como el intestino (de Souza et al., 2018). Sechi et al. (2016)
sefialan que, a pesar de los efectos beneficiosos de antioxidantes en la prevencién
y el tratamiento de enfermedades, su baja solubilidad en agua, su inestabilidad
guimica, su absorcion deficiente y su metabolismo extenso y rapido contribuyen
dramaticamente a su baja biodisponibilidad, lo que limita su aplicacién clinica. En
este contexto, la encapsulacion de estos compuestos puede ayudar a superar estas

limitaciones fisicoquimicas y farmacocinéticas.
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2.6 Microencapsulacién de compuestos bioactivos

Los compuestos de los alimentos se han clasificado en diferentes categorias segun
Su estructura quimica y funciones: compuestos bioactivos solubles en agua que
incluyen citratos, norbixina, betalainas, la mayoria de los compuestos fendlicos,
flavonoides y antocianinas, y componentes solubles en lipidos como carotenoides,
tocoferoles, terpenoides y vitamina E (Carocho, Morales y Ferreira, 2018). No
obstante, la actividad antioxidante de las sustancias bioactivas puede verse
obstaculizada debido a su degradacion provocada por la luz, el oxigeno, la
temperatura, la humedad y la existencia de enlaces insaturados en las estructuras
moleculares (Ozkan, Franco, De Marco, Xiao y Capanoglu, 2019; Pimentel-
Gonzalez, et al., 2015). Por lo tanto, la microencapsulacion es una tecnologia
alternativa para mejorar la estabilidad de los compuestos bioactivos durante el
almacenamiento y la digestion, permitiéndoles mantener su potencial bioldgico
como antioxidantes (Fang y Bhandari, 2010) o, en este caso, como inhibidores

naturales de las enzimas a-glucosidasa y a-glucosidasa (efecto antidiabético).

2.6.1 Definicion

La microencapsulacién de componentes funcionales es un proceso de atrapamiento
de compuestos bioactivos (material del nucleo) dentro de una o mas clases de
materiales de cubierta (material de pared) para fabricar una capsula, tipicamente de
unos pocos micrones de diametro, denominada microcapsula (Fig. 4). Por lo
general, varias propiedades de las microcapsulas como su forma final y el tamafio
de particula pueden modificarse dependiendo del modo e ingredientes de
preparacion, por lo que la clasificacion de su arquitectura es, en la mayoria de los
casos arbitraria (Desai y Park, 2007). El proceso de microencapsulacién consiste
en recubrir uniformemente los ingredientes funcionales con materiales de grado

alimentario y biodegradables para separar la fase interna y la matriz circundante.
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Fig. 4. Diagrama de dos tipos de microcapsulas. (A) Estructura de una sola particula (B) Estructura
agregada. Adaptado de Desaiy Park (2007).

2.6.2 Funciones de la microencapsulacion

El objetivo principal de la encapsulacién de componentes funcionales es proteger
un material de condiciones adversas que pueden dafarlos como la luz, el oxigeno
y la humedad; sin embargo, en la industria de alimentos, la encapsulacién puede

realizarse con una mayor variedad de propaositos (Fang y Bhandari, 2010):

o Proteccion de un material de la degradacion mediante la reduccion de la
interaccion con el ambiente externo.

o Reduccion de la evaporacion o transferencia del material al ambiente

o Modificacion de las caracteristicas fisicas de un material para facilitar la
manipulacion.

o Control de la liberacion de un material en el tiempo 0 en un momento en
particular.

o Enmascaramiento de sabores o texturas desagradables de un material.

o Dilucion de un material que se requiere en cantidades muy pequeiias, a la
vez que se consigue una distribucion uniforme del material en un excipiente.

o Separacion de componentes de una mezcla que de otra forma reaccionarian

entre si.
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2.6.3 Métodos de microencapsulaciéon

La microencapsulacion se puede realizar a través de secado por aspersion (Li, Woo,
Patel y Selomulya, 2017), con el potencial de ajustar las propiedades coloidales y
de la superficie del material de alimentacion y su comportamiento de liberacion
controlada. Otras técnicas comunes que se han utilizado ampliamente para fabricar
microcapsulas en la industria alimentaria son el revestimiento de lecho fluidizado,
polimerizacion, coacervacion interfacial (Ozkan et al., 2019; Ye et al., 2018),
formacion de liposomas, separacién por suspension centrifuga, cocristalizacién y la
encapsulaciéon mediante emulsiones (Fang y Bhandari, 2010). La Fig. 5 muestra
algunas de las principales caracteristicas de los microencapsulados comunmente

utilizados en la industria de alimentos.

Material de . . . L i .
iy Ingrediente funcional Promotor de liberacion Técnica de encapsulacion
encapsulacion
Particulas Probioticos pH Basada en emulsiones
Polimeros (modificados) Acidos grasos sensibles Estrés mecanico Secado por aspersion

) L o , Recubrimient lecho|
(Co) polimeros sintéticos Antioxidantes Enzimas ecubrimiento por fecho

fluidizado
Moléculas de bajo peso . . . .,
1op Vitaminas Ultrasonido Extrusion
molecular
Sabores, aromas, .
Temperatura Coacervacion
colorantes
Medicamentos o - Evaporacion / cambio de
L Fuerza ionica
componentes similares solvente
Luz

Fig. 5. Principales materiales y técnicas empleados en la microencapsulacion de ingredientes
funcionales y algunos métodos de liberacién de componentes. Modificado de Corstens et al.
(2017).

2.7 Emulsiones

Algunos métodos de encapsulacion se basan en emulsiones. En general, una
emulsidn es un sistema que se compone de por lo menos dos liquidos inmiscibles

(tipicamente agua y aceite, aunque no siempre), en el cual uno de esos dos liquidos
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se ha dispersado en el otro en forma de pequefas gotas esféricas con ayuda de un
emulsificante y fuerza mecanica (Kale y Deore, 2017). Una macroemulsion
(emulsién convencional), contiene gotas con didmetros promedio de entre 100 nm
y 100 um. Estas emulsiones son termodinamicamente inestables y suelen ser
turbias u opacas a la vista debido a que las gotas de ese tamafio poseen un tamafo
similar a la longitud de onda de la luz y suelen dispersarla fuertemente. Asi mismo,
una nanoemulsion (de igual composicién que una macroemulsién, pero con gotas
bastante mas pequefias) posee gotas de entre 20-100 nm, lo que las vuelve mucho
menos opacas O casi transparentes, sin embargo, siguen siendo
termodindmicamente inestables debido a que las fases separadas tienen una
energia libre mas baja que las fases de aceite y agua emulsionadas. En contraste,
una microemulsion es un sistema termodinamicamente estable con didmetros de
gota de entre 5-50 nm, lo que las vuelve 6pticamente transparentes (McClements,

2010). Las principales caracteristicas de las emulsiones se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2

Propiedades de los diferentes tipos de emulsiones preparadas a partir de fases de agua y aceite.
Relacion

. .. Rango de Estabilidad . L.
Tipo de emulsién L L. superficie Apariencia
diametro termodinamica 5

/masa(m?/g)

Macroemulsién 0.1-100 um Inestable 0.07-70 Turbia/opaca

Nanoemulsién 20-100 nm Inestable 70-330 Transparente

Microemulsion 5-50 nm Estable 130-1300 Transparente

(McClements, 2010)

2.7.1 Clasificacion de emulsiones

Las emulsiones se suelen clasificar con base en su distribucion espacial de fases
oleosa y acuosa entre si. De este modo, un sistema que consiste de gotas de aceite
dispersas dentro de una fase acuosa se conoce como emulsion aceite-en-agua
(O/W por sus siglas en ingles Oil in Water). El liquido que se encuentra en menor
medida y que compone las pequefas gotas se llama fase dispersa o discontinua,
mientras que el liquido que rodea esas gotas, y que ademas es el componente

mayoritario de ese sistema, se conoce como fase continua o dispersante. Ahora
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bien, si en un sistema la fase dispersa consiste en gotas de aguay la fase continua
corresponde a un material oleoso, entonces estariamos hablando de una emulsién
agua-en-aceite (W/O por sus siglas en inglés Water in Oil) (McClements, 2010).
También se han desarrollado otro tipo de emulsiones conocidas como emulsiones

multiples o emulsiones dobles (Bakry et al., 2016).

2.8 Emulsiones dobles

Las emulsiones dobles (ED) se reportaron por primera vez en el afio de 1925 por
William Seifriz, en un grupo de trabajos de investigacion que reportaban el impacto
de la densidad del aceite sobre el tipo de emulsion formada. El autor observo que,
si se empleaba el aceite de paja como fase dispersa en una emulsion simple O/W,
se obtenia un comportamiento atipico y complejo donde las gotas de aceite de paja
(de 1 mm de diametro aprox.) contenian gotas mas pequefias de agua en su interior.
También reportd que este sistema se separo rapidamente dando lugar a emulsiones
individuales, por lo que las consideré sistemas de transicion inestables entre las
emulsiones W/O y O/W. Esto en realidad era el primer modelo de emulsiones dobles
reportado (Ding, Serra, Vandamme, Yu y Anton, 2018).

2.8.1 Clasificacion de las emulsiones dobles con base en su composicion

Las emulsiones dobles (ED) son sistemas multicompartimentales que contienen
gotas pequefias dentro de gotas mas grandes. Los dos principales tipos de
emulsiones dobles son emulsiones de agua-en-aceite-en-agua (W/O/W por sus
siglas en ingles Water in Oil in Water) y emulsiones de aceite-en-agua-en-aceite
(O/W/O por sus siglas en ingles Oil in Water in Oil) (Dickinson, 2011), aunque otro
tipo de emulsiones como las O/W/W (Oil in Water in Water) también han sido

reportadas (McClements, 2010).

2.8.1.1 Emulsiones dobles de tipo O/W/O

Las emulsiones de tipo aceite en agua en aceite (O/W/O) son sistemas con una fase
continua de aceite que contiene gotas de agua como fase dispersa, las cuales, a su
vez, contienen gotas mas pequefias de aceite en su interior (Fig. 6B). La

investigacién actual sobre este tipo de emulsiones se ha centrado principalmente
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en la encapsulacion de aceite de pescado en productos para untar y en la
preparacion de materiales en polvo a base de aceite de pescado (Muschiolik y
Dickinson, 2017)

2.8.1.2 Emulsiones dobles de tipo W/O/W

Las emulsiones dobles de tipo agua en aceite en agua (W/OW) se componen de un
sistema continuo de agua que contiene gotas de aceite con pequefas gotitas de
agua dentro de ellas (Fig. 6A). Debido a que, por lo general, la composicion quimica
de las fases acuosas de una emulsion W/O/W es diferente, en algunos casos es
conveniente abreviar W1/O/W2 para hacer distincion entre las dos fases acuosas W1

y W2 de las emulsiones (Muschiolik y Dickinson, 2017).

A B

) (QH— e (s
© (= e
// Fase acuosa o

Emulsién doble W/O/W Emulsion doble O/W/O

Fig. 6. Esquema de los dos principales tipos de emulsiones dobles. A Emulsion W/O/W y B Emulsién
O/W/O. Adaptado de Khan, Talegaonkar, Igbal, Ahmed y Khar (2006).

2.8.2 Clasificacion de las emulsiones dobles con base en su estructura
interna

Las emulsiones dobles también se han clasificado con base en el numero y
disposicion de las gotas internas dentro de las gotas mas grandes, distinguiéndose

tres tipos principales (Ding et al., 2018):

o Microcapsulas: En este tipo de emulsiones las gotas que conforman la fase
dispersa contienen solo una gota interna del compuesto encapsulado (Fig.
7A).
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o Multivesiculas: Las gotas de la fase dispersa encapsulan gran cantidad de
gotas internas (Fig. 7B).
o Microesferas: Las gotas que conforman la fase dispersa contienen gotas

heterogéneas distribuidas de una forma compleja (Fig. 7C).

A B

Fase primaria
dispersa O O

Fase continua

Q)
O

Fig. 7. Tipos de emulsiones dobles segun el tamafio y distribucion de las gotas internas.
A Microcépsulas. B Multivesiculas. C Microesferas. (Garti, 1997).

2.8.3 Ventajas de las emulsiones dobles W/O/W

Las emulsiones dobles W/O/W han tenido un creciente interés por parte de los
cientificos y tecn6logos de alimentos debido a tres razones principales. En primer
lugar, las emulsiones W/O/W permiten desarrollar alimentos reducidos en grasa
mediante el remplazo de una emulsion convencional O/W por una emulsion W/O/W.
Esto disminuye de forma importante el contenido de grasa de un alimento, pero
permite al consumidor mantener una percepcion oleosa al gusto. En segundo lugar,
las emulsiones W/O/W permiten encapsular y proteger compuestos afines al agua
como saborizantes 0 componentes bioactivos, y después liberarlos durante la

alimentacion o la digestion (Muschiolik y Dickinson, 2017). Ademas, las emulsiones
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dobles W/O/W, en general, poseen una menor viscosidad con respecto a las
emulsiones convencionales debido a la presencia de una fase acuosa externa, lo

gue facilita su manipulacion en &reas como el soporte nutricional (Khan et al., 2016).

Desde su creacion / descubrimiento hasta hoy en dia, se conoce que las emulsiones
dobles son mas dificiles de preparar que las emulsiones simples, ademas de que

su estabilidad es mas dificil de conseguir y mantener (Dickinson, 2011).

2.8.4 Problemas de inestabilidad de las emulsiones dobles

Los mecanismos de desestabilizacién de una ED pueden ser muy diversos y, en
general, dependen de su composicién y microestructura. Dickinson (2011) sugirio 4

mecanismos principales de desestabilizacion de las emulsiones dobles (Fig. 8):

o ElI'mecanismo A tiene que ver con la coalescencia de las gotas externas, lo
cual es muy similar a lo que ocurre en una emulsién convencional.

o El mecanismo B se refiere a la coalescencia de las gotas internas sin que
haya ningun cambio en la interface de las gotas externas.

o El mecanismo C es la unién o coalescencia de las gotas internas (W1) con
la interface externa, esto permite la transferencia de parte del componente
interno encapsulado a la fase continua de las emulsiones o0 Wo.

o El mecanismo D es el encogimiento o hinchamiento de las gotas internas
debido al intercambio de materia entre la fase interna y la fase externa a
través de la fase que mantiene separadas las otras dos fases de la misma
naturaleza. Es decir, en una emulsién W/O/W, parte de la masa de W1
atraviesa la fase oleosa (O) y se incorpora a la fase continua (W-2),
ocasionando una contraccion de las gotas. Si, por el contrario, parte de la
masa de W: atraviesa la fase oleosa que funciona como una membranay se
incorpora a W1, el fendOmeno que se observa es un hinchamiento de los

glébulos grasos y una posterior ruptura de los mismos.
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Fig. 8. Representacion esquemadtica de las principales vias de desestabilizacion de las emulsiones
dobles: A Coalescencia de las gotas externas. B Coalescencia de las gotas internas. C Coalescencia
de las gotas internas con las gotas externas y D encogimiento o hinchamiento de las gotas internas
(Dickinson, 2011).

Otros mecanismos de desestabilizacion pueden ser muy similares a los
mecanismos que provocan la inestabilidad en las emulsiones convencionales como
separacion gravitacional, floculacion, coalescencia, coalescencia parcial y/o
maduracion de Ostwald; sin embargo, debido a las multiples ventajas que ofrecen
con respecto a las emulsiones convencionales, las ED son sistemas con gran

potencial en la industria de alimentos que vale la pena investigar y conocer.

2.8.5 Estabilizantes de emulsiones

Gran parte de la ciencia y la tecnologia de las emulsiones tiene que ver con la
creacion de emulsiones que tengan una estabilidad cinética suficientemente larga.
En la industria de alimentos, se acostumbra incorporar sustancias llamadas
“estabilizadores” como emulsionantes, modificadores de textura, agentes de pesoy
retardadores de maduracion, los cuales mejoran el pronostico de estabilidad
cinética durante el almacenamiento (McClements, 2010). Algunas caracteristicas de

estos estabilizadores son las siguientes:
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Emulsionante: un emulsionante, emulsificante, tensioactivo o surfactante (surface
active agent), es una molécula de superficie activa que se adsorbe a la superficie
de las gotas formadas durante el proceso de homogeneizacion. Su propdsito es
facilitar la ruptura de las gotas durante la homogenizacién y evitar la agregaciéon de
las gotas ya formadas (McClements, 2010). El emulsionante lipofilico que se ha
utilizado ampliamente para la preparacion de emulsiones dobles W/O/W de grado
alimenticio es el poliricinoleato de poliglicerol (PGPR) en un rango del 4-6% en peso,
aunque se ha demostrado reiteradamente que estos valores pueden modificarse si
se utiliza un emulsionante hidrofilico disuelto en la fase W2 (Muschiolik y Dickinson,
2017). En la practica, se debe cuidar que el contenido de PGPR sea lo
suficientemente alto como para ser efectivo, y, al mismo tiempo, lo suficientemente
bajo como para evitar la percepcion desagradable del sabor y para que sea
compatible con los niveles maximos establecidos por la reglamentacion alimentaria

de cada pais, los cuales, son generalmente bajos (Dickinson, 2015).

Modificador de textura: un modificador de textura es una sustancia que espesa 0
gelifica la fase continua o incluso la fase interna. Su propdsito es mejorar la
estabilidad de la emulsion retardando o evitando el movimiento de las gotas
(McClements, 2010). El uso de biopolimeros de grado alimenticio (gomas, caseina,
proteina de suero lacteo, etc.) como agentes de peso, se ha reportado como una
estrategia eficaz para la estabilizacion de sistemas de emulsion doble (Dickinson,
2011).

Agente de peso: Un agente de peso es una sustancia que se agrega a las gotitas
para hacer coincidir su densidad con la fase continua circundante. Su propdsito es
reducir la fuerza de la gravedad que promueve la separacion y, por lo tanto, prevenir

o retrasar el cremado o la sedimentacién (McClements, 2010).

Retardador de maduracion: un retardador de maduracion es un material altamente
hidréfobo que se agrega a las gotas de lipidos con la finalidad de ralentizar o evitar

la maduracion de Ostwald (McClements, 2010).
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Como se ha descrito anteriormente, las emulsiones W/O/W también pueden
desestabilizarse por el encogimiento o hinchamiento de los glébulos grasos como
consecuencia de la difusion de masa entre las fases acuosas interna y externa. En
teoria, este fendmeno puede controlarse utilizando una fase oleosa de baja
solubilidad en agua y equilibrando cuidadosamente la diferencia de presion
osmotica entre las fases, empleando solutos como azlcares o electrolitos. No
obstante, lograr un equilibrio osmotico 6ptimo para la estabilizacién a largo plazo de
emulsiones incorporadas a productos alimenticios ya elaborados es un reto, en

muchas ocasiones, desafiante (Dickinson, 2015).

2.8.6 Preparacion de emulsiones dobles W/O/W

Es posible obtener emulsiones dobles mediante emulsificacion en una o dos etapas,
sin embargo, debido a que en algin momento el método de una sola etapa se
considero dificil de controlar, el método de dos etapas se volvido mas popular, de tal
manera que, en la actualidad, una buena parte de los sistemas de emulsiones
dobles reportados en la literatura cientifica se preparan bajo este método. En
general, en el primer paso se prepara una emulsién simple de tipo W/O. Esta
emulsién primaria tipicamente se realiza con un exceso de emulsificante hidrofébico
mediante homogenizacion mecéanica intensa a fin de obtener gotas del menor
tamafio posible. Después, para obtener la emulsion W/O/W, parte de la emulsién
primaria previamente formada (ahora llamada emulsion interna) se agrega de forma
suave a una fase acuosa continua en la cual se ha disuelto previamente un
emulsificante hidrofilico (Garti, 1997) (Fig. 9). Suele ser apropiado preparar la
emulsion primaria (W1/O) empleando condiciones de homogenizacion mas
enérgicas que la segunda, puesto que un proceso de emulsificacion suave en la
segunda etapa de formacion de emulsiones dobles evita la ruptura de los glébulos
internos formados en el primer paso. Es conveniente mencionar que, si este proceso
es demasiado suave, los sistemas obtenidos seran altamente polidispersos. Por el
contrario, si la homogenizacion es demasiado intensa, podria reducirse la eficiencia

de encapsulacion (Jiménez-Colmenero, 2013).
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Fig. 9. Representacion esquematica de la preparacion de emulsiones dobles por el método de dos
etapas. Adaptado de Garti (1997).

2.8.7 Investigacién en torno a emulsiones dobles
2.8.7.1 Estabilidad de los sistemas

Las emulsiones dobles W/O/W se han investigado con distintas finalidades y bajo
distintos enfoques, siendo la estabilidad de estos sistemas, uno de los aspectos mas
estudiados y reportados en la literatura. Por ejemplo, Balcaen, Vermier, Declerck y
Van der Meeren (2016) evaluaron la influencia de la gelificacion de la fase interna
en la estabilidad osmatica y de cizalla de emulsiones W/O/W. Ellos concluyeron que
la gelacion interna no pudo prevenir el encogimiento de los glébulos grasos después
de la dilucion de las ED en una solucion hipertonica, sin embargo, la gelificacion si
disminuy6 significativamente el hinchamiento de las gotas, atribuyendo este efecto
al incremento de la coalescencia de las gotas internas con las gotas externas que

ocurrio al gelificar la fase acuosa interna. Igbal, Baloch, Hameed y McClements
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(2013) desarrollaron emulsiones dobles controladas mediante hinchamiento
osmotico y gelificacion de la fase interna y concluyeron que, después de los
tratamientos, los parametros reolégicos incrementaron considerablemente con
respecto a emulsiones convencionales con similares contenidos de grasa, lo cual
puede ser util para crear alimentos con nuevas texturas o modificados en el
contenido de grasa. Recientemente, Khadem, Khellaf y Sheibat-Othman (2020)
investigaron el efecto de diferentes condiciones de operacién (fraccion de fase
interna, velocidad de agitacibn en la segunda etapa de preparacion, la
concentracion de sales y la fraccion de emulsion primaria) sobre las propiedades de
las emulsiones dobles durante la preparacion y el almacenamiento. Descubrieron,
entre otras cosas, que, durante la preparacion en dos etapas, la ruptura masiva de
las gotas controla el tamafio de glébulo externo y la tasa de liberacion del compuesto
encapsulado, mientras que, durante el almacenamiento, el hinchamiento en una
primera etapa y el sobre hinchamiento y ruptura de los glébulos en segundo lugar,
condicionan la estabilidad de las emulsiones. Este es uno de los pocos reportes
cientificos que describen el impacto de la fraccion encapsulada sobre la estabilidad
de los sistemas de emulsiones dobles, sin embargo, este reporte no se relaciona

con el uso de ED en alimentos funcionales.

2.8.7.2 Encapsulacion de compuestos bioactivos

El desarrollo de sistemas alimenticios mas saludables basados en emulsiones
dobles ha sido abordado, entre otros, por los autores Silva et al. (2018). Ellos
prepararon emulsiones dobles con cantidades optimas de acido gélico y quercetina
en las fases acuosa interna y externa y evaluaron su estabilidad durante el
almacenamiento. Sus resultados demostraron que los compuestos bioactivos
mejoraron la estabilidad oxidativa y la estabilidad fisica de las emulsiones dobles
durante 28 dias a 4°C, sugiriendo este tipo de preparaciones como sustitutos de
grasa y fuente de acidos grasos esenciales en la formulacién de alimentos estables

durante el almacenamiento.

La encapsulacién de compuestos bioactivos dentro de emulsiones dobles ha sido
investigada desde hace ya algun tiempo, sin embargo, hasta el momento y segun
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el conocimiento actual, la viabilidad de las emulsiones dobles W/O/W para
encapsular y proteger la actividad antidiabética de un extracto de xoconostle durante
el almacenamiento, no ha sido reportada. Algunos trabajos sobresalientes actuales

sobre encapsulacion de compuestos bioactivos se han resumido en la Tabla 3.

Tabla 3
Aplicaciones recientes de emulsiones dobles en la encapsulacidon de compuestos funcionales.
Tipo Objetivo de la investigacion Referencia
W/0O/W Evaluacion de la viabilidad de las emulsiones (Hemar, Cheng, Oliver,
dobles para encapsular resveratrol Sanguansri y Augustin,
2010)
W/0/W Efecto protector de emulsiones dobles contrala (Liu, Tan, Zhou, Muriel y

degradacién de antocianinas y cambios de color McClements, 2019)
inducidos por pH

W/0/W Formulacién de emisiones dobles estables (Buyukkestelli y El, 2019)
cargadas con hierro viable para el
enriquecimiento de alimentos

W/O/W + Encapsulacion de antocianinas de frambuesa y (Shaddel et al., 2017)
coacervacion evaluacion de distintos parametros
compleja fisicoquimicos de las ED, asi como la estabilidad

del material encapsulado
W/0/W Desarrollo de emulsiones dobles capaces de (Martins et al., 2020)
conservar la capacidad antioxidante de acido
galico encapsulado en W1, modificando el
emulsificante, el electrolito de la fase interna 'y
los polisacaridos disueltos en la fase externa

W/O/W: Emulsiones tipo agua en aceite en agua. ED: emulsiones dobles. W1: fase acuosa interna.

2.8.7.3 Emulsiones dobles bajo condiciones de digestién in vitro

Se ha sugerido que las emulsiones dobles también podrian proteger y liberar de
manera controlada los compuestos bioactivos durante los procesos digestivos
(Andrade, Wright y Corredig, 2018), ademas de sufrir modificaciones a lo largo del
proceso. Por ejemplo, las interacciones proteina-polifenol que ocurren cominmente
en sistemas de emulsiones dobles, generalmente reducen la actividad antioxidante
de los compuestos, sin embargo, el proceso de digestion también libera otras

macromoléculas capaces de mostrar efecto antioxidante (Flores y Kong, 2017).
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Dependiendo del componente encapsulado y los materiales empleados en su
encapsulacion, los reportes cientificos ofrecen una variedad de resultados con
tendencias diferentes. Andrade et al. (2018) investigaron el efecto del estado fisico
de la fase interna de emulsiones dobles sobre el comportamiento digestivo y la
liberacion de moléculas bioactivas como fitoesteroles, vitamina D3 y vitamina B12.
Su estudio demostré que las propiedades fisicas de la fase interna de las
emulsiones dobles W/O/W influyen en la digestion de los lipidos y las cinéticas de
liberacion de compuestos bioactivos durante la digestidon in vitro. Por otra parte,
Gasa-Falcon, Odriozola-Serrano, Oms-Oliu y Martin-Belloso (2017) reportaron que
la adicién de biopolimeros (1 g de fibra de mandarina / 100 g ED) a la fase acuosa
externa de nanoemulsiones dobles W/O/W, puede mejorar la bioaccesibilidad del B-
caroteno durante la digestion simulada. Méas recientemente, Dima y Dima (2020)
observaron que la presencia de iones calcio en el fluido intestinal simulado
disminuye el contenido de &cidos grasos libres por precipitacion, y disminuye la
bioaccesibilidad de la vitamina D3 encapsulada dentro de emulsiones W/O/W. Estos
reportes cientificos demuestran el impacto variable (positivo o negativo), que la
digestion humana simulada puede tener sobre los compuestos bioactivos
encapsulados bajo el método de emulsiones dobles, por lo tanto, la necesidad de
investigaciéon en torno a los cambios en la cantidad y actividad de moléculas
biol6gicamente activas del xoconostle atrapadas dentro de ED, durante la digestion

simulada, queda de manifiesto.
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3. Planteamiento del problemay justificacién

La diabetes es un padecimiento metabdlico cronico que se ha convertido en un
problema de salud publica a nivel mundial. En México, la prevalencia de diabetes
es de aprox. 10%. Actualmente, la terapia mas eficaz para el tratamiento de la
diabetes mellitus es el control glucémico mediante farmacos (Blonde, 2012). Estos
farmacos ejercen su accién mediante distintos mecanismos entre los cuales se
encuentra la inhibicibn de las enzimas digestivas a-amilasa y a-glucosidasa
(Chavez-Silva et al., 2018). Aunque existen varios medicamentos que ejercen esta
actividad farmacolégica, recientemente gran cantidad de pacientes estan optando
por el uso de alimentos o componentes naturales de alimentos en el control
glicémico de la diabetes, lo cual, a su vez, ha despertado gran interés médico y
cientifico (Benalla, Bellahcen y Bnouham, 2010). Algunos potenciales benéficos de
la utilizacion de tratamientos naturales basados en plantas contra la diabetes
podrian girar en torno a su bajo costo y baja incidencia de efectos secundarios
indeseables que llegan a ocasionar los farmacos. En México se han empleado
tradicionalmente las estructuras vegetativas y reproductivas de las plantas de
Opuntia ssp. como tratamiento alternativo de la diabetes mellitus y otras
enfermedades (Pimienta-Barrios et al., 2008). El xoconostle es un fruto que
pertenece al género Opuntia y es endémico de México con distribucidn en la region
centro-occidental. Entre los principales beneficios a la salud que se la atribuyen al
xoconostle destacan las propiedades antioxidantes y antidiabéticas, las cuales han

sido confirmadas cientificamente.

Los compuestos fendlicos y en general los compuestos antioxidantes del xoconostle
se han relacionado con su poder antidiabético, sin embargo, la integridad de estas
moléculas bioactivas puede verse obstaculizada debido a su degradacion por la luz,
oxigeno, humedad y procesos de digestion. En este sentido, la microencapsulaciéon
es una tecnologia que puede ayudar a superar estas limitaciones fisicoquimicas y
farmacocinéticas. Existen varios métodos de encapsulacion de compuestos
bioactivos, sin embargo, la encapsulacion mediante emulsiones dobles es una

técnica novedosa que permite desarrollar alimentos con bajo contenido grasoy a la
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misma vez proteger compuestos acuosos en su interior. Las emulsiones dobles
actualmente son objeto riguroso de estudio cientifico debido a su baja estabilidad
cinética y su conveniente uso como ingredientes alimenticios, no obstante, la
encapsulacién de bioactivos de xoconostle mediante emulsiones dobles con la
finalidad de preservar su actividad biolégica durante el almacenamiento y la

digestion no ha sido reportada todavia.

Esta investigacion puede, en primera instancia, promover el uso y recomendacion
de consumo de extracto de xoconostle como tratamiento alternativo de la diabetes
mellitus. Después, el estudio de la estabilidad de compuestos bioactivos y la
actividad antidiabética del extracto de xoconostle encapsulado mediante
emulsiones dobles podria contribuir al desarrollo de ingredientes y alimentos
funcionales estables basados en esta tecnologia. Ademas, los resultados de este
estudio podrian tener futura aplicacion en la incorporacién de extractos bioactivos
del xoconostle a matrices alimenticias ricas en carbohidratos hidrolizables que sean
estables durante el almacenamiento y que resistan los procesos digestivos,
disminuyendo el aporte neto de glucosa de esos alimentos al paciente con diabetes

o al publico en general.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

o Evaluar los compuestos bioactivos y la actividad antidiabética de un extracto
de xoconostle encapsulado dentro de emulsiones dobles de tipo agua-en-
aceite-en-agua, asi como la estabilidad fisica de los sistemas durante

condiciones de almacenamiento y digestion simulada.
4.2 Objetivos especificos

o Desarrollar un sistema de encapsulacion del extracto con diferentes
cantidades de fase acuosa interna mediante el método de emulsiones
dobles.

o Conocer la estabilidad fisica de los sistemas de emulsiones dobles mediante
la determinacion de parametros fisico-quimicos como morfologia, tamafio de
gota, eficiencia de encapsulacion, viscosidad y pH durante 48 dias de
almacenamiento.

o Evaluar la estabilidad del extracto encapsulado mediante la determinacién de
compuestos bioactivos y actividad antioxidante durante 48 dias de
almacenamiento.

o Determinar el poder antidiabético del extracto durante el almacenamiento
mediante ensayos de inhibicidn de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa
durante 48 dias de almacenamiento.

o Probar el poder protector del encapsulado sobre la actividad biologica de los
compuestos bioactivos de xoconostle durante la digestion en un ensayo in

vitro.
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5. Materiales y métodos
5.1 Material vegetal y reactivos

Xoconostles de la variedad Opuntia oligacantha C. F. Forst en estado de madurez
fisioldégica fueron adquiridos en el municipio de Tezontepec de Aldama, Hidalgo,
México. Los emulsificantes poliricinoleato de poliglicerol (PGPR 90, GRINDSTED®)
y DATEM (ésteres de mono y diglicéridos de acido diacetil tartarico, PANODAN®)
fueron adquiridos de Danisco S. A. (México, S.A. de C.V. [México, D.F. México]). El
aislado proteico de suero lacteo (WPI, 9410) se adquirié de Hilmar™ y el aceite de
canola (Capullo®, Unilever de México, S.A. de C.V., Tultitlan, Edo. de México,
México) se compré en un establecimiento local de Tulancingo, Hidalgo. Las enzimas
a-amilasa de Saccharomyces cerevisiae (EC 3.2.1.1), alfa a-glucosidasa de Bacillus
licheniformis (EC 3.2.1.20), pepsina de mucosa gastrica porcina (EC 3.4.23.1),
pancreatina de pancreas porcino (4 x USP), las sales biliares y los reactivos Folin-
Ciocalteu, p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido, 4-nitrofenol, acido 3-5 dinitrisalicilico
(DNS), &cido galico, acido ascérbico, quercetina, catequina, 2,2-Azino-bis (3-
ethilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) sal de diamonio (ABTS™), 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH") fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo., U.S.A.).
La solucion enzimatica de pectinasas y hemicelulasas fue de Rohapect®BLL,
Paniplus, S.A., Querétaro, México. Los solventes organicos metanol y etanol fueron
de grado analitico y se adquirieron de Fermont® (PA Cert.). El acido clorhidrico
(HCI), el hidréxido de sodio (NaOH) y demas sales y reactivos empleados para la
preparacion de buffers y soluciones digestivas fueron adquiridos de J.T Baker©
(Fisher Scientific SL).

5.2 Obtencidén del extracto de xoconostle

Se empled la metodologia descrita por Pérez-Alonso et al. (2015) con algunas
adecuaciones. Los frutos enteros se seleccionaron y lavaron con agua destilada.
Después, se dejaron secar para posteriormente ser pesados y molidos empleando
una licuadora industrial (BLENDER). La pulpa se filtr6 con ayuda de un tamiz No.
100 (0.149 mm) y el filtrado obtenido se incubé durante 3 h a 20°C en total oscuridad

con una solucion enzimatica de pectinasas y hemicelulasas en una proporcion de
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100 uL de solucion por cada 200 mL de filtrado de xoconostle. Para eliminar sélidos,
el filtrado se centrifugo (centrifuga HERMLE Z36HK) a 8 000 rpm durante 10 min a
4°C y se filtr6 nuevamente con papel Whatman No. 4 con ayuda de una bomba de
vacio (BUCHI Labortechnik AG). El extracto se almacend en tubos de centrifuga de
50 mL a -75°C en ultracongelacion hasta su posterior utilizacion en la preparacion

de los sistemas de emulsiones dobles.

5.3 Preparacion de emulsiones dobles

La preparacion de las emulsiones dobles se llevo a cabo por el método general de
dos etapas descrito por Martins et al. (2020), con modificaciones. En la primera
etapa se formé una emulsién simple agua-en-aceite (W1/O) empleando extracto de
xoconostle como fase acuosa (W1) y aceite de canola como fase oleosa (O) y en la
segunda etapa se re-emulsifico parte de la emulsion simple en una segunda fase
acuosa (W) para formar los sistemas de emulsion doble agua-en-aceite-en-agua o
W1/O/Wo.

Las emulsiones simples W1/O se prepararon en proporciones de 20:80 (p/p), 40:60
(p/p) y 60:40 (p/p) (extracto de xoconostle: aceite de canola) y un tratamiento control
con una proporcion de 40:60 (p/p) de agua destilada y aceite de canola,
respectivamente. El 10% (p/p) de la fase oleosa de todos los tratamientos se
sustituyo con 4 partes de emulsificante lipofilico (PGPR) y 1 parte de emulsificante
hidrofilico (DATEM), segun lo descrito por Pimentel-Gonzalez et al. (2015).
Previamente a la formacién de las emulsiones simples, el PGPR se disolvid en el
aceite de canola y el DATEM en el extracto de xoconostle durante 3 min a 4000 rpm
en oscuridad mediante homogenizacion. Las emulsiones Wi/O se formaron
empleando un homogenizador Ultra-Turrax IKA T25 a 13000 rpm durante 15

minutos en bafo de hielo.

Para la obtencién de las emulsiones dobles W1/O/W2, se tomo el 30% (p/p) de cada
emulsion simple W1/O y se re-emulsificé en 70% (p/p) de una dispersion acuosa
(W2) de aislado proteico de suero (WPI) al 40% (p/v) previamente preparado (se
disperso el polvo lentamente en agua destilada mediante agitacion magnética

moderada durante 4 hy se almaceno durante 48 horas a 4°C. Antes de su utilizacion
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se disolvio el 2.5% [p/p] de emulsificante hidrofilico PGPR en la dispersion). Las
emulsiones dobles se obtuvieron mediante homogenizacion de baja energia

empleando un Ultra-Turrax IKA T25 a 4000 rpm durante 15 min en bafio de hielo.

Para la presentacion de los resultados, debido a que la proporcién de emulsion
simple (W1/O) y fase acuosa externa (W2) fue la misma para todas las muestras
(70:30 [p/p]), el tratamiento cuya proporcion de emulsion primaria fue de 20:80
(extracto de xoconoslte:aceite de canola) se abrevié como “ED20%”, el tratamiento
40:60 (extracto de xoconoslte:aceite de canola) como “ED40%” y el tratamiento
60:40 (extracto de xoconoslte:aceite de canola) como “ED60%”. El tratamiento
40:60 (agua destilada:aceite de canola) fue considerado como “Control”. Todos los
tratamientos se almacenaron a temperatura ambiente (=20°C) y durante los dias 0O,
3, 6,12, 24 y 48 de almacenamiento se tomaron alicuotas para la evaluacion de los

diferentes parametros.

5.4 Caracterizacion de los sistemas de emulsion doble
5.4.1 Morfologia y tamafio de gota

La morfologia y tamafio de gota se analizaron de acuerdo con la metodologia
reportada por Pimentel-Gonzalez, Campos-Montiel, Lobato-Calleros, Pedroza-Islas
y Vernon-Carter (2009). Brevemente, se tomaron 100 puL de emulsién doble y se
dispersaron en 900 pL de agua destilada. Después se tomaron 10 pL de la mezcla,
se colocaron en un portaobjetos y se analizaron en un microscopio 6ptico Olympus
CX 31 (Olympus Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) a un aumento de 100x. Se tomaron
fotomicrografias con una camara LUMENERA® acoplada al microscopio y para la
determinacion del diametro de gota se midieron 30 glébulos al azar con ayuda del
procesador de imagen Image-Pro Plus (version 4.5, Media Cybernetics, Inc., Silver
Springs, MD, USA).

5.4.2 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion (EE) de las emulsiones dobles se calculé segun la
metodologia reportada por Velderrain-Rodriguez, Acevedo-Fani, Gonzalez-Aguilar

y Martin-Belloso (2019) y se consider6 como la cantidad de compuestos fendlicos
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totales del extracto de xoconostle que se encontré en las emulsiones simples (W1/0)
después de un proceso de separacion de la fase acuosa externa (W2) en el dia O de
almacenamiento. Para la separacion de W2 se siguid el principio de Hemar et al.
(2010), con algunas adaptaciones pertinentes. Se tomaron 10 mL de cada
tratamiento incluyendo el control y se centrifugaron (centrifuga HERMLE Z36HK) a
8000 rpm durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa externa (W2) subnadante se
retird6 cuidadosamente, se filtr6 con papel Whatman No. 4 y se determiné el
contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu descrito mas adelante.
El contenido de fenoles totales de la fase acuosa externa (W2) de cada tratamiento

se ajustd con el control empleando la ecuacion (1):

FT = [FTTratamiento - FTControl] (1)

donde FT es el contenido de fenoles en la fase acuosa externa, FTtratamiento €S €l
contenido fendlico en W2 de cada tratamiento y FTcontrol €S €l contenido de fendlicos
en W2 del control. Después, el valor de la ecuacion (1) se sustituy6 en la ecuacion
(2) para determinar el porcentaje de eficiencia de encapsulacion (EE%):

EE (%) = [1- ——] (2)

FTExtracto

donde FTexracto €S €l contenido de fendlicos totales en el extracto no encapsulado.

5.4.3 Viscosidad

Segun Velderrain-Rodriguez, Acevedo-Fani et al. (2019), se tomaron 10 mL de cada
tratamiento a 4°C, se colocaron en viales de plastico y se determind la viscosidad
aparente usando un vibro-viscosimetro SV-10 (A&D Company, Limited, Tokyo,
Japan) ajustado a 30 Hz y amplitud constante de 0.4 mm. Los resultados se

obtuvieron en centipoise y fueron transformados a mPases.

5.4.4 Determinacion de pH

Se tomaron 10 mL de emulsion doble a 20 °C y se determind el pH empleando un

potenciémetro con medidor de temperatura integrada (HANNA HI2211).
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5.5 Estabilidad de compuestos bioactivos durante el almacenamiento
5.5.1 Obtencion del extracto de emulsiones (EME)

Para la determinacion de los compuestos bioactivos durante los dias de
almacenamiento, previamente se obtuvo el extracto de xoconostle encapsulado
dentro de las emulsiones dobles (extracto de emulsiones [EME]), para lo cual se
empled el fundamento reportado por Guzméan-Diaz et al. (2019) con modificaciones
mayores. Primeramente, se tomaron 10 mL de cada tratamiento de emulsién doble
y se depositaron en tubos de centrifuga de 50 mL. A cada tubo se le afiadieron 12
mL de una solucién de etanol/metanol (50:50) y se agitaron enérgicamente en vortex
durante 30 min en oscuridad y a temperatura ambiente (=20°C). Finalmente, la
mezcla se centrifugd (HERMLE Z36HK) a 10,000 rpm durante 30 minutos a 4°C y
se descarto el residuo. Para eliminar la turbidez, se centrifugaron nuevamente las
muestras durante 15 min a 2°C y se descart6 el residuo. El extracto de emulsiones
(EME) entonces se filtré con papel Whatman No. 4, se colectd en tubos limpios y se
almacend a -75°C hasta su posterior analisis de compuestos bioactivos y actividad

antioxidante y antidiabética.

5.5.2 Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se cuantifico por el método Folin-Ciocalteu, segun lo
descrito por Morales et al. (2012), con modificaciones menores. Se tomaron 0.5 mL
del extracto etandlico/metandlico de emulsiones (EME) y se mezclé con 2.5 mL del
reactivo de Folin-Ciocalteu diluido con agua destilada en una proporcién 1:10 (v/v).
Las muestras se dejaron reaccionar durante 7 min y se ailadieron 2 mL de Na2COs
al 0.7 M. Se dejo desatrrollar el color azul caracteristico durante 2 h en total oscuridad
y se determino el contenido de fenoles totales como mg EAG/100 mL emulsion
doble por interpolacion de la absorbancia a 765 nm en una curva patron de acido
galico previamente preparada (Fig. 10) usando un espectrofotometro JENWAY
6715.
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Fig. 10. Curva patron de acido galico empleada en la determinacion de fenoles totales.

5.5.3 Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se estimé empleando el método de Arvouet-
Grand, Vennat, Pourrat y Legret (1994), reportado por Espinoza-Muiioz et al. (2016).
Réapidamente, se preparé una solucion metanolica de AICIz al 2% (p/v) y se
agregaron 2 mL en tubos de ensayo + 2 mL de EME. Los tubos se agitaron durante
15 s y se dejaron en oscuridad durante 10 min mas. El contenido de flavonoides se
determind como mg equivalentes de quercetina (EQ)/100 mL emulsion doble por
interpolacion de la absorbancia a 415 nm en una curva patron de quercetina (Fig.
11) preparada usando un espectrofotometro JENWAY 6715.
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Fig. 11. Curva patron de quercetina empleada en la determinacion de flavonoides totales.
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5.5.4 Contenido de betalainas

El contenido de betalainas se determind por el método espectrofotométrico
reportado por Castellanos-Santiago y Yahia (2008) con algunas adaptaciones. Se
tomd 1 mL de extracto de emulsiones y se colocé en celdas fotométricas de 1.5 mL
con reduccion. Cada muestra se ley6 a 538 y 483 nm para la determinacion de
betacianinas y betaxantinas, respectivamente. La cuantificacion de cada compuesto
se realiz0 mediante la transformacion de la absorbancia en unidades de

concentracion (mg/mL extracto de xoconoslte), para lo cual se empleé la ecuacién
(3).

(4bS) (FD)(PM) (V)

donde Bcx es el contenido de betacianinas o betaxantinas, Abs es la absorbancia a
538 0 483 nm, FD es el factor de dilucion a la hora de realizar la lectura, PM es el
peso molecular promedio (betanina = 550 g/mol e indicaxantina = 308 g/mol), V es
el volumen del extracto, ¢ es el coeficiente de extincion molar (betanina = 60 000
L/mol.cm, e indicaxantina = 48 000 L/mol.cm) y L es la longitud de la celda de lectura
(2 cm).

5.5.5 Contenido de taninos

El contenido de taninos se determiné mediante el método propuesto por Price y
Butler (1977) con ligeras variaciones. En tubos de ensayo, se agregaron 200 pL de
extracto de emulsiones y 600 uL de FeCls preparado al 0.1 M en HCl al 0.1 Ny se
dejaron reaccionar por 5 minutos en oscuridad. Después, se adicionaron 600 uL de
KsFe (CN)s al 8 mM, se dej6 desarrollar el color durante 10 minutos y se realizo la
lectura de las muestras a 720 nm en un espectrofotometro JENWAY 6715, ajustado
a cero con agua destilada. Se prepar6 un tratamiento de igual composicion, donde
el EME fue sustituido por 200 pL de solucion metandlica/etandlica, el cual se analizé
y su resultado se sustrajo a las demas lecturas. Las absorbancias se interpolaron

en una curva patron de catequina (EC) preparada previamente (Fig. 12).

ENCAPSULACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DE XOCONOSTLE DENTRO DE EMULSIONES DOBLES W1/0/W, 41



José Antonio Estefes Duarte

0.7
. s
. .

. a

03 &

Absorbanciaa 720 nm
e

y =0.014x+ 0.3099

2 _
0.1 - R?=0.9971

0 T T T
0 5 10 15 20

Concentracion de catequina (ppm)

Fig. 12. Curva patron de catequina empleada en la determinacién de taninos.

5.6 Actividad antioxidante durante el almacenamiento

La actividad antioxidante del extracto encapsulado de xoconostle durante el
almacenamiento se evaluo en términos de capacidad de inhibicion de los radicales

DPPH" y ABTS™ y fue expresado como porcentaje (%).

5.6.1 Inhibicion de radical DPPH’

La inhibicion del radical libre DPPH" se realizo de acuerdo con el método propuesto
por Brand-Williams, Cuvelier y Berset (1995). Se agregaron 0.5 mL de EME y 2.5
mL de una solucion metandlica (80%) de DPPH" (6 x 10 mol/L) en tubos de ensayo
de 10 mL. Se dej6 transcurrir la reaccion durante 1 h en oscuridad y se leyo la
densidad Optica a 515 nm en un espectrofotometro JENWAY 6715, empleando una
solucién de metanol al 80% (v/v) como blanco. El poder de inhibicion de DPPH’ de
los tratamientos (Absmuestra) S€ calculd con base en el decaimiento de la absorbancia
de un control estabilizado a 0.70 = 0.02 y 0.90 = 0.02 unidades sin presencia de
antioxidante (Abscontrol), Usando la ecuacion (4) propuesta por Osorio-Esquivel et al.
(2011):

% inhibicion de DPPH" = {ScontrolAbSmuestra) . 1)) (4)

(Abscontrol)
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5.6.2 Inhibiciéon de radical ABTS™

La inhibicion del radical ABTS™ se realiz6 siguiendo la metodologia de Re,
Pellegrini, Proteggente, Pannala, Yang y Rice-Evans (1999) con ligeras
modificaciones. Se prepar6 una solucion stock de ABTS™ 7mM con agua destilada
y se hizo reaccionar con persulfato de potasio (K2S20s [2.45 mM]) en proporcién 1:1
durante 16 horas con agitacion magnética leve y en completa oscuridad (generacion
in situ del radical). Después, la solucion de ABTS™* se diluy6 con etanol absoluto y
se ajustd su absorbancia entre 0.70 £ 0.02 y 0.90 + 0.02 unidades a 734 nm. De
esta solucién diluida con absorbancia conocida, se tomaron 3.9 mL y se mezclaron
con 100 pL de cada extracto encapsulado (EME) por triplicado. La reaccién se dejé
ocurrir durante 10 min en completa oscuridad y se midi6 la absorbancia a 734 nm.
El porcentaje de inhibicion de ABTS"* de los diferentes tratamientos (AbSmuestra) S€
determind con respecto a la solucion ajustada a 0.7 unidades (AbScontrol) €mpleando

la ecuacién (5) reportada por Gowd et al. (2018).

% inhibicion de ABTS*+ = {bScontrol=AbSmuestra) , 1)) (5)
(Abscontrot)

5.7 Actividad antidiabética durante el almacenamiento

La capacidad de inhibicién de las enzimas digestivas a-amilasa y a-glucosidasa del
extracto encapsulado dentro de emulsiones dobles se consider6 como actividad
antidiabética in vitro.

5.7.1 Inhibicién de a-amilasa

El ensayo de inhibicion de a-amilasa se realizé empleando la técnica reportada por
Abirami, Nagarani y Siddhuraju (2014). Primeramente, se prepard una solucién de
almidon de papa al 1% (p/v) y se sometié a ebullicibn durante 15 minutos con
agitacion magnética (gelatinizacion del almidon). Ademas, se prepar6 una solucién
stock de acido 3, 5 dinitrosalicilico (DNS) disolviendo 0.1 g de reactivo DNS 'y 30 g
de tartrato de sodio y potasio (KNaCsH4O6-4H20) en 20 mL de NaOH 2 mol/L y se
aford el volumen a 100 mL con agua destilada. Después, en tubos de ensayo se
mezclaron 100 pL de extracto de emulsiones con 100 yL de buffer de fosfatos (pH

6.9) y 100 pL de una solucion de a-amilasa (4-6 U/mL) y se incubaron a 37°C
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durante 10 min. Entonces, se agregaron 100 pL de solucion de almidén y se
incubaron por 30 minutos mas. Para detener la actividad enzimatica, a cada tubo se
le agregd 1 mL de solucién stock de DNS previamente preparada (pH =13) y se
introdujeron en un bafio de agua en ebullicibn durante 5 min para posteriormente
ser enfriados en un bafio de hielo por 8 min. Por ultimo, se realizé una dilucién 1:10
de cada muestra y se midi6 la absorbancia a 540 nm. El porcentaje de inhibicién de
cada tratamiento (AbSmuesta) S€ calculé con respecto a un control sin inhibidor
(Abscontrol) Usando la ecuacién (6) reportada por Nyambe-Silavwe et al. (2015).

Ademas, se us6 acarbosa (Glucobay® Comp. 50 mg) como referencia.

Abs —Abs
( control muestra) x 100 (6)
(AbScontrol)

% inhibicion de a — amilasa =

5.7.2 Inhibicién de a-glucosidasa

El ensayo de inhibicion de a-glucosidasa se baso en la liberacion de 4-nitrofenol a
partir del sustrato p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido por la actividad de esta enzima, y
se realiz6é conforme a lo descrito por Gondiy Rao (2015) con ciertas modificaciones.
Brevemente, se mezclaron 100 pL de una solucién stock de p-nitrofenil-a-D-
glucopiranésido (10 mg en 2 mL de buffer de fosfato, pH 6.9) y 200 uL de extracto
de emulsiones con 5.660 mL de buffer de fosfatos (pH 6.9) y se incubaron a 37°C
por 10 min. Posteriormente se afiadieron 40 pL de una solucion de a-glucosidasa
(5.7 U/mg, 2 mg en 1 mL de buffer de fosfatos, pH 6.9) y se dej6 reaccionar durante
20 minutos. Para interrumpir la actividad enzimética, se agregaron 4 mL de Na2COs
al IM y 5 mL de agua destilada para posteriormente leer la absorbancia a 405 nm.
La absorbancia de cada tratamiento (AbSmuesta) S€ compard con un control (sin
inhibidor, AbsScontrol) Y €l % de inhibiciébn se calculé6 empleando la ecuacion (7)
(Santos et al., 2018). La acarbosa (Glucobay® Comp. 50 mg) se usé como inhibidor

farmacéutico de referencia:

(AbScontrot—AbSmuestra) x 100 (7)

% inhibicion a — glucosidasa = (Abs )
control
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5.8 Digestidn in vitro

Los ensayos de digestion in vitro constaron de la simulacion de una fase gastrica y
una fase intestinal y en general, se llevaron a cabo con base en el método reportado
por Velderrain-Rodriguez, Salvia-Trujillo, Wall-Medrano, Gonzalez-Aguilar y Martin-
Belloso (2019) realizando algunas modificaciones. Primeramente, se preparé un
fluido géstrico simulado (FGS) basado en las concentraciones de electrolitos y
recomendaciones de Minekus et al. (2014). La concentracion final de electrolitos en
FGS fue la siguiente: KCI (6.9 mmol 1), KH2PO4 (0.9 mmol --1), NaHCO3z (25 mmol
L1, NaCl (47.2 mmol “1), MgCl2(H20)s (0.1 mmol “1) y (NH4)2COz (0.5 mmol “1).
Después, se mezclaron 14.2 mL de solucion FGS con 1.8 mL de HCI (0.02 M), se
ajusto el pH a 3.0 con HCI 1 M (aprox. 4 mL) y se utilizd esta mezcla para disolver
la pepsina porcina (2000 U mL* en la mezcla final de digestion gastrica) mediante
agitacion en magnética moderada durante 1 min. Entonces se agregaron 20 mL de
emulsién doble y se incub6 la mezcla durante 2 h con agitacion continua, utilizando
un agitador lineal de mesa con bafio maria a 37°C. Una vez terminada la simulacién
gastrica, se tomaron 20 mL de la mezcla digerida anteriormente (quimo) y se
mezclaron con 11 mL de fluido intestinal simulado (FIS), el cual tuvo la siguiente
composicion electrolitica: KCI (6.8 mmol 1), KH2PO4 (0.8 mmol ~1), NaHCO3 (85
mmol 1), NaCl (38.4 mmol “1) y MgCl2(H20)s (0.33 mmol '1). Se agregaron
ademas 2.5 mL de sales biliares (disueltas en FIS, 10 mM en la mezcla final de
digestion intestinal), 40 puL de CaClz (0.3 M) y =4 mL de NaOH (1 M) para ajustar el
pH a 7.0. Por dltimo, para iniciar la simulacién intestinal se agregaron 2.46 mL de
pancreatina (2000 U mL?* de actividad de lipasa en la mezcla final de digestion

intestinal) y se incubaron las muestras a 37°C durante 2 h con agitacion lineal.

5.8.1 Actividad antioxidante y antidiabética durante la digestion

Para evaluar el efecto protector de las emulsiones dobles sobre la actividad
biolégica de los compuestos y como parametro de liberaciéon de W1, se evaluod la
actividad antidiabética y antioxidante del extracto antes y después de la digestion.
Para ello, dentro de bolsas de dialisis se depositaron 7.5 mL de emulsiones sin

digestién, emulsiones después de la digestién gastrica y emulsiones después de la
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digestién intestinal. Se agregaron 12 mL de etanol/metanol (1:1) y los extractos se
colectaron por fuera de las bolsas. Los extractos fueron llevados hasta los 18 mL en
todos los casos. Estos extractos se emplearon para la determinacion de actividad
antioxidante y antidiabética de la misma forma que se describi6é en las secciones
5.6 y 5.7. Los factores de dilucion implicados en las fases gastrica e intestinal por la

adicion de FGS y FIS fueron considerados.

5.8.2 Liberacion de acidos grasos

Durante la digestion intestinal, el pH de las muestras descendi6 progresivamente a
causa de la liberacion de acidos grasos libres (AGL) mediada por la actividad de la
lipasa presente en la pancreatina. Para mantener el pH a 7.0 durante los 120 min
de digestion intestinal, se agrego una solucién de NaOH (0.25 M) en forma de gotas
con ayuda de una bureta. El volumen de NaOH gastado al min 0, 10, 20, 30, 40, 60,
80, 100 y 120 fue monitoreado y se utiliz6 como un indicador de comportamiento
digestivo de la fase lipidica de las emulsiones, segun lo descrito por Gasa-Falcon et
al. (2017).

5.9 Analisis estadistico

Se disefidé un arreglo experimental completamente al azar. Los resultados fueron
procesados por analisis de varianza (ANOVA). Las diferencias entre las medias
muestrales se analizaron mediante una prueba de comparacién de medias Tukey
cuando se encontraron diferencias significativas (p < 0.05). La expresion de
resultados se dio como media + desviacion estandar de ensayos realizados por
triplicado. Todos los andlisis se realizaron empleando el software IBM® SPSS

Statistics version 24.
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6. Resultados y discusién
6.1 Caracterizacion de los sistemas de emulsiones dobles
6.1.1 Morfologia y tamafio de gota

En la Tabla 4 se muestran los resultados de tamafio de gota de los diferentes
tratamientos y en la Fig. 13 se encuentran las micrografias obtenidas a lo largo del
almacenamiento. La presencia de gotas esféricas de fase oleosa (aceite de canola)
dispersas en una fase continua que a su vez contienen gotas mas pequefas de
extracto en su interior, ademas del movimiento Browniano observado al
microscopio, confirman la exitosa formaciéon de emulsiones dobles de tipo agua-en-
aceite-en-agua (W1/O/W2) (Santos, Bozza, Thomazini, y Favaro-Trindade, 2015).
Con respecto a su morfologia, se han reportado 3 tipos principales de emulsiones
dobles (Fig. 7) de acuerdo con el tipo y cantidad de gotas presentes en la fase
acuosa interna: 1) microcapsulas, las cuales contienen Unicamente una gota de fase
acuosa interna, 2) multivesiculas, las cuales contienen varias gotas definidas en su
fase més interna (W1) y 3) microesferas, en las cuales, a diferencia de las anteriores,
su estructura interna es muy compleja (Ding et al. 2018). Estos resultados sugieren
la formacion de emulsiones dobles de tipo microesfera debido a la complejidad que
se muestra en la fase acuosa interna de todos los tratamientos (Fig. 13). Se han
reportado observaciones similares al encapsular compuestos fendlicos (Kim, Kang,
Suh 'y Oh, 2003) y otros materiales (Buyukkestelli y El, 2019)

Las emulsiones dobles empleadas tanto en la industria de los alimentos como en
otras areas son sistemas que pueden mostrarse altamente inestables si no se
preparan adecuadamente. Existen muchos fendmenos de desestabilizacion de
emulsiones dobles, siendo uno de los mas comunes la separacion gravitacional de
fases (cremado o sedimentacion). Para contrarrestar este fenomeno, la disminucion
del tamafio de gota se ha reportado como una estrategia efectiva (Berton-Carabin
et al. 2018). Por lo tanto, se acepta que existe una relacion inversa entre el tamafio
de gota inicial y el pronéstico de estabilidad de las emulsiones dobles, de igual

manera, cambios en el tamafio de gota durante el almacenamiento se relacionan
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con pérdida de estabilidad (Garti, 1997), y, por ende, una menor proteccion de los

compuestos bioactivos encapsulados.

Tabla 4
Tamano de gota de los tratamientos de emulsiones dobles durante el almacenamiento.
Dias Control ED20% ED40% ED60%
Tamano de 0 1.93+0.58% 1.90+0.05%*8 2.41+0.24% 5.71+0.36%*
gota (um) 3 1.54+0.08%¢ 1.65+0.2325¢ 2.52+0.06® 4.37+0.63%A
6 1.48+0.03%¢ 1.75+0.11208¢ 2.50+0.17¢ 4.63+0.59%A
12 1.63+0.26%¢ 1.97+0.16%¢ 3.12+0.10°%8 4.61+0.78%
24 1.4240.23% 1.79+0.03%¢ 2.96+0.02°¢B 4.61+0.38%A
48 1.63+0.213¢ 1.59+0.02°¢ 3.49+0.30% 4.01+0.07°A

Los resultados se muestran como media *+ DE de ensayos realizados por triplicado (n=3).

Medias con letras minusculas iguales en una misma columna no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p >
0.05) entre los dias de almacenamiento de un mismo tratamiento. Medias con letras mayusculas iguales en la
misma fila no muestran diferencias estadisticas entre tratamientos en un mismo dia (Tukey, p > 0.05). Control:
Emulsion doble con el 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED20%: Emulsién doble con el 20%
de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsidon doble con el 40% de extracto de
xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsidn doble con el 60% de extracto de xoconostle en la fase
acuosa interna.

En esta investigacion, el tamafio de gota de los tratamientos fue proporcional al
porcentaje de xoconostle encapsulado (Wi). Los tamafios mas pequefios se
observaron en ED20% vy el control, y no hubo diferencias estadisticas (p > 0.05)
entre estos tratamientos; sin embargo, el tratamiento control tenia un 40% de fase
acuosa interna mientras que ED20% tenia el 20%, lo cual indica que, incluso a bajas
concentraciones de fase acuosa interna (W), los compuestos del extracto de
xoconostle tuvieron cierta interaccion con los demas materiales de encapsulacion
(surfactantes, fase oleosa y WPI [aislado proteico de suero]), ocasionando cambios
en el tamafo de gota con respecto al control (con agua destilada como fase acuosa
interna [W1]). Esto se puede corroborar al observar diferencias estadisticas entre
ED40% vy el control, los cuales tienen el mismo porcentaje de W1. En general, los
tratamientos ED40% y ED60% mostraron diferencias significativas (p < 0.05) entre
ellos y con respecto a ED20% vy el tratamiento control, encontrdndose el mayor
tamano de gota en ED60% al dia 0 de almacenamiento (5.71 + 0.36 um) y el menor
en el tratamiento control (1.48 + 0.03 um al dia 6). El tamafio de gota de todos los

tratamientos disminuyd significativamente (p < 0.05) con el tiempo de
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almacenamiento con excepcion de ED40% el cual mostré un ligero aumento de
tamafio entre el dia cero y el dia 48 de almacenamiento (2.41 + 0.24 y 3.49 + 0.30
pum, respectivamente). La fase (O) oleosa de las emulsiones dobles de tipo W1/O/W>
funciona como una membrana que regula el gradiente osmotico entre las dos fases
acuosas de la emulsion (W1 y W2). Asi, la disminucién del tamafio de gota en estos
sistemas se debe generalmente a una migracion parcial de fase acuosa interna (W1)
hacia la fase continua (W2), mientras que un aumento de tamafio de gota
evidenciaria la difusibn de moléculas de agua en sentido contrario (Lutz, Aserin,
Wicker y Garti, 2009). Lutz et al. (2009) sugirieron que la tendencia al aumento o
disminucién del tamafio de gota durante el almacenamiento puede verse

influenciada por factores como el pH de la fase continua de las emulsiones dobles.

Los resultados obtenidos en ED40% (3.49 + 0.30 um) fueron similares a los
reportados por Velderrain-Rodriguez, Acevedo-Fani et al. (2019) al encapsular
polifenoles de piel de mango (3.68 + 0.16 um), y el maximo tamafio de gota
observado en nuestro estudio (ED60%, 5.71 £ 0.36 um) fue congruente con el
tamafno de gota obtenido por de Almeida et al. (2017), al encapsular y estabilizar
antocianinas dentro de emulsiones dobles (5.5 y 5.1 um). A pesar de que hubo
cambios significativos en los tratamientos a lo largo del tiempo, éstos no fueron tan
drasticos como para desestabilizar los sistemas puesto que no se observo

separacion fisica de fases en ninguna de las muestras evaluadas.
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Cohtrol
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Fig. 13. Fotomicrografias del Control: emulsion doble con el 40% de agua desionizada en la fase
acuosa interna, ED20%: emulsién doble con el 20% de extracto de xoconostle en la fase acuosa
interna, ED40%: emulsion doble con el 40% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna,
ED60%: emulsién doble con el 60% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna a los dias
0, 24 y 48 de almacenamiento a temperatura ambiente (20°C). Aumento: 100x.
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6.1.2 Eficiencia de encapsulacion

La encapsulacion de compuestos bioactivos susceptibles al dafio ocasionado por
factores ambientales es una técnica eficiente ampliamente utilizada, sin embargo,
se ha reportado que el éxito de la encapsulacién depende en gran medida del
material de pared empleado (Lekshmi et al., 2019) y la adecuada seleccion y
proporcion de tensioactivos de la emulsidén primaria. Ademas, se ha sugerido que
una elevada eficiencia de encapsulacion (EE) es una consecuencia directa de una

buena estabilidad de las emulsiones dobles (Ding et al., 2018).
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Fig. 14. Eficiencia de encapsulacion (%EE) de los tratamientos ED20%, ED40% y ED60%. Barras
con letras distintas son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05). ED20%: Emulsién doble con
el 20% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsion doble con el 40% de
extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsion doble con el 60% de extracto
de xoconostle en la fase acuosa interna.

En esta investigacion, la mayor eficiencia de encapsulacién se observé en ED40%
(95.91 £ 2.26%) y la mas baja en ED60% (66.32 + 1.85%). ED20% mostr6 una EE
intermedia (85.77 + 1.57%) y estadisticamente diferente (p < 0.05) a los demas
tratamientos (Fig. 14). La baja EE de ED60% se puede explicar debido al hecho de
gue, en emulsiones con altas concentraciones de fase interna, las gotas de Wi
suelen unirse entre si y formar gotas mas grandes que disminuyen la estabilidad de

las emulsiones multiples (Chouaibi, Mejri, Rezig, Abdelli y Hamdi, 2018). Shaddel et
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al. (2017) sugirieron que emulsiones dobles con mas del 50% de fase interna son
desfavorables para la proteccion de compuestos puesto que, a medida que aumenta
el volumen encapsulado, la matriz protectora disminuye. Valores de EE similares a
los calculados para ED20% fueron reportados por Silva et al. (2018) al encapsular
acido galico dentro de emulsiones dobles (80%). ED40% mostr6 una EE parecida a
la reportada por de Almeida et al. (2017) en emulsiones dobles con antocianinas
como Wi (90.6%). También se han reportado valores de EE (=62%) similares a
ED60% (=66%) al encapsular materiales distintos a los antioxidantes (Santos et al.,
2015).

6.1.3 Viscosidad Aparente

De acuerdo con Velderrain-Rodriguez, Acevedo-Fani et al. (2019), la disminucién
de la viscosidad de las emulsiones W1/O/W2 se puede emplear como un parametro
indicador de desencapsulacion del componente hidrofilico encapsulado (W1)
durante el almacenamiento. Asi mismo, se ha reportado que el incremento de la
viscosidad de la fase continua (fase acuosa externa o W3), empleando biopolimeros
y algunos otros materiales puede mejorar la estabilidad fisica de estos sistemas
(Igbal et al., 2013) puesto que se reduce la coalescencia de las gotas de fase oleosa
durante la preparacion de las muestras y su almacenamiento (Aditya et al., 2015).
Con esta finalidad, ademés de crear sistemas enriquecidos con proteinas, en
nuestro estudio usamos una dispersion de WPI al 40% (p/v) como fase continua
(W2) y los resultados obtenidos se encuentran descritos en la Tabla 5. La viscosidad
del control fue la menor (540.00 + 1.00 y 591.00 + 5.57 mPaes), seguida del
tratamiento ED20% (742.00 + 19.08 y 712.00 £ 7.21 mPaes) a los dias 0 y 48 de
almacenamiento, y, de una manera similar al comportamiento del tamafio de gota,
la viscosidad increment6 proporcionalmente a la cantidad de extracto de xoconostle
encapsulado (W1). Se pueden observar diferencias estadisticas (p < 0.05) entre
tratamientos en el pardmetro de viscosidad aparente desde el dia cero hasta el dia
48 de almacenamiento. Cada tratamiento por separado se mantuvo sin cambios
significativos (p > 0.05) durante el mismo tiempo, lo cual nos sugiere que durante el

periodo de evaluacion el extracto de xoconostle aparentemente no se liberé en
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ninguna preparacion, probablemente debido a que la red proteica de WPI formé un
gel que minimiz6 la movilidad de las gotas y por tanto su colision y difusion de
materia entre las fases W1 y W2. Ademas, la viscosidad de una emulsion es
directamente proporcional a la viscosidad de su fase continua (de Almeida et al.
2017), por lo que la ausencia de cambios en este parametro nos sugiere estabilidad
en el tiempo. Como se describio anteriormente, ED40% y el control fueron
preparadas con la misma cantidad de Wi, no obstante, su valor de viscosidad
aparente fue estadisticamente diferente (p < 0.05). Esto nos confirma la interaccién
existente entre los componentes del extracto y los materiales de encapsulacién
desde la preparacion de las emulsiones y durante su almacenamiento. Igbal et al.
(2013) reportaron datos de viscosidad aparente (=1000 mPass o =1.0 Paes)
similares a ED60% (1466.00 £ 1.00 Paes) cuando estudiaron el impacto de la
temperatura sobre la microestructura y las propiedades de emulsiones dobles
gelificadas. Se ha sugerido que la viscosidad de las emulsiones se ve influenciada
por el contenido de fase dispersa (W1), mostrando diferentes comportamientos los
sistemas preparados con un bajo contenido de fase acuosa interna y los sistemas
con elevado contenido de Wi1. Ademas, se cree que otros factores como el tamafio
de gota y la cantidad de emulsién primaria dispersa en Wz influyen en la viscosidad

de las emulsiones (Buyukkestelli y El, 2019).

Tabla 5
Viscosidad aparente de los tratamientos de emulsiones dobles durante el almacenamiento.

Dias  Control ED20% ED40% ED60%
Viscosidad 0 540.00+1.00°®  742.00+19.08*° 973.67+3.21% 1466.00+1.00%*
aparente 3 557.00+35.51%® 753.33+15.88%C 971.004+26.29°®%  1450.00+26.45%°"
(mPaes) 6 562.00+28.21%® 745.67+30.09° 923.00+8.89°8 1476.67+15.27%A

12 540.00+1.00°°  739.67+45.63°C 968.33+10.69°"® 1400.00+10.00°A

24 538.00+25.16°® 751.67+9.71%¢  972.00+24.06°®  1423.3345.77%"A

48 591.0045.57?°°  712.00+7.21%¢  983.00+14.42°® 1436.67+35.12°°A
Los resultados se muestran como media + DE de ensayos realizados por triplicado (n=3).
Medias con letras minusculas iguales en una misma columna no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p >
0.05) entre los dias de almacenamiento de un mismo tratamiento. Medias con letras mayusculas iguales en la
misma fila no muestran diferencias estadisticas entre tratamientos en un mismo dia (Tukey, p > 0.05). Control:
Emulsion doble con el 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED20%: Emulsién doble con el 20%
de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsién doble con el 40% de extracto de
xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsidn doble con el 60% de extracto de xoconostle en la fase
acuosa interna.
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6.1.4 Evaluacion del pH

Si se pretende encapsular exitosamente un extracto vegetal dentro de emulsiones
dobles W/O/W, es importante monitorear los cambios en el pH durante el
almacenamiento puesto que esto podria ser un problema a la hora de incorporarlo
a una matriz alimenticia. En este caso, el valor de pH de los tratamientos control y
ED20% no mostrd cambios significativos durante el almacenamiento. Sin embargo,
en las muestras ED40% y ED60% se observé una disminucion significativa (p <
0.05) del valor de pH durante los 48 dias de almacenamiento (Tabla 6). Este
comportamiento podria deberse a la difusion de ciertos compuestos bioactivos
presentes en el extracto de xoconostle desde Wi hacia W2 puesto que se ha
reportado que, debido a sus propiedades anfifilicas, compuestos como los acidos
fendlicos pueden atravesar la barrera lipidica que existe entre la fase acuosa interna
y la fase continua de las emulsiones dobles (Velderrain-Rodriguez, Acevedo-Fani
et al., 2019), disminuyendo ligeramente el pH de la fase continua. Ademas,
apoyandose en los resultados del control y ED20%, se puede concluir que esta
migracion de compuestos bioactivos se ve incrementada al aumentar la cantidad de

extracto encapsulado en la fase interna de las emulsiones.

Tabla 6

Valores de pH de los tratamientos de emulsiones dobles durante el almacenamiento.
Dias Control ED20% ED40% ED60%

pH 0 5.65+0.08%"® 5.61+0.02%® 5.77+0.08%* 5.65+0.03%"®
3 5.46+0.048 5.63+0.08%* 5.68+0.02°* 5.59+0.073°A8
6 5.54+0.073A8 5.65+0.08%* 5.52+0.04"%8 5.47+0.01°®
12 5.58+0.02°"* 5.50+0.01% 5.53+0.04 5.51+0.03°*
24 5.55+0.06%°* 5.53+0.02°* 5.50+0.02°A 5.46+0.05%
48  5.52+0.042048 5.56+0.08** 5.29+0.06 5.42+0.01°¢

Los resultados se muestran como media *+ DE de ensayos realizados por triplicado (n=3).

Medias con letras minusculas iguales en una misma columna no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p >
0.05) entre los dias de almacenamiento de un mismo tratamiento. Medias con letras mayusculas iguales en la
misma fila no muestran diferencias estadisticas entre tratamientos en un mismo dia (Tukey, p > 0.05). Control:
Emulsion doble con el 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED20%: Emulsidén doble con el 20%
de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsion doble con el 40% de extracto de
xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsién doble con el 60% de extracto de xoconostle en la fase
acuosa interna.
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6.2 Estabilidad de compuestos bioactivos encapsulados durante el
almacenamiento

En la Tabla 7 se muestran los contenidos de fenoles totales, flavonoides, betalainas
y taninos de muestras de emulsiones dobles con el 20 (ED20%), 40 (ED40%) y 60
% (ED60%) de extracto de xoconostle encapsulado, durante 48 dias de
almacenamiento. En todos los tratamientos, el contenido de fenoles totales,
flavonoides y taninos mostr6 una tendencia a la disminucion durante el
almacenamiento a pesar de la encapsulacion. Al dia cero, el contenido de fenoles
totales fue estadisticamente diferente (p < 0.05) entre los tratamientos, excepto
entre ED40% y ED60%, sin embargo, a partir del dia 6 y hasta el dia 48, el contenido
de fenoles totales mostr6 diferencias entre todos los tratamientos, observandose el
mayor contenido en ED60%, seguido de ED40%, ED20% vy el control, como se
esperaba. El tratamiento ED20% tuvo un contenido de fenoles totales de 10.49 *
0.11 mg/100g al dia 0 y de 6.70 £+ 0.08 al dia 48, ED40% de 18.01 £+ 0.31y 13.99 +
0.11, y ED60% de 18.67 + 0.38 y 9.67 + 0.08, a los dias cero y 48 de
almacenamiento, respectivamente. Con base en estos datos, después de 48 dias
de almacenamiento, los porcentajes de perdida de fenoles totales para ED20%,
ED40% y ED60% fueron de 36.13% 22.32% y 48.20%, respectivamente. Guzman-
Diaz et al. (2019) reportaron porcentajes de pérdida de polifenoles de té verde
encapsulados dentro de emulsiones dobles del 15.13% después de 35 dias de
almacenamiento a 4°C. Estos resultados comparados con los nuestros muestran
que la temperatura de almacenamiento de las emulsiones dobles influye en la
estabilidad de los compuestos encapsulados durante el almacenamiento. El
almacenamiento a temperatura ambiente disminuye drasticamente el contenido de
fenoles totales puesto que, aunque se encuentran protegidos por una matriz oleosa
y una fase acuosa externa, la temperatura aumenta la interaccion molecular entre
los diversos componentes del extracto de xoconostle y los componentes de la

emulsién, promoviendo su liberacion y/o degradacion.
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Tabla 7

Contenido de compuestos bioactivos (fenoles totales, flavonoides totales, betacianinas,
betaxantinas y taninos) de emulsiones dobles W/O/W con extracto de xoconostle, durante el

almacenamiento.

Dias Control ED20% ED40% ED60%
Fenoles totales 0 4.7140.27°¢  10.49+0.11*®  18.01+0.31**  18.67+0.38"
(mgEAG/100g ED) 3 4.99+0.05¢ 10.44+0.21%® 16.69+0.26* 16.67+0.53%*
6 5.02+1.48° 8.73+0.07%¢ 16.09+0.57 14.72+0.13¢%
12 4.38+0.35%° 8.78+0.14%C 16.92+0.18% 13.18+0.21°%
24 4.45+0.20°° 8.07+0.25 17.05+0.26% 12.28+0.06%
48 8.19+0.57%¢ 6.70+0.08%° 13.99+0.11°* 9.67+0.08%8
Flavonoides Totales 0 0.27+0.032¢ 0.7940.268 1.45+0.08%* 1.51+0.08*
(mgEQ/100g ED) 3 0.26+0.04%¢ 0.54+0.068 1.35+0.05"* 1.2240.08%"*
6 0.27+0.04%8 0.47+0.09%8 1.26+0.10°* 1.12+0.06°A
12 0.22+0.01%° 0.48+0.05°¢ 1.11+0.05 0.88+0.05%
24 0.22+0.01%P 0.44+0.06¢ 0.91+0.04% 0.82+0.03%°
48 0.24+0.07%° 0.39+0.05¢ 0.82+0.15% 0.61+0.04%
Betacianinas (mg 0 0.00+0.00®  0.15+0.02°¢ 0.32+0.01%® 0.41+0.03%*
betacianina/100g ED) 3 0.00+0.00%° 0.12+0.02°¢ 0.29+0.01°8 0.42+0.023A
6 0.00£0.00°®  0.11+0.01*° 0.27+0.01°® 0.35+0.01°*
12 0.00+0.00%P 0.11+0.00°¢ 0.26+0.02°¢ 0.30+0.03%
24 0.00+0.00%° 0.10+0.02°¢ 0.23+0.01% 0.26+0.02*
48 0.00+0.00%° 0.06+0.01%¢ 0.22+0.02¢* 0.21+0.01%
Betaxantinas (mg 0 0.00+0.00°°®  0.05+0.00°¢ 0.13+0.013* 0.16+0.0328
betaxantina/100g ED) 3 0.00+0.00*° 0.04+0.00°*¢  0.12+0.01%® 0.12+0.02°*
6 0.00+0.00%° 0.04+0.00°“¢  0.12+0.01%® 0.0940.02*
12 0.00+0.00%° 0.03+0.00°4¢ 0.09+0.01%8 0.08+0.01¢
24 0.00+0.00%° 0.03+0.00%¢ 0.09+0.02%8 0.07+0.01¢%
48 0.02+0.00%° 0.04+0.00°*¢ 0.07+0.01%8 0.06+0.01%
Taninos (mgEC/100g 0 1.57+0.16%° 9.59+0.943¢ 13.25+0.58%8 17.91+0.34%*
ED) 3 1.5240.19%*°  8.92+0.50%* 11.58+0.638 17.07+1.09%°A
6 1.3340.18%°  7.91+0.40°¢ 10.83+0.79°®  15.93+1.01°*
12 1.30+0.08%°  7.69+0.19°¢ 10.03+0.59¢% 13.83+0.52%
24 0.95+0.08°° 7.16+0.21%¢ 10.04+0.30°%® 11.82+0.50%
48  0.68%0.43°®  5.93+0.26% 9.15+0.20% 9.31+0.51%

Los resultados se muestran como media *+ DE de ensayos realizados por triplicado (n=3).

Medias con letras minusculas iguales en una misma columna no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p >
0.05) entre los dias de almacenamiento de un mismo tratamiento. Medias con letras mayusculas iguales en la
misma fila no muestran diferencias estadisticas entre tratamientos en un mismo dia (Tukey, p > 0.05). Control:
Emulsidon doble con el 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED: Emulsién doble. ED20%:
Emulsidn doble con el 20% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsién doble con
el 40% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsién doble con el 60% de extracto de
extracto de xoconostle en la fase acuosa interna.
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El contenido de flavonoides totales no mostrd diferencias estadisticas (p > 0.05)
entre ED60% y ED40% a los dias 0, 3 y 6 pero si se encontraron diferencias entre
ED20%, ED40% y el control desde el dia cero hasta el dia 48 de almacenamiento.
Como se puede observar, el contenido inicial de fenoles y flavonoides no mostré
diferencias entre ED40% y ED60% lo cual se podria explicar por valor de eficiencia
de encapsulacion obtenido para estos dos tratamientos (Fig. 14). ED40% tuvo una
elevada eficiencia de encapsulacién (95.91 + 2.26%), mientras que ED60% tuvo
una muy baja (66.32 + 1.85%), esto implica que mas del 40% de los compuestos
bioactivos del xoconostle en ED60% no fueron encapsulados y por lo tanto fueron
descartados junto con la fase acuosa externa de las emulsiones (W2) después de

los procesos de centrifugacion y separacion.

Las betalainas son pigmentos que poseen actividad antioxidante y esto les confiere
multiples actividades biolégicas. Las betalainas méas importantes en frutos del
cactus son las betacianinas (de color rojo) y las betaxantinas (de color amarillo). El
contenido de betalainas en los tratamientos de emulsiones dobles se resume en la
Tabla 7. Tanto el contenido de betacianinas (BTC) como de betaxantinas (BTX)
disminuy6 significativamente durante el almacenamiento y mostro diferencias
estadisticas entre tratamientos (p < 0.05). Cenobio-Galindo et al. (2019) reportaron
valores de betalainas totales (BTC + BTX) similares a los nuestros en emulsiones
dobles incorporadas en una bebida fermentada de tipo yogur (0.46 - 1.4 mg/100 mL,

dependiendo del tratamiento).

El contenido de taninos también mostro diferencias significativas (p < 0.05) entre los
tratamientos en todos los dias de almacenamiento (Tabla 7). ED20% y ED60% no
mostraron cambios significativos entre el dia cero y el dia 3 de almacenamiento, no
obstante, se observo disminucion progresiva de taninos a lo largo de los 48 dias de
almacenamiento en todos los tratamientos. En general, se observé disminucion
significativa (p < 0.05) de compuestos bioactivos en todos los tratamientos a partir
del dia 3 de almacenamiento con excepcion del contenido de fenoles totales y
taninos en ED20%, y de flavonoides y taninos en ED60%, los cuales mostraron

disminuciones significativas a partir del dia 6. El control mostré los valores mas
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bajos en todos los casos (Tabla 7). Kim et al. (2003) reportaron que la efectividad
de las emulsiones dobles para proteger compuestos bioactivos durante el
almacenamiento se puede ver influenciada por la concentracion de éstos en la fase
interna (W1), por el tipo de antioxidantes encapsulados y por el pH de las muestras.
Ellos observaron una importante disminucion de la estabilidad del acido kojico
encapsulado dentro de emulsiones dobles cuando el pH era méas cercano a 7.0, una
estabilidad media a pH de 4.5 y la mayor estabilidad a pH &cido (3.7). Este
comportamiento podria explicar en parte la degradacién de los compuestos de
xoconostle encapsulados en nuestro estudio, puesto que los valores de pH de

nuestros tratamientos fueron cercanos a 5.5.

La actividad antidiabética de los extractos naturales ha sido ampliamente reportada
(Chavez-Silva et al., 2018; Chen et al., 2016; Medina-Pérez et al., 2019; Wu et al.,
2017). Esta y otras actividades benéficas se han atribuido principalmente al
contenido de polifenoles y familias quimicas asociadas como los flavonoides y los
acidos hidoxicinamicos. La actividad antidiabética de estos fitoquimicos afecta la
homeostasis de la glucosa en diferentes puntos del metabolismo debido a su
capacidad de inhibir enzimas como la a-amilasa y la a-glucosidasa. Mediante
diferentes técnicas computacionales se han elucidado mecanismos de inhibicién
enzimatica, los cuales dependen de la naturaleza del fitoquimico, por ejemplo, se
ha reportado en la literatura que los grupos 3, 4" dihidroxilo del anillo B de ciertos
flavonoides, interfieren con los residuos aminoacidicos que forman el sitio activo de
estas enzimas, impidiendo su biocatalisis (Alongi et al., 2018). En cuanto al poder
antidiabético de compuestos como los acidos fendlicos se ha reportado su actividad,
sin embargo, se conoce poco acerca de sus mecanismos de accion, aunque se
sugiere que los grupos acetilados presentes en estos y otros compuestos ejercen

un papel importante en los mecanismos de inhibicion (Wu et al., 2017).
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6.3 Actividad antioxidante durante el almacenamiento

En la actividad antioxidante como inhibicion del radical DPPH" se observa que los
tratamientos ED20%, ED40% y ED60% mostraron una disminucién durante el
almacenamiento (Tabla 8) mientras que el tratamiento control mostr6 un alto
porcentaje de inhibicion de DPPH’'. La elevada actividad antioxidante de los
monofenoles presentes en los aceites vegetales (principalmente tocoferoles [Vit. A])
podria explicar el comportamiento del control (Londofio, 2012). Martins et al. (2020)
encontraron porcentajes de actividad antioxidante (% AA) para DPPH" similares al
tratamiento ED40% (85.09 + 0.69%) al dia cero de almacenamiento y reportaron
una actividad antioxidante equivalente al 59.62% de la actividad antioxidante inicial
de emulsiones dobles cargadas con &cido gélico después de 28 dias de
almacenamiento, atribuyendo estas pérdidas a la proteccion que los antioxidantes
del extracto pudieron ejercer sobre los lipidos de la fase oleosa contra la oxidacion,
asi como variaciones de temperatura y cierta exposicién al aire. Esos autores
consideran viable la encapsulacion de antioxidantes mediante emulsiones dobles al
obtener una actividad antioxidante superior al 50% (con respecto a la inicial)
después del almacenamiento. Todos nuestros tratamientos mostraron porcentajes
superiores al 60% con respecto al valor inicial después de 48 dias de

almacenamiento.

Con respecto a la inhibicion del radical ABTS* (%), se observaron diferencias
significativas (p < 0.05) entre tratamientos y durante el almacenamiento. Al dia cero,
la actividad antioxidante se comportdé de una manera dependiente de la fraccion
encapsulada en W1 (extracto de xoconostle o agua destilada). Después de 48 dias
de almacenamiento, ED40% mostrd la mayor actividad antioxidante (45.35 + 0.26
%), la cual fue estadisticamente mayor a ED20% y ED60% (Tabla 8) probablemente
debido a la alta eficiencia de encapsulacion obtenida después del segundo paso de
emulsificacion (95.91 + 2.26%).
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Tabla 8

Actividad antioxidante (DPPH" y ABTS *) de emulsiones dobles W/O/W con extracto de
xoconostle, durante el almacenamiento.

Dias Control ED20% ED40% ED60%
DPPH" (%) 0 40.64+1.05®° 61.16+0.24*¢  71.95+2.58°® 86.41+0.21°*
3 43.79+1.59%° 56.38+0.29°¢  77.00+0.41** 70.48+0.32°°
6 41.21+0.35°C  41.78+0.69% 59.28+0.48% 50.91+1.15%
12 41.03+0.20°¢  40.27+0.71%C 59.18+0.29%* 52.80+0.44%
24 4593+1.12%®  37.79+0.35°C  64.83+0.21" 47.70+0.97°
48 45.01+0.73%¢  50.73+1.93°®® 57.30+1.67%* 53.03+0.99%
ABTS™* (%) 0 29.9840.79%° 53.93+1.62%¢ 62.34+0.44°® 76.46+2.30**
3 28.33+1.15®° 41.11+0.45°C 52.75+1.01® 59.73+1.39°*
6 25.79+2.83°C  45.06+2.26"® 55.82+0.80"" 53.38+0.40%
12 25.55+2.33%°0  38.08+0.45° 51.62+0.72°®® 55.65+1.34°%
24 25.7941.88%° 41.23+3.62°C 51.16+0.84® 60.99+0.44°*

36.11+0.57®

45.35+0.26%

35.30+2.40%®

48 24.85+0.59"¢
Los resultados se muestran como media + DE de ensayos realizados por triplicado (n=3).
Medias con letras minusculas iguales en una misma columna no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p >
0.05) entre los dias de almacenamiento de un mismo tratamiento. Medias con letras mayusculas iguales en la

misma fila no muestran diferencias estadisticas entre tratamientos en un mismo dia (Tukey, p > 0.05). DPPH ":
Inhibicién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo expresado como porcentaje (%). ABTS *: Inhibicion del
radical acido 2,2'azinobis- (3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico expresado como porcentaje (%). Control:
Emulsién doble con 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED20%: Emulsion doble con el 20% de
extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsion doble con el 40% de extracto de xoconostle
en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsion doble con el 60% de extracto de xoconostle en la fase acuosa
interna. *La acarbosa se utilizé como un segundo control al momento del analisis de todas las muestras.

La actividad antioxidante de las emulsiones se mostré variable dependiendo del
método empleado para su determinacion (DPPH™ o ABTS™). Dichas variaciones se
han atribuido en diferentes reportes a la propia naturaleza de los radicales, siendo
el radical ABTS™* mas versatil para evaluar antioxidantes hidréfilos y lipofilos
mientras que el radical DPPH" es dificil de interpretar cuando el espectro de
absorcion de las sustancias evaluadas se asemeja a la absorbancia del radical, lo
cual, ademas de su sobrevaloracion ante sustancias de pequefio tamafio molecular,
podria explicar los mayores porcentajes de actividad antioxidante observados en
nuestros tratamientos, incluyendo el control (Londofio, 2012). Aunque el control
mostrd los valores mas bajos de actividad antioxidante frente a ambos radicales
(DPPH" y ABTS'™), se observaron porcentajes importantes de esta actividad, los

cuales se vieron potenciados con la encapsulacion del extracto. Este hecho pone
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de manifiesto el potencial de las emulsiones dobles (como sistemas de
encapsulacion de extractos ricos en antioxidantes) para ser incorporados como

ingredientes funcionales en productos saludables.

6.4 Actividad antidiabética durante el almacenamiento

Al dia cero no se observaron diferencias estadisticas (p > 0.05) en el porcentaje de
inhibicion de a-amilasa entre los tratamientos con extracto de xoconostle
encapsulado. ED20% y ED40% permanecieron sin cambios significativos durante
los primeros 12 dias de almacenamiento mientras que ED60% mostré6 una
disminucion estadistica después del dia 6 de almacenamiento (Tabla 9) quiza
debido a la pobre proteccion de compuestos bioactivos del extracto a consecuencia
de la baja eficiencia de encapsulacion (EE). Después del almacenamiento, ED40%
permanecié con el mayor poder inhibitorio contra a-amilasa (30.46 = 1.27%) lo cual
es congruente con la alta EE calculada al inicio. Tomando en cuenta su porcentaje
inicial, en ED20% y ED40% la inhibicion de a-amilasa después del almacenamiento
parece estar mas relacionada con la fraccién de extracto encapsulado que con la
EE (%).

Los porcentajes de inhibicion de a-glucosidasa mostraron diferencias estadisticas
(p < 0.05) entre tratamientos y durante el tiempo de almacenamiento (Tabla 9). Al
dia cero, este porcentaje de inhibicion fue proporcional a la cantidad de extracto
encapsulado, observando el mayor poder antidiabético en ED60% (78.84 + 1.17%)
y el mas bajo en el control. Sin embargo, después del almacenamiento, ED60%
mostré también las mayores pérdidas de actividad biolégica (=85%), seguido de
ED40% (=50%) y ED20% (=40%), por lo que el poder antidiabético de las
emulsiones dobles después del almacenamiento se comportdé de manera
inversamente proporcional a la cantidad de fase acuosa interna. ED40%
nuevamente mostré la mayor actividad antidiabética (30.19 + 0.67%) después del
dia 48. El control acarbosa (inhibidor farmacéutico) mostro los valores mas bajos de

inhibicion para ambas enzimas (Tabla 9).
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Tabla9

Actividad antidiabética (inhibicién de a-amilasa y a-glucosidasa [%]) de emulsiones dobles

W/O/W con extracto de xoconostle, durante el almacenamiento.

Dias Control

ED20%

ED40%

ED60%

Inhibicién a-amilasa (%) O 7.40%4.22%¢
3 2.50+2.33%¢
6 5.94+12.36%C
12 0.75+8.09%¢
24 0.90+5.52%°
48 2.65+1.10%

Inhibicién a-glucosidasa 0 3.78+2.87%¢
(%) 3 7.25+2.20%°
6 7.87+3.82%°

12 5.57+2.60°°
24 1.05+1.89%
48 5.99+2.32°

33.52+2.54%
33.8045.52°
30.18+4.01%®
29.4943.01%®
24.20+1.25°¢
22.25+2.14

39.92+2.68%
39.50+2.50%

34.49+2.84%%8
33.38+2.51%%

32.27+2.52%8
30.46+1.27°8

*Acarbosa: 77.37+4.05%*

33.88+3.99%°
36.09+0.49%¢
25.39+3.77°¢
25.53+1.77°¢
33.62+0.39%°
20.20+1.37°¢

58.77+1.59°C
54.61+2.19%®
40.08+9.53"8
33.64+2.99
38.33+0.14°¢
30.19+0.67°

40.19+2.52%*
35.47+1.46°°8
26.42+3.98°B
29.76%4.51°
17.9442.219¢
13.91+1.88%

78.84+1.17%®
54.16+3.13%
41.09+2.83®
38.7145.95¢5
43.50+2.91°®
12.11+1.67%°

*Acarbosa: 88.76+1.09%*

Los resultados se muestran como media + DE de ensayos realizados por triplicado (n=3).

Medias con letras minusculas iguales en una misma columna no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p >
0.05) entre los dias de almacenamiento de un mismo tratamiento. Medias con letras mayusculas iguales en la
misma fila no muestran diferencias estadisticas entre tratamientos en un mismo dia (Tukey, p > 0.05). Control:
Emulsién doble con 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED20%: Emulsion doble con el 20% de
extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsion doble con el 40% de extracto de xoconostle
en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsidon doble con el 60% de extracto de xoconostle en la fase acuosa
interna. *La acarbosa se utilizé como un segundo control al momento del analisis de todas las muestras.

La actividad inhibitoria de a-amilasa y a-glucosidasa relacionadas con la actividad
antidiabética fue superior a la reportada por de Souza et al. (2018) al encapsular
compuestos fenélicos mediante el método de coacervacién compleja (4.1y 6.3 para
a-amilasa y a-glucosidasa, respectivamente), lo que reafirma la viabilidad de los
sistemas de encapsulacién basados en emulsiones dobles para encapsular y

proteger compuestos antidiabéticos naturales.

6.5 Digestion in vitro de emulsiones dobles
6.5.1 Actividad antioxidante durante la digestion

La Fig. 15 y Fig. 16 resumen los resultados de actividad antioxidante durante la
simulacion de la digestion. Todos los tratamientos mostraron un incremento de la
capacidad antioxidante (DPPH" y ABTS™*) a medida que el proceso digestivo
avanzaba y hubo diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05). La actividad
antioxidante medida como inhibicion del radical DPPH™ mostré un méximo de 73.72
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+ 0.99% (ED40%) después de la fase intestinal (FI), sin mostrar diferencias
estadisticas (p > 0.05) con ED60% (72.15 = 1.15%).

100

Il Control
Hl ED20%
B ED40% ak

80m eD60% B aAB

bB

b

Inh

Sin digestion  Fase Gastrica Fase Intestinal

Fig. 15. Inhibicién del radical DPPH" del extracto de xoconostle encapsulado durante la digestion.
Barras con letras mindsculas iguales no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p > 0.05) entre
las fases de digestién de un mismo tratamiento. Barras con letras mayusculas iguales no muestran
diferencias estadisticas entre tratamientos en una misma fase de digestion (Tukey, p > 0.05).
Control: Emulsién doble con 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED20%: Emulsién
doble con el 20% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsion doble con
el 40% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsion doble con el 60% de
extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. *La acarbosa se utiliz6 como un segundo control
al momento del andlisis de todas las muestras

La inhibicién del radical ABTS " en general no mostré diferencias estadisticas (p >
0.05) entre las muestras sometidas a digestion gastrica (FG) y las muestras no
digeridas (SD), sin embargo, alcanz6 casi el 100% en todos los tratamientos
después de la fase intestinal. Esté aumento de actividad antioxidante después de la
fase intestinal puede deberse a diferentes razones. Primeramente, la digestion de
la fraccion lipidica con pancreatina libero el extracto de xoconostle, el cual contiene
diferentes moléculas con actividad antioxidante. Después, la hidrolisis de los
triacilgliceroles que componen el aceite de canola pudo provocar la liberacién de
compuestos antioxidantes atrapados en la matriz oleosa que contribuyeron al poder
antioxidante. Ademas, se ha demostrado que la digestion de proteinas lacteas

(como el WPI empleado como fase continua en nuestros tratamientos) con pepsina
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y pancreatina, libera péptidos con aminoacidos como Trp y Tyr los cuales contienen
grupos fendlicos e indolicos con la capacidad de donar hidrogenos, lo que a su vez
les confiere alta actividad de eliminacion de radicales ABTS* (Hernandez-Ledesma,

Quirds, Amigo y Recio, 2007).
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Fig. 16. Inhibicion del radical ABTS™* del extracto de xoconostle encapsulado durante la digestion.
Barras con letras mindsculas iguales no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p > 0.05) entre
las fases de digestion de un mismo tratamiento. Barras con letras mayusculas iguales no muestran
diferencias estadisticas entre tratamientos en una misma fase de digestion (Tukey, p > 0.05).
Control: Emulsion doble con 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED20%: Emulsion
doble con el 20% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsion doble con
el 40% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsion doble con el 60% de
extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. *La acarbosa se utiliz6 como un segundo control
al momento del andlisis de todas las muestras.

6.5.2 Actividad antidiabética durante la digestién

La actividad antidiabética de los distintos tratamientos mostré un comportamiento
diferente a la actividad antioxidante (Fig. 17 y Fig. 18). En las muestras sin digestion
(SD), la inhibicion de a-amilasa fue proporcional a la fraccion de extracto
encapsulado y no se observaron diferencias estadisticas (p > 0.05) entre los
tratamientos después de la fase intestinal (FI), sin embargo, ED40%, el cual mostro
también los valores mas altos de eficiencia de encapsulacion, mostr6 el porcentaje
de inhibicion mas alto (29.10 + 2.43%) (Fig. 17). Pasukamonset, Kwon, y

Adisakwattana (2016) encontraron porcentajes de inhibicion de a-amilasa similares
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a los de este estudio (Fig. 17) después de someter a digestidon un extracto de
polifenoles de Clitoria ternatea atrapados dentro de microcapsulas de alginato
(28.87 £ 0.09%).
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Fig. 17. Inhibicién de a-amilasa del extracto de xoconostle encapsulado durante digestion. Barras
con letras minudsculas iguales no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p > 0.05) entre las fases
de digestién de un mismo tratamiento. Barras con letras mayuUsculas iguales no muestran diferencias
estadisticas entre tratamientos en una misma fase de digestion (Tukey, p > 0.05). Control: Emulsién
doble con 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED20%: Emulsion doble con el 20%
de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsién doble con el 40% de extracto
de xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsion doble con el 60% de extracto de
xoconostle en la fase acuosa interna. *La acarbosa se utilizé como un segundo control al momento
del andlisis de todas las muestras.

El tratamiento ED40% mostro el mayor porcentaje de inhibicion de a-glucosidasa
en todas las fases de la digestion, seguida de ED20% y ED60%. Todos los
tratamientos no sometidos a digestion tuvieron alrededor de 50% de inhibicién de
a-glucosidasa y después de la fase intestinal se conservé de un 45-50% de la
actividad inhibitoria en todos los tratamientos con respecto al valor inicial. El control
sin extracto y la acarbosa mostraron los valores mas bajo y mas alto de inhibicion
enzimatica, respectivamente (Fig. 18). Links et al. (2015) también reportaron una
disminucién de los porcentajes de inhibicidn de a-amilasa y a-glucosidasa después

de la digestion de taninos de sorgo encapsulados dentro de microparticulas de
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kafirina, atribuyendo el grado de inhibicion enzimética al tamafio y estructura

guimica de los polifenoles presentes en los extractos.

Con base en nuestros datos, podemos concluir que el efecto antidiabético del
extracto de emulsiones no se comportd de una manera proporcional a la cantidad
de extracto encapsulado. Asi mismo, la actividad antioxidante no se relacioné con
la actividad inhibitoria del extracto contra ninguna de las dos enzimas digestivas
analizadas. Asi, el poder antidiabético parece estar condicionado principalmente por
el porcentaje de extracto que permanecié realmente dentro de las gotas de aceite
(EE) y por factores como el tamafio de glébulo, es decir, a menor tamafio de gota,

mayor resistencia gastrica e intestinal de las emulsiones contra la digestion.
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Fig. 18. Inhibicién de a-glucosidasa del extracto de xoconostle encapsulado durante digestion.
Barras con letras mindsculas iguales no muestran diferencias estadisticas (Tukey, p > 0.05) entre
las fases de digestién de un mismo tratamiento. Barras con letras mayusculas iguales no muestran
diferencias estadisticas entre tratamientos en una misma fase de digestion (Tukey, p > 0.05).
Control: Emulsién doble con 40% de agua desionizada en la fase acuosa interna. ED20%: Emulsion
doble con el 20% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED40%: Emulsién doble con
el 40% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%: Emulsion doble con el 60% de
extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. *La acarbosa se utiliz6 como un segundo control
al momento del andlisis de todas las muestras.
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6.5.3 Liberacion de acidos grasos durante la digestion

Durante la simulacién de la fase intestinal de la digestidn, la lipasa presente en la
pancreatina hidroliza los triacilgliceroles presentes en fase oleosa de las emulsiones
(aceite de canola), liberAndose el contenido encapsulado dentro de los glébulos
grasos (extracto de xoconostle). Como productos de hidrolisis se obtienen dos
acidos grasos libres y un monoacilglicérido (Qin, Yang, Gao, Yao y McClements,
2017). Estos acidos grasos libres son acidos carboxilicos (-COOH) que acidifican el
medio a medida que transcurre el tiempo de digestion. Asi, la adicion de NaOH (0.25
M) con la finalidad de mantener el pH en un valor de 7.0 durante 120 minutos de
simulacion digestiva, nos permite conocer el comportamiento digestivo de estos
sistemas en el tiempo. Este parametro entonces lo consideramos, al igual que la
actividad antioxidante durante la digestion, como prueba de la liberacion del extracto

encapsulado una vez que llega al intestino.
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Fig. 19. Comportamiento de la digestién de la fase lipidica de los tratamientos de emulsiones dobles
durante la fase intestinal. Control: Emulsion doble con 40% de agua desionizada en la fase acuosa
interna. ED20%: Emulsion doble con el 20% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna.
ED40%: Emulsién doble con el 40% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. ED60%:
Emulsién doble con el 60% de extracto de xoconostle en la fase acuosa interna. *La acarbosa se
utilizé como un segundo control al momento del andlisis de todas las muestras.
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Durante los primeros minutos de la digestion intestinal se observé un rapido
incremento en la liberacion de acidos grasos (AGL) en todos los tratamientos.
Posteriormente, la digestién lipidica se ralentiz6 y mantuvo en un aumento
progresivo hasta los 120 minutos del ensayo (Fig. 19). Se puede observar que
durante los primeros 20 min no hubo diferencias aparentes entre los tratamientos
ED40%, ED60% y control mientras que ED20% mostré una liberacion de AGL mas
lenta pero progresiva, probablemente debido a la mayor cantidad de fase oleosa
presente en esta formulacion. Gasa-Falcon et al. (2017) reportaron una digestion
lipidica acelerada en los primeros minutos de ensayo y después un periodo de
digestiébn mas lento y progresivo hasta los 120 min en su estudio de digestién de
emulsiones dobles empleado fibra de mandarina como biopolimero en la fase

continua. Este comportamiento fue muy similar al de nuestros tratamientos.

Se debe destacar que el tratamiento ED40% y el control (los cuales fueron
preparados con la misma proporcion de fases), no mostraron diferencias en la
hidrolisis durante todo el experimento (p > 0.05). Debido a que la digestién lipidica
en emulsiones dobles es considerada un fendémeno interfacial que depende de la
union del complejo lipasa-colipasa sobre las superficies de las gotas grasas
emulsificadas en la fase continua, se puede concluir que la encapsulacion de
extracto de xoconostle no ocasiond un impedimento interfacial que alterara el
comportamiento de la digestion lipidica de las emulsiones dobles (Velderrain-

Rodriguez, Salvia-Trujillo et al., 2019).
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7. Conclusiones

Las emulsiones dobles con mayor cantidad de fase acuosa interna (extracto de
xoconostle) son menos eficientes para proteger compuestos bioactivos y actividad

biologica.

La digestion simulada in vitro aumenté la capacidad antioxidante de los

tratamientos, pero disminuyo su efecto antidiabético alrededor de un 50%.

La formulacion de ED40% fue la méas adecuada para preservacion de

biocompuestos y actividad antidiabética del extracto de xoconostle.

La microencapsulacion de extracto de xoconostle mediante sistemas de emulsiones
dobles parece una alternativa prometedora para la preservacion de extracto de
xoconostle, puesto que mantiene viables hasta un 60-80% de los compuestos
bioactivos, ademéas de su capacidad antioxidante y antidiabética después de un

almacenamiento prolongado a temperatura ambiente.
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