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l. INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las Enfermedades No
Transmisibles (ENT) son llamadas asi debido a que no se resuelven espontaneamente,
como resultado de ello, hay un desequilibrio que afecta a los 6rganos y tejidos, sin que aun,
se tenga cura para detenerlas, ya que solo se puede controlar. Una alimentacion adecuada
permite contrarrestar diferentes padecimientos, tal es el caso de alimentos con alto
contenido de compuestos bioactivos y de especies probidticas en cantidades adecuadas,
ya que brindan beneficios al huésped. La OMS sefiala que los probioticos, incluidas las
Bacteria &cido lacticas, son seguras para el consumo humano y deben cumplir estandares
especificos de eficacia y pureza (OMS/FAQO, 2001). Las bacterias acido lacticas (BAL) son
un grupo de microorganismos que producen acido lactico como principal subproducto de la
fermentacion de carbohidratos u capacidad para fermentar aztcares y generar acido lactico
les permite desempefiar un papel esencial en la conservacion de alimentos y en la
promocion de la salud (Wood & Holzapfel, 1995). Por otro lado los célices deshidratados
de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) son reconocidos comercialmente porque a partir de
estos pueden obtenerse extractos concentrados con aplicacion en la industria alimenticia y
farmacéutica. Los calices de jamaica contienen diversos compuestos, entre ellos
alcaloides, acidos orgéanicos, acido ascorbico, anisaldehido, antocianinas, B-caroteno, f -
sitosterol, acido citrico, &cido malico, galactosa, mucopolisacaridos, acido protocatecuico,
polisacaridos, quercetina, acido estearico. Sin embargo, los compuestos bioactivos, tanto
fitoquimicos como bacterias, si son sometidos a diversas condiciones pueden afectar sus
propiedades benéficas, ya que son sensibles a cambios fisicos y quimicos, como el pH,
temperatura, radiacion etc. Lo que repercute en sus propiedades funcionales, por tal razén
se ha recurrido a la microencapsulacion, la cual es definida como una técnica que permite
la proteccion de las materias encapsuladas, manteniendo la estabilidad y viabilidad del
producto. Por lo anterior, en esta investigacion se microencapsularon mezcla de Bacterias
Acido Lécticas (BAL) con extracto de jamaica (Hibiscus sabdariffa) con el objetivo de
obtener polvos con caracteristicas funcionales con potencial probiético y propiedades

antioxidantes.
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II. MARCO TEORICO

2.1 Enfermedades no transmisibles (ENT)

Las enfermedades no transmisibles (ENT) actualmente constituyen uno de los mayores
retos que enfrentan los sistemas de salud a nivel mundial, debido a diversas razones como: el
gran numero de pacientes afectados (tasas de incidencia cada vez mas crecientes), su gradual
contribucion a la mortalidad general, ya que representan la causa mas frecuente de
discapacidad, debido al costo elevado de la hospitalizacion, asi como del tratamiento médico
y de su posterior rehabilitacién (Rodriguez et al., 2018). Existen varias definiciones de ENT, se
les ha denominado asi por prolongarse a través del tiempo, no tener cura, no conocerse un
agente causante que las transmita de un individuo afectado a otro o, por ser enfermedades
gue no se curan espontaneamente, implicando cambios mayores en amplios aspectos de la
vida de una persona, alterando las rutinas y actividades cotidianas, Entre las ENT se
encuentran las cardiovasculares, cerebrovasculares, cancer, diabetes y otros trastornos
metabdlicos, enfermedades respiratorias y pulmonares, trastornos osteomioarticulares,
enfermedades renales. Todas estas antes mencionadas, son las de mayor incidencia y
prevalencia (Abalo, 2016).

2.1.1 Factores de riesgo de las ENT

Existen algunos factores de riego determinantes del aumento de la prevalencia de las
ENT (Tabla 1), tales como el estilo de vida, la alimentacion inadecuada, actividad fisica escasa,
ciclos alterados de suefio, consumo excesivo de sustancias y/o habitos toxicos, alto nivel de
estrés, sexualidad desprotegida, sobrepeso y obesidad, cabe destacar que parte de los malos
habitos son fomentados por el mercado y las publicidades que difunden el consumo de
productos nocivos para la salud, tales como cigarrillos, comestibles ricos en grasa y sodio, etc.
(Beratarrechea, 2010; Abalo, 2016).

Tabla 1. Factores de riesgo de las ENT

Factores de riesgo | Sobrepeso y obesidad, la transicion demografica, la urbanizacién
biologicos modificables | y la globalizacién

Factores de riesgo | Edad; sexo; factores genéticos; la pertenencia a una raza
biologicos: No | determinada

modificables
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Factores determinantes | Las condiciones sociales (inseguridad), econdmicas, politicas,
ambientales y sociales | como el ingreso, condiciones de vida y de trabajo, infraestructura
fisica, ambiente, educacion y el acceso a los servicios de salud

Factores de riesgo | Consumo de tabaco, regimenes alimentarios no nutritivos;
conductuales inactividad fisica; consumo de alcohol, depresion y estrés

Fuente. (Villalobos et al., 2023)

2.1.2. ENT a nivel mundial y en México

Las enfermedades no transmisibles (ENT) representan uno de los mayores desafios del
siglo XXI para la salud y el desarrollo, siendo la principal causa de muerte en todo el mundo,
ademas de constituir la principal causa de discapacidad (Corral et al., 2018). Las ENT causan
el deceso de 41 millones de personas cada afio, lo equivalente al 74% de todas las muertes
en el mundo. Las enfermedades cardiovasculares representan la mayoria de las muertes por
ENT (17,9 millones de personas cada afio), seguidas del cancer (9,3 millones), enfermedades
respiratorias crénicas (4,1 millones) y diabetes (2,0 millones, incluidos los fallecimientos por
nefropatia diabética). Estos cuatro grupos de enfermedades representan mas del 80% de
todas las muertes prematuras por ENT. La deteccion y tratamiento de las ENT, asi como los
cuidados paliativos, son componentes clave en respuesta a las ENT (WHO, 2023). En México
la caracterizacion del comportamiento de las ENT es una tarea primordial de la Secretaria de
Salud, la cual se realiza a través del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica (SINAVE).
Este organismo publico reporto en su informe del 2021, que las mayores tasas de incidencia
fueron ulceras, gastritis y duodenitis, con una incidencia de 349.2 casos por cada 100 mil
habitantes. En segundo lugar, se ubicé la hipertensién arterial con 256.5 casos por cada 100
mil habs., seguida por diabetes mellitus tipo 2, con una tasa de 186.7 casos por cada 100 mil
habs., y, por ultimo, obesidad, con una tasa de 182.7 casos por cada 100 mil habs. Entre los
padecimientos con menor nimero de casos notificados se encontraron el bocio endémico (318
casos), Alzheimer (913 casos) e intoxicacion por plaguicidas (986 casos), lo que representan
unaincidenciade 0.2, 1.1y 0.8 casos por cada 100 mil habitantes, respectivamente (Secretaria
de Salud ,2022).
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2.1.3. Tratamientos farmacoldgicos y costos al sector salud a nivel nacional

El sistema de salud en México se compone de un sector publico y un sector privado, en
el que, el sector publico es financiado por los trabajadores, los empleadores y el Estado;
mientras que el privado ofrece los servicios a la poblacion con capacidad de pago. En el sector
publico, existen diferentes instituciones que proveen atencion meédica: Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS), Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del
Estado (ISSSTE), Instituto de Seguridad Social para las Fuerzas Armadas (ISSFAM),
Petroleos Mexicanos (PEMEX), Secretaria de Salud a través del Seguro Popular y las
entidades proveedoras de salud en las entidades federativas. En 2016, IMSS e ISSSTE
gastaron en conjunto alrededor de 95 mdp de su presupuesto, en atender diabetes,
hipertension, insuficiencia renal y cancer, lo anterior equivale al 31.4% del presupuesto total
destinado a estas instituciones (Dantes et al., 2011; Macias & Villarreal, 2018). Las UNEMES-
EC (Unidad de Especialidades Médicas de Enfermedades Cronicas) proporcionan servicios de
salud para la promocién de la salud y prevencion y control de ciertas enfermedades crénicas
como la diabetes, sobrepeso/obesidad, hipertension arterial y riesgo cardiovascular. En la
Tabla 2 se muestran algunos de los medicamentos usados para el tratamiento de las
enfermedades crénicas (Contreras-Loya et al., 2013).

Tabla 2. Medicamentos mas utilizados en farmacias UNEMES-EC en funcién de los

padecimientos.

Padecimiento Medicamentos
Diabetes mellitus Metformina
Hipertension arterial Acido acetilsalicilico

bezafibrato
hidroclotiazida
Dislipidemias Bezafibrato
Obesidad Metformina y bezafibrato

Fuente: (Contreras-Loya et al., 2013).
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2.1.4. Tratamientos alternos con plantas para el tratamiento de ENT

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha promovido y reconocido la importancia
del uso de plantas medicinales en el cuidado de la salud (WHO, 2002), la cual define medicina
tradicional como "practicas, enfoques, conocimientos y creencias sanitarias basadas en
plantas, animales y/o minerales, terapias fisicas, mentales y espirituales, aplicadas de forma
individual o colectiva para mantener el bienestar” (Véliz, 2019). Las propiedades
farmacoldgicas de especies vegetales se deben en parte a la presencia de fitoquimicos, estos,
son compuestos con caracteristicas quimicas y funcionales muy diversas, que derivan del
metabolismo secundario de plantas. Estudios han demostrado que un gran numero de
fitoquimicos podrian ser utiles para prevenir o tratar numerosas enfermedades no transmisibles
(Lujan et al., 2010)

Se considera componente bioactivo de un alimento, aquel que aporta un beneficio a la
salud mas alla de los considerados como nutricion basica. Estos componentes se encuentran
en general en pequefas cantidades en productos de origen vegetal y en alimentos ricos en
lipidos. Dentro del término global de actividad bioldgica se deben diferenciar tres aspectos
importantes: las funciones (papel esencial), las acciones (respuestas, beneficiosas o adversas,
fisiologicas o farmacoldgicas) y las asociaciones (correlaciones de los componentes de los
alimentos con algun aspecto o finalidad fisiolégica o clinica que puede o no mostrar una
relacion causal) (Olmedilla & Granado, 2008; Chalé et al., 2014). Diversos estudios llevados a
cabo en los ultimos afios, han puesto de manifiesto el poder antioxidante de algunos
compuestos fendlicos presentes en las plantas y particularmente, los que abundan en las
especies comestibles (Carciochi & Manrique, 2014). Estos efectos beneficiosos se han
relacionado con la existencia de determinados metabolitos caracteristicos de los vegetales,
gue desde un punto de vista bioquimico son conocidos como metabolitos secundarios
vegetales, pero, también se les conoce como sustancias fitoquimicas o fitonutrientes
(Tomas,2003). Esta propiedad antioxidante se asocia con su capacidad para capturar radicales
libres, los cuales inducen un efecto positivo y benéfico en la salud (Ko et al., 2008). Las plantas
son una fuente inmensa de fitocompuestos con gran complejidad estructural, multiplicidad de
mecanismos de accion y de actividades sobre los seres vivos. Entre estas se encuentran la
prevencion de enfermedades que actualmente, afectan gran parte de la poblacion humana. En

el reino vegetal podemos distinguir cuatro grandes grupos de compuestos fitoquimicos (Figura
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1): sustancias fendlicas,

nitrogenadas (alcaloides) (Gaviria et al., 2015).

OH
Flavonol
(quercetina) e OH
HO - (o] ¢
TOH
OH (o]
OH
OH
5. 1O
HO (o]
OH
(o]
O
OH HO
OH
OH
OH
HO
HO O R
B —
SoH
OH HO
HO,, COOH
N o
S e}

HO

OH

Fenilpropanocides
(clorogénico)

—

HO
OH

HO
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2.3 Hibiscus sabdariffa

La jamaica (Hibiscus sabdariffa) es originaria de la region Tropical de Africa, desde
Egipto y Sudan hasta Senegal, incluye a Malawi, Mozambique, Zambia, Zimbabwe. Por sus
propiedades medicinales, nutraceuticas y rusticidad de la planta se ha distribuido a otras
regiones tropicales del mundo, como son: México, América Central, América del Sur y el
Sureste Asiatico; en estos lugares ha alcanzado gran importancia econdmica. Desde el punto
de vista morfoldgico, la jamaica es una planta arbustiva semilefiosa (Figura 2) anual o bianual
gue pertenece a la familia Malvaceae (Tabla 3) y alcanza entre uno y tres metros de altura.
Sus tallos son abundantes, muy ramificados y de corteza roja, con hojas alternas de bordes

irregularmente aserrados (Cid-Ortega & Guerrero-Beltran, 2012; Ariza et al., 2017)

Figura 2 .Planta de Hibiscus sabdariffa. Fuente: (Murrieta et al., 2014).

Tabla 3. Clasificacién taxonémica de la jamaica (Hibiscus Sabdariffa)

Reino Plantae

Sub-reino Tracheobionta

Division Anthophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malvaceae
Género Hibiscus
Especie Sabdariffa L

Fuente: (Cid-Ortega & Guerrero-Beltran, 2012).
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En México la produccion de flor de jamaica se centra principalmente en nueve estados,
el estado de Guerrero, junto con el estado de Oaxaca, son los principales productores, con el
primer y segundo lugar respectivamente. Con lo que respecta al mercado mexicano en funcion
de las caracteristicas o criterios para su consumo, se consideran la acidez del extracto y el
numero de extracciones que puedan realizarse a partir de los calices. Cabe destacar que la
jamaica que se produce en el estado de Guerrero, tiene un alto contenido de acidos, lo que
resulta atractivo para usos medicinales. La jamaica y los extractos derivados de ésta, se han
propuesto como ingredientes para el desarrollo de alimentos funcionales, siendo los calices
(flor) la parte que mas se aprovecha de la planta, en México, es consumida tradicionalmente
como extracto acuoso para preparar bebidas refrescantes, asi como mermeladas, jaleas,

licores, harinas para galletas, etc (Shahidi, 2004).

2.2.4. Composicion de los bioactivos de Hibiscus sabdariffa

Los calices de H. sabdariffa contienen varios compuestos responsables de la actividad
farmacoldgica, el color de los calices de Hibiscus varia desde verde-amarillento hasta rojo
intenso, asi, los calices oscuros poseen mayor contenido de antocianinas que los calices
claros, y se encuentra relacionado con los compuestos fitoquimicos. En la Tabla 4 se muestran
las partes de la planta y los componentes fitoquimicos que contienen (acidos organicos,

flavonoides y antocianinas) (Babalola et al., 2001; Christian & Jackson, 2009).

Tabla 4. Constituyentes fitoquimicos de H. Sabdariffa

Parte de la Composicion quimica
planta
Hojas Proteinas, grasa, hidratos de carbono, fibra, ceniza, minerales (Ca,

P, Fe), vitaminas (tiamina, riboflavina y niacina), B-caroteno y acido
ascorbico.

Flores Principalmente antocianinas como delfinidina y polisacaridos
solubles neutros como arabinanos y arabinogalactanos

Célices Proteinas, grasas, hidratos de carbono, fibra, alcaloides,
antocianinas  (cianina-3-rutindésido,  delfinidina), flavonoides
(hibiscetina, quercetina), fitosteroles (B-sitosterol), acido estearico,

cera, acidos organicos (principalmente acido citrico y malico; acido
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ascorbico, acido oxalico, acido succinico, acido tartarico), minerales
(Fe, P, Mg, Ca, Al, Na, P), vitamina C y B-caroteno

Fuente: (Véguez, 2009).

Acidos fendlicos y flavonoides. Los calices es una de las partes mas importante
debido que contiene polifenoles, flavonoles y flavanoles en forma simple o polimerizada. En
algunos estudios se han detectado los siguientes flavonoides: hibiscitrina (hibiscetina-3-
glucdsido), sabdaritrina, gosipitrina, gositrina y otros glucosidos de la gosipetina, quercetina y
luteolina; asi como acido clorogénico, acido protocatecuico, acido pelargonidico, eugenol y
esteroles (principalmente beta-sitosterol y ergosterol) los cuales tienen potencial antioxidante,
antihipertensivo, antimicrobiano, antiinflamatorio, antidiabético y anticancerigeno (Riaz &
Chopra, 2018).

OH

OCH3

E I
Quercetina-3-O-rutinosido ugeno

Figura 3. Quercetina y Eugenol. Fuente: (Carvajal et al., 2012).

Antocianinas. Las antocianinas (antocianidinas glicosiladas) son compuestos
polifendlicos debido a que son metabolitos secundarios de las plantas que poseen en su
estructura al menos un anillo aroméatico al que esta unido uno o mas grupos hidroxilo (De la
rosa et al., 2022). La primera antocianina del caliz de H. sabdariffa aislada, fue la "Hibicina"
(también llamada delfinidina-3-sambubidsido, cianidina-3-glucosido y/o delfinidina pentosido-
glicosido). Actualmente se conocen cuatro tipos de antocianinas en los calices de jamaica; en
mayor proporcion, delfinidina-3-sambubidsido (D3S) y cianidina-3-sambubiésido (C3S),
mientras que en menor relevancia delfinidina-3-glucdsido y cianidina-3-glucésido. De éstos, el
85% del total de antocianinas es D3S, considerandose la principal fuente de capacidad

antioxidante. Las antocianinas, D3S y C3S, contienen son componentes activos responsables
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de los efectos antihipertensivos e hipocolesterolémicos, posiblemente porque se encuentran

en grandes cantidades en los extractos acuosos (Hopkins et al., 2013).

cianidina delfinidina
OH

OH

HO 9\ H

H Z OH
OH

Figura. 4 Cianidina y Delfinidina). Fuente: (De la rosa, 2022)

Acidos organicos. Los estudios sobre extractos de H. sabdariffa indican que contienen
un alto porcentaje de acidos organicos, entre los que destacan el acido citrico, el &cido
hidroxicitrico, el acido de hibisco, el acido malico y el acido tartarico como principales
compuestos (Figura 5). Aungue en menor proporcion se han encontrado los acidos oxalico y
ascorbico, en general, el porcentaje de estos acidos organicos es similar en las especies de
Hibiscus sabdariffa L., aunque el acido hibiscus es el mas representativo (13-24%). El resto de
acidos organicos son: 12-20% acido citrico, 2-9% &cido malico, 8% &cido tartarico y acido
ascorbico entre 0,02-0,05% (Riaz & Chopra, 2018)

OH OH H OH 0
OH Acido (+)-tartirico
(A) (B) © (D)

Figura 5. Estructura quimica de los principales acidos organicos de H. sabdariffa. (A) Acido citrico; (B)

Acido hidroxicitrico; (C) Acido Hibiscus y (D) Acido tartarico. Fuente (Carvajal et al., 2012)

La estabilidad de los compuestos bioactivos depende de diversos factores que afectan
Su estructura quimica y por tanto su efecto en la salud, entre los que incluyen en el area de

alimentos, como procesos tecnoldgicos, tratamientos térmicos o en el transcurso de
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almacenamiento por lo que se ha recurrido a la microencapsulaciéon de compuestos bioactivos

obtenidos de plantas como jamaica (Gomez-Aldapa et al., 2019; Mandaji et al., 2022).

2.3.1 Efectos benéficos de H. Sabdariffa en la salud

En los ultimos afios H. Sabdariffa ha tenido un uso potencial en el area farmacologica
debido a los beneficios que produce como medicina alternativa, atribuyéndole propiedades
diuréticas, antifebriles, en la disminucion del colesterol y la hipertension (Cid-Ortega &
Guerrero-Beltran, 2012). Derivado de lo anterior, se han realizado investigaciones con
extractos de jamaica, demostrando que sus componentes como vitaminas (E y C), acidos
polifendlicos, flavonoides y antocianinas, poseen actividad antioxidante, contribuyendo a las

acciones anticancerigenas y cardioprotectivas (Cauich et al., 2020).

Las antocianinas de la jamaica tienen efectos antihipertensivos a través de la inhibicién
de la enzima convertidora de angiotensina y actividad diurética; asi como también poseen
efecto hepatoprotector por su capacidad para radicales libres y reducir la peroxidacion de
lipidos en comparacion con el tratamiento utilizando farmacos como lisinopril y captopril,
ambos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (Castafieda & Caceres, 2014;
Escobar-Millan et al., 2018).

Tabla 5 Beneficios de extractos de H. Sabdariffa.

Antidiabético La a-amilasa y la a-glucosidasa son las principales enzimas del
metabolismo de los hidratos de carbono, los compuestos fendlicos
tienen la capacidad de inhibir ambas enzimas, el &cido cafeico, el acido

galico y los acidos protocatecuico

Antihiperlipidemia | EI consumo de extractos mejora el perfil lipidico, el mecanismo descrito

y antiobesidad fue la reduccion de los niveles de colesterol total y LDL.

Antihipertensién | Disminuye la presion arterial sistélica (PAS) y la presiéon arterial
diastolica. Varios estudios informaron del potencial antihipertensivo de

los compuestos fendlicos

Diurético El potencial antidiurético del extracto acuoso el contenido de quercetina
del extracto influye en el endotelio vascular, lo que provoca la liberacién

de NO y la inhibicién de la actividad ATPasa, afectando al gradiente de
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concentracion de Na+/K+ en las células epiteliales tubulares de la

nefrona
Actividad Diversos extractos se han evaluado efectivamente frente a bacterias
antimicrobiana Gram negativas (Escherichia coli y Salmonella enteritidis) y Gram

positivas (Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus), Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y Escherichia coli (ATCC 8739)

Fuente: (Hapsari & Setyaningsih, 2021).

2.4 Probidticos
Los probidticos son un grupo de bacterias que han sido descritas como

microorganismos vivos que al ser administrados en la cantidad correcta confieren al huésped
un beneficio en su salud (Cook et al., 2012). Los principales probiéticos son las bacterias
integrantes de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium que se ubican en el tracto
gastrointestinal del humano (Sanz et al.,, 2003). Existe una amplia variedad de productos
probidticos en el mercado en forma de suplementos dietéticos y productos lacteos fermentados
gue pueden presentar problemas con la viabilidad y funcionalidad de estas bacterias, la escasa
supervivencia de los probidticos en estos productos y en el tracto gastrointestinal se ve
afectado por ciertos factores a los que es sometido, por esta razdn las investigaciones se han
enfocado en el empleo de ciertas técnicas como la microencapsulacion como estrategia para
mejorar la viabilidad de los probiéticos en los productos y durante su paso en el tracto
gastrointestinal. Hasta el momento, los microorganismos probidticos que han sido
microencapsulados pertenecen a los siguientes géneros: Lactobacillus, Bifidobacterium,

Enterococcus y Streptococcus (Pérez et al., 2013).

2.4.1 Beneficios de los probidticos a la salud
Para que los microorganismos probidticos tengan un efecto beneficioso sobre la salud,

la concentracion recomendada de células viables es generalmente >106-108 CFU/g o 108-101°
CFU/dia en el producto en el tiempo de consumo (Champagne et al., 2011). Los probidticos
tienen aplicaciones en la salud, algunas de las afirmaciones terapéuticas y beneficios de los
probidticos se encuentran en la Tabla 6. Estos microorganismos presentan seguridad
bioldgica, capacidad de ser tolerados por el sistema inmune del huésped, capacidad de resistir
a los acidos gastricos, sales biliares, capacidad de adherirse a la mucosa intestinal,
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colonizarlas y sinergia con la microbiota enddgeno normal, (Aradjo et al., 2015). Existen
mecanismos por los cuales los probidticos pueden ejercer sus efectos, la actividad
antimicrobiana al secretar una variedad de compuestos, que incluyen acidos organicos
principalmente &cido lactico y acético que reducen el pH intestinal, esto conlleva a la reduccion
de células bacterianas, asi como afectar el metabolismo y la produccion de toxinas de los
microorganismos patdgenos. Los probidticos también pueden emplear mecanismos
enzimaticos, secretando enzimas capaces de hidrolizar toxinas bacterianas, modificar los
receptores de toxinas (Corrales & Arias, 2020), ademds, las bacterias probidticas tienen
beneficios en la salud del huésped, presentan otras utilidades como favorecer el desarrollo de
las caracteristicas sensoriales de productos fermentados, por lo que son consideradas como

bacterias conservadoras en alimentos (Barboza et al., 2004).

Tabla 6. Beneficios de probidticos en la salud humana.

Desordenes intestinales

Diarrea

Estrefiimiento

Colitis

Intolerancia a la lactosa

Flatulencias

Tratamiento de la inflamacién cronica del tracto digestivo.

Otros desordenes

Vaginitis

Enfermedad hepatica inducida por el alcohol
Hipercolesterolemia

Otros usos
Estabilizacion de la flora
Recolonizacién del intestino después del tratamiento con antibiéticos
Tratamiento de alergias alimentarias
Adyuvante de vacunas
Modular las defensas del huésped, incluidos tanto el sistema inmune innato como el
adquirido.
Fuente: (Goldi, 1998; Corrales & Arias 2020).

El uso de probiéticos tiene ciertas desventajas al emplearlos en procesos alimentarios,
tal como lo es su baja viabilidad de supervivencia, esta se puede ver afectada por condiciones
ambientales como la humedad y la temperatura (Aradjo et al., 2015). Otra desventaja es la

presencia de organismos competitivos, temperatura de almacenamiento del alimento, la
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presencia de sustancias inhibidoras, la presencia de oxigeno (Espinoza, 2013), pH (derivado
del proceso de fermentacion), composicion quimica del medio, concentracion final de
azucares, es decir el aumento de la presion osmotica y las practicas de inoculacién (Olagnero
et al., 2007). Por tanto, la supervivencia de estas bacterias durante el procesamiento,
almacenamiento y al paso por el tracto gastrointestinal es cuestionable, debido a que son
susceptibles a factores adversos como la concentracibn de oxigeno, pH &cido, y alta
concentracion de sales biliares (Castro-Rosas et al.,, 2020). Se ha recurrido a la
microencapsulacién de bacterias probidticas la cual consiste en proteger a las bacterias

mediante una barrera fisica frente a condiciones ambientales adversas (Martin et al., 2015).

2.5 Microencapsulacion
La microencapsulacion se puede definir como una técnica de recubrimiento para sélidos,

liguidos o en algunos casos, gases en forma de capsulas selladas. El propésito de la
microencapsulacion es proteger el contenido (nucleo) contra humedad, pH, oxidacion, entre

otros factores tales como (Gharsallaoui et al., 2007; Esquivel et al., 2015):

e Disminuir la tasa de transferencia del material ndcleo al entorno exterior.

e Manejo més facil del producto al modificar las caracteristicas fisicas.

e Enmascarar algun aroma o sabor indeseable del ingrediente activo.

e Controlar la liberaciéon del ingrediente activo a través del tiempo o0 en un momento en

particular.

La microencapsulacion es utilizada para mejorar la resistencia de los probioticos a
situaciones no favorables. Las tecnologias de microencapsulacion son requeridas para
mantener la viabilidad de los probioticos durante el almacenamiento y dentro del intestino
humano con la finalidad de aumentar la capacidad de los probioticos de colonizar el colon, por
lo general, los probidticos se recubren con materiales de calidad alimentaria como
biopolimeros o lipidos, en algunos casos se puede co-encapsular componentes adicionales

para mejorar su viabilidad, como nutrientes o agentes protectores (Yao et al., 2020).

2.5.1 Secado por aspersion

El secado por aspersion es un método de microencapsulaciéon que consiste en la
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dispersion de la sustancia a encapsular en el agente encapsulante (material pared), seguido
de una atomizacion de la muestra en una camara a alta temperatura, el solvente se evapora
instantaneamente y el material activo queda atrapado dentro de una pelicula de material
encapsulante (Martinez et al., 2016), estos materiales pared pueden ser de distintos tipos
(Huertas, 2010; Lopez, 2010):

e Lipidos: grasa lactea, lecitinas, ceras, acido estearico, monoglicéridos, diglicéridos,
parafinas, aceites hidrogenados, soya.

e Carbohidratos: almidén, almidones modificados, maltodextrina y gomas, etc.

e Proteinas: caseinato de sodio, proteina de lactosuero, aislados de proteina de soya,

gluten, grenetina, caseina.

El secado por aspersion consiste en tener un producto liquido el cual posteriormente es
atomizado en una corriente de gas caliente para obtener un polvo instantaneamente. La
ventaja del proceso es que se puede operar de forma continua, es una técnica de bajo costo,
que utiliza maquinaria facilmente disponible (Arslan et al., 2015). La desventaja es que la alta
temperatura utilizada en el proceso puede no ser adecuada para encapsular cultivos
probidticos (Kailasapathy, 2002), debido a ello, es de vital importancia optimizar el proceso de

secado.

En la Figura 6 se muestra un esquema del secador en forma general, la eficiencia de
esta técnica dependera de diversas propiedades del compuesto, parametros de secado como
temperatura de entrada, velocidad de flujo de alimentacion, tipo y concentracion del agente
microencapsulante, debido a esto se obtienen productos microencapsulados con alto
porcentaje de retencion del compuesto de interés y estabilidad de dicho compuesto durante el
almacenamiento (Villena et al., 2009). La estructura de las particulas depende de la naturaleza
de las sustancias bioactivas (pueden variar en particulas sélidas, huecas, arrugadas o
desintegradas), por lo que, obtener una mezcla homogénea de particulas sélidas bajo las
condiciones establecida de secado, es el factor de calidad mas importante (Garzon et al.,
2023).
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Figura 6. Diagrama basico de un secador por aspersion. Fuente: (Castafieta et al., 2011).

2.5.1 Microencapsulacion de extractos de H. sabdariffa mediante secado por aspersion

El género Hibiscus incluye mas de 250 especies y numerosos estudios demostraron
gue estas plantas contienen compuestos bioactivos con potencial tecnoldgico para ser
utilizados en el desarrollo de alimentos funcionales. Sin embargo, la inestabilidad de estos
compuestos durante las condiciones tipicas de procesamiento de alimentos, como la
exposicidon a altas temperaturas, cambios de pH y la presencia de luz y oxigeno, han
estimulado el uso de técnicas de encapsulacion para aumentar su estabilidad y aplicabilidad
(Mandaji et al., 2022). En la actualidad el uso de la microencapsulacion mediante el secado
por aspersion se ha convertido en una de las técnicas mas utilizadas para la conservacion de
compuestos bioactivos y con ello, varias investigaciones y proyectos han derivado, por tan
s6lo mencionar algunos autores como Sotomayor & Vargas (2017), quienes optimizaron la
extraccion y microencapsulacion de antocianinas de flor de jamaica mediante secado por
aspersion para la evaluaciéon de su capacidad antioxidante, estos autores reportaron que las
antocianinas encapsuladas tuvieron efectividad antioxidante y, fue mayor que las antocianinas
sin encapsular. Cabe destacar que el uso de polimeros para la microencapsulacion, también
ha sido un factor de investigacion, ejemplo de ello, NUfiez & Lopez (2022), demostraron la
efectividad de la maltodextrina como polimero, al formar microesferas que recubren y protegen
a las antocianinas presentes en la H. sabdariffa, las cuales fueron extraidas,

microencapsuladas y se les evaluo su capacidad antioxidante.
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2.5.2 Microencapsulacion de probiéticos mediante secado por aspersion

El efecto probiético se logra con un consumo minimo de 10® —10” UFC/g o mL; por lo
tanto, es requerido que las industrias garanticen la supervivencia celular. Las técnicas de
encapsulacion son una alternativa cuando se intenta proteger a estos microorganismos del
efecto de agentes medioambientales que pueden afectar su viabilidad, durante el
procesamiento, almacenamiento, consumo y a su paso por el tracto gastrointestinal al
permitirles mantener su viabilidad y funcionalidad con el tiempo (Semyonov et al., 2010),
reduciendo el dafio celular al retener las células dentro de materiales encapsulantes que
generan su aislamiento (Ranadheera et al., 2010). Resultados de investigaciones muestran
gue, ademas de la técnica de encapsulacion, el efecto de proteccion depende en gran medida
de las propiedades funcionales del material pared, inclusive, ingredientes no digeribles de los
alimentos como los prebiodticos podrian aplicarse como material de recubrimiento, ya que se
les atribuyen cualidades protectoras sobre la microbiota gastrointestinal benéfica de humanos
y animales (Alfaro, 2019).
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[Il.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hablar de las ENT en México, es de gran importancia respecto al impacto que tiene en
la sociedad y la correlacion con en el sector salud. La alta prevalencia de enfermedades
cronicas, en las ultimas décadas ha hecho que los servicios sanitarios a nivel mundial busquen
alternativas de tratamiento para poder frenar y controlar padecimientos como la obesidad,
diabetes, cancer, hipertension y enfermedades cardiovasculares, etc. Asi, en el é&rea
alimentaria se ha incrementado el desarrollo de alimentos funcionales (con compuestos
bioactivos) como una estrategia, que representa una alternativa factible en la prevencion de
ciertas patologias, al mismo tiempo que sirve para reducir la sintomatologia de algunas
enfermedades. La jamaica (Hibiscus sabdariffa) ha sido ampliamente estudiada como
coadyuvante en el tratamiento de diferentes ENT, debido a su composicion fitoquimica, por
otro lado, los probidticos como microorganismos vivos pueden dar un efecto benéfico en la
salud del huésped siempre y cuando lleguen en concentraciones adecuadas al intestino (106-
108 UFC/ g o mL). Sin embargo, estos compuestos bioactivos tanto fitoquimicos como
bacterias se enfrentan a diversos retos, ya que estos son sensibles a cambios fisicos y
guimicos como el pH, temperatura, luz, concentracion de oxigeno y procesamiento, al paso
durante el tracto gastrointestinal, lo que reduce su biodisponibilidad y por tanto sus efectos
benéficos. Tanto compuestos fitoquimicos de la jamaica, como los probiéticos han sido
microencapsulados con el objetivo de incrementar su estabilidad. El secado por aspersion es
un método ampliamente utilizado para la encapsulacién de ambos compuestos bioactivos por
ser versatil, de bajo costo y con alta eficiencia. Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue microencapsular mezcla de compuestos bioactivos de extracto de Hibiscus sabdariffa con
probidticos, y obtener microencapsulados funcionales, utilizando la técnica de secado por

aspersion.
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IV. HIPOTESIS
Es posible obtener microencapsulados con alto contenido de compuestos bioactivos, a
partir de extracto de jamaica (Hibiscus sabdariffa) en mezcla con probiéticos, en usando la
técnica de secado por aspersion.
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Microencapsular mezcla de compuestos bioactivos de extracto de jamaica (Hibiscus
sabdariffa) con probidticos, utilizando la técnica de secado por aspersion.

5.2 Objetivos especificos
1. Caracterizar los compuestos fitoquimicos en extractos (acuoso, metandlico, etandlico,
acetonico, acuoso (ebullicién) de jamaica (Hibiscus sabdariffa) (fenoles y flavonoides
totales, antocianinas) y capacidad antioxidante (ABTS y DPPH), por métodos
espectrofotométricos.

2. Formular mezclas de probiéticos (L-17, L-19, L-20, L-25) con dos concentraciones de
extracto de jamaica (5 y 10 g (p/v) y evaluacion de pH sobre la viabilidad de las
bacterias.

3. Optimizar el proceso de microencapsulacion de mezcla de probiéticos (L25) con
extracto metandlico de jamaica (Hibiscus sabdariffa), usando la técnica de secado por

aspersion.

4. Caracterizar los microencapsulados obtenidos: cuantificar los compuestos fitoquimicos
(fenoles, flavonoides totales, antocianinas), capacidad antioxidante (ABTS y DPPH), y
Eficiencia de Microencapsulacion (%) para los compuestos del extracto de jamaica, y la
sobrevivencia de las bacterias (%), morfologia (MEB), actividad de agua (aw) y humedad

(%), color para los probiéticos.
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VI.METODOLOGIA

6.1 Materia primay cepas

Para el estudio se utilizé la variedad de jamiaca (H. sabdariffa) cultivada en el estado de
Guerrero. La cepa Lacticaseibacillus paracasei UAEH20 (L20) que se utilizé en este trabajo se
aisloé de queso tenate del estado de Hidalgo, México (Falfan-Cortés et al., 2022) y tres cepas
del género Enterococcus lactis UAEH 17, UAEH 19 y UAEH 25 aislados e identificados

previamente de diversos quesos del mismo estado (Tabla 7).

Tabla 7 Bacterias acido lacticas (BAL) con potencial probidtico, utilizadas en la investigacion

Microorganismo (BAL) Abreviatura utilizada
Lacticaseibacillus paracasei UAEH20 L20
Enterococcus lactis UAEH 17 L17
Enterococcus lactis UAEH 19 L19
Enterococcus lactis UAEH 25 L25

6.2 Obtencién de extractos

Los extractos se obtuvieron con cuatro disolventes, agua (Aq), etanol (Et), acetona (Ac)
y metanol (Me). Se pesaron 100 g de célices de H. sabdariffa, la muestra se tritur6 para obtener
mayor superficie de contacto con ayuda de una licuadora, posteriormente se pes6 0.1 g de
muestra en tubo Eppendorf, se adicion6 1 mL del disolvente respectivamente, los tubos se
agitaron y se dejaron reposar 5 min, ademas se obtuvo un extracto acuoso a ebullicion, para
este tratamiento el tubo Eppendorf se colocé a bafio Maria, a 92 °C por 15 min, transcurrido
este tiempo se retiré del bafio y se dejo enfriar por 5 min. La mezcla jamaica mas disolvente
fueron centrifugados (microcentrifuga; MiniSpin plus, Eppendorf, Alemania), a 12,000 rpm por
15 min, se separo el sobrenadante del residuo de la planta, considerando este procedimiento
como primer lavado, tras retirar el sobrenadante, se adicioné 1 mL mas de disolvente y se
repitio el procedimiento dos veces, con el fin de hacer 3 extracciones sucesivas, para obtener
3 mL de cada extracto. Cada extracto fue aforado a 25 mL con su respectivo disolvente, este
fue almacenado en refrigeracion y oscuridad para evitar la degradaciéon de compuestos

bioactivos y su posterior analisis.

6.3 Caracterizacion de los extractos de H. sabdariffa

6.3.1 Cuantificacion de fenoles totales
Los compuestos fendlicos totales en los extractos se determinaron a través del método

de Folin-Ciocalteau siguiendo la metodologia descrita por Vargas-Leon et al. (2018). En
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microtubos Eppendorf se colocaron 250 uL de los diferentes extractos, 625 pL del reactivo de
Folin-Ciocalteau y 500 pyL de Na2COs al 7.5%, se agitaron y se dejaron en reposo por 2 h,
posteriormente se midio la absorbancia a 760 nm. Para determinar la concentracion de cada
extracto, se utilizé una curva estandar de 0 a 150 ppm de &cido gélico (AG) y el resultado se

expresd como mg equivalentes de acido galico por 100 g de céliz de flor de jamaica.

6.3.2 Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determiné siguiendo la metodologia descrita por
Pekal & Pyrzynska (2014). De cada extracto se tomaron 1,100 uL y fueron colocados en unos
microtubos a los cuales se les adicionaron 125 uL de cloruro de aluminio (AICI3) al 10%, se
dejaron en reposo por 15 minutos, transcurrido el tiempo se midi6é la absorbancia a 425 nm.
Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de Quercetina en 100 g de céliz de flor

de jamaica, utilizando una curva de 0-25 ppm de quercetina.

6.3.3 Antocianinas

La determinacion de antocianinas monomericas totales se determiné de acuerdo con la
metodologia descrita por Del Carpio-Jiménez et al. (2009), en un microtubo se colocé 1 mL de
solucion buffer pH 1y en otro, 1 mL de solucion buffer pH 4.5, a cada tubo se le adiciono 500
WL de extracto y se le midié la absorbancia a 520 nm (longitud de onda de maxima absorbancia
de las antocianinas) y a 700 nm en el espectrofotometro, usando como blanco el buffer

correspondiente. La absorbancia final (AF) se calculé con la siguiente ecuacion (Ecuacion 1):

AF = (Asz0nm — A700nm)pr1.0 — (As20nm — A700)pHas ECUACION 1.

El valor de la absorbancia se sustituy6 en la siguiente ecuacion para obtener la concentracion

de antocianinas (Ecuacion 2):

g) __ AxPM =FD =1000

Antocianinas monoméricas (mT Tl Ecuacion 2.

Donde ¢ y PM, corresponden a la absortividad molar y peso molecular de la antocianina que
predomina en la muestra y FD es el factor de dilucion (volumen total/volumen de extracto).
Dado que una de las antocianinas predominantes en H. sabdariffa es la cianidina- 3-glucésido,
se utilizaron su absortividad molar (¢: 26.900) y peso molecular de 449.2g/mol. El resultado
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obtenido se expres6é como mg equivalentes de cianidina-3-glucosido en 100 g de caliz de flor

de jamaica.

6.3.4 Capacidad antioxidante método ABTS

Segun la metodologia desarrollada por Re et al. (1999). En tubos Eppendorf se
colocaron 50 pL del estandar o de los extractos y 1.1 mL del reactivo ABTS, se dejaron reposar
por media hora y se midié la absorbancia a 735 mn en el espectrofotometro. Con la
correspondiente regresion lineal se determind la capacidad de los extractos para abatir al
radical, reportando los resultados en mg equivalentes de Trolox/ 100 g de caliz deshidratado
(mg ET/ 100 g).

6.3.5 Capacidad Antioxidante método DPPH

Este método, desarrollado por Brand-Willams et al. (1995), se basa en la reduccion de
la absorbancia del radical DPPH+s a 510 nm por sustancias antioxidantes. Se prepard una
solucién de DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazil) 100 uM, disuelto en metanol, se ajusto la
absorbancia a 0.70 £+ 0.03 unidades a una longitud de onda de 510 nm. Se utilizé una curva
patréon de acido ascorbico, de 0-150 ppm. En tubos Eppendorf se colocaron 50 uL del estandar
o de los extractos a analizar y 1.1 mL del DPPH, se dejaron reposar por media hora y se midi6
la absorbancia a 510 nm en el espectrofotémetro. Con la correspondiente regresion lineal se
determind la capacidad de los extractos para abatir al radical, reportando los resultados en mg

equivalentes de acido ascorbico/ 100 g de caliz deshidratado (mg E Ac A/100 g).

6.4 Evaluacion del efecto de los diferentes extractos obtenidos de H. sabdariffa sobre la
viabilidad de bacterias acido lacticas

Para la preparacion de disoluciones, se utilizaron extractos libres de solventes
(metanol,etanol,acetona,acuoso) al 10%. Para la evaluacion del efecto de diferentes extractos
de H. sabdariffa, sobre la viabilidad (UFC/mL) de bacterias acido lacticas, primero se realizo la
activacion de las cepas de bacterias acido lacticas (L17, L19, L20, L25), se colocaron 100 uL
del concentrado celular (cepa crioconservada) en 3 mL de caldo Lactobacilli (MRS), se realiz6
doble transferencia sucesiva (incubacion a 37 °C durante 24 h). Después cada bacteria acido
lactica (L17, L19, L20, L25), se sembr6é en agar MRS utilizando el método de extension en
superficie y sobre los medios solidificados se le colocaron 20 pL de cada extracto, las cajas
fueron incubadas a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se observé la presencia o ausencia de

halos de inhibicion.
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6.5 Obtencidn de extracto metandlico de H. sabdariffa

Para la obtencion de extracto metandlico se pesaron 1 kg de calices secos de Hibiscus
sabdariffa con 9 L de metanol en maceracion por siete dias, la fase liquida se filtr6 (papel
Whatman No. 4). Para retirar el solvente (metanol) se utilizé un rotaevaporador (BUCHI) a una
temperatura menor de 35°C. El concentrado fue colocado en un recipiente protegido de la luz

y almacenado en refrigeracion.

6.5.1 Evaluacion de la resistencia de las bacterias acido lacticas a diferentes
concentraciones (5y 10% p/v) de extracto metandlico de H. sabdariffa

Se prepararon ocho disoluciones de extracto metandlico, cuatro de 5 % y cuatro de 10
% (p/v). La activacion de las cepas de bacterias acido lacticas (L17, L19, L20, L25) se realiz
con una doble transferencia sucesiva en caldo MRS como previamente fue descrito. Después
de la doble activacién el paquete celular se centrifugé por 20 min a 3500 rpm, se decanto el
sobrenadante y se le agregaron 5 mL de peptona, se centrifugd nuevamente por 20 min a 3500
rpm, se decant6 el sobrenadante y se agrego el extracto metandlico (10 mL) en diferentes
concentraciones (5 y 10 %), se dej6 en contacto con el extracto durante 1 h en agitacién
constante. Posteriomente, se realizaron diluciones seriadas de las muestras, las cuales se
sembraron en agar MRS utilizando el método de vaciado en placa, estas se incubaron a 37 °C

por 48 h. Se realizé un conteo de colonias para calcular las UFC/ml en cada tratamiento.

6.5.2 Evaluacion de la resistencia de las bacterias acido lacticas a diferentes pH del
extracto metandlico de Hibiscus sabdariffa

Se prepararon seis disoluciones de extracto metandlico al 5 % (p/v) con pH 4y 6
respectivamente. La activacién de las cepas de bacterias acido lacticas (L17, L20, L25) se
realizd con una doble transferencia sucesiva en caldo MRS. Después de la doble activacion,
se lavo el paquete celular mediante centrifugacién previamente descrito. Al paquete celular
obtenido de las bacterias acido lacticas se les agregé 10 mL de extracto metanolico 5%
ajustado a pH 4y 6. La mezcla extracto (pH 4 y pH 6) con las bacterias se dejaron en agitacion
constante durante 1 hora. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas las cuales se
sembraron en agar MRS, utilizando el método de vaciado en placa, se incubaron a 37 °C por
48 h. Finalmente se realizé un conteo de colonias para calcular las UFC/ml en cada mezcla de
extracto con bacteria acido lactica.
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6.5.3 Caracterizacion del extracto metandlico al 5% pH 4y 6 de H. sabdariffa

Se cuantificé la actividad antioxidante por los métodos ABTS y DPPH previamente
descritos para los extractos metandlico con una concentracion del 5% (p/v) y ajustado a pH de
4 y 6 respectivamente. Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de &cido
ascorbico/ 100 g de extracto (mg E Ac A/100 g) y mg equivalentes de Trolox/ 100 g de extracto
(mg ET/ 100 g).

6.6 Estudio preliminar para la microencapsulacion de L25 con extracto metandlico 5%
pH 4 de H. sabdariffa

La activacion de la cepa de bacteria acido lactica L-25 (Lactobacillus paracasei), se
realizé mediante doble transferencia en tubos, conteniendo 3 mL de caldo Caldo (MRS),
incubados a 37 °C por 24 h. Para la encapsulacion el paquete celular fue lavado por
centrifugacion, separando el sobrenadante del paquete celular. Posteriormente, se preparé la
mezcla de almidon 30% de solidos N-lok (material pared) con bacterias &cido lacticas
(Lactobacillus paracasei L-25). La mezcla se homogeniz6 en un ultraturrax a 3,500 rpm
durante 5 s. La viabilidad de las bacterias se cuantifico en la mezcla, obteniendo las UFC/mL
antes de secar, utilizando el método de vaciado en placa en agar MRS. La microencapsulacion
de las bacterias se realizé en un secador por aspersion a escala laboratorio, de acuerdo a lo
reportado por Hernandez et al. (2018); en un equipo BUCHI Mini Spray Dryer B-191, equipado
con una boquilla con un didmetro de 0.5 mm. La temperatura de entrada fue de 100 °C, la
temperatura de salida varia proporcionalmente con la temperatura de entrada del aire. La
solucién de alimentacion se mantuvo bajo agitacibn magnética constante y se introdujo en la
camara de aspersion a través de una bomba peristaltica, con una tasa de flujo de alimentacion
de 4 mL/min. El flujo de aire se mantuvo a 400 mL/h. Después del secado por aspersion las
microcapsulas secas se colectaron en frascos de vidrio y se almacenaron para los posteriores
analisis.

6.7 Proceso de microencapsulacion

Para la obtencién de las microcapsulas se mezcld la bacteria acido lactica (L25) con
almidon N-lok, como material pared y extracto metandlico de H. sabdariffa (5 % p/v) ajustado
a diferentes pH. Para la optimizacion del proceso de secado se realizé de acuerdo con un
disefio experimental compuesto rotable, donde se obtuvieron como variables independientes
la concentracién de sélidos del material pared - almidén n-lok (15-30) y el pH del extracto (3-

6) (Tabla 8), el disefio experimental constd de 13 tratamientos, con un a= 1.41421. El proceso
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de microencapsulacion se llevo a cabo utilizando un secador por aspersion (Mini Spray B-290,

BUCHI Corporation, New Clastle, DE), con una velocidad de alimentacion de 4 mL/min.

Tabla 8. Disefio experimental central compuesto rotable con dos variables independientes

Tratamiento Solidos totales del Extracto
material pared (pH)
(%)
1 22.5 6
2 22.5 4.5
3 22.5 4.5
4 17.2 3.4
5 22.5 4.5
6 17.2 5.6
7 30 4.5
8 22.5 3.0
9 15 4.5
10 27.8 3.4
11 22.5 4.5
12 22.5 4.5
13 27.8 5.6

6.7.1 Caracterizacion de los microencapsulados

6.7.1.1 Sobrevivencia después del secado por aspersion

El recuento bacteriano de las BAL después del secado por aspersion se realizd por
triplicado por el método de vaciado en placa. Se peso6 1 g de microcapsulas y se colocaron en
9.0 mL de diluyente de citrato de sodio al 2% (dilucion 1), con la ayuda de un vortex, estas se
solubilizaron. Se realizaron diluciones seriadas (10° a 10°) mediante vaciado en placa

utiizando agar MRS. Las cajas fueron incubadas en posicion invertida a 37 °C / 48 h
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posteriormente se realizo el recuento de colonias El porcentaje de viabilidad de las bacterias
encapsuladas fue calculado empleando la siguiente ecuacion (Ecuaciéon 3) (Alfaro-Galarza et
al., 2020):

% de viabilidad = N/No x 100 Ecuacion 3.

Dénde: N= Numero de bacterias viables en las capsulas después del secado por

aspersion. No= Numero de bacterias viables antes del secado.

6.7.1.2 Morfologia de las microcapsulas con bacterias acido lacticas

Las microcéapsulas obtenidas se observaron a través de un microscopio electrénico de
barrido (modelo JEOL IT-300). Las muestras secas se colocaron sobre un porta muestras, con
cinta electro conductiva de carbon de doble cara, para posteriormente recubrirlas con oro. Las

muestras se analizaron a 15 Ay 15KV (Hernandez et al., 2018).

6.7.1.3 Humedad y actividad de agua

Para la determinacion de humedad de las microcapsulas se pesé 0.500 g de las
capsulas obtenidas y se colocaron en una termobalanza (OHAUS, Switzerland). Para la
actividad de agua (aw) se utilizd el equipo Aqua LAB V. 2.2 (Mod. 3TE, Decagon Devices, Inc.,
EE. UU.), se pesaron 1 g de muestra, ambas pruebas se realizaron por triplicado (Hernandez
et al., 2018).

6.7.1.4 Fenoles totales

Se pesaron 100 mg de las microcapsulas obtenidas en un microtubo, se adicionaron 1
mL de agua desionizada y se agitdé vigorosamente por 10 minutos para romper la capsula.
Posteriormente se centrifugd la muestra a 3,500 rpm /10 min y se recuperé el sobrenadante,
se realizaron dos lavados consecutivos para obtener un volumen de 2.2 mL; finalmente se
aforé en un matraz de 25 mL de agua desionizada. Para la cuantificacion de fenoles totales se

siguid la técnica descrita en el apartado 6.3.1

6.7.1.5 Fenoles superficiales

Se pesaron 100 mg de las microcapsulas obtenidas en un microtubo, se adicionaron 1
mL de una mezcla de 50 % metanol y 50% etanol y se agité suavemente sin romper la capsula.
Posteriormente se centrifugd la muestra a 3,500 rpm / 10 min y se recupero el sobrenadante,

el cual fue filtrado, finalmente se aforé en un matraz de 25 mL mezcla de 50 % metanol y 50%
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etanol. Para la cuantificacion de fenoles totales se siguio la técnica descrita en el apartado
6.3.1

6.7.1.6 Eficiencia de microencapsulacién

Para determinar la eficiencia de encapsulacion se utilizaron los extractos obtenidos para
los fenoles totales y superficiales y, se utilizd la siguiente Ecuacion (Ecuacion 4) (Ramos &
Monzerrat, 2012)

(Fenoles totales —Fenoles superficiales )

x 100 Ecuacion 4.

Fenoles totales

6.7.1.7 Capacidad antioxidante método ABTS

Se pesaron 100 mg de las microcapsulas obtenidas en un microtubo, se adicionaron 1
mL de agua desionizada y se agitdé vigorosamente por 10 minutos para romper la capsula.
Posteriormente se centrifugd la muestra a 3,500 rpm /10 min y se recuperé el sobrenadante,
se realizaron dos lavados consecutivos para obtener un volumen de 2.2 mL; finalmente se
aford en un matraz de 25 mL de agua desionizada para la cuantificacién de ABTS se sigui6 la

técnica descrita en el apartado 6.3.4

6.7.1.8 Capacidad antioxidante método DPPH

Se pesaron 100 mg de las microcapsulas obtenidas en un microtubo, se adicionaron 1
mL de agua desionizada y se agitdé vigorosamente por 10 minutos para romper la capsula.
Posteriormente se centrifugd la muestra a 3,500 rpm /10 min y se recuperé el sobrenadante,
se realizaron dos lavados consecutivos para obtener un volumen de 2.2 mL; finalmente se
afor6 en un matraz de 25 mL de agua desionizada para la cuantificacion de DPPH se sigui6 la

técnica descrita en el apartado 6.3.5

6.8 Optimizacion

Las condiciones del proceso de encapsulacion fueron optimizadas para determinar la
maxima viabilidad de la bacteria encapsulada (%), y eficiencia de encapsulacién respecto al
contenido de fenoles, el rendimiento (%) y la capacidad antioxidante (%). Las condiciones
optimas del proceso de secado se determinaron empleando el método de maxima pendiente
y utilizando la funcién de deseabilidad del programa Design Expert version 7.1.6 (Stat-Ease,

Inc, MN, USA). Las respuestas seleccionadas para realizar la optimizacion fueron: contenido
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de sdlidos, pH, eficiencia de microencapsulacion (%), actividad antioxidante por el método

(DPPH, ABTS). De acuerdo con los datos por el software se realizé la validacion experimental.
6.9 Validacion experimental

Consistio en microencapsular con las condiciones determinadas por el software, y se
realizé la cuantificacion de fenoles totales, superficiales, eficiencia de encapsulacion, y
capacidad antioxidante.

7.0 Andlisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza con un nivel de significancia del 95% (a= 0.05). Para
el andlisis de extractos con diferentes solventes cuando se encontraron diferencias
estadisticas significativas y para la comparacion de medias se utilizé el método de
comparaciones mdultiples mediante la prueba de Tukey se utiliz6 el programa estadistico
STATISTICA version 10.

Para el proceso de microencapsulacion se analizaron los datos utilizando la metodologia de
superficie de respuesta (RSM) con Design-Expert version de software 7.1.5. Los datos
experimentales se ajustaron a una modelo polinomial de segundo orden que se muestra en

esta Ecuacion 5:
Yi=bo + b1X1 + b2X2 + b12X1X2 + b11X12 + b2z X22 Ecuacion 5.

Donde; y= variable de respuesta; X1= pH del extracto; X2 = solidos totales del material pared
en lamezcla, preparada para el secado por aspersion. La significancia de los modelos se probé

mediante andlisis de varianza (prueba F).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1Caracterizacion de extractos de H. sabdariffa

6.1.1 Fenoles totales

A partir de los calices de H. sabdariffa se generaron cuatro extractos, se cuantificaron
los fenoles totales, cuyos resultados se presentan en la Tabla 9. Se observé que el extracto
metandlico exhibid la concentracion mas alta de compuestos fendlicos (1633.15 + 0.56 mg
EAG/100g muestra). Estos resultados son similares con lo reportado por Anokwuru et al.
(2011), quienes sefialaron que los alcoholes son solventes mas efectivos para extraer
compuestos fendlicos de los calices de H. sabdariffa en comparacion con el agua y la acetona.
Esta diferencia se atribuye a la polaridad del compuesto antioxidante; a medida que aumenta
la polaridad del disolvente, se logran mayores rendimientos en la extraccion de sélidos solubles
totales y compuestos polifendlicos. El metanol, es un alcohol con propiedades polarizantes
debido a su estructura molecular, puede interactuar con los compuestos fendlicos mediante
enlaces de hidrégeno y fuerzas dipolo-dipolo, como lo han sefialado Mohd-Esa et al. (2010).
Por otro lado, los extractos aceténico (927.5 + 0.86) y etandlico (945.37 + 0.70) exhibieron
concentraciones mas bajas de fenoles. Higginbotham et al. (2014) reportaron que el contenido
total de fenoles a partir de célices de jamaica (H. sabdariffa L.) previamente deshidratados, fue

1600 mg AGE/100 g. Resultados similares a los encontrados en esta investigacion.

Un estudio reciente de Shahidi & Ambigaipalan (2015), reportaron que los compuestos
fendlicos, presentes en una amplia variedad de alimentos, han demostrado tener propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias. Estos compuestos ayudan a neutralizar los radicales libres
gue dafan las células del cuerpo y que provocan enfermedades cronicas como
cardiovasculares y neurodegenerativas. Los extractos metandlicos de los calices de jamaica
(H. sabdariffa L.) contienen diversos compuestos fendlicos, los mas destacados son: acido

protocatecuico, acido o-cumarico, acido p-cumarico y acido feralico (Yabar et al., 2019)
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Tabla 9. Fenoles totales cuantificados en diferentes extractos de H. sabdariffa.

Tipo de extracto Fenoles totales
(mg EAG/100g muestra)
Acuoso 1425.87 £+ 0.66 b
Etandlico 945.37 +0.70 e
Metandlico 1633.15+0.56 a
Acetonico 92757 +0.86d
Acuoso en ebullicion 1339.35+0.69 c

Datos expresados como media + desviacion estandar. Diferentes letras mindsculas en la
misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). EAG=equivalente

de &cido galico.

6.1.2 Flavonoides totales

De acuerdo a la Tabla 10 para la quercetina, el valor mas alto fue para el extracto
metandlico y para catequina el extracto acuoso. Para el extracto metandlico el valor de
guercetina fue de 75.94 + 0.81 mg EQ/100g. Desmiaty & Alatas (2008), reportaron un valor de
76.16 £ 3.23/100 EQ/100g valores similares a los que se obtuvieron en este estudio. De
acuerdo con Vargas et al. (2018), reportaron un contenido de catequina en extracto acuoso de
784.23 £ 14.61 mg EC 100 g mientras que resultados que se obtuvieron en esta investigacion
fueron de 1057.70 = 0.3, un valor mayor a comparacioén de lo reportado por estos autores.
Shahidi & Ambigaipalan (2015), reportaron que la flor de jamaica contiene flavonoides como
guercetina, kaempferol y miricetina, compuestos que han mostrado efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, antivirales y antibacterianos. Estos flavonoides también son conocidos por
su capacidad para combatir radicales libres y reducir la inflamacion, lo que resulta beneficioso
en la prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT), como las enfermedades

cardiovasculares y neurodegenerativas.

Tabla 10. Flavonoides totales de extractos de H. sabdariffa

Tipo de extracto Flavonoides- Quercetina  Flavonoides- Catequina
mg EQ/100g muestra mg ECAT/100g muestra
Acuoso 7594 +0.81b 1057.70 £ 0.33 a
Etandlico 4459 +0.94d 219.24 +0.00 e
Metandlico 107.19£ 0.06 a 475.33+0.54 c
AcetoOnico 38.86 £0.79 e 339.87+ 0.58 d
Acuoso en ebullicion 62.42 +0.69 c 643.87+0.72 b
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Datos expresados como media + desviacion estandar. Diferentes letras mindsculas en la
misma columna, indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). EQ: Equivalentes

de quercetina, ECAT: Equivalentes de catequina.

Reyes-Luengas et al. (2015), mencionaron que uno de los beneficios mas destacados de los
flavonoides es su capacidad para combatir infecciones, gracias a su actividad antimicrobiana
gue ayuda a enfrentar virus y bacterias. Ademas, su accion antioxidante contribuye a retardar
el envejecimiento prematuro al proteger las células de la piel del dafio causado por los radicales
libres, lo que reduce la formacion de arrugas y lineas de expresion, asi como el riesgo de
padecer enfermedades cronicas. El consumo de flavonoides ayuda a reducir el colesterol LDL,
o lipoproteina de baja densidad, ya que previene la formacién de placas en los vasos
sanguineos, se ha demostrado que la quercetina, un tipo de flavonoide, es particularmente
efectiva para reducir la presion arterial en modelos animales y en estudios clinicos especificos,
disminuyendo asi el riesgo de enfermedades cardiacas e hipertension (Duarte & Pérez-
Vizcaino, 2015). La investigacion cientifica sugiere que los flavonoides pueden desempefar
un papel clave en la prevencion del cancer debido a sus propiedades para inhibir la
proliferacion celular y mejorar la reparacion del ADN, lo cual reduce el estrés oxidativo y el
dafio celular asociado con la progresion del cancer. Estas sustancias, parecen interactuar con
varios genes y enzimas, regulando rutas celulares que limitan la multiplicacion de células
cancerigenas y fomentan procesos de apoptosis (muerte celular programada) en células
afectadas (Garcia-Tirado, 2012). En el caso de sintomas asociados con la menopausia y el
sindrome premenstrual, ciertos tipos de flavonoides actian como fitoestrogenos, cuya
composicién es similar a la de los estrégenos humanos, lo que les permite ejercer una accion
similar en el organismo. Es fundamental tener en cuenta que el organismo no sintetiza
flavonoides, por lo que su consumo a traveés de una alimentacion saludable y equilibrada es

esencial (Medina-Carrillo, 2013).

6.1.3 Antocianinas
En la Tabla 11 se muestra el contenido de antocianinas de cada extracto, el extracto

metandlico con 29.44 +0.38 mg EC-3G/100 g fue el que presentd mayor contenido de
antocianinas (p<0.05), seguido del extracto acuoso. En un estudio realizado por Peng-Kong et
al. (2002), reportaron una concentracion de antocianinas totales de 25.20+50 mg/100 g de flor

de jamaica (expresada como delfinidina-3- glucésido). Asi mismo, mencionan que de acuerdo
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al analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC), las principales antocianinas
presentes en la flor de jamaica son la delfinidina-3-sambubiosido (71.4%) y la cianidina-3-
sambubiosido (26.6%).

Tabla 11. Antocianinas presentes en diversos extracto obtenidos de H. sabdariffa

Tipo de extracto Antocianinas
mg EC-3G/100 g
Acuoso 28.71£0.60 b
Etandlico 12.47 £0.10d
Metandlico 29.44 +0.38 a
Acetonico 8.41+0.10 e
Acuoso en ebullicion 16.25 +0.78 ¢

Datos expresados como media + desviacion estandar. Diferentes letras mindsculas en la
misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). EC-3G:

Equivalentes de cianidina-3-glucdsido.

Garzén (2008), menciona que las antocianinas son pigmentos naturales eficaces en la
industria alimentaria, usados como sustitutos de colorantes sintéticos por su capacidad para
intensificar colores y sus propiedades antioxidantes. No obstante, hallazgos reportados en el
area de la investigacion indican que las antocianinas, al encontrarse en forma de glicésidos
hidrosolubles, ofrecen propiedades antioxidantes que las hacen aptas para productos
farmacéuticos y cosméticos, donde pueden ayudar a proteger contra el estrés oxidativo y
promover beneficios antiinflamatorios (Li et al., 2023). El consumo de estos compuestos
fendlicos minimiza considerablemente la posibilidad de padecer enfermedades cronicas, dado
gue se ha comprobado que promueven beneficios terapéuticos, brindan la posibilidad de

desarrollar productos con valor agregado (De la Rosa et al., 2022).

6.1.4 Capacidad antioxidante método ABTS

La capacidad antioxidante se cuantifico por el método ABTS en la Tabla 12 se muestra
gue el extracto metandlico fue el que presentdé mayor contenido de 3644.71 + 0.68 mg de
equivalentes de trolox por 100 g de muestra (p<0.05) y un porcentaje de inhibicién de
98.12+0.81%, seguido de extracto acuoso con 93.43+0.81 estos resultados son similares con
lo reportado por Vargas et al. (2018), quienes evaluaron diversos extractos de H. sabdariffa,

obtuvieron que el porcentaje de inhibicion del extracto acuoso fue de 94.61 + 2.01% y el
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etandlico presentd menor porcentaje de inhibicion 20.25 = 1.97%, este ultimo, a diferencia de
lo obtenido en este estudio, se obtuvo un valor de 66.44 + 0.28%. Ruelas et al. (2014),
evaluaron tres diferentes variedades de jamaica (China, Reina, Huajicori), con el objetivo de
determinar la actividad antioxidante de extractos de célices de jamaica, reportaron que los
extractos acuosos tenian 3592.7 mg (ABTS) valores similares a los obtenidos en esta

investigacion.

Tabla 12. Capacidad antioxidante por el método ABTS para extractos de H. sabdariffa

Tipo de extracto Porcentaje de inhibicion Actividad antioxidante
(%) (ABTS)
mg Etrolox/100g muestra
Acuoso 93.43+0.81 b 3417.32 £0.47 b
Etandlico 66.44+0.28 e 2336.65+0.82 e
Metandlico 98.12+0.81 a 3644.71+0.68 a
Acetodnico 78.01+0.89 d 2738.80 £+0.55d
Acuoso en ebullicion 88.36+0.91 c 3148.50 +0.33 ¢

Datos expresados como media + desviacion estandar. Diferentes letras minusculas indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Etrolox: Equivalentes de trolox.

Los antioxidantes, sustancias existentes que actlan protegiendo al organismo de la
accion de los radicales libres, causantes de los procesos de envejecimiento (Gutiérrez et al.,
2007). Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vitro o in vivo.
Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro de la capacidad captadora de
radicales libres de un compuesto, mezcla o alimento, determinando la actividad frente a
sustancias cromégenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de forma proporcional
con la concentracion, dando asi una idea de su potencial como antioxidante. Sin embargo, las
determinaciones realizadas in vitro nos dan solo una idea aproximada, de lo que ocurre en
situaciones complejas in vivo. Actualmente el método ABTS ha sido ampliamente usado tanto
para materiales biol6gicos, como compuestos puros o extractos de plantas de naturaleza

hidrofila o lipofilica (Palacios, 2013).
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6.1.5 Capacidad Antioxidante método DPPH

En la Tabla 13 se presentan los resultados de la capacidad antioxidante (DPPH), el
extracto metanolico fue el que mayor concentracion presentd con un valor de 1769.07+0.64 a
EAC/100 g y porcentaje de inhibicion del 38.95 + 0.41 % en comparacién con los otros
extractos evaluados. En un estudio realizado por Ruelas et al. (2014), donde analizaron los
calices de H. sabdariffa por medio de DPPH, reportaron que los célices de extracto acuoso
obtuvieron 1250.2 EAC/100g muestra. Valores similares a los obtenidos en esta investigacion
1436.22 + 0.40 EAC/100g muestra. Por parte, Fitrotunnisa et al. (2019), demostraron que el
extracto etandlico presentd un porcentaje de inhibicion de 24.1%, valores similares a lo

reportado en esta investigacion (23.64%).

Tabla 13. Capacidad antioxidante método DPPH por extracto de H. sabdariffa

Tipo de extracto Porcentaje de Actividad antioxidante
inhibicion (%) (DPPH)
mg EAC/100g muestra
Acuoso 31.40+0.92 c 1436.22 £+ 0.40 c
Etandlico 23.64+0.68 d 1147.78+0.56 e
Metandlico 38.95+0.41 a 1769.07+0.64 a
Acetdnico 23.74+0.54 d 1158.74 +0.80 d
Acuoso en ebullicion 37.57+0.97 b 1615.41+0.45 b

Datos expresados como media + desviacién estandar. Diferentes letras mindsculas en la
misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). EAC.
Equivalentes de Acido ascorbico.

6.2 Formulacion de bacterias acido lacticas con extracto de H. sabdariffa

6.2.1 Evaluacion del efecto de diferentes extractos de H. sabdariffa, sobre la viabilidad
de bacterias acido lacticas

En la Figura 7 se muestra los resultados de la prueba para evaluar el efecto de los
diferentes extractos (acuoso, metandlico, etanolico y acetonico) sobre la viabilidad de las
bacterias acido lacticas: Lacticaseibacillus paracasei (L-20) y Enterococcus lactis (L-17,L-19,L-
25). Se obtuvo que los extractos al 10 % (p/v) no presentaron ninguna actividad inhibitoria
contra las bacterias evaluadas, ya que no hubo formacion de halos de inhibicidn, todas las

bacterias crecieron uniformemente (Figura 7).
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Figura 7. Evaluacion de la actividad de extractos (acuoso, metandlico, etandlico y acetdnico)

sobre la viabilidad de bacterias acido lacticas: Lacticaseibacillus paracasei (L-20) y
Enterococcus lactis (L-17, L-19, L-25).

6.2.2 Evaluacion de la viabilidad de las bacterias acido lacticas a diferentes
concentraciones (5y 10 % p/v) de extracto metandlico de H. sabdariffa durante agitacion
(1 h)

En la Tabla 14 se presentan los valores de la viabilidad de las diferentes bacterias a
dos concentraciones (5y 10% p/v) de extracto metandlico (extracto seleccionado de acuerdo
a los altos valores de compuestos bioactivos), se obtuvo que a una concentraciéon de 10% p/v
ninguna de las bacterias presenté viabilidad, el contacto por una hora y la agitacion son
factores que no permiten la viabilidad de la bacteria a esta concentracion; sin embargo, para
la concentracion de 5 % p/v la bacteria que present6 viabilidad fue Enterococcus lactis UAEH
25 (L-25) mientras que la bacteria Enterococcus lactis UAEH 19 (L-19) no presentd resistencia

por lo tanto se descartd para siguientes pruebas.
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Tabla 14. Viabilidad de las bacterias acido lacticas a diferentes concentraciones (5y 10 %

p/v) de extracto metandlico de H. sabdariffa con agitacion constante de 1 h.

Bacteria Viabilidad Viabilidad
(Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
5% p/v 10 % plv
Enterococcus lactis (L-17) 8.73+0.07 a ND
Enterococcus lactis (L-19) 0 ND
Lacticaseibacillus paracasei (L-20) 8.79+0.03 a ND
Enterococcus lactis (L-25) 8.99+0.04 b ND

Datos expresados como media + desviacion estandar. Diferentes letras minusculas en la

misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). ND: no se detecto.

6.2.3 Evaluacion de la viabilidad de las bacterias acido lacticas a diferentes pH del
extracto metanolico 5% de H. sabdariffa

En la Tabla 15 se muestra la evaluacion de la viabilidad de las bacterias acido lacticas
a diferentes pH del extracto metandlico 5% de H. sabdariffa, las bacterias que exhiben un

mayor crecimiento fueron Enterococcus lactis UAEH 25 (L-25) a pH 6 (p<0.05).

Tabla 15. Viabilidad de las bacterias acido lacticas a diferentes pH del extracto metandlico
5% de H. sabdariffa.

Bacteria (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
pH 4 pH 6
Enterococcus lactis (L-17) 8.67 £0.02 a 8.60+0.01a
Lacticaseibacillus paracasei (L-20) 8.53+0.04b 8.65+0.11a
Enterococcus lactis (L-25) 9.11+£0.02c 9.14+0.02b

Datos expresados como media + desviacion estandar. Diferentes letras mindsculas en la

misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Cuando el pH del entorno o medio MRS en el que se encuentran las bacterias acido lacticas
se desvia de su rango optimo, entre 3.0-5.0, las bacterias acido lacticas pueden presentar
cambios significativos en su estructura y funcion (Madigan et al., 2014). Estos cambios pueden
impactar tanto en la integridad de la membrana como en el equilibrio energético de las células,
promoviendo la desnaturalizacion de proteinas y alteraciones en la estructura de las
macromoléculas, asi como el colapso de gradientes de protones que afectan la produccion de

energia de la célula (Russell & Diez-Gonzalez, 2020). La desnaturalizacion de proteinas: los
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cambios en el pH pueden modificar la ionizacion de los grupos funcionales de los aminoacidos
e interrumpir los enlaces de hidrégeno, lo que a su vez promueve cambios en el plegamiento
de las proteinas, llevando a su desnaturalizacion y pérdida de actividad. Efectos en la
estructura de las macromoléculas: un pH extremadamente bajo puede afectar la estructura de
todas las macromoléculas en la célula (Prescott et al., 2002). Produccion de energia: la fuerza
motriz protonica responsable de la produccidén de ATP en la respiracion celular depende del
gradiente de concentracién de H* a través de la membrana plasmatica. Si los iones H* son
neutralizados por iones hidroxido, el gradiente de concentracion colapsa y perjudica la
produccion de energia (Prescott et al., 2002).

6.2.4 Actividad antioxidante por el método ABTS y DPPH de extracto metandlico 5% de
H. sabdariffa a diferente pH
En la Tabla 16 se presenta la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos

metandlicos ajustados a diferentes valores de pH (4 y 6). Al analizar los resultados, se observo
gue a medida que el pH aumenta, la capacidad antioxidante de la jamaica (H. sabdariffa)
disminuye. Muchos antioxidantes son mas efectivos en ambientes acidos (pH bajo) porque su
estructura quimica se mantiene estable (Benitez et al., 2020). A medida que el pH aumenta,
estos antioxidantes pueden descomponerse o modificar su estructura, perder protones (H*), lo
gue puede alterar su capacidad para donar electrones y neutralizar radicales libres (Escorza et
al., 2009).

Tabla 16. Actividad antioxidante de método ABTS y DPPH de extracto metandlico al 5%
ajustado apH 4y 6.

Extracto ABTS ABTS DPPH DPPH
metandlico  Porcentaje de mg Etrolox/100 = Porcentaje de mg EAC/100 g
5% (p/v) inhibicion (%) g inhibicion (%)
pH 4
97.26%0.75 a 26.54+0.25 a 8190 £0.82a 16.89+0.82a

pH 6 89.18 +0.75b 23.93+0.25b 80.48 +0.82a 2165 +0.82Db

Datos expresados como media + desviacion estandar. Diferentes letras minulsculas en la
misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Etrolox:

Equivalentes de Trolox; EAC: Equivalentes de Acido ascorbico.
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6.2.5 Estudio preliminar para la microencapsulacién de L25 con extracto metandlico
5% (p/v) y pH 4 de H. sabdariffa

En la Tabla 17 se muestra la viabilidad de la bacteria L-25 antes y después del secado
por aspersion, con lo cual se puede determind que la bacteria sobrevive a las condiciones de
secado y de pH 4, al igual a los tiempos en contacto con el extracto durante el proceso de

secado.

Tabla 17. Viabilidad de bacteria 4cido lactica (L-25) encapsulada en disolucién H. sabdariffa
5% (p/v) y pH 4.

Bacteria Antes de proceso de Después de proceso de
microencapsulacion microencapsulacion
Log UFC/mL Log UFC/g
Enterococcus lactis (L-25) 8.20 +0.03 8.26 +0.04

Datos expresados como media * desviacion estandar.

6.2.6 Morfologia de las microcapsulas con bacterias acido lacticas (estudio preliminar)
En la siguiente (Figura 8) se muestra la imagen de las microcapsulas a través de un

microscopio electronico de barrido (SEM) del estudio preliminar con 30 % de sélidos utilizando
N-lok como material pared, a una concentracion de 5% de extracto metandlico y un pH de 4.
Las microcapsulas aparecen como estructuras irregulares con texturas superficiales variadas,
algunas lisas y otras con indentaciones o protuberancias. Navidad-Murrieta et al. (2020),
mencionan que la formacion de concavidades en la superficie de las particulas atomizadas
puede contribuir a una contraccion durante el secado. La formacion de arrugas se produce
debido a la lenta formacién de una pelicula de cobertura cuando se atomizan las gotas,

influenciada principalmente por la temperatura de secado Zarate et al. (2021). Ademas, no se

presenta evidencia de bacterias en el exterior por o que hace del proceso de secado eficiente.

Figura 8. Microencapsulados con 30 % N-lok y 5% de extracto metandlico a un pH de 4.
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Con base a los resultados obtenidos en los preliminares se propuso un disefio de experimentos
con variables independientes el pH del extracto metandlico de jamaica (3-6) y los sélidos del

material pared (Tabla 8).

6.3 Proceso de microencapsulacion
6.3.1 Andlisis estadistico del disefio central compuesto

En la Tabla 18 se muestran los coeficientes estimados del modelo ajustado y nivel de
significancia para las variables respuestas: viabilidad de la bacteria L-25 (%), eficiencia de
microencapsulacion en funcién de los compuestos fenoles totales (%), rendimiento (%),
capacidad antioxidante métodos ABTS y DPPH (porcentaje de inhibicion %) y actividad de
agua en microencapsulados con extracto de jamaica con la bacteria L-25.

6.3.2 Efecto del pHy contenido de sdélidos sobre la viabilidad (%) de la bacteria
Enterococcus lactis (L-25)
Para la viabilidad (%) de la bacteria Enterococcus lactis (L-25) después del proceso de

encapsulacion, el andlisis de varianza mostré para el modelo de regresiéon un valor de R? 2
0.9185, un coeficiente de variacion de 0.81 y un valor de p<0.0001. De acuerdo a la Tabla 16,
el pH del extracto de jamaica y los solidos totales usados en el proceso de la
microencapsulacion, presentaron efecto significativo en todos sus términos lineales (b1 y b2),
cuadraticos (bi11, b22) e interacciéon (bi2) (p<0.05). En la Figura 9, se muestra la superficie
respuesta del efecto del pH del extracto y los sélidos totales del material pared, sobre la
viabilidad (%) de las bacterias. Se observo que conforme se incremento el pH del extracto se
incremento la viabilidad (%) de la bacteria Enterococcus lactis (L-25). A mayor concentracion
de soélidos totales, se presento la mayor viabilidad (%), esto podria estar relacionado con mayor

proteccion para las células durante el secado.
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Tabla 18. Los coeficientes estimados del modelo ajustado y nivel de significancia para las variables respuestas.

Respuesta Intercepto Lineal Interaccién Cuadratico

bo b1 b b1z b11 b22
Viabilidad (%) de la bacteria 100 2.18 1.91 -1.44 -1.12 -1.54
Enterococcus lactis (L-25). (< 0.0001) (< 0.0001) (< 0.0001) (< 0.0001) ((< 0.0001)
R2=0.9185, CV=0.81, p< 0.0001
Eficiencia de  encapsulacion 84.32 1.90 -2.07 2.56 -2.07 -3.31
(EE%) (0.0595) (0.0319) (0.0637) (0.0678) (0.0038)
R2=0.4958, CV=5.41, p< 0.0021
Rendimiento (%) 93.72 -5.12 4.29 -2.60 -7.70 2.81
R2=0.5391, CV=8.78, p< 0.0003 (0.0087) (0.0181) (0.3178) (0.0003) (0.1285)
Capacidad antioxidante - ABTS | 70.30 -4.05 -8.60 3.09 -1.02 1.26
(Porcentaje de Inhibicion %) (0.0142) (<0.0001) (0.1664) (0.5298) (0.4116)
R2=0.6098, CV=9.63, p<0.0001
Capacidad antioxidante - DPPH | 16.79 3.59 -0.26 -10.95 6.50 8.66
(Porcentaje de Inhibicion %) (0.0722) (0.8859) (0.0002) (0.0030) (< 0.0001)
R2=0.6213, CV=33.52, p<0.0001
Actividad de agua (aw) 0.36 +4.155E-003 +4.548E-003 +4.548E-003 -9.199E-003 -8.155E-003
R2=0.4483, CV=3.62, p<0.0017 (0.1485) (0.0961) (0.1750) (0.0038) (0.0065)
Humedad (%) 5.97 -0.38 -0.073 +0.16 -0.19 -0.27
R2=0.3418, CV=10.04, p<0.0187 (0.0052) (0.5502) (0.3757) (0.1689) (0.0407)

b1: pH del extracto de jamaicay bz sélidos totales de material pared. CV=Coeficiente de Variacion (%), p= p-value del modelo. Letras en negritas indican

efecto significativo con valor de p<0.05



Se obtuvieron valores de viabilidad de la bacteria altos (90-98%) con
concentraciones de 8.1 a 9.7 UFC/g de polvo encapsulado. De acuerdo con la FAO/WHO
(2002), para que los microorganismos probiéticos tengan un efecto beneficioso sobre la
salud, la concentracién recomendada de células viables es >10%-108 CFU/g o 108-101°
CFU/dia en el producto en el tiempo de consumo (Champagne et al., 2011). Por lo tanto,
los resultados obtenidos en los polvos con microencapsulados, tienen alto potencial para

ser consumidos y cumplir con la concentracién recomendable.

Resultados similares fueron obtenidos por Hernandez-Lopez et al. (2018), indicaron que
la optimizacion del proceso de secado por atomizacion permitié obtener capsulas con una
alta viabilidad de Lactobacillus pentosus, alcanzando niveles éptimos de UFC/g tras el
proceso, la concentracion se mantuvo en 9 log UFC/g hasta el final del almacenamiento
(12 semanas), con el uso de una mezcla de almidén y pulque como material de pared.
Cabrera-Canales et al. (2023) evaluaron el desarrollo y la aplicacion de almidones
gelatinizados como materiales de pared para la microencapsulacion de Lacticaseibacillus
paracasei, en este estudio se evalué la viabilidad de los microorganismos bajo
condiciones especificas de pH y temperatura, asi como su estabilidad durante el
almacenamiento y procesamiento. Los resultados mostraron que todos los almidones
evaluados y modificados fueron adecuados como materiales de pared para la
microencapsulacién de altas concentraciones de Lacticaseibacillus paracasei (superiores
a 9 Log UFC/g). Cortés et al. (2014) evalu6 la eficacia del almidéon de amaranto
modificado como material de cubierta para la encapsulacion de probidticos, analizando
su viabilidad, estabilidad y las propiedades fisicoquimicas del almidén obtuvo que la
mejor viabilidad para L. casei ATCC 334, se obtuvo a 4°C durante 35 dias de
almacenamiento y a una aw de 0,355 con almidones de amaranto succinatado y almidén
de maiz control, por lo que todo lo anterior evidencia al almidén modificado como un

excelente material pared, para la encapsulacion de bacterias probidticas.
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Figura 9. Efecto del pH del extracto de jamaica y contenido de sélidos del material pared,
sobre la viabilidad (%) de la bacteria Enterococcus lactis (L-25), después del proceso de
6.3.3 Efecto del pH y contenido de solidos sobre la eficiencia de encapsulacion
Para la eficiencia de encapsulacion (EE%) calculada a partir de los fenoles totales
modelo de regresion de R? 2 0.4958, un coeficiente de variacion de 5.41 y un valor de
p<0.0021. De acuerdo a la Tabla 16, el pH del extracto de jamaica y los sélidos del
términos lineal (b1) y del cuadratico (b22) (p<0.05). En la Figura 10, se muestra la
superficie respuesta del efecto del pH del extracto y los sdlidos totales del material pared
sobre la (EE%). Se observé que pH del extracto con valores intermedios de 4.5 a 5.0, se

(EE%)
y superficiales después del proceso de encapsulaci

encapsulacion por secado por aspersion.
material pared usados en la microencapsulaci



obtuvo las mayores EE%. Con respecto a los sélidos totales del material utilizado, se
observo que a menores solidos totales la EE% incrementd. El contenido de solidos puede
determinar la retenciébn de compuestos volatiles durante el secado, a valores bajos
incrementa la retencion, debido a una reduccién del tiempo necesario para formar una
membrana semipermeable en la superficie de la particula al secarse. La mayoria de los
estudios sugieren que debe de usarse la concentracién de solidos mas alta posible,
mientras que otros trabajos sugieren que existe un contenido de sélidos 6ptimo para cada
sistema de soportes (Bringas et al., 2012). Archundia-Sanchez (2022), menciona que la
microencapsulacion se considera una técnica especial para proteger compuestos
quimicos "labiles" contra ambientes dafinos como temperatura, humedad, radiacion y
microorganismos, entre otros. La pérdida de compuestos fenélicos durante el secado por
aspersion debe a la exposicidén al oxigeno y a las altas temperaturas, que provocan la
descomposicion y polimerizacién (Saavedra & Tavara, 2017). Gémez-Aldapa et al.
(2019), estudiaron el uso de almidén modificado de achira como material de pared para
encapsular extracto de H. sabdariffa, estos autores reportaron que una concentracion de
sélidos de 14,27 %, la temperatura de secado (105 °C), se obtuvo la eficiencia de
microencapsulacion mas alta (68,56%), sin embargo, en esta investigacion se obtuvieron
valores mayores al 80% de EE. Gharsallaoui et al. (2007), mencionan que la eficiencia
de microencapsulacién se puede aumentar, al aumentar la solucion de pared, y con
respecto a las altas temperaturas de entrada de aire, (temperaturas > 160 y 180 °C)
causaron mayores pérdidas de antocianinas debido al calor elevado, lo cual compromete

su estabilidad y eficacia en aplicaciones alimentarias o farmacéuticas.
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Figura 10. Efecto del pH del extracto de jamaica y contenido de soélidos del material
pared, sobre la eficiencia de encapsulacién (EE%), después del proceso de

encapsulacion por secado por aspersion.

6.3.4 Efecto del pHy contenido de solidos sobre el rendimiento (%)
Para el rendimiento (%) el analisis de varianza mostro para el modelo de regresion

un valor de R? 2 0.5391, un coeficiente de variacion de 8.78 y un valor de p<0.0003. De
acuerdo a la Tabla 18, el pH del extracto de jamaica y los sélidos del material pared
usados en la microencapsulacion, presentaron efecto significativo en sus términos lineal

(b1y b2) y del pH en su término cuadratico (bi1) (p<0.05). En la Figura 11, se muestra la
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superficie respuesta del efecto del pH del extracto y los solidos totales del material pared.
Con respecto a la EE%, se observo que a mayores sélidos totales del material de pared
utilizado, se tuvo un mayor rendimiento de encapsulacion. Ya que se obtuvieron valores

de rendimiento de encapsulacion por secado por aspersion de 69.3 a 92.6%.

Las propiedades de los materiales de las paredes y del nacleo, asi como las propiedades
de la emulsién y los parametros de secado son factores que pueden afectar el
rendimiento de la microencapsulacion. Para encontrar el valor optimo de los sélidos
totales en la encapsulacion debe considerarse que, la adicion de méas soporte puede
sobrepasar su solubilidad aun cuando sea posible bombear y atomizar esta matriz con
alto contenido, el soporte sin disolver no proporciona ningun efecto encapsulante efectivo
durante el secado, la segunda consideracién esta relacionada con la viscosidad pues
altas viscosidades retrasan la formacion de la particula durante la atomizacién, lo que

favorece la pérdida de compuestos volatiles durante el proceso (Reineccius, 2004).
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Figura 11. Efecto del pH del extracto de jamaica y contenido de soélidos del material
pared, sobre el rendimiento (%), después del proceso de encapsulacion por secado por
aspersion.

6.3.5 Efecto del pH y contenido de solidos sobre capacidad antioxidante con el
método ABTS

Para la capacidad antioxidante (porcentaje de inhibicion del radical ABTS) el
andlisis de varianza mostré para el modelo de regresiéon un valor de R? = 0.6098, un
coeficiente de variacion de 9.63 y un valor de p<0.0001. De acuerdo a la Tabla 18, el pH
del extracto de jamaica y los solidos del material pared usados en la microencapsulacion,

presentaron efecto significativo en sus términos lineales (b1y b 2) (p<0.05). En la Figura
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12, se muestra la superficie respuesta del efecto del pH del extracto y los sélidos totales
del material pared, sobre el porcentaje de inhibicion del radical ABTS. Se observo que, a
menores solidos totales del material de pared utilizado, se obtuvo un mayor porcentaje
de inhibicién del radical ABTS (%). Y con respecto al pH que, a valores de intermedios a
bajos, se obtuvieron los resultados mas altos. Se obtuvieron valores de porcentaje de
inhibicion del radical ABTS después del secado por aspersion de 51.9 % a 89.9 %. La
actividad antioxidante depende de la estabilidad oxidativa del portador a que la extincion
de los radicales libres es, en ultima instancia, un reflejo de la capacidad de transferencia
de electrones, a un pH bajo aumenta la concentracién de iones H* y la capacidad
antioxidante debido a una mayor capacidad de extraccion y estabilidad de los

componentes de la planta (Dawidowicz & Olszowy, 2011).

Romo et al. (2024) realizaron la microencapsulaciéon de compuestos bioactivos de la flor
de jamaica en suero de leche y su aplicacion en yogurt, los resultados para ABTS fueron
36.62%. Rezvankhah et al. (2020), los autores realizaron diversas técnicas de secado,
como la atomizacion y la liofilizacion, para la encapsulacion, prepararon un yogurt
estandarizado con extracto metandlico de flor de jamaica, obtuvieron un valor de 33.33
% inhibicion de ABTS, los valores anteriores comparados con los obtenidos en este
trabajo fueron menores, debido a que en este proyecto se obtuvieron valores de 51.9% a
89.9% de capacidad antioxidante.
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Figura 12. Efecto del pH del extracto de jamaica y contenido de solidos del material

pared, sobre la capacidad antioxidante (porcentaje de inhibicion del radical ABTS).

6.3.6 Efecto del pH y contenido de soélidos sobre capacidad antioxidante con el
metodo DPPH

Para la capacidad antioxidante (porcentaje de inhibicién del radical DPPH) el
andlisis de varianza mostré para el modelo de regresiéon un valor de R? 2 0.6213, un
coeficiente de variacion de 33.52 y un valor de p<0.0001. De acuerdo a la Tabla 18, la
interaccion del pH del extracto de jamaica y los soélidos del material pared usados en la
microencapsulacion, prestaron efecto significativo en su término lineal (b12) (p<0.05). En
la Figura 13, se muestra la superficie respuesta del efecto del pH del extracto y los sélidos

totales del material pared, sobre el porcentaje de inhibicion del radical DPPH. Se observo
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que, a menores solidos totales del material de pared utilizado, se obtuvo un mayor
porcentaje de inhibicion del radical DPPH. Y con respecto al pH que, a valores de
intermedios a altos, se obtuvieron los resultados con el mayor porcentaje de inhibicion
(%). Ademas se obtuvieron valores de porcentaje de inhibicion del radical DPPH después
del secado por aspersion de 7.17 a 48.52%. Campo-Fernandez et al. (2021), evaluaron
la microencapsulacion mediante secado por aspersion a partir de un extracto de los
calices de H. sabdariffa L” donde obtuvieron resultados de DPPH de 25.9 £1% porcentaje
de inhibicién utilizando una mezcla de goma arabica y maltodextrina como material pared
y una mezcla agua: etanol (80:20) para la obtencion de extractos a pH 2.70. Concluyeron
que el pH puede influir en la estructura y su estabilidad antioxidante de las antocianinas.
Cuando los valores de pH en disoluciones inferiores a 2, se favorece la forma estructural
mas estable (cation flavilio), apreciandose el color rojo intenso. Sin embargo, a valores
de pH superiores a 7, se presentan las formas quinoidales, que se degradan rapidamente
por oxidacion (Hutchings, 2011). Baez-Garcia et al. (2020), evaluaron los compuestos
fendlicos presentes en aderezos instantdneos de jamaica ‘criolla’ por medio de
microencapsulacion, permitiendo conservar su estabilidad durante el almacenamiento,
manteniendo su actividad antioxidante y mejorando su bioaccesibilidad, obteniendo un
porcentaje de inhibicion de DPPH de 59.20 £ 0.98 % y 56.34 + 0.73 % utilizando goma

arabica y maltodextrina como material pared.

Archundia-Sanchez (2022), realizé la evaluacion del almidon de maiz doblemente
modificado como agente encapsulante del extracto de H. sabdariffa, utilizando extracto
acuoso al 10%, donde obtuvo un valor de 39% de inhibicion .Comparado con los valores
obtenidos en este experimento del extracto metandlico 10%, muestra valores mayores

de 48.52% para la inhibicion de radicales
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Figura 13. Efecto del pH del extracto de jamaica y contenido de sélidos del material
pared, sobre la capacidad antioxidante (porcentaje de inhibicion del radical DPPH).

6.3.7 Efecto del pH y contenido de sélidos sobre la actividad de agua (aw)
Para la actividad del agua el andlisis de varianza mostr6 para el modelo de

regresion de R? 2 0.4483, un coeficiente de variacion de 3.62 y un valor de p<0.0017. De
acuerdo a la Tabla 18, En sus términos cuadraticos el pH del extracto de jamaica y los
so6lidos del material pared usados en la microencapsulacion, prestaron efecto significativo
(b11, b22) (p<0.05). En la Figura 14, se muestra la superficie respuesta del efecto del pH
del extracto y los solidos totales del material pared, sobre la actividad de agua. Se
observd que, a menores sélidos totales del material de pared utilizado, se obtuvo una
menor actividad de agua. Con respecto al pH que, a valores menores, la actividad de

agua disminuyd. Se obtuvieron valores de la actividad de agua después del secado por
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aspersion de 0.3 a 0.4. La actividad de agua (aw), disminuye con el incremento de la
temperatura del aire de entrada, lo que provoca una transferencia de calor mas rapida
para la eliminacion del agua, los productos que se obtienen del proceso de secado por
aspersion tienen una baja actividad de agua y son muy estables frente a factores fisicos
y microbiolégicos (Koh et al., 2022). Se recomienda una aw para materiales
microencapsulados por secado por aspersion entre 0.3 a 0.5, ya que por encima de los
0.60 los alimentos tienen mayor riesgo de contaminarse con bacterias, mohos y
levaduras (Gamez et al., 2023). En el estudio de Selim et al. (2022), se evalu6 la
estabilidad de los pigmentos de H. sabdariffa encapsulados a diferentes niveles de
actividad acuosa (aw). Los resultados mostraron que los encapsulados en maltodextrina
DE 20 fueron los mas efectivos para estabilizar las antocianinas, con una vida media de
las antocianinas de 433.1 dias a una aw de 0.43
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Figura 14. Efecto del pH del extracto de jamaica y contenido de soélidos del material

pared, sobre la actividad de agua (aw) en encapsulados.

6.3.7 Efecto del pH y contenido de solidos sobre la humedad (%)

Para la humedad de los encapsulados el analisis de varianza mostré para el
modelo de regresion un valor de R? = 0.3418, un coeficiente de variacion de 10.04 y un
valor de p<0.0187. De acuerdo a la Tabla 18, En sus términos cuadraticos el pH del
extracto de jamaica, presento efecto significativo en su término lineal (b1) y los solidos del
material pared utilizado en su término cuadratico (b22) (p<0.05). En la Figura 15, se
muestra la superficie respuesta del efecto del pH del extracto y los solidos totales del

material pared, sobre la aw. Se observé que, a menores solidos totales del material de
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pared utilizado, se obtuvo una menor humedad en los encapsulados. Se obtuvieron
valores de humedad (%) después del secado por aspersion de 4.4 a 6.2. El pH y el
contenido de solidos afectan significativamente el porcentaje de humedad en
microencapsulados de extractos de jamaica. Un pH &cido favorece la estabilidad del
cation flavilio en las antocianinas, que a su vez impacta la retencion de humedad en el
microencapsulado (Millinia et al., 2024). Albacete & Rodriguez (2013), menciona que la
humedad es una propiedad importante del polvo, relacionada con la eficiencia del secado,
la fluidez del polvo, la pegajosidad y la estabilidad durante el almacenamiento. Ademas,
un menor contenido de humedad limita la capacidad de la aw como plastificante y reduce
la temperatura de transicion vitrea (Vellido, 2015). Durante el proceso de secado por
aspersion, la alta temperatura acelera draméticamente la tasa de eliminacion de
humedad, lo que da como resultado la superficie rugosa de la microesfera, liberando una
porcién de los quimicos activos y causando su deterioro, normalmente los productos
secados por aspersion tienen un contenido de humedad inferior al 5% (Rios-Aguirre,
2021).

Millinia et al. (2024), evalu6é la microencapsulacion de antocianinas extraidas de H.
sabdariffa L. (jamaica) mediante secado por atomizacion. Utilizaron matrices de
maltodextrina y combinaciones con trehalosa para optimizar la estabilidad del polvo
encapsulado. La humedad de los microencapsulados de antocianinas de jamaica oscil
entre el 3-5%, influenciada por el tipo de matriz utilizada y las condiciones de secado, lo
gue impacta en la estabilidad del producto final. Gonzélez-Palomares et al. (2009), evalué
el impacto de la temperatura de secado por aspersion sobre el contenido de humedad en
extractos de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.). A diferentes temperaturas el porcentaje de
humedad en los microencapsulados se redujo significativamente al aumentar la
temperatura de secado, manteniendo niveles de humedad inferiores al 5% en
condiciones O6ptimas de aspersion. Nguyen et al. (2022), evaluaron los valores
especificos de humedad en polvos de antocianinas encapsuladas en condiciones
variables. Los porcentajes de humedad se situaron entre 5.28% y 16.38%, variando
segun el tipo de pared usada y las condiciones ambientales. Los encapsulados con
paredes de levadura mostraron menor contenido de humedad en condiciones

controladas, lo que les dio mejor estabilidad frente a la oxidacion y degradacion por
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humedad en comparacion con aquellos con paredes de maltodextrina. Los datos
obtenidos en este experimento a comparacion con los autores antes citados son mayores
y en algunos estan dentro del promedio esta variacion podria deberse al material pared
condiciones de microencapsulacion y porcentajes de solidos utilizados.
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Figura 15. Efecto del pH del extracto de jamaica y contenido de soélidos del material

pared, sobre la humedad (%) en encapsulados.

6.4 Optimizacién del proceso de microencapsulacion en software y validacion
experimental
De acuerdo a las variables dependientes evaluadas el proceso se optimiz6

considerando los valores mas altos para la eficiencia de encapsulacién (EE%), viabilidad

de la bacteria acido lactica (L-25), rendimiento (%) la alta actividad antioxidante por
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ambos métodos ABTS y DPPH, y bajo contenido de actividad de agua (aw) y humedad

(%). De acuerdo a los resultados del software se obtuvo que: a pH 5.33 y un contenido

de sdélidos de 17.20 (base seca) de material de pared, se obtuvieron los valores méas

altos para las variables mencionadas con una Desirability de 0.70.

Enla Tabla 19 se muestran los valores obtenidos por el software y optimizaciéon numérica

y los resultados de la validacion experimental. En la Figura 16, se muestra la optimizacion

gréfica.

Tabla 19. Valores obtenidos para la optimizacion del proceso de encapsulacion de

extracto metandlico de H. sabdariffa con bacteria acido lactica (L-25).

Viabilidad de Eficiencia de Rendimiento ABTS DPPH
la bacteria Encapsulacion (Porcentaje de | (Porcentaj
(%) inhibicion%) ede
(%) (%) inhibicion
%)
Software 98.70 81.29 85.53 73.92 41.10
Experimental 96.64 82.93 84.30 89.32 50.06

66




Design-Expert® Software Ove rl ay P Iot

Overlay Plot 2780 -® ®

Rendimiento (%)

EE (%)

DPPH (Inhibicién %)
ABTS (Inhibicién %)
aw

Viabilidad (%)

® Design Points

25.15 —

X1=A:pH
X2 = B: Solidos
22.50 — @

Rendimiento 85.5362
EE (%): 81.2967
DPPH (Inhib 41.1056
ABTS (Inhibi 73.9242
19.85 —| aw: 0.349083
Humedad (%5.22952
Viabilidad ( 98.7026

X1 5.33
X2 17.20
17.20 -9 I I I ®
3.44 3.97 450 5.03 5.56

X1: A: pH
X2: B: Solidos
Figura 16 Optimizacion grafica de la microencapsulacion de extracto metandlico de H.

sabdariffa con Enterococcus lactis (L-25).

6.4.1 Morfologia de microcapsulas obtenidas bajo el proceso optimizado
Durante el proceso de secado las microcapsulas sufren una serie de cambios en

su forma y tamafo, que usualmente se encuentran asociados al contenido de humedad
del material a secar y de la temperatura de secado durante la operacién. En la Figura 17
se muestran las microcapsulas del tratamiento 6ptimo, se observé que las microcapsulas
son de forma irregular con superficie rugosa de tamafo variado de 3 a 5 micras. La
microestructura de una microcapsula influye en las caracteristicas fisicas y funcionalidad,
dispersabilidad y capacidad de flujo libre (Pérez et al., 2013). Archundia & Sanchez
(2022), realizo la evaluacion del almidon de maiz doblemente modificado como agente
encapsulante del extracto de H. sabdariffa, obtuvo capsulas con forma redonda, ovalada,

67



irregular y la presencia de algunos aglomerados. Cabrera-Canales et al. (2023) obtuvo
microcapsulas con cavidades en la superficie debido a la rapida evaporacion en el
secador, con morfologia irregular y encogidas, caracteristicas en polvos con
microencapsulados obtenidos por secado por aspersion. Mendoza (2023), evalud el
efecto de la modificacion térmica del almidon en la estabilidad de antocianinas
microencapsuladas obtenidas del extracto acuoso de H. sabdariffa. Observo la formacion
de estructuras esféricas y la aglomeracion de granulos de almidon formados durante el
proceso de aspersion, con la formacién de concavidades de distintos tamafios y en
diferentes zonas dando una apariencia rugosa en la esfera. Hernandez-Lopez et al.
(2018), microencapsul6 Lactobacillus pentosus, utilizaron como material pared almidén-
pulgue, las microcdpsulas obtenidas presentaron una superficie rugosa y esférica, lo que
sugiere una distribucion uniforme del material de pared, esta estructura es crucial para
asegurar la viabilidad del probiético y su liberaciébn controlada en aplicaciones

alimentarias.

Figura 17. Morfologia de microcdpsulas con extracto metandlico de H. sabdariffa y
Enterococcus lactis (L-25).
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VIII.CONCLUSIONES

La presente investigacion ha demostrado que la jamaica (Hibiscus sabdariffa),
posee compuestos fitoquimicos (fenoles y flavonoides totales, antocianinas) y capacidad
antioxidante (ABTS y DPPH) en concentraciones atractivas para funcionar como un

coadyuvante en la ENT.

La formulacién de mezclas con extracto de jamaica (Hibiscus sabdariffa) y probiéticos (L-
17, L-19, L-20, L-25) en diferentes mezclas (5 y 10 g (p/v) de jamaica) y pH (4 y 7) afecta

la viabilidad de las bacterias acido lacticas, cuando estas son expuestas en agitacion.

La optimizacion del proceso de microencapsulacion de mezcla de probidticos
(Enterococcus lactis (L-25)) con extracto metandlico de jamaica (Hibiscus sabdariffa),
usando la técnica de secado por aspersion dio como resultado un polvo que podria ser
utilizado como coadyuvante en el tratamiento para la poblacion con ENT debido a la
capacidad antioxidante y contenido de probidéticos.
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