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RESUMEN

La ingesta de compuestos fenolicos y antioxidantes presentes en subproductos vegetales es de
gran relevancia, debido a su potencial bioactivo para conservar la salud y prevenir daiios
oxidativos. Se ha demostrado que la cascara de caimito (Chrysophyllum cainito L.) tiene altos
contenidos de antocianinas totales y de compuestos fendlicos totales de 2.58+0.01 mg cianidina
3 glucodsido/g de polvo liofilizado y 7.36+0.09 g de EAG/100 g de peso seco, respectivamente.
Por lo tanto, se requiere aplicar estrategias que mejoren su estabilidad y bioaccesibilidad en
condiciones gastrointestinales in vitro. El objetivo de este trabajo fue evaluar la bioaccesibilidad
de compuestos fenolicos encapsulados por coacervacion compleja de C. cainito utilizando un
sistema gastrointestinal in vitro. Se realizO una extraccion asistida por ultrasonidos de
compuestos fendlicos a partir de la cascara liofilizada. Se prepard una emulsion doble seguido
de la coacervacion compleja variando la concentracion de los materiales de pared PCH (T1=1.0
%y T2=1.5 %) y ALGP (T1=1.0 % y T2=1.5 %). Las microcapsulas liofilizadas de compuestos
fenolicos fueron sometidas a un modelo de digestiéon gastrointestinal in vitro estatico,
consistiendo en 3 fases: oral, gastrica (inicial y final) e intestinal (inicial y final). En cada fase
de digestion, se recolectaron muestras digeridas y se separd la fraccion soluble, la cual se analizo
para determinar su contenido de antocianinas totales, compuestos fenolicos totales y su
capacidad antioxidante (ensayo DPPH). También se efectuaron andlisis comparativos del

extracto seco y de la céscara liofilizada.

Se encontro que el encapsulado T2 (1 % PCH y 1 % ALGP) mostré una mayor bioaccesibilidad
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante comparado con T1 (1.5 % PCH y 1.5 % ALGP).
No obstante, al final de la digestion no se detectd bioaccesibilidad para las antocianinas en
ninguno de los dos tratamientos. Mientras que, los compuestos fenolicos mostraron
bioaccesibilidad altas al término de la digestion (T1=98.57 % y T2= 134.76 %) y la capacidad
antioxidante también fue considerable (T1= 13.72 % y T2= 30.52 %) en los encapsulados al
final de la digestion. Este comportamiento resultd similar para el extracto seco y céscara
liofilizada. En conclusién, el aumento en la concentracion de PCH y ALGP ofrece una
proteccion mas eficaz a las microcapsulas, favoreciendo una mayor bioaccesibilidad de los CFT

y la capacidad antioxidante de la céscara de caimito al final de la digestion in vitro.

11



Se sugiere profundizar la interaccion entre PCH y ALGP para controlar la liberacién de las

antocianinas de C. cainito durante la digestion simulada.

Palabras clave: Chrysophyllum cainito L, microencapsulacion, compuestos fenolicos,

capacidad antioxidante, bioaccesibilidad, digestion gastrointestinal in vitro.
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1. INTRODUCCION

En el sureste de México (peninsula de Yucatan) se produce o crecen de manera silvestre diversas
especies de frutas tropicales; sin embargo, en su mayoria muy conocidos y consumidos en la
region que se produce, pero con alto potencial para comercializacion a mercados
internacionales. Actualmente, los nuevos estilos de vida conllevan al interés de consumo de
nuevas frutas o derivados con diferentes sabores, colores y con bondades en la conservacion de

la salud (Carrillo-Sanchéz et al., 2021).

El C. cainito L. mejor conocido como caimito pertenece a la familia de Sapotaceae y es
originario de las Antillas, aunque con la colonizacion el cultivo se expandio6 en diferentes partes
del continente, desde el suroeste de México hasta paises como Panama (Morton, 1987; Rojas-
Rodriguez & Torres-Coérdoba, 2012). Segiin Moo-Huchin et al. (2014) y Can-Cauich et al.
(2017) en sus estudios realizados reportaron que la pulpa de la fruta es abundante en compuestos
fenolicos, antocianinas, fibra soluble e insoluble y alta actividad antioxidante. Ademads, se ha
encontrado metabolitos secundarios en la cascara del C. cainito variedad morado tales como el
acido elagico, miricetina, quercetina, acido clorogénico, acido cafeico y 4cido ferulico. La
cascara de C. cainito tiene un contenido de antocianinas totales y compuestos fenolicos totales
de 2.58+0.01 mg cianidina 3 glucésido/g de polvo liofilizado y 7.36+0.09 g de EAG/100 g de
peso seco de compuestos fenodlicos, respectivamente (Santos-Cervera, 2023). Chel-Guerrero
(2018) indica que la céscara y la pulpa de C. cainito muestran propiedades anticancerigenas,
antidiabéticos, asi como tratamientos para el Alzheimer, cancer, artritis reumatoide y

VIH/SIDA.

Las antocianinas estdn compuestas por una molécula del ion flavilio o cation 2- fenilbenzopirilio
nombrado comuinmente como antocianidina (aglicona) consecuencia de la ausencia de un
azucar. Asimismo, las antocianinas son considerados como pigmentos solubles en el agua y son
los responsables de la coloracion en las frutas como las fresas, zarzamoras, ciruelas, entre otras;
sin embargo, los pigmentos son poco estables a factores como la temperatura, pH y la luz (Roy

& Rhim, 2021).

De acuerdo con Santos-Cervera, (2023) el extracto rico en antocianinas de la cascara de caimito
fue afectado significativamente por el efecto combinado de la temperatura y el pH. A

temperaturas superiores de 60 °C disminuye el tiempo de vida media a 4 h, mientras que, a pH
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inferiores de 3.1 la velocidad de degradacion aumenta a 6 h. Asimismo, en un estudio realizado
por Ku-Canul, (2021) demostraron que la estabilidad del extracto rico en antocianinas de la
cascara de caimito se ve afectada a mayor temperatura, acortando el tiempo de vida media a

1.19+0.15 d y aumentando la velocidad de degradacion a 0.58+0.07 d.

La ingesta de compuestos fenolicos, antocianinas y antioxidantes es de suma importancia por
los multiples beneficios que otorgan a la salud; sin embargo, algunas condiciones de
procesamiento de alimentos y su baja estabilidad han demostrado causar dificultades en su
bioaccesibilidad y biodisponibilidad. Ludwig et al., (2015) demostraron que la cianidina-3- O -
glucésido y cianidina- O -glucurénido del extracto de antocianinas de frambuesas rojas
presentan baja bioaccesibilidad, con una excrecion de antocianinas equivalentes al 0.007 % de
la ingesta; sin embargo, se obtuvo una recuperacion del 15 % del total de metabolitos de

antocianinas.

Para mejorar la estabilidad de las antocianinas se emplean técnicas de microencapsulacion, lo
cual consiste en una capa de biopolimeros que recubre uniformemente al compuesto bioactivo
de interés, mejorando su estabilidad fisicoquimica cuando los encapsulados son expuestos a
altas temperaturas y luz incandescente (Zambrano Vélez et al., 2024). Entre las técnicas de
microencapsulacion la mas empleada es la coacervacidon compleja, el beneficio de la
coacervacion compleja sobre otros métodos se debe a su alta carga 1til (hasta 99 %), también,
este método otorga simplicidad, bajo costo, libre de solventes, reproducibilidad y una mayor

conservacion de las propiedades bioactivas (Bakry, Fang, et al., 2016).

La coacervacion compleja consiste en el recubrimiento de gotitas o particulas de un material
activos, donde la cobertura se produce cuando polielectrolitos con carga opuesta interactiian
entre si en un medio acuoso (Brito De Souza et al., 2020). Un elemento fundamental para la
elaboracion de las microcapsulas en la coacervacion compleja son los agentes encapsulantes
como la proteina-polisacarido, ya que, proporciona mejora en su papel funcional como
ingrediente alimenticio, sin alteraciones quimicas o enzimaticas. La coacervacion compleja es
ideal para encapsular materiales lipofilicos como aceites esenciales, vitaminas, compuestos
bioactivos, etc. Para emplear la técnica de coacervacidon compleja en antocianinas primero
tienen que pasar mediante dos etapas antes de la coacervacidn; preparacion de una emulsion

primaria W/O y posteriormente una emulsion doble W/O/W (Shaddel et al., 2018). De acuerdo
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con Shaddel et al., (2018) demostraron que al microencapsular el extracto de antocianina de
frambuesa negra se obtuvo valores bajos de humedad, higroscopicidad y solubilidad en las
microcapsulas, asi como mayor capacidad de carga, retencion de color y estabilidad durante el

almacenamiento.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos
encapsulados por coacervacion compleja de C. cainito mediante un sistema gastrointestinal in
vitro. Esta investigacion contribuye en comprender la técnica de encapsulacion empleada, asi
como los agentes encapsulantes, la liberacion controlada y la estabilidad de los compuestos

fenolicos durante la digestion simulada, para futuras aplicaciones como un alimento funcional.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Caimito (Chrysophyllum cainito L.)

El caimito (C. cainito) forma parte de los frutos tropicales, perteneciente a la familia de las
sapotaceas donde hay cerca de 800 especies (Petersen et al., 2012; Herndndez-Sénchez et al.,
2009). En la Tabla 1 se aprecia la descripcion taxonomica de este fruto. El caimito es una especie
de planta originaria de América tropical, los paises en donde hay mayor presencia es en México,
Jamaica, Cuba, las Antillas y Colombia (Figura 1) (Calzada, 1980; Roig, 1945). Sin embargo,
varios autores lo consideran originario de las Antillas donde posteriormente con la colonizacion

se expandi6 su cultivo hasta el resto del continente (Morton, 1987).

Tabla 1. Descripcion taxonomica del C. cainito L

Taxonomia
Nombre Cientifico Chrysophyllum cainito L.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae

Orden Ericales
Familia Sapotaceae

Subfamilia Chysophylloideae

Género Chysophyllum
Especie Chysophyllum cainito L.

Fuente: (Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba, 2012)

Figura 1. Distribucion actual de las plantas de C. cainito L.
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Fuente: https://www.gbif.org/es/species/2885828

Generalmente, el arbol se adapta a climas tropicales y subtropicales, aunque su temperatura
optima es alrededor de los 20 y 30 °C. Asimismo, las especies de C. cainito L son consideradas
como plantas ornamentales debido a sus caracteristicas atractivas que presentan, los cuales
incluyen su color, densidad, una produccion exponencial de frutos comestibles y gustosas (El-

Hawary et al., 2019).

Dependiendo del color de la cascara se pueden encontrar dos variedades de C. cainito L.: 1a de
cascara morada contiene mayor dulzura, a diferencia de la cascara verde, ya que este presenta
mayor olor (Hernandez-Sanchez et al., 2009). La fruta es redonda, pero también puede tener
forma ovalada y contar con un didmetro de 5-10 cm. Una caracteristica del caimito es que se
puede observar la presencia de latex en la parte superficial, el cual, puede provocar una
sensacion amarga al ser consumido (Ledén-Hurtado, 1987). En su interior presenta una pulpa
carnosa de color blanco y de sabor dulce (Figura 2) (Delascio, 1985; Morton, 1987) también, de
acuerdo con Alvarez-Vargas et al., (2006) se ha encontrado frutos con un maximo de 8 semillas,
asi como frutos sin semilla. En condiciones ventajosas la planta puede llegar a producir

alrededor de 90 y 113 kg o mas frutos por afio (Campbell, 1974).

Figura 2. Fruto de caimito (Rojas-Rodriguez & Torres-Cordoba, 2012)

El C. cainito L destaca en diferentes paises por poseer propiedades medicinales tradicionales.
Los curanderos tradicionales de las Costas de Marfil mencionan que posee caracteristicas
beneficiosas para combatir la diabetes. También, la medicina maya mexicana coincide con que
las hojas y los tallos de C. cainito L. son vistas como alternativa medicinal debido a que pueden
ser utilizadas para tratar enfermedades dolorosas y la diabetes (Doan et al., 2018; Déciga-

Campos et al., 2017; Meira et al., 2014).
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Ademés, por su alto contenido de compuestos fendlicos y triterpenos, se ha sefialado que C.
cainito L presentan importantes actividades hipoglucemiantes, antiinflamatorias, antioxidantes,
gastroprotectoras y cicatrizantes. Los compuestos fenolicos y los triterpenoides predominan
como los principales componentes de C. cainito L. Recientemente, los productos naturales se
han considerado como recursos clave para el desarrollo de farmacos que inhiban la formacién

de AGE (Meira et al., 2016; Zeng et al., 2019).

2.1.1 Aprovechamiento de la fruta

El caimito tiene diferentes formas de uso y consumo en los paises, en su mayoria es mediante
consumo fresco de la fruta, llegando a presentar precios elevados en ciertas temporadas. La
pulpa otorga una amplia presentacion en la gastronomia, ya que se puede realizar conservas de
jaleas y posteriormente preparar mermeladas, helados, dulces, rellenos de empanadas,

ensaladas, bebidas, postres, salsas, entre otros (Timbe, 2011).

Ademas, en Jamaica, por su caracteristico sabor dulce se puede mezclar con jugo de naranja y
combinarlo con otros fragmentos de frutas como pina, mango, agua de coco y citricos,
refrigerarlo y consumirse en forma de sorbete, esta bebida es muy reconocida como
“matrimonio” (Timbe, 2011). También otra forma de obtener una bebida similar a la leche de
almendra es por medio del empleo de las semillas de la fruta, igual, las semillas se utilizan como

decoracion en la reposteria (Morton, 1987)

El tronco de caimito es considerado como una madera de buena calidad debido a su dureza,
resistencia y alto pesaje, es por ello, en la carpinteria tiene un uso constante, también es
empleado en vigas, en construcciones de vias férreas o en durmientes (Romero-Castafieda &

Instituto Colombiano de Cultura Hispanica, 1985)

Asimismo, debido a la familia en la pertenece el C. cainito L tiene la propiedad de desprender
demasiado latex, lo cual, se obtiene como producto con mayor reconocimiento la gutapercha,
siendo esta una goma de origen natural, para su posterior proceso y creacion de nuevos

productos dentro de las industrias (Vallejo & Garcia, 1982)

Por otra parte, el C. cainito L tiene un gran aprovechamiento en la medicina tradicional como
en la parte de investigaciones cientificas, por ejemplo, las hojas y el tallo son muy empleadas

debido a su actividad antidiabética, teniendo un efecto inhibidor de la a-glucosidasa (Doan
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etal., 2018). Dependiendo del estado de madurez del fruto se usa para ciertos tratamientos;
fruta madura se emplea contra la pulmonia y laringitis, la fruta inmadura en Venezuela se
consume como tratamiento de problemas estomacales, “catarro de la vejiga” y para la
gonorrea, sin embargo, el consumo en exceso puede causar estrefiimiento. En Brasil, el latex
pulverizado se emplea para la disenteria y en estado fresco se aplica en pustulas. Por su parte,
las semillas amargas son bebidas para combatir la fiebre y como diuréticos (Vallejo & Garcia,

1982).

2.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas de la fruta

De acuerdo con la Tabla 2, presenta la composicion nutricional por cada 100 g de C. canito

informacion reportada por Parismoreno et al., (2016).

Tabla 2. Composicion nutrimental por cada 100 g de la parte comestible de C. cainito L

Nutrientes Cantidad Nutrientes Cantidad Nutrientes Cantidad
Agua (g) 82.0 Calcio (mg) 21.0 Tiamina (mg) 0.01
Fibra (g) 0.55-3.30 Niacina (mg) 24.0 Vitamina A 5.0
(mg)

Energia 68.0 Hierro (mg) 0.30-0.68 Vitamina B1 0.03
(Kcal) (mg)

Proteina (g) 1.8 Riboflavina 0.02 Vitamina B2 11.0
(mg) (mg)

Grasas (g) 0.5 Fosforo (mg) 17.0 Vitamina C 11.0
(mg)

De acuerdo con Moo-Huchin et al., (2014), reportaron las propiedades fisicoquimicas de la
pulpa del caimito morado y verde (C. cainito L) procedentes del estado de Yucatan, lo cual se

aprecia en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de la pulpa del caimito morado y verde (C. cainito L)

procedentes del estado de Yucatan.

Tipo Humedad Soélidos L° Tono (°hue) Acidez
(g/100 g) solubles titulable (g de

totales (°Brix) acido
citrico/100 g

pulpa)
Caimito 84.67 £0.06 11.80 = 0.06 5477+0.55 348.42+0.84 0.26 +0.0004

morado
Caimito verde 83.51+0.05 13.45+0.02 64.68 £4.14 93.37+0.51 0.20 + 0.008
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Fuente: (Moo-Huchin et al., 2014)

Asimismo, Moo-Huchin et al., (2014), reportaron el contenido promedio de fibra dietética en la

porcidon comestible del caimito morado y verde (C. cainito L), lo cual se observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Contenido promedio de fibra dietética en la porcion comestible del caimito morado y
verde (C. cainito L)

Tipo Fibra dietética total Fibra soluble (g/100 g  Fibra insoluble (g/100
(g/100 g PS) PS) g PS)
Caimito morado 35.68 £0.83 272 £0.17 32.96 +1.00
Caimito verde 30.78 £ 0.42 7.68+0.14 23.10+0.28

Los valores se expresan como promedio + estandar (n=6), PS= peso seco

Fuente: (Moo-Huchin et al., 2014)

Acorde a Moo-Huchin et al., (2014), la parte comestible del caimito variedad purpura tiene un

alto contenido de compuestos bioactivos tal como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Contenido de compuestos bioactivos presentes en la parte comestible del caimito
morado

mg/ de vitamina Antocianinas Compuestos Flavonoides Carotenoides
C/100 g PH totales (mg/ 100  fenolicos totales totales mg de totales (mg de
g PH) (mg de EAG/ quercetina/100 caroteno/100 g
100 g PH) PS PS)
21.43+£4.99 3.24+£0.02 14.91+0.19 35.76 £ 1.46 2.97+0.64

Nota: Los valores se expresan como promedio + estandar (n=6), PS= peso seco, PH= peso

himedo y EAG= equivalentes de 4cido galico.
Fuente: (Moo-Huchin et al., 2014)

Por otra parte, en el sureste de México, se evaluaron la actividad antioxidante y los compuestos
bioactivos de la cascara liofilizado de C. cainito variedad parpura, en donde se reportan valores
promedios de flavonoides y compuestos fendlicos totales, realizados por Can-Cauich et al., 2017

(Tabla 6)

Tabla 6. Contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales en la cascara de C.

cainito L.

Compuestos fenolicos totales (g EAG/100 g Flavonoides totales (g EQ/100 g PS)
PS)
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184 +0.07 2.34+0.28
Nota: los valores se expresan como promedio + estandar (n=6), PS= peso seco, EAG=

equivalentes de acido galico y EQ= equivalentes de quercetina.
Fuente: (Can-Cauich et al., 2017)

2.2 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se encuentran en frutas, semillas,
hojas, tallos, raices y la mayoria en los tejidos vegetales (De La Rosa et al., 2019), con mas de
8000 estructuras diferentes, su produccion se da en las plantas mediante su crecimiento y
desarrollo, o debido a condiciones de estrés en la que estan sometidas, como infecciones
bacterianas, fungicas y parasitarias, heridas, cambios de temperaturas extrema o a la exposicion

de radiacion UV (Arfaoui, 2021).

Estructuralmente, los compuestos fenodlicos estan compuestos por un fenol perteneciente al
grupo hidroxilo (-OH), lo cual, est4d unido a un grupo aromatico (fenil). La presencia del anillo
aromatico en los compuestos fendlicos hace que los acidos débiles generen un efecto inductivo
en el hidrégeno del grupo hidroxilo (figura 3) (Pefarrieta etal., 2014) por ejemplo, los
flavonoides; contribuyendo al grupo de los mas abundantes y relevantes metabolitos secundarios
con los que cuenta la planta (Cendrowski et al., 2017).. Los compuestos fendlicos se presentan
de manera libre o conjugados con azucares, acidos y otras biomoléculas solubles e insolubles

en agua (Skrovankova et al., 2015)

OH

Figura 3. Estructura quimica del fenol (Pefiarrieta et al., 2014)

En la Tabla 7, se aprecia las dos categorias en las que se clasifican los compuestos fendlicos;
compuestos no flavonoides y flavonoides. Los compuestos no flavonoides se subdividen en
acidos fenolicos, estilbenos, cumarinas y taninos, en cambio, en los compuestos flavonoides se
encuentran los flavonoles, flavonas, flavanoles, flavanonas, isoflavonas y antocianinas

(Durazzo et al., 2019)
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Tabla 7. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

No flavonoides

Acidos fenélicos Lignanos Estilbenos
OH
(@]
HO OH .o OH
HO SN 3 OH OH
. 5 2)
HO HO HO X
O~ OH
Acido cafeico Acido galico
OCH, OH
OH
Secoisolaiciresinol Resveratrol
Flavonoides
Flavona Flavonol Flavanol
OH

OH
OH OH
HO O O HO ] 2 O
OH

OH O OH
OH O OH
Apigenina Quercetina Epicatequina
Isoflavona Antocianinas Flavanona
HO. 0 OH OH
0 . :
o 1
O HO HO Q ‘
FC, <0
OH
OH OH O

Daidzeina Clanidina Naringenina

Fuente: (Ayala-Mata et al., 2019)

Los compuestos fendlicos son fundamental para la dieta de los seres humanos, debido a que
tienen diversas propiedades, los cuales han demostrado gran interés en la industria alimentaria
y farmacéutica, ya que pueden ser empleados como antioxidantes, antiinflamatorios,
antimicrobianos, antidiabéticos, antihipertensivos entre muchas otras propiedades (Figura 4)

(Abarca-Vargas & Petricevich, 2018).
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Compuestos fenélicos

| ey b‘l Actividad antimicrobiana
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I e
o ‘ Actividad antiinflamatoria

v” Efecto cardioprotector

Figura 4. Propiedades bioldgicas de los compuestos fenolicos en la dieta (Cosme et al., 2020)

Estudios realizados han demostrado efectos benéficos de los compuestos fendlicos sobre la
aterosclerosis, debido a su capacidad de disminuir la oxidacion de las LDL. Asimismo, los
compuestos fenolicos tienen la habilidad de aumentar la concentracion del colesterol HDL en el

plasma, igualmente de inhibir la proliferacion del musculo liso vascular (Quifiones, 2012).

Mehmood etal.,, (2019) encontraron que los compuestos fendlicos podrian prevenir la
hiperuricemia debido a la inhibicion de la enzima xantina oxidasa, responsable de la
produccion de 4cido urico, elevando la excrecion de la enzima y evitando la reabsorcion en el
rifion y regulando la composicion de la microbiota intestinal mejorando la excrecion de acido

urico por el intestino.

2.2.1 Capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos

Los antioxidantes juegan un papel importante en la homeostasis para el mantenimiento de la
vida humana. La ingesta de antioxidantes ayuda en la estabilidad de las especies reactivas de
oxigeno (EROS), que son dafiinas para las células y los tejidos (Gulcin, 2020). El estrés
oxidativo se debe al desequilibrio que surge entre las especies reactivas de oxigeno y los
antioxidantes, asimismo, las especies reactivas de oxigeno producidas por las mitocondrias en

las células, ocasionan varias dificultades a otras cé€lulas y tejidos (Rakotonirina et al., 2023).

Un antioxidante es una molécula con la capacidad de inhibir la oxidacion de otras moléculas, la
oxidacion se debe a la interaccion de radicales libres como las especies reactivas del oxigeno y

especies reactivas del nitrogeno. Los antioxidantes pueden secuestrar o inactivar especies
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reactivas del oxigeno o nitrogeno atrasando el proceso de oxidacion logrando evitar la

continuidad de la cadena de oxidacioén lipidica o proteica (Benitez-Estrada et al., 2020).

Los antioxidantes segun por sus mecanismos de accion se dividen en dos categorias: métodos
basados en reacciones de transferencia de &tomos de hidrogeno (HAT) y transferencia en un solo
electron (SET). El método HAT mide la capacidad del antioxidante para eliminar radicales libres
por medio de la donacion de un atomo de hidrégeno. Los mecanismos de accion antioxidante
de la HAT se presentan en la siguiente reaccion, donde, el atomo de hidrégeno (H) de un fenol

(ArOH) se transfiere a un radical peroxido:
ROO "+ AH/ArOH 2 ROOH + A " /ArO *

donde: el radical ariloxilo (ArO °) construido a partir de la reaccion del fenol (ArOH, un
antioxidante) con un radical peréxido (ROO °) se estabiliza por resonancia y AH son las

biomoléculas protegidas (Munteanu & Apetrei, 2021).

Los mecanismos de accion antioxidante SET detectan la habilidad que tiene un antioxidante
potencial para transferir un electrén y de esa manera, disminuir cualquier compuesto,
incluyendo metales, radicales y carbonilos. Los métodos SET son lentas y requieren periodos
largos de tiempo para que se completen, por lo tanto, los calculos de la capacidad de antioxidante
dependen del porcentaje de disminucion del producto en cambio de la cinética (Batalla Mayoral

etal., 2019).

Entre los ensayos para medir la capacidad antioxidante in vitro de un extracto o un alimento se
encuentran el DPPH-, ABTS, CUPRAC, FRAP, TRAP, entre otros. Se debe evitar evaluar con
un solo método, se deben de realizar diversos procesos de antioxidantes in vitro para identificar
la actividad antioxidante de la muestra de interés. Es por ello por lo que, al momento de
comparar un método de otro se vuelve complicado, por lo tanto, es indispensable la verificacion

de los métodos de andlisis antes de elegir uno para la investigacion (Munteanu & Apetrei, 2021).

Uno de los métodos mas empleados para medir la capacidad antioxidante in vitro es el DPPH,
consiste en un radical libre cromdgeno purpura (DPPH-) lo cual, se reduce mediante
antioxidantes (AH) a la hidracina de color amarillo palido (DPPH-H). El ensayo de DPPH-
puede realizarse mediante dos mecanismos HAT y SPLET (consiste en la trasferencia de

electrones seguida de perdida de protones) de la siguiente manera (Gulcin, 2020):
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ArOH + DPPH- — ArOH- + DPPH, (HAT),
ArOH SArO™ + H' (SPLET),

ArO™ + DPPH- — ArO- + DPPH,

DPPH™ + H* — ArO- + DPPH2.

La solucion de DPPH- recién preparada muestra un color purpura intenso con una longitud de
onda maxima de absorcion de 517 nm. Este color purpura normalmente desaparece cuando hay
presencia de un antioxidante en el medio, por lo tanto, el porcentaje de DPPH sobrante es

proporcional a la concentracion de antioxidantes (Batalla Mayoral et al., 2019).

El DPPH- es un radical libre que se obtiene directamente sin una preparacion previa, en cambio,
el ABTS se genera tras una reaccion que puede ser quimica (didéxido de manganeso, persulfato
potasio, ABAP), enzimética (peroxidasa, mioglobina) o también electroquimica. Asimismo, con
el ABTS se mide la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, al contrario

que, el DPPH solo se disuelve en medio organico (Kuskoski et al., 2005).

El ABTS es un ensayo de decoloracion donde el radical se genera directamente en una forma
estable antes de la reaccion con los posibles antioxidantes. El ABTS -+ presenta maximos de
absorcion en medios acuosos (414, 734 y 815 nm) y en medios con etanol (414, 730 y 873 nm),
se tiene que preparar antes de su uso y se activa mediante persulfato de potasio (K2S,0s) a

ABTS " realizando el siguiente mecanismo:
ABTS + agente oxidante como (K2S,0s5) — ABTS™
ABTS™ + compuesto fendlico-OH — ABTS + compuesto fenolico-O"+ H*

El1 ABTS+ al ser mas reactivo involucra al mecanismo HAT y SET, mientras que el DPPH al ser

menos reactivo solo involucra el mecanismo HAT (Gulcin, 2020).

2.3 Antocianinas

Las antocianinas provienen del griego anthos que significa flor y kyanos azul, su etimologia
hace referencia a la facil visibilidad e identificacion en la coloracion de las plantas y vegetales.
Las antocianinas son considerados compuestos bioactivos de origen fenolico, con propiedades

de solubilidad en agua, forman parte de la clase de los flavonoides (Sagdic et al., 2013; Siti
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Azima et al., 2017) y se basan en una estructura de cation flavilio, asimismo, contienen una
gama de colores visible para el ojo humano que va desde el rojo hasta el azul-morado presentes

en las fresas, zarzamoras, uvas, etc., (Li et al., 2017; Roy & Rhim, 2021)

Normalmente las antocianinas se encuentran almacenadas en las vacuolas de las células con un
pH alrededor de 5.5 (Islam, 2016) en las flores se encuentran en las células epidérmicas y son
consideradas como fendmenos de simbiosis debido a sus funcionalidades fisiologicas y
ecologicas, igualmente a las plantas les otorga atraccion con los polinizadores para esparcir las
semillas, otorga proteccion contra los efectos ultravioleta, la contaminacién microbiana y viral

(Delgado-Vargas et al., 2000; Garzon, 2008)

2.3.1 Estructura quimica

La estructura de las antocianinas estd compuesta por una molécula del ion flavilio o cation 2-
fenilbenzopirilio nombrado comunmente como antocianidina (aglicona) (Figura 5)
consecuencia de la ausencia de un aztcar. Por lo tanto, las moléculas de antocianinas presentan
dos grupos aromaticos, un benzopirilio formados por dos anillos A y C y un anillo fenélico B,
enlazados con una cadena de tres carbonos en un ciclo oxigenado heterociclico (Figura 6) (De

Pascual-Teresa & Sanchez-Ballesta, 2008)

Figura 5. Estructura principal del cation flavilio de la antocianidina y vegetales que lo
contienen (Enaru et al., 2021)

También, las antocianinas estdn unidas a hidratos de carbono en la posicion 3 (en ocasiones 5 o
7) o0 a un azucar, generalmente de ramnosa y glucosa, continuos por la xilosa, la arabinosa, la
galactosa y, en ocasiones de la rafinosa, de igual manera, en la gentiobiosa y la soforosa
mediante un enlace a- y B-glucdsidos. Generalmente, la estructura se vuelve mas estable cuando
en la propia molécula se perciben dos azlicares, situados en los hidroxilos 3 y 5, contrario a

cuando tiene un solo monosacarido (Ocampo et al., 2008)
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Figura 6. Estructura de la antocianina del tipo cianidina-3, 5-O- diglucosido.

En la tabla 8 se presentan las diferenciaciones estructurales del anillo fenolico (B), otorgando
seis antocianidinas con mayor presencia en los vegetales. Las antocianidinas no metiladas con
los glicosidos mas abundantes en la naturaleza son tres: delfinidina, cianidina y pelargonidina,
simbolizando el 80 % de los pigmentos de las hojas, en los frutos el 69 % y en las flores el 50
%. La reparticion de las antocianidinas mas comunes en las frutas y vegetales son malvidina
con una diminuta proporcion, petunidina 7% peonidina, delfinidina y la pelargonidina con el 12

% y con mayor porcentaje se encuentra la cianidina con el 50 % de presencia. (Kong et al., 2003)

Tabla 8. Agliconas principales y sustituyente de la antocianina

. Amax . Amax
Sustituyentes Sustituyentes
(nm) (nm)
Aglicona . Aglicona e —
Espectro Espectro
R1 R2 R1 R2
visible visible

506
494
H H ) OCH3 H (naranja-
(naranja) )
OH 10jo)
Pelargonidina
506 508

OH H (naranja- OCH3 OH (azul-

10jo) 10j0)

Cianidina Petunidina
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508
OH OH (azul-

510
OCH3 OCH3 (azul-

10j0) 10j0)

Delfinidina Malvidina

Fuente: (Garzon, 2008; Zapata, 2014)

2.3.2 Propiedades biologicas de las antocianinas

Los pigmentos antocidanicos ademds de tener un atractivo y brillante color en la naturaleza
cuentan con propiedades que benefician a la salud, debido a su actividad antioxidante y la
capacidad de secuestrar radicales libres en los sistemas biologicos. Las antocianinas al
pertenecer a los grupos hidroxilo éstos le proporcionan una alta capacidad de eliminacién de
radicales libres. Los grupos hidroxilo fendlicos al liberar 4&tomos de hidrogeno ayudan a
descartar los radicales libres, provocando la prevencion de la peroxidacion de forma mas eficaz
y seccionar la reaccion en cadena de la oxidacion. De esta forma, juegan un papel fundamental
en la prevencion de enfermedades diabéticas, antiinflamatorias, cardiovasculares y entre
otras afecciones. (Ge & Ma, 2013; Sari et al., 2012). A continuacion, se abordara mas respecto

a los beneficios.

Estudios realizados han demostrado que en Francia existe un bajo riesgo de la enfermedad
coronaria debido al alto consumo de vino tinto (Aguilera-Otiz et al., 2011). Esto se debe a la
presencia de antocianinas provenientes del vino, ya que atrapan especies reactivas de oxigeno e
inhiben la oxidacién de lipoproteinas y la adicion de plaquetas, de esta manera favoreciendo a

la poblacion (Ghiselli et al., 1998).

Los extractos antocianinas presentan capacidad antimicrobiana, debido a la destruccion de la
membrana celular, pared celular y la matriz intercelular, lo que ocasiona la liberacion de
moléculas polisacaridos de la membrana de las bacterias Gram-negativas (Pojer et al., 2013).
Burdulis etal., (2009) demostraron que las bacterias Citrobacter freundii (Gram -) y
Enterobacter faecalis (Gram +) provenientes de extractos de arandanos lograron ser sensibles

al inhibir sus crecimientos.

Kang et al., (2013) descubrieron que los extractos con alto contenido de antocianinas del maiz

morado en un sistema ex-vivo presentan disminucion en la expresion del tejido endotelial que
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forma parte del crecimiento vascular endotelial (FCVE), ocasionando un efecto angiogénesis,
lo cual es un proceso indispensable en el desarrollo del cancer, ya que puede transformar un

tumor de apariencia benigna a maligna.

2.3.3 Factores quimicos que influyen la estabilidad de las antocianinas

No obstante, a pesar de las multiples ventajas que otorgan las antocianinas como colorantes
artificiales, al ser aisladas, presentan una mayor inestabilidad y susceptibilidad a la degradacion,
ocasionando que su inclusion en matrices alimentarias o productos cosméticos y farmacéuticos
sea mas dificil debido a los procedimientos y procesos de almacenamientos a los que se ven
involucrados (Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2004; Chavez-Miranda, 2014). Su
estabilidad es afectada por diversos factores; como la estructura quimica, pH, temperatura, luz,

oxigeno, enzima, entre otros.
Efecto del pH

Las antocianinas presentan diferentes variaciones en su estructura y estabilidad dependiendo del
pH de la solucion donde se encuentra (Khoo et al., 2017). La acidez tiene un efecto protector
sobre la molécula (Garzon, 2008). A pH 1, el cation flavilio (AH") o0 i6n oxonio (color rojo) es
la especie predominante, més estable y aporta a colores purpura y rojo (Figura 7 A). Conforme
aumenta el pH se pierde un proton y se produce la adicion de agua, ocasionando la formacion
de la base quinoidal, esto entre pH 2 y 4 (Figura 7 B-C) de color azul. A pH entre 5y 6 se
aprecian dos especies incoloras, los cuales son especies pseudobases carbonil (Figura 7 E) y una
chalcona (Figura 7 F) de color amarillo; se vuelven mas sensibles en el medio ambiente. Cuando
el pH alcanza un nivel neutro, alrededor de 7 o superior, se producen estructuras quinoidales de
color parpura, sin embargo, presentan una mayor inestables y se degradan con facilidad,
principalmente en presencia de oxigeno; ocasionando una acelerada descomposicion debido a
su oxidacion, y en funcidon de sus grupos sustituyentes (Figura 7, reaccion de degradacion)

(Castafieda-Ovando et al., 2009).

De tal manera, se puede mencionar el pH con valores bajos presentan un efecto protector
respecto a la estructura de las antocianinas, mientras que, a niveles de acidez altos, las

estructuras son mas inestables y tienden a degradarse con rapidez.
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Figura 7. Estructura de las antocianinas a diferentes pH. Donde Ri1=H o glusido R y R3=H o
metilo. (Castarieda-Ovando et al., 2009)

Efecto de la temperatura

La temperatura es otro factor que influye de forma significativa en la degradacion de las
antocianinas, ocasionando afectaciones en la calidad e inocuidad de los alimentos que lo
contienen. El incremento de la temperatura es constante a la velocidad de degradacion y
disminucion de la coloracion de las antocianinas, provocando una degradacion cinética de
primer orden (logaritmica) (Mercadante & Bobbio, 2008). Por lo tanto, el aumento de la

temperatura ocasiona la pérdida del azicar glucosilante en la posicion 3 de la molécula y
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apertura de anillo y la produccion de chalconas incoloras (Garzon, 2008). Asimismo, las
antocianinas con mayor hidroxilaciéon son menos estables térmicamente que las glicosiladas,
metiladas o acetiladas (Fennema, 2000). Por ejemplo, segun lo reportado por Hellstrom et al.,
(2013), la temperatura de almacenamiento afecta la estabilidad de las antocianinas de los jugos
de bayas, por lo tanto, la vida media (t?) de las antocianinas fue menor en temperatura ambiente
que en el almacenamiento en frio. En este aspecto, para una mayor eficiencia de conservacion a

largo plazo de las antocianinas, se recomienda evitar el almacenamiento a temperatura ambiente.
Efecto de la actividad de agua

El agua puede interactuar como nucledfilo y atacar el cation flavilio en el Carbono 2
constituyendo la base carbinol incolora segun el mecanismo explicado en la Figura 7. Aunque
esta degradacion puede variar dependiendo de la concentracién de azlcares o de la

copigmentacion.

Por lo tanto, la actividad de agua es baja cuando los azucares se encuentran en altas
concentraciones, por ello, hay menor posibilidad que las moléculas de agua ataquen al catién
favilio para la formacion de la base carbonil. Mientras que, la actividad de agua se ve afectada
cuando los azlcares estdn en bajas concentraciones, de esta manera, sus productos de

degradacion aceleran la pérdida de antocianinas (Kopjar & PiliZzota, 2009; Lewis, 1995)
Efecto del oxigeno y acido ascorbico

Existe una relacion degradativa del oxigeno y el acido ascorbico con relacion a la estabilidad de
las antocianinas. La oxidacion de las antocianinas puede surgir de dos maneras: por reaccion
directa con el oxigeno o por oxidacion indirecta; este Ultimo reacciona con compuestos
previamente oxidados y en consecuencia forman productos de color marrén o incoloros.
Igualmente, se pueden relacionar con radicales de oxigeno actuando como antioxidantes. Por lo
tanto, estos mecanismos de oxidacion se ven favorecidos cuando se eleva la temperatura (Rein,

2005)

En presencia de oxigeno, se forma perdxido de hidrogeno debido a la destruccion de las
antocianinas por el acido ascorbico. Esta reaccion se inhibe en presencia de flavonoles como la
quercetina y se acelera en presencia de cobre. El periodo de hidrégeno rompe el anillo de pirilio

de la antocianina por medio de un ataque nucleofilico en el C2, originando ésteres incoloros y
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derivados de la cumarina. Estos productos de degradacion son completamente destruidos y se

polimerizan para formar un precipitado marrén (Fennema, 2000).
Efecto de la luz

Ademas del pH y la temperatura, las antocianinas son compuestos inestables en exposicion a la
luz UV o visible, este factor puede originar la excitacion de las antocianinas ocasionando su
descomposicion quimica. Estudios han observado que la modificacion del hidroxilo en el C-5
provoca la vulnerabilidad de la antocianina a la fotodegradacion cuando se presenta con flavonas

polihidroxiladas, isoflavonas y auronas sulfonadas (Delgado-Vargas et al., 2000).
Enzimas

De igual manera, las antocianinas tienden a ser inestables en presencia de enzimas como la f3-
glucosidasa que hidroliza el enlace glucosidico en el carbono 3, generando la inestabilidad de
las antocianinas por la produccion de aglicona, lo cual es incolora y de rapida degradacion
(Baublis et al., 1994). También, la enzima polifenol-oxidasa de manera indirecta puede facilitar
la degradacion de las antocianinas, mediante la oxidacion de algunos compuestos fendlicos de
¢éstas y origina productos quinonas, los cuales son responsables de la polimerizacién de las

antocianinas y la formacion de pigmentos marrones (Khoo et al., 2017).

Efecto de Co-pigmentacion

La copigmentacion es un fendémeno en el que los pigmentos y otros compuestos organicos son
incoloros o iones metalicos, forman conjuntos moleculares o complejas, originando un cambio
o un incremento en la intensidad del color, al igual que una mayor estabilidad en los colores.
Algunos compuestos empleados como copigmentos son las antocianinas, flavonoides,

aminoacidos, acidos organicos, entre otros compuestos (Aguilera et al., 2016; Khoo et al., 2017)

La co-pigmentacion se sustenta en dos efectos principales (Figura 8) (Castaiieda-Ovando et al.,

2009):

L. Formacién de un complejo ©— 7 o también conocido como complejo de transferencia
de carga, genera modificaciones en las propiedades espectrales del ion flavilio,

aumentando su intensidad de absorcion y longitud de onda.
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I1. El color rojo incrementa debido al desplace de la estabilizacion de la forma flavilio

por el complejo 7.

lon flavilio
(rojo)
+ Pseudo-base carbinol
(incolore)
oH
OH
—..
e —O
Pirocatecol

rico en electrones

Complejo de transferencia -OH
de carga (rojo) OHy

Figura 8. Estabilizacion de las antocianinas por la generacion del complejo de transferencia de
carga (interaccion de la antocianina con un compuesto fenolico) (Castanieda-Ovando et al.,
2009). El ion flavilio estd sujeto a un ataque nucleofilico, lo que ocasiona una pseudobase
carbonil incolora, sin embargo, cuando se combina con el pirocatecol, se crean complejos de

transferencia de carga que produce proteccion y mejora del color.

2.4 Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica empleada como recubrimiento de nucleos solidos,
liquidos o gaseosos, por medio de paredes con diferentes biopolimeros, como, alginato,
gelatinas, acidos grasos, resinas hidrocarbonadas, gomas, etc. El biopolimero tiene como
objetivo protegerlos de factores ambientales, aislar el nucleo y evitar efectos a una exposicion

inadecuada (Bakry, Abbas, et al., 2016).

Las particulas encapsuladas estdn compuestas por una barrera firme, delgada, esférica y
semipermeable que atrapa a un nucleo sélido o liquido con un didmetro que segun su tamafo se

clasifican en: macrocapsulas (>5.000 pm), microcapsulas (0.2 a 5.000 um) y nanocapsulas (<0.2
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um) y con respecto a su forma y construccion: microcapsulas y microesferas (Silva et al., 2014).
Dependiendo de la distribucion del nucleo de las microcépsulas pueden ser: mononucleares o
polinucleares. En la Figura 9 se puede observar las diversas formar en las que se pueden percibir
a las microcapsulas, ya sea por membranas simples, multiples capas o de multiples ntcleos
donde la matriz puede ser del mismo material o combinado con varios (F. Gibbs, Selim

Kermasha, Inteaz Al, 1999)

C© © ©

Simple Multicapa Matriz
=
Multi-Nucleo Irregular

Figura 9. Tipos de microcéapsula.

2.4.1 Agentes de microencapsulacion

En la microencapsulacion, el material del agente encapsulante se elige mediante el tipo de
sustancia activa, sus propiedades y su aplicacion. Sin importar el tipo de material que se vaya a
emplear, la transformacion de las propiedades fisicoquimicas sera una condicion para el
desarrollo exitoso de nuevos productos. Por lo tanto, es indispensable el estudio y analisis de
todas las caracteristicas de los materiales utilizados para la obtencion de las microcépsulas y de
esa manera, determinar el comportamiento en condiciones de produccion, almacenamiento y

consumo (Sandoval-Peraza et al., 2017).

Enla Tabla 9 se aprecia los posibles materiales a emplear para la encapsulacion, los cuales deben
tener cierto grado alimenticio, biodegradables y con la capacidad de formar una barrera entre la

parte interna y su alrededor (Nedovic et al., 2011).
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Tabla 9. Materiales empleados como recubrimiento en la microencapsulacion.

Material para encapsular

Cobertura especifica

Polisacaridos Almidon, maltodextrinas, quitosano, alginato, ciclodextrinas,

carregenatos, gomas

Celulosas Etilcelulosa, metilcelulosa, acetilcelulosa, nitrocelulosa,
carboximetil-celulosa
Lipidos Ceras, parafinas, diglicéridos, monoglicéridos, aceites, grasas,

acidos estearicos, trisetearina

Proteinas Gluten, caseina, albimina

Fuente: (Nava-Reyna et al., 2015; Obando-Mora, 2022)

2.4.2 Métodos de microencapsulacion

La eleccion adecuada de la técnica de microencapsulacion depende del tamafo de las particulas

las propiedades fisicoquimicas del agente encapsulante, de las sustancias a encapsular, de la

aplicacion final deseada, del costo y del mecanismo de liberacion. Por lo tanto, la técnica

seleccionada debe de asegurar la funcionalidad, biodisponibilidad del compuesto e incluso la

facil incorporacion en los alimentos, sin alterar sus propiedades sensoriales (Pal et al., 2009).

En la Tabla 10 se presentan las diversas técnicas de microencapsulacion:

Tabla 10. Principales técnicas de microencapsulacion.

Procesos fisicos

Procesos quimicos

Procesos fisicoquimicos

Liofilizacion

Secado por aspersion
Extrusion

Recubrimiento por lecho

fluidizado

Polimerizacion
Coalescencia
Inclusién molecular

Emulsificacion

Coacervacion
Liposoma

Gelificacion idnica

Fuente: (Yafiez et al., 2002)
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2.5 La coacervacion compleja como método de microencapsulacion de compuestos

bioactivos

2.5.1 Emulsion doble

Las emulsiones son sistemas que consisten en la mezcla de dos o mas liquidos inmiscibles donde
uno de ellos se encuentra en forma de gotas dispersas (fase interna o discontinua) dentro de otro
liquido (fase externa o continua). Esto se obtiene debido al empleo de estabilizantes,
disminuyendo la tension superficial entre las fases, formando una capa entre la fase dispersa y
la fase continua. Estos sistemas son empleados en diferentes industrias como la agricultura,

alimentos, farmacéutica, alimentos, cosmética, entre otras (Silva-Jerez & Oyarzun-Cayo, 2021).

Dentro de las emulsiones multiples, uno de los principales son las emulsiones dobles (ED), los
cuales son sistemas multicompartimentalizado caracterizado por contener una emulsion dentro
de otra emulsion. Lo que quiere decir que en las emulsiones dobles existen gotas dispersas de
emulsiones simples donde se estan presentes gotas mas pequefias de agua en aceite (W/O) o
aceite en agua (O/W) dentro de ellas (Jiménez-Colmenero, 2013b). Las emulsiones dobles
tienen mayores ventajas que las emulsiones simples, debido a la disposicion de encapsular,
proteger y liberar de manera simultdnea compuestos hidrofilos y/o lipofilos y ofrecer una

disminucién sustancial de la grasa al tener dos fases acuosas.
Las emulsiones dobles pueden clasificar de la siguiente forma:

e Emulsiones aceite en agua en aceite (O1/W/02) (Figura 10A): la cual la emulsion
interna (O1/W) se encuentra dispersa en forma de gotas pequefias dentro de una fase
externa acuosa (O2) (Henao & Morantes, 2012). Las emulsiones se han empleado para
el aumento de la percepcion del sabor en productos continuos de grasa, por medio del
agregado de ingredientes aromatizantes, también en la disminucion del 7 % y el 11 % de
grasa animal en productos carnicos y la mejora del color mediante colorantes naturales
(Tenorio-Garcia et al., 2022; Eisinaite et al., 2017).

e Emulsiones agua en aceite en agua (W1/O/W2) (Figura 10B): en esta la emulsion
interna (W1/0) esta dispersada en forma de gotas pequefias dentro de una fase externa
acuosa (W2) (Henao & Morantes, 2012). Entre las principales aplicaciones de las
emulsiones Wi/O/W; estan la encapsulacion de compuestos sensibles, como las

vitaminas, los antioxidantes y los microrganismos, entre otros (Eslami et al., 2017).
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Figura 10. Representacion de las ED; A (O1/W/O2)y B (W1/O/W>). (Henao & Morantes,
2012)

Obtencion de las emulsiones dobles del tipo agua en aceite en agua (W1/0O/W2>) dividida en

dos etapas (Figura 11):

Primera etapa: en esta fase se produce una emulsioén de agua en aceite (W1/O) por medio de la
homogenizacion de una fase acuosa (W1) y otra lipidica (O), mediante un emulsificador
lipofilico con la capacidad de producir la interfase (W1/O). En esta técnica es recomendable
introducir gradualmente la fase acuosa (W1), lo cual debe de ser mayor del 70 % para lograr una

estabilidad en la emulsion (Jiménez-Colmenero, 2013a).

Segunda etapa: se forma de la homogenizacion de la emulsién (W1/O) con una nueva fase
acuosa (W>) con la intervencion de un emulsificador hidrofilico (O/W3). La emulsion primaria
(W1/O) es preparado en condiciones de homogenizacion con mayor energia que la segunda,
debido que la aplicacion de procesos de homogenizacion mas suaves evita la ruptura de los

globulos internos (W1/0) (Jiménez-Colmenero, 2013a).
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Figura 11. Elaboracion de la emulsion doble del tipo (W1/O/W2) (Jiménez-Colmenero, 2013a)
2.5.2 Coacervacion compleja

El término “coacervacion” fue inducido en 1929 por Bungenbert de Jong y Kruyt. La palabra
Coacervacion se deriva del latin “acervus” que significa “montén o cimulo” y el prefijo “co”
(juntos), que indica la unidn de particulas coloidales. Se clasifica en dos sistemas: coacervacion

simple y compleja (Weinbreck et al., 2004).

La coacervacion compleja consiste en la formacion de complejos de dos biopolimeros
(principalmente proteinas y polisacaridos) con cargas opuestas que al unirse forman una
emulsion que encapsula un material de interés. Cuando el compuesto bioactivo estd rodeado por
los biopolimeros (material de pared) en condiciones de pH adecuadas, donde uno de los
polimeros tiene carga negativa y el otro positivo, dando como resultado ser el método de
encapsulacion mas destacado, debido a su elevada eficiencia de encapsulacion, liberacion
prolongada, integridad del material de la pared, asi como, una mayor preservacion y distribucion

de moléculas bioactivas (Gharanjig et al., 2020; Da Silva Soares et al., 2024).
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El método de coacervacion compleja también es definido como la separacion de fases liquido-
liquido por medio de interacciones electroestaticas, enlaces de hidrogeno, interacciones
hidrofobicas y de polarizacion inducida entre dos polimeros de cargas opuestas en un medio
acuoso (Timilsena et al., 2019). El principio de esta coacervacion es la separacion de fases
asociativa, producto de la interaccion electroestatica; la separacion liquido-liquido produce una
fase de polimero diluido (Figura 12f) y otra rica en polimero, conocida como coacervado
(Figura 12a) (Carpentier et al., 2021). La fase con mayor polimero principalmente es un gel
transitorio de polimero con cargas opuestas que temporalmente generan reticulas
electroestaticas (Sing, 2017), donde las interacciones entre proteinas y polisacaridos forman
complejos con capacidad de mejorar las propiedades funcionales de los materiales en

comparacion con cada polimero constituyente de forma independiente (Carpentier et al., 2021).

+
Il

Figura 12. Diagrama de la formacién de la coacervacion compleja; () fase liquida rica en
polimeros y fase liquida en deficiencia de polimeros (B). (Espinosa-Andrews et al., 2007,
Sing, 2017)

El proceso de la elaboracion de la coacervacion compleja conlleva cuatro pasos importantes

(Timilsena et al., 2019) (Figura 13):

a) Realizacion de una disolucion acuosa de dos o mas polimeros. Generalmente, la

disolucidn se elabora por encima del punto isoeléctrico de la proteina.
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b) Mezcla de la fase hidrofoba con la disolucion acuosa de un polimero (usualmente
disolucion de proteina) y homogeneizacion de la mezcla resultante con la finalidad de
una emulsion estable.

¢) Cambio de pH y temperatura a un nivel adecuado para la induccion de la coacervacion
y separacion de las fases.

d) Rigidez de las matrices de polimeros empleando temperaturas elevadas, agentes de

desolvatacion o reticulacion.

Biopolimero 2

_=|
5 Cambio de pH

Agente a Biopolimero 1 Microcépsula
encapsular

Figura 13. Etapas principales para la elaboracion de la coacervacion compleja. (Martinez-
Gomez, 2021)

Los principales biopolimeros empleados como materiales de paredes en la coacervacion
compleja son proteinas como gelatinas, proteina de soya, de suero, entre otras y polisacaridos
como goma arabiga, alginato y pectina (Brito De Souza et al., 2020; Gharanjig et al., 2020; Pillai
etal., 2020). A cierto rango de pH, las proteinas y los polisacaridos se pueden combinar
mediante atraccion electroestatica, debido a sus cargas opuestas; estos biopolimeros han
presentado favorables propiedades funcionales, también por sus propiedades mejoradas, los
complejos de proteina-polisacaridos han demostrado potenciales aplicaciones en las industrias

alimentarias, agricola, cosmética y farmacéutica (Muhoza et al., 2022).

Los principales aspectos para la encapsulacion de compuestos bioactivos incluyen los materiales
de la pared, técnica de encapsulacion, matriz alimentaria, entre otras, los cuales intervienen en
cada fase proporcionando beneficios en la salud del consumidor, ademas los encapsulados deben
sobrevivir durante al procesamiento y almacenamiento, mantener la estabilidad tras la ingesta;
tolerar condiciones acidas, bilis y enzimas gastricas, y posteriormente adherirse, colonizar y

actuar en el epitelio intestinal (Yuan et al., 2022).
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2.5.2.1. Proteina de chicharo y alginato de propilenglicol como material de pared

Los compuestos proteinas-polisacaridos son biopolimeros que proporcionan beneficios en los
alimentos, ya que influyen y modifican las propiedades estructurales y funcionales, como en sus
caracteristicas reoldgicas y de vida util (Babu et al., 2024). Estudios realizados por Guo et al.,
(2019) descubrieron que el complejo soluble de aislado de proteina de guisante y alginato de
propilenglicol favorecia la solubilidad de la proteina, la capacidad y la estabilidad de la

emulsion.

Las proteinas como agentes encapsulantes tienen multiples beneficios, al ser un material
biodegradable no representan toxicidad y reacciones colaterales, ademds son nutricionales y
liberan el material activo con mayor facilidad. Asimismo, las proteinas contienen propiedades
emulsionantes, gelificantes, formacién de peliculas y comunmente se emplean con
carbohidratos como maltodextrina, almidones, jarabe de glucosa, lactosa o sacarosa (Contreras-

Martinez, 2019).

El empleo de la proteina de chicharo como biopolimero ha presentado aplicaciones potenciales
en el area de alimentos, por su precio bajo, la nula alteracion genética y se pueden consumir por
personas con alergia a proteinas de otras fuentes. Estudios recientes demuestran que el aislado
de proteina de chicharo como material de pared es un excelente protector de compuestos
bioactivos en combinacion de gomas y carbohidratos, como consecuencia de propiedades
funcionales como la solubilidad, emulsificacion y la formacion de espuma (Aguilar-Vazquez

et al., 2018; Warnakulasuriya et al., 2018)

Los alginatos de propilenglicol son considerados alginatos con modificaciones quimicas, se
producen mediante la reaccion de esterificacion entre acido alginico himedo y 6xido de
propileno, donde los grupos de propilenglicol se relacionan a los grupos carboxilos de los
residuos de B-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G). También, el alginato de propilenglicol
es reconocido como un polisacarido de grado alimenticio con propiedades hidrofilicos y

oleofilicos en sus grupos propilenglicol (Nilsen-Nygaard et al., 2016; Zhang et al., 2021).

El alginato de propilenglicol forma parte de uno de los polimeros con mayor preferencia para la
estabilizacion de emulsiones acida, debido a su baja sensibilidad ante pH bajo. Ademas, el
alginato de propilenglicol en la elaboracion de emulsiones gelificadas otorga coherencia entre

las gotas de aceite y la fase continua, esto se debe a que el polimero gelificante interactia con
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la fase acuosa, lo que proporciona refuerzo mecénico al gel final y disminuye la liberacion de

aceite en la superficie de las emulsiones gelificadas (Nilsen-Nygaard et al., 2016).

2.6 Bioaccesibilidad de las antocianinas

La bioaccesibilidad se refiere a la cantidad de un determinado compuesto en liberarse de una
matriz que esta disponible para ser absorbida después de ingresar al proceso de digestion. Por
ello, es importante que los componentes de interés de una matriz alimentaria se liberen y
otorguen disponibilidad para su absorcion en el torrente sanguineo. El término de
bioaccesibilidad esta relacionada con la digestion del tracto gastrointestinal, en el cual se liberan
los componentes de la matriz principal, con la finalidad de una mejor absorcion en el intestino

delgado (Gorusupudi & Bernstein, 2016).

Para la medicion de la bioaccesibilidad, se emplean los modelos digestivos gastrointestinal in
vitro para simular los procesos que ocurren durante la digestion humana (Burgos-Edwards et al.,
2017). La digestion es el proceso metabolico que modifica los alimentos ingeridos en sustancias
quimicas diminutas y sencillas, faciles de asimilar. El sistema digestivo estd compuesto de
organos agrupados: boca, esdfago, estomago, intestino delgado y grueso (Rivas-Montoya,

2014).

La simulacion de la digestion gastrointestinal in vifro es un proceso que permite obtener diversas
informaciones: digestion de alimentos, liberacion de nutrientes, determinacion de la absorcion
de alimentos, punto de liberacion de ingredientes encapsulados, entre otros. Estos sistemas
deben reproducir las condiciones fisiologicas en las que se produce la digestion humana, de

manera flexible, preciso, reproducible y econdémica (Andrés-Andrés, 2019).

2.6.1 Proceso digestivo de las antocianinas

La biodisponibilidad de las antocianinas es significativamente baja, debido a que s6lo el 1-2 %
de las antocianinas ingeridas conservan su estructura original C6-C3-C6 en el cuerpo. La
digestion de los alimentos es un proceso que depende del pH, por ello, las antocianinas sufren
modificaciones, asi como la hidrdlisis durante la digestion por consecuencia de las enzimas

(Tena et al., 2020)

La digestion gastrointestinal de compuestos fenolicos es evaluada cominmente mediante el

método gastrointestinal estatico in vitro, descrito por Minekus et al., (2014) y modificado por
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Brodkorb et al., (2019). El método gastrointestinal estatico in vitro consiste en un proceso que
consta de tres etapas: (1) fase oral simulada centrada en la actividad de la a-amilasa salival; (2)
fase gastrica simulada enfocada en la actividad de la pepsina; y (3) fase intestinal que consta de

un tratamiento pancreatico simulado basado en pancreatina y bilis (Figura 14).
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— Fase oral
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P _— Fase gastrica
NSt
1 o =

A /‘z_; —
bt iy }L y ‘ Fase intestinal

Figura 14. Fases de la digestion gastrointestinal estatico in vitro (Brodkorb et al., 2019)

En la boca, la masticacioén ocasiona la descomposicion de algunas células, liberando compuestos
fenolicos y otros compuestos bioactivos o nutrientes. La trituracidon mecénica reduce el tamano
de las particulas y aumenta la superficie de contacto para que los micronutrientes del alimento
formen el bolo alimentario al interaccionar con las proteinas salivales como la a-amilasa salival.
Durante la fase oral las antocianinas y los compuestos fendlicos se ingieren de forma natural,
sin embargo, inicia la biotransformacion, aunque el efecto de la amilasa salival sobre el bolo es
limitado debido a la corta duracion (2-5 minutos) de la fase oral (Kamonpatana et al., 2014;

Mosele et al., 2016) (Figura 15).

Después de la fase oral, el bolo alimenticio se transporta al estbmago y se mezcla con el jugo
gastrico para forma el quimo. En la fase gastrica, el HCI activa la pepsina, lo cual, es la enzima
encargada de romper los enlaces peptidicos de las proteinas, dando como resultado la presencia
de aminoacidos y péptidos en los fluidos géstricos (Alminger et al., 2014). Las condiciones
acidas (pH 2.0-3.0) benefician la estabilidad de los fitoquimicos, especialmente las
antocianinas, donde predomina de forma natural el cation flavilio (Cavalcante-Braga et al.,

2018) (Figura 15).
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Luego que los alimentos se desintegran en la boca y el estdbmago, la principal digestion
enzimatica y zona de absorcion de nutrientes surgen en el intestino delgado. Después de la fase
gastrica, mediante el bicarbonato de sodio el quimo acido se neutraliza, proporcionando un pH
adecuado para la actividad proteolitica, lipolitica y amilolitica de la pancreatina, y junto con las
sales biliares son los encargados de la digestion del quimo en el intestino delgado (Alminger
et al., 2014). Durante la digestion intestinal, las antocianinas son convertidas a su forma carbonil
y chalcona debido al aumento del pH en esta etapa (7.0-7.5) (Cavalcante-Braga et al., 2018)
(Figura 15).

Por otra parte en la fase intestinal la mayoria de los compuestos con bajo peso molecular, como
las proantocianidinas, acidos fendlicos o antocianinas aciladas todavia se liberan, junto con
los componentes de la pared celular como celulosa, lignina, pectinas y algunos componentes
ligados a las proteinas, y s6lo una pequefia fraccion continia su proceso hasta llegar al intestino
grueso o colon, donde se liberan bajo la accion de la microbiota (Pérez-Jiménez et al., 2013)

(Figura 15).
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Figura 15. Estructuras de las antocianinas modificadas durante el proceso de digestion
gastrointestinal in vitro, donde: Ro=H y R3 = Metilo (Cavalcante-Braga et al., 2018)
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2.7 Técnicas de caracterizacion de encapsulados

2.7.1 Cuantificacion de antocianinas totales

El pH es considerado como uno de los principales factores que afectan la estabilidad del color
de las antocianinas, por lo tanto, para determinar si las antocianinas estan polimerizadas o no,
se emplean los espectros de UV - VIS a diferentes niveles de pH (Giusti & Wrolstad, 2001).
Para la concentracion de antocianinas se determina mediante la absorcidon a una diferencia de
pH, debido a que las antocianinas proporcionan dos bandas de absorcidn en la region que oscila

entre 490 y 550 nm en la region del espectro visible.

El método del pH diferencial propuesto por Giusti & Wrolstad, (2001) estima el contenido de
antocianinas totales, se fundamenta por el cambio reversible que ocurre en los pigmentos
monoméricos de antocianinas mediante la variacién del pH y son medidas en dos bandas de
absorcion en la region UV — VIS a longitudes de onda de 510 nm y 700 nm, donde, las muestras
son diluidas con un buffer a pH 1.0 y 4.5, por lo tanto, a un pH de 4,5 la antocianina se encuentra
en su forma hemiacetal incolora, mientras que a un pH de 1.0, la antocianina absorbe la luz muy
fuertemente entre 460 y 550 nm debido a que se encuentra en su forma de oxonio coloreada

(Figura 16). Por lo que, la absorbancia a 520 nm es proporcional a la concentracion de pigmento.

Para sus lecturas se utiliza un espectrofotometro de UV — VIS con longitudes de onde de 510
nm y 700 nm. Los resultados se expresan como pigmentos de antocianinas monoméricas,

generalmente expresado como cianidina 3 - glucosido.

Cation Flavilo: Anaranjado a morado Forma hemiacetal: incoloro
pH=1,0 pH=4,5

Figura 16. Estructuras del cation flavilio (A) y la forma hemiacetal (B). R=H o sustituyente

glicosidico (Leon et al., 2015).
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2.7.2 Cuantificacion de compuestos fenolicos

El método de Folin-Ciocalteu fue creado en 1927 por Otto Folin y Vintila Ciocalteu con la
finalidad de cuantificar la tirosina y el triptéfano en proteinas, también ha sido empleado como
protocolo estandar para la cuantificacion de compuestos fendlicos totales en tejidos vegetales y
alimentos de origen vegetal (Folin & Ciocalteu, 1927). Para la determinacion de compuestos
fendlicos totales, el reactivo de Folin-Ciocalteu (una mezcla de acidos fosfotingstico y
fosfomolibdico) disminuye en medio alcalino (pH 10) con carbonato de sodio, debido a la
disociacion del proton fenolico que conduce a la formacion del ion fenolato, de igual manera,
se debe a la reaccion que ocurre con el anadido del carbonato de sodio, 6xidos azules de
tungsteno y molibdeno (Martins et al., 2021) y produce un cambio de color que va del amarillo
al azul, la intensidad del color azul es medido en el espectrofotometro de UV - VIS a una
longitud de 765 nm y es directamente proporcional a la concentracion del antioxidante (Figura

17) (Ainsworth & Gillespie, 2007; Ford et al., 2019).

La molécula comunmente empleada en el método de Folin-Ciocalteu para la expresion de los
resultados en datos cuantitativos es el acido galico y generalmente son representados en
equivalentes de acido galico (GAE) por unidad de muestra. El método de Folin-Ciocalteu puede
clasificarse como un ensayo basado en la transferencia de electrones, ya que, mide la capacidad
de reduccion de una sustancia frente a un agente oxidante, ocasionando la reduccion del color

principal (amarillo) (Comert & Gokmen, 2018).

HO OH
Q/ Reactivo de Folin-Ciocalteu

OH

M
HO.. Q/OH
| |
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Figura 17. Reduccion del reactivo Folin-Ciocalteu y produccion del cambio de color a azul,

debido a la concentracion del antioxidante (Ford et al., 2019).
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2.7.3 DPPH-
El ensayo DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es un método eficaz, empleado para la

evaluacion de la actividad antioxidante, se basa en la reduccion del radical DPPHe (un
cromoégeno de color purpura) a su hidracina correspondiente (DPPH-H, color amarillo) cuando
reacciona con los antioxidantes (donadores de hidrogeno o electrones) (Figura 18). La capacidad
antioxidante se mide determinando el DPPHe remanente, mediante (Alvarez-Parrilla et al.,

2012):

1) Espectrofotometria, a una longitud de onda desde 515 nm a 528 nm, donde se mide la
decoloracion que surge en la reaccion, debido a la adicion del antioxidante en la solucion
metanolica o etanolica de DPPHe.

2) ESR, aqui la intensidad de sefial que transmite el DPPHe esta inversamente relacionado

con la concentracion de antioxidante y el tiempo en que ocurre la reaccion.

La reaccion del radical DPPHe se aprecia en la Figura 18; también se puede comprender de la
siguiente manera: la reaccion que representa al radical DPPH es Z y la molécula donadora AH,
la reaccion primaria es: Ze + AH = ZH + Ae«. Donde, se obtiene que ZH es la forma reducida y
Ae representa al radical libre producido. EI DPPHe es método utilizado para cuantificar la
capacidad antioxidante de jugos de frutas y vegetales, asimismo, es empleado en investigaciones
como las propiedades de diversos alimentos, como es el caso de granos de trigo y salvado,
hierbas, aceites de semillas comestibles, acido linoleico y harinas en diferentes sistemas de

solventes incluyendo etanol, metanol, acetona y benceno (Kedare & Singh, 2011).

Figura 18. Inhibicion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe¢) ocasionada por los
antioxidantes.
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Fuente: https://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe

2.8 Investigaciones recientes de la digestion gastrointestinal in vitro de microencapsulados

por coacervacion compleja

En la tabla 11 se aprecian investigaciones recientes de diversos autores sobre la digestion

gastrointestinal in vitro de diferentes partes de los vegetales y frutas empleando distintos agentes

de microencapsulacion.

Tabla 11. Estudios recientes de la digestion gastrointestinal in vitro de microcapsulas mediante
coacervacion compleja.

en astaxantina

evalu6 la morfologia-
tamafio de particula,
donde las
microcapsulas
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con apariencia rugosa.
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%
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Gelatina con goma | e Se  emplearon  dos Se encontrd
de acacia (l:1) y tratamientos de liberacion
quitosano- microcéapsulas controlada por
carboximetilcelulosa mediante secado por difusion en el
(GHY) aspersion y liquido gastrico
liofilizacion. simulado para las
e Las microcéapsulas microcéapsulas
presentaron una secadas por
eficiencia entre 84.9 % aspersion, mientras
y 94.7 %, en donde el que para las
tratamiento con microcapsulas  por
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carboximetilcelulosa y liofilizacion se
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tratamiento  gelatina mediante el empleo
con goma de acacia, al de los modelos de
igual que, las primer orden e
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pudiera ser importante
para el mantenimiento
de un ambiente
antioxidante.

Se demostré que las
condiciones de la fase
intestinal afectaron de
manera particular a los
compuestos fenolicos
de arandano fresco y
polvo, a diferencia de
las cépsulas, a pesar de
que estuvo en
condiciones alcalinas,
presento mayor
contenido de fenoles
debido a la proteccion
que le otorgd la
encapsulacion

debido a que las

condiciones del
compuesto ingerido
tienen poca

estabilidad a los
cambios de pH y
sales después de la
ingesta oral.

En la fase gastrica
de la digestion se
obtuvo una mayor
bioaccesibilidad en

los polvos y
capsulas de
arandanos, donde se
demostrd

bioaccesiblidad en
fenoles (42 % y 40
%), flavonoides (52
% vy 33 %) y
antocianinas (45 %
y 40 %) en
comparacion con los
digestos de
arandano fresco.

En la fase intestinal
de la digestion
presentaron mayor
bioaccesibilidad las
capsulas de
arandanos en
comparacion con los
arandanos en polvo,
donde se demostro
la bioaccesibilidad

de los fenoles (63%)
y flavonoides
(67%).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos encapsulados por coacervacion compleja

de C. cainito mediante un sistema gastrointestinal in vitro.

3.2 Objetivos especificos

Determinar la bioaccesibilidad in vitro de antocianinas totales, compuestos fendlicos totales y
capacidad antioxidante DPPH de microcéapsulas de C. cainito L obtenidos por coacervacion

compleja.
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4. JUSTIFICACION

El C. cainito, conocido como caimito, es una fruta tropical de consumo regional, cultivada
comunmente en la Peninsula de Yucatan, México; sin embargo, la céscara de esta fruta es
considerada como un residuo que representa el 53.4 % del peso total. La cascara de caimito es
una fuente de compuestos antioxidantes como los compuestos fendlicos y antocianinas. Por lo
tanto, la cascara tiene alto potencial para su aprovechamiento en la industria como fuente de

ingrediente bioactivo o aditivo para impartir propiedades antioxidantes y de color.

Estudios realizados por Ku-Canul, (2021) demostré que la estabilidad de los extractos de
antocianinas de la cdscara de caimito se ve afectada por la alta temperatura, provocando una
disminucion del tiempo de vida media a 1.19+0.15 d y aumentando su velocidad de degradacion
a 0.58+0.07 d. Asimismo, Santos-Cervera, (2023) demostrd que la estabilidad del extracto de
antocianinas de la cascara de C. cainito se vio afectado por el efecto combinado de la
temperatura y el pH, en donde a temperaturas superiores de 60 °C se experimentd una
disminucién del tiempo de vida media a 4 h, mientras que, a valores de pH inferiores a 3.1, la
velocidad de degradacion del extracto de antocianinas aumento a 6 h. Por lo tanto, las variables
de temperatura y pH son factores con efecto significativo en la estabilidad de las antocianinas

extraidas de la cascara de C. cainito.

Se ha reportado una menor biodisponibilidad de los compuestos bioactivos, como ocurre con
las antocianinas, debido que al momento de ingerirlas solo el 1-2 % mantiene su estructura
original en el tracto gastrointestinal. La digestion gastrointestinal in vitro es un método
reproducible, con variaciones en el pH de cada etapa, lo que ocasiona que las antocianinas sufran
modificaciones o hidrélisis mediante la digestion enzimatica en cada etapa (Tena et al., 2020).
En los ultimos afios, los extractos de compuestos bioactivos (aceites, antocianinas, carotenoides,
flavonoides etc.) con menores tasas de bioaccesibilidad se han microencapsulado utilizando
diversos procesos como la liofilizacion, secado por aspersion y coacervacion (simple o
compleja). La microencapsulacion es una estrategia prometedora para proporcionar proteccion,
estabilidad, liberacion controlada y una mayor conservacion de compuestos bioactivos mediante
el empleo de agentes encapsulantes como los biopolimeros, los cuales funcionan como una capa
protectora ante los fendmenos de deterioro. La coacervacion compleja es uno de los métodos

con mayor empleo en la microencapsulacion de compuestos bioactivos debido a su simplicidad,
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su bajo costo, la elevada eficiencia de encapsulacion, asi como la liberacion controlada de
sustancias encapsuladas a altas temperaturas (Nezamdoost-Sani et al., 2024). Los agentes
encapsulantes empleados tienen multiples beneficios, al ser un material biodegradable y de
origen natural, no representan toxicidad y reacciones colaterales, ademas tienen propiedades
nutricionales, faciles de adquirirlos y liberan el material activo con mayor facilidad (Contreras-

Martinez, 2019).

Por tal motivo, este trabajo tuvo como objetivo evaluar la bioaccesibilidad in vitro de
compuestos fenolicos de C. cainito encapsulados por coacervacion compleja, para determinar
el porcentaje de retencion de estos compuestos bioactivos durante cada fase del aparato

digestivo simulado.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Estrategia general de trabajo

De acuerdo con los objetivos de la investigacion, en el presente trabajo se obtuvieron
microcapsulas utilizando una mezcla de nuevos polimeros para encapsular compuestos
fenolicos extraidos de las cascaras del fruto de C. cainifo. Los encapsulados se sometieron a un

estudio de simulacion gastrointestinal in vitro que consistié en 3 fases: oral, géstrica e intestinal.

10 g de polvo de Extraccién y concentracidn de antocianinas Preparacién de la emulsién doble
céscara de caimito de la cascara de C. cainito

Liofilizacidn Observacidn de Coacervacién
microcapsulas compleja

Evaluacidn del indice
de bioaccesibilidad

B\ MR [Fase oral Antocianinas  Compuestos fendlicos
an f (Saliva artificial, totales totales
Y HCI 0.1 M, pH 6.8, ase ag 8ep

a3 el | I 3
IR

B [ase gistrica 5.
© (pH 2, HCI B M, - < .8
pepsina, 2, 37 Capacidad antioxidante
2 DPPH
Fase intestinal sasses
(pH 2, NaHCO3 gz ;.l
05 M,
pancreatina,  sal

biliar, 2h, 37 °C) | Wabuee Y |

Microcapsulas Digestidn gastrointestinal in vitro

|
o Tlizsig
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—iiny

Tratamiento 1 Tratamiento 2

Figura 19. Estrategia general de trabajo.

54



5.1. Reactivos quimicos

Cloruro de potasio (KCI) (Sigma-Aldrich) - Acetato de sodio (C2H3NaO») (Sigma-Aldrich) -
Metanol (CHsOH) grado HPLC (J.T Baker) - Acido clorhidrico (HCI) (J.T Baker) - Cloruro de
potasio (KCl) (Meyer) - Span 60 (Drogueria-Cosmopolita), - Fosfato de sodio monobésico
(NaH2POg4) (Sigma-Aldrich) - Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO4) (Sigma-Aldrich) — Pepsina
de mucosa gastrica porcina (>400 units/mg proteina) (Sigma-Life Science) — a-amilasa de
pancreas porcina (>10 units/mg sélido) (Sigma- Life Science) - Los otros reactivos fueron de

grado analitico.

5.2. Extraccion y concentracion de antocianinas de la cascara de C. cainito

El polvo de la cascara liofilizada fue proporcionado por el Laboratorio de Desarrollo de
Alimentos del Instituto Tecnologico de Mérida. Para la extraccion de antocianinas de la cascara
de C. cainito se realizé empleando un bafio ultraséonico (MCA CScientific, CS-UB100) de 10 L,
equipado con un control digital para temperatura, tiempo y amplitud ultrasonica. Las
condiciones de extraccion fueron, 30 °C durante 30 min y 30 % de amplitud ultrasonica. La
cascara liofilizada de caimito (10 g) se mezcld con 200 mL de una solucién de etanol al 70 %
acidificado con HCI al 1 %. La solucién se homogeneizé con agitacion magnética a 25 °C y se
sonico siguiendo las condiciones previamente descritas. Al término de la extraccion, la mezcla
se mantuvo 30 min en agitacion magnética, y posteriormente se filtro6 con papel Whatman No.
1. El etanol se eliminé empleando un rotavapor al vacio a 55 °C para lograr la concentracion del
extracto hasta alcanzar 50 mL. El extracto se centrifug6 durante 10 min a 4,000 rpm y se
recupero el sobrenadante. Finalmente, el extracto obtenido se aford a 45 mL y se mantuvo a -20

°C para su uso posterior.

5.3. Preparacion de microcapsulas de antocianinas utilizando emulsion doble seguido de

coacervacion compleja

La emulsion primaria (W1/0) se prepar6 siguiendo el procedimiento descrito por Devi et al.,
(2023) y Kanha et al. (2021) con ciertas modificaciones y ensayos preliminares. El aceite de
soya (55 g) se mezclo con 5 g de span 60 (emulsificante lipofilico) por medio de agitacion
magnética a 70 °C durante 10 min. Después, la mezcla se dejo enfriar hasta 40 °C y se

homogeneizé a 14, 000 rpm durante 2 min mediante un equipo de dispersion Ultraturrax IKA®
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T-18 digital. Luego, se pesaron 45 g de extracto concentrado de antocianinas, se afadi6 a la
mezcla de aceite de soya con span 60 y se mantuvo en agitacion magnética hasta alcanzar 45

°C. Finalmente, la mezcla resultante se homogeneiz6 en Ultraturrax a 13,000 rpm durante 2 min.

Los emulsificantes hidrofilicos se mezclaron en una proporcion 1:1 (1.0 'y 1.5 % p/v de solucion
proteina de chicharo PCH y 1.0 % y 1.5 % p/v de alginato de propilenglicol ALGP) mediante
agitacion magnética a 50 °C durante 30 min. La solucién se mantuvo a 40 °C en un bafio de

agua con control de temperatura para posterior uso.

La emulsiéon W/O (100 mL) se dispersod en el emulsificante hidrofilico (200 mL) mediante
agitacion magnética a 40 °C durante 10 min a 600 rpm, mientras que el pH de la mezcla se

ajust6 a 5.0 con NaOH al 10 %. Los tratamientos por duplicado se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12. Tratamientos de microencapsulacion de antocianinas a distintas concentraciones de

polimeros y volumen de emulsion

Tratamiento Concentracion de Solucion Proteina de Alginato de
polimero (%) emulsion chicharo propilenglicol
(nicleo) (mL) (mL) (mL)
T1-100 1.0 100 100 100
T2-100 1.5 100 100 100

Las microcapsulas coacervadas se obtuvieron por el ajuste del valor de pH de la mezclaa 3.5y
40 °C, empleando una solucion de HCI (1 M) con agitacion magnética constante durante 30
min. Después, la suspension se enfrié por debajo de 10 °C en un bafio de hielo durante 2 h y
luego se agregaron 250 mL de una solucion de maltodextrina al 32 % (p/v) con agitacion
magnética a 600 rpm durante 5 min para la produccion de emulsiones W1/0O/W2. La emulsion
doble se almacen6 a -20 °C durante 48 h y se liofilizaron utilizando un equipo Edwards High
Vacuum, operado a -42 °C, y 0.013 mBar durante un periodo de 72 h. Las muestras liofilizadas
se molieron con un procesador de alimentos Nutribullet® por 30 s y se almacenaron en bolsas

Ziploc protegidos de la luz a -20 °C para caracterizaciones adicionales.
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5.4. Obtencion de extractos de antocianinas en los microencapsulados (ATE)

Para la extraccion de las microcépsulas de antocianinas, se pesaron 500 mg de encapsulados o
100 mg de extracto seco y se depositaron en tubos centrifugos de 15 mL y mezclados con 5 mL
(medir con probeta) de una solucién que contiene metanol:acido clorhidrico:agua destilada
(50:1:49, v/v/v). La mezcla se agitdo en un vortex durante 10 s y se colocd en un bafio de
ultrasonido durante 30 min (25 °C y 100 % de amplitud), luego centrifugado durante 10 min a
4,000 rpm y entonces, se recuperd el sobrenadante y se coloco en un tubo centrifugo de 15 mL.
El sedimento (pellet) se sometid a otra extraccion siguiendo el mismo procedimiento usando la
microespatula para re-disolver el pellet. Después, ambos sobrenadantes (de las dos extracciones
sucesivas) se juntaron y se centrifugaron (A 4,000 rpm durante 10 min) para la recuperacion del
sobrenadante. El sobrenadante se afor6 a 10 mL con el mismo disolvente de extraccion
(metanol:acido clorhidrico:agua destilada). Finalmente, el extracto de las microcapsulas fue
congelado a —20°C hasta su uso. El contenido de ATE se determin6 por el método de pH

diferencial.

5.5. Simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro

En la Tabla 13 se aprecia la composicion de cada fase de la digestion gastrointestinal in vitro

para la evaluacion de la estabilidad de los compuestos fenolicos de los encapsulados

Tabla 13. Composicion de las fases (oral, gastrica y duodenal) de la digestion gastrointestinal

in vitro.
Etapa digestion
Etapa digestion oral gastrica Etapa digestion duodenal
100 mL agua destilada 1.6 mLde HCl16M  22.5 mL de NaHCO3 0.5 M
15 mL pepsina (en
8.96 g KCI HCI) 10 mL pancreatina
2.0 g KSCN 1 mL sal biliar simulado

8.88 g NaH,PO,

5.7 g NaxSOy

57



17.53 g NaCl

8.47 g NaHCO:3

2.5 g Urea

100 mg mucina

18 gotas de HC1 6 M
1.0 g alfa-amilasa

pH=7.0 pH=2.0 pH=7.0

La digestion gastrointestinal in vitro (oral, géastrica e intestinal) fue realizado mediante la
metodologia descrita por Raiola et al., (2012) y modificado por Tenore et al., (2015). En la fase
oral, 10 g de encapsulados o 1 g de extracto seco fue mezclada con 5 mL de solucion de saliva
simulada (KCI, 89.6 g/L; KSCN 20 g/L; NaH2PO4 88.8 g/L; Na;SO4 57 g/L; NaCl 175.3 g/L;
NaHCOs 84.7 g/L; Urea 25 g/L; Mucina 1 g/L; a-amilasa (A3176), >10U /mg s6lido) més 40
mL de agua destilada, se ajusto el pH a 6.8 con 7 mL de HC1 0.1 M (medidor de pH Hanna
instruments 2210). La mezcla se mantuvo en agitacion magnética (150 rpm) hasta alcanzar los
37 °C (35 a 38 °C) durante 10 min (medicion de volumen) (se tomo una alicuota de 2 mL). En
la fase gastrica, la muestra digerida con saliva simulada fue ajustado a un pH=2 (1.8 a2 2.2) con
1.6 mL de HCl 6 M, luego, se afiadi6 15 mL de solucion de pepsina (P7125-500G) (1.08 g
disuelto en 100 mL de HCI 0.1M) con posterior incubacion durante 2 h a 37 °C a 150 rpm
(medicién de volumen) (se tomo alicuota de 2 mL a 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min). En las
condiciones del intestino delgado, el pH de la muestra fue ajustado a 7.0 (6.7 a 7.2) con 22.5
mL de NaHCOs 0.5 M, después, se agregd 10 mL de pancreatina (P1750-500G) (0.8 g disuelto
en 100 mL de NaHCO3 0.5 M) mas 1 mL de sal biliar simulado (Lopez De Lacey et al., 2012)
(Tabla 14). La mezcla fue incubada con agitacion a 150 rpm durante 2 h a 37 °C (medicion de

volumen) (se tom¢ alicuota de 2 mL a 20, 40, 60, 80, 100 y 120 min).

Tabla 14. Composicion de la sal biliar (simulado)

Formulacion
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100 mL agua destilada 0.11 g Colesterol

0.85 g NaCl 0.67 g Taurocholate
0.028 g CaCl; 0.1 g Lecitina
0.035 g KCl Se ajusto pH a 6.8 con HCL 0.1 M

Agitacion durante 1 h a 37 °C.

5.5. Métodos analiticos

5.5.1 Determinacion de antocianinas totales

La concentracion de antocianinas totales se determino por el método de pH diferencial reportada
por Giusti & Wrolstad, (2001) donde la antocianina experimenta una transformacion reversible
en funcion del pH manifestado por cambio en la absorbancia, la forma oxonium predomina a
pH 1y el hemiacetal a pH 4.5 (Paulino, 2017). Se utilizaron dos sistemas de buffer: cloruro de
potasio (pH 1.0) y acetato de sodio (pH 4.5). Se tomo6 una alicuota de 1000 pL del extracto de
compuestos y se diluy6d en 4.0 mL de las respectivas soluciones buffer de manera independiente
en tubos de ensayo (se mezclo con vortéx por pocos segundos), obteniendo un volumen final de
5 mL en cada muestra. Las muestras se dejaron en reposo durante 15 min a 25 °C protegidas de
la luz (tubos envueltos con papel aluminio), posteriormente, se realizo la lectura de absorbancia
de la solucion en un espectrofotometro UV-Vis Agilent Technoligies Cary 60 a las longitudes de

onda de 520 y 700 nm, empleando agua destilada como blanco.

Para el célculo de concentracion de antocianinas monoméricas se emple6 la ecuacion 1.

(4)(PM)(FD)(1000)(V)
(&)(D(P)

Antocianinas monoméricas :

Donde:
A= Absorbancia

PM-= peso molecular (449.2 g/mol correspondiente a la cianidina 3 glucésido)
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FD= Factor de dilucion (relacion entre el volumen total y volumen de alicuota adicionado al
buffer).

& =Coeficiente de extinciéon molar (26,900 L*mol'cm™ para cianidina 3 glucésido)
V= volumen total de extracto en L.
P=Peso de polvo seco (g)
El valor final de la absorbancia se obtuvo aplicando la férmula 5
A= (Amax—A700nm) pH1 — (Amax— A 700nm) pH 4.5
A max = Absorbancia mayor obtenida a pH 1 y pH 4.5 (520 nm)
A 700= Lecturaa 700 nm apH 1 y pH 4.5.
1=Ancho de la celda en cm

Los resultados fueron expresados en mg equivalentes a cianidina-3-glucosido/g de polvo seco

PS.

5.5.2 Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT)

El contenido de compuestos fenolicos totales (CFT) se determind de acuerdo con el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton & Rossi (1965) con ciertas
modificaciones. Una alicuota de 50 pL de extracto (preparacion de un blanco con 50 pL de solo
disolvente sin extracto) se mezcld con 3 mL de agua destilada en un tubo de ensayo y luego, a
la mezcla se adicionaron 250 pL del reactivo Folin-Ciocalteau (1N) utilizando un vortex durante
pocos segundos. Posteriormente, a la mezcla anterior, se agregaron 750 pL de una solucién
carbonato de sodio (20 % p/v en agua destilada) y 950 pL de agua destilada mezclando en un
vortex durante pocos segundos. Los tubos con sus respectivas muestras se incubaron durante 30
min a temperatura ambiente (protegidos de la luz) y se midio la absorbancia de la solucion a
765 nm contra un blanco del disolvente utilizado para la extraccion de los compuestos con un
espectrofotometro Uv-Vis Agilent Technoligies Cary 60. Los resultados fueron expresados
como mg equivalentes de acido galico EAG/100 g de polvo liofilizado. La curva de calibracion

se realizo con concentraciones conocidas entre 100 y 1000 ppm de 4cido gélico.
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5.5.3 Capacidad antioxidante DPPH

La evolucion de la actividad antioxidante de los extractos se determind empleando la
metodologia de (Brand-Williams et al., 1995). La solucion stock se prepardé mezclando 0.003 g
de radical DPPH con 90 mL de metanol absoluto en un matraz Erlenmeyer bajo agitacion
magnética durante 30 min a 25 °C. Se midio la absorbancia de la solucion (515 nm) del radical
y en funcion del valor de la absorbancia, se ajustd dicho valor a una absorbancia entre 0.650 y
0.750, afiadiendo 10 mL de metanol y agitando durante 10 min hasta alcanzar el valor de la
absorbancia deseable (0.7). Como blanco del espectrofotometro se utilizé6 metanol absoluto. El
ensayo se realiz6 tomando una alicuota de 100 puL de extracto o muestra y se depositd en un
tubo de ensayo que contenia 3.9 mL de solucion de radical DPPH con absorbancia ajustada. La
disminucion de la absorbancia de la muestra a 515 nm fue medido a intervalos de 1 min por 5
min, luego cada 5 min hasta lograr la estabilidad utilizando un espectrofotémetro UV-Vis

Angilet Technoligies Cary 60. Se calculd el porcentaje de inhibiciéon mediante la ecuacion 2:

absorbanciacgntro] — absorbanciamyestra

x 100 (2)

absorbancia control

El resultado fue expresado como mM trolox (ET) / g de polvo seco, empleando una curva de

calibracion con concentraciones entre 100 y 1000 uM ET/L.

5.5.4. indice de bioaccesibilidad

La bioaccesibilidad (%) se determind empleando la metodologia de Ténori-Encinas et al.,
(2022) como la proporcion entre la concentracion del componente bioactivo de cada fase de la
digestion (sobrenadantes) y el contenido antes de la hidrdlisis. Los resultados fueron expresados

en términos de porcentaje (B %).

Para el célculo de la bioaacesibilidad de los compuestos fendlicos, antocianinas y antioxidantes

se empled la ecuacion 3:

Contenidos de compuestos fenoélicos o
capacidad antioxidante de la mezcla de cada fase

Contenidos de compuestos fenélicos o
capacidad antioxidante de muestras* previo a la digestion (3)

X100

% Bioaccesibilidad in vitro:

* Céscara de C. cainito, extracto seco y microcapsulas obtenidas mediante T1y T2.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Indice de bioaccesibilidad (IB) de antocianinas totales (AT)
La bioaccesibilidad se relaciona con la liberacion de los compuestos bioactivos a partir de la
matriz alimentaria debido al efecto de hidrolisis de las enzimas digestivas (amilasas, proteasas,
etc.), lo que permite el paso de algunos compuestos hacia la absorcion del tracto gastrico.
Asimismo, la bioaccesibilidad depende del tipo de matriz de los alimentos, la interaccion de las
macromoléculas, asi como de las condiciones fisioldgicas como los cambios en el pH y

temperatura (Perales-Vazquez et al., 2020).

La bioaccesibilidad de las antocianinas y los compuestos fendlicos influyen significativamente
en la salud, por tal motivo, después de su consumo, sus componentes experimentan cambios a
lo largo del tracto digestivo, tales como, metabolizacion, absorcion y eliminacion (Ayvaz et al.,

2022).

La Figura 19 muestra el indice de bioaccesibilidad (oral, gastrica inicial-final e intestinal inicial-
final) de antocianinas totales solubles de la cascara de C. cainito, extracto seco y de las

microcapsulas obtenidas mediante T1 (1 %)y T2 (1.5 %).

Se encontro una alta variacion del indice de IB de AT dentro de cada fase digestiva simulada por
tipo de muestra analizada. De manera general, el valor de IB de las muestras fue mayor para las

fases FGI y FGF en comparacion a FO y FII.

Los hallazgos indican que el valor del IB de antocianinas en la FO result6 mayor para la
microcapsula T1 (56.76 %), seguido por T2 (43.99 %), cascara liofilizada (26.31 %) y el extracto
seco de C. cainito (4.82 %). La alta liberacion de antocianinas totales solubles en la fase oral se
relaciona con el grado de hidrélisis enzimatica que ocurre en la cavidad bucal, catalizada por la
enzima o-amilasa presente en la saliva artificial (Mosele et al., 2016). La a-amilasa es una
enzima digestiva, originada en las glandulas salivales y en el pancreas, su principal funcion es
hidrolizar los enlaces glucosidicos del almidon, para liberar azicares simples (Akinfemiwa
et al., 2025). La alta variacion del % IB entre el T1 y T2 de la FO se explica por la diferencia en
la concentracién de polimeros de las microcéapsulas, siendo T2 la microcapsula que obtuvo la
mayor concentracion de ALGP y PCH (1.5 % ambos polimeros). La concentracion del polimero
es un factor que puede influir en la capacidad de carga y la eficiencia de la microencapsulacion;

ademas de afectar la estabilidad y la liberacioén controlada de los compuestos bioactivos (Sharma
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et al., 2016). Se cree que la alta concentracion de agentes encapsulantes mejora el movimiento
de moléculas a la vez que mejora las interacciones por sus cargas y disminuyen la tasa de
liberacion de AT, como el caso de T2 (Eghbal & Choudhary, 2018). Por lo tanto, una mayor
concentracion de polimeros puede aumentar la viscosidad de la solucion, retrasar la dispersion
del material encapsulante, reducir la capacidad de carga y reducir la liberacion de las
antocianinas. Asimismo, la alta viscosidad y la rapida solidificacion de la fase dispersa pueden
disminuir la porosidad de las microcapsulas y, por lo tanto, mejorar la eficiencia de
encapsulacion. Por el contrario, una menor concentracion de polimeros puede influir en la
morfologia de las microcapsulas, dando lugar a superficies porosas, mayor capacidad de carga

y una liberacion mas facil de los compuestos bioactivos (Jyothi et al., 2010).

El valor de IB del extracto seco fue menor en la FO, el cual podria atribuirse al secado por flujo
de aire, el tamafio y la forma cristalina del extracto de la cascara liofilizada; por lo tanto, durante
el secado con flujo de aire, la estructura de la muestra presenta menor porosidad, debido al
proceso de secado lento sin efecto fisico que formara poros. Ademas, la apariencia cristalina del
extracto explica la menor solubilidad del material. La estructura fisica de los componentes de la
red cristalina influye en las propiedades fisicoquimicas de las sustancias bioactivas; las
estructuras cristalinas tienen poca capacidad de absorber agua, excepto su propia agua cristalina,
esto se debe a que las particulas de forma cristalina retienen la humedad capa por capa. También,
cuando mayor sea el tamafio de la particula, menor seré la velocidad de solubilidad (Recharla

et al., 2017; Savas & Manav, 2023).

Otra posible explicacion del valor mas bajo de IB del extracto seco podria deberse a que los
pigmentos antocianicos de la cascara liofilizada de C. cainito pueden actuar como inhibidores
de la enzima a-amilasa. En un estudio realizado por Sui et al., (2016) encontraron que las
antocianinas como la cianidina-3-glucésido, la cianidina-3,5-glucésido, la cianidina-3-
rutinosido y la peonidina-3-glucésido inhibieron competitivamente a la enzima o -amilasa,
siendo la cianidina-3-glucdsido con mayor actividad inhibitoria, asimismo, con los resultados
obtenidos en el acoplamiento molecular in silico demostraron que las cuatro antocianinas
estaban rodeadas por las cadenas laterales del sitio activo de la a-amilasa, concluyendo que, la
cadena lateral de GLU233 desempefiaba un papel clave en la inhibicion de las antocianinas,

siendo este un residuo comun encontrado para todos los inhibidores.
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Al comparar los materiales analizados en las fases FGI y FGF, se encontraron valores similares
de IB para T1 (87.30 %), T2 (81.89 %) y polvo de céscara liofilizado (93.62 %); sin embargo,
estas muestras resultaron con 2 veces mas de IB respecto al extracto seco de C. cainito (42.15
%). Algunos autores afirman que, en el entorno gastrico, el ambiente acido (HCI con un valor
de pH = 2) y la accion de la enzima digestiva de la pepsina (proteasa) facilitaron la liberacion
de las antocianinas que se encuentran dentro de la matriz alimentaria sélida, ademas, causaron
una hidrdlisis parcial de compuestos de alto peso molecular, como los oligobmeros de
proantocianina. La pepsina es una enzima presente en la fase gastrica, el cual, rompe los enlaces
peptidicos de las proteinas, dando lugar a la formacion de péptidos mas pequefios y mas faciles
de digerir (Han et al., 2019). Este hecho favorecid el aumento en la cantidad de compuestos
monoméricos cuantificados en la fraccion soluble, lo cual se reflejé en un aumento significativo
de las concentraciones del % IB después de la digestion géstrica. De esta manera, el ambiente
acido en FG ocasiond la conversion de las antocianinas en cationes de flavilio rojo. Estos
cationes absorben mayor cantidad de luz a 520 nm a diferencia con las antocianinas nativas, en

consecuencia, se dio la sobreestimacion de las especies de antocianinas (Kumkum et al., 2024;

Podsedek et al., 2014).

Posteriormente, se observo una disminucion significativa del valor de IB al someter las muestras
en FII, respecto a las anteriores fases de la digestion. Dentro de la FII, 1a microcapsula T1 (43.39
%) experiment6 una mayor tasa de bioaccesibilidad en comparacion a los otros materiales con

valores entre 19y 21 %.

No obstante, en la Gltima etapa de digestion FIF ninguna muestra mostr6 una tasa de liberacion
de AT. El valor bajo del IB de la FII y FIF podria atribuirse a la alta degradacion de las
antocianinas durante las condiciones de FII y FIF. Se sabe que las antocianinas tienen baja
estabilidad a valores altos de pH, por lo tanto, el cambio repentino del pH acido de la fase
gastrica al pH neutro del intestino, asi como el tiempo en el que estuvieron expuestas las
muestras, podrian ser responsables de su hidrolisis y degradacion especifica (Fredes et al.,
2018). Asimismo, se observo en el experimento que al centrifugar las muestras para la obtencion
de la fase soluble de los microencapsulados T1, T2, los extractos secos y la cascara liofilizada

de C. cainito, la fase insoluble era incolora, lo cual, se podria indicar que en los pellets no se
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encontr6 alguna coloracion relacionada con la concentracion de antocianinas, por lo tanto, se

liberaron todos los componentes en todas las fases de la digestion gastrointestinal.
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Figura 20. Bioaccesibilidad (%) de antocianinas totales de encapsulado T1 y T2, extracto y
cascara de C. cainito en las diferentes fases de la digestion gastrointestinal in vitro. Donde; T1=
1%PCHy 1% de ALGP, T2=1.5 % PCHy 1.5 % de ALGP, FO=Fase Oral, FGI= Fase Gastrica
Inicial, FGF= Fase Gastrica Final, FII= Fase Intestinal Inicial y FIF= Fase Intestinal Final. Los
valores corresponden al promedio de dos repeticiones + desviacion estandar. Letras diferentes

en el grafico indican diferencias estadisticas entre las muestras para cada fase.
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6.2. indice de bioaccesibilidad (IB) de compuestos fenélicos totales (CFT)

En la figura 20 se muestran los valores de IB de CFT solubles de microcapsulas, céscara y
extracto seco expuestos a una digestion gastrointestinal in vitro (oral, gastrica inicial-final e
intestinal inicial-final). Se observa, que hubo una alta variacion del IB de CFT para cada fase de
la digestion simulada y por cada tipo de muestra analizada. En general, el % IB de cada muestra
aumento conforme las muestras pasaron cada etapa de la digestion, encontrando una mayor

liberacion de compuestos fendlicos en la FIF.

En la primera fase, la mayor tasa de bioaccesibilidad resulté para T2-1.5 % de biopolimeros
(46.12 %), seguido de T1-1.0 % de biopolimeros (26.71 %), extracto seco (16.93 %) y cascara
liofilizado de C. cainito (1.12 %). Se sabe que hay ciertos factores que influyen en la liberacion
de CFT en la fase oral, tales como el pH de 6.8, la accion de la enzima a-amilasa y la agitacion
(que simulan la accién mecanica de la masticacion en la boca). En esta etapa se hidrolizan los
enlaces glucosidicos de los CFT glucosidados, liberando los carbohidratos complejos y
convirtiéndolos en azucares simples, permitiendo la solubilidad de una fraccion de los CFT en
la saliva simulada (Cereceres Aragon et al., 2018; Palafox-Carlos et al., 2011). Aunque también

en esta fase se pueden disolver los compuestos fendlicos libres de las muestras evaluadas.

La alta variacion del % IB entre las microcapsulas T1 y T2 en la FO podria deberse a la relacion
proteina-pH, ya que el T2 al tener mayor concentracién de proteina de chicharo experimento
una mayor solubilidad con pH neutro. Estudios realizados por Tang etal., (2023) han
demostrado que el pH altera de manera diferencial las propiedades estructurales y funcionales
de las proteinas vegetales. A medida que el pH se aleja del punto isoeléctrico (pl), las proteinas
incrementan su carga neta (negativa o positiva), lo que genera una mayor repulsion
electrostatica. Este hecho dificulta la agregacion proteica y favorece su mayor solubilidad. Por
lo tanto, al haber mayor concentracion de proteina (1.5 %) en la microcépsula T2, contribuy6 a
que se volviera mas soluble cuando el pH se ajusté a 7 en la FO, lo que explica una mayor

liberacion de CFT.

De las muestras analizadas, se encontré un menor valor del % IB para la cascara de C. cainito,
lo cual se puede atribuir a la probable presencia de compuestos fendlicos ligados, ya que estos
compuestos pueden representar hasta el 70 % del contenido total de CFT en la céscara de

diferentes frutas. Los compuestos fenolicos ligados son compuestos bioactivos que se
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encuentran unidos con enlaces covalentes a componentes estructurales de la pared celular, tales
como la celulosa, hemicelulosa, pectina y proteina. Por lo tanto, debido a su fuerte enlace
covalente con las macromoléculas, resulta dificil su liberacion en la FO, lo que ocasiona que

permanezcan en el residuo de la extraccion (Shahidi & Hossain, 2023).

Los valores de IB de CFT de las muestras analizadas experimentaron un comportamiento similar
dentro de la FGI y FGF. En ambas fases, se encontré una mayor bioaccesibilidad de CFT para
extracto seco (FGI= 64.85 % y FGF= 81.53 %) y una menor bioaccesibilidad para la cascara
liofilizado (FGI= 9.63 % y FGF= 7.73 %). La liberacion de los CFT en la fase gastrica podria
deberse a las condiciones en el que se encuentra. El jugo gastrico estd compuesto principalmente
de agua, mucina, acido clorhidrico y pepsina. Los CFT estdn unidos a otros compuestos de la
matriz alimentaria, como son las proteinas y fibras. La pepsina es una peptidasa que hidroliza
solo enlaces peptidicos de las proteinas, a medida que las proteinas se degradan, se produce la
liberacion de los CFT que se encuentran unidas a ellas, produciendo un aumento en el % IB en
el estomago (Paillalef-Barrientos, 2016). Se ha demostrado que los CFT tienen una mayor
estabilidad en un ambiente acido. Dependiendo de la forma compleja, también se puede liberar
el aglicon. Por otro lado, si los CFT se encuentran unidos con el moco salival, las mucinas actuan

como una capa protectora, lo que impide la absorcion gastrica (Ciupei et al., 2024).

Al comparar las fases de la digestion, FII (entre 70 y 100 %) y FIF (entre 85 y 130 %) exhibieron
valores mas altos de bioaccesibilidad de CFT para T1, T2 y extracto seco. En la fase FII el
encapsulado T2 (97 %) present6 el mayor valor de bioaccesibilidad, seguidos del extracto seco
(78.10 %) y el T1 (70.18 %), con valores similares. No obstante, la céscara liofilizada de C.
cainito (11.78 %) experimentd la menor tasa de bioaccesibilidad. Asimismo, en la FIF, los
valores de % IB resultaron superiores a las otras fases de la digestion, siendo el encapsulado T2
(134.76 %), la muestra que obtuvo el valor mas alto de IB de todas las muestras evaluadas,
seguidos de T1 y el extracto seco, con valores similares de 98.57 % y 84.94 %, respectivamente;
por el contrario, la muestra digerida de la cascara de C. cainito (16.29 %) presentd una menor
tasa de bioaccesibilidad. El incremento del % IB de los CFT en la fase intestinal podria atribuirse
a la exposicion de las diferentes muestras de C. cainifo con enzimas como la pancreatina
(amilasa, proteasa, lipasa, tripsina, etc.) producidas por las células exocrinas de pancreas

porcino, sal biliar y la solucion ajustado a pH 7.0 (con una soluciéon de NaHCO3), lo que pudo
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facilitar la liberacion de los CFT de la matriz del alimento, debido a que las propiedades
emulsionantes de las sales biliares y la pancreatina, descomponen con mayor facilidad los
complejos no covalentes formados entre estas moléculas bioactivas y las enzimas digestivas,
liberando azlcares reductores de la hidrolisis de polisacaridos y proteinas (que no pudo ser
digerido con anterioridad) (Jaouhari et al., 2025; Menchaca-Armenta et al., 2023). Por lo tanto,
este ambiente digestivo simulado favoreci6 que los CFT estuvieran mas solubles y

bioaccesibles.

El alto IB que se observa para el T2 en la FIF (mayor al 100 %) puede atribuirse a interferencias
con los azucares reductores y ciertos aminoacidos que reaccionan en el método Folin Ciocalteu
empleado para la cuantificacion de CFT. Segin Jayaprakash et al., (2022) las proteinas se
desnaturalizan en un ambiente alcalino, exponiendo grupos polares y no polares, los cuales
pueden interactuar con las moléculas de agua y con otros compuestos, favoreciendo la
solubilidad de las proteinas y aumentando su digestibilidad (Xue et al., 2024). Asimismo,
Jaeckels etal., (2016) demostraron que el complejo proteinas de guisantes y alginato de

propilenglicol mejoraron la solubilidad de los encapsulados.

El método de Folin Ciocalteu es un método de referencia empleado para la determinacion y
cuantificaciéon de compuestos fendlicos, debido a su simplicidad y reproducibilidad. Sin
embargo, el ensayo de Folin Ciocalteu tiene una baja especificidad para compuestos fenolicos,
ya que el reactivo podria reducirse por la presencia de otros compuestos no fendlicos presentes
en la muestra, tales como, azicares reductores y ciertos aminoacidos, ocasionando una posible
sobreestimacion del contenido de CFT (Munteanu & Apetrei, 2021; Pérez et al., 2023). Estudios
realizados por Everette et al., (2010) encontraron que la presencia de algunos aminoécidos,

mostraron una reactividad significativa frente al reactivo Folin Ciocalteu.
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Figura 21. IB de CFT solubles de la cascara de C. cainito, extracto seco y encapsulados T1 y
T2, después de cada fase de la digestion simulada. Donde; T1 (1 % PCH y 1 % de ALGP, 1:1),
T2 (1.5% PCHy 1.5 % de ALGP, 1:1), FO= Fase Oral, FGI= Fase Gastrica Inicial, FGF= Fase
Gastrica Final, FII= Fase Intestinal Inicial y FIF= Fase Intestinal Final. Los valores
corresponden al promedio de dos repeticiones + desviacion estandar. Las letras diferentes en el

grafico indican diferencias estadisticas entre las muestras dentro de cada fase.
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6.3. Liberacion de la capacidad antioxidante DPPHe

La figura 21 muestra la comparacion de la capacidad antioxidante DPPH de los encapsulados,
el extracto seco y la cascara evaluada en cada fase de digestion in vitro (oral, géstrica inicial-

final e intestinal inicial-final).

En lo general, la capacidad antioxidante de las muestras tuvo una alta variacion en FO, FGI y
FGF, mientras que FII y FIF mostr6é poca variacion. Ademas, se encontrd que la capacidad
antioxidante de las muestras fue mayor dentro de las fases FGI y FGF en comparacion con las

fases FO, FIl y FIF.

En la FO, la capacidad antioxidante liberada fue baja para todos los tratamientos, en el caso del
T2 fue de 12.62 % y para T1 7.72 %. No obstante, el extracto seco y la cascara liofilizada de C.
cainito presentaron una mayor capacidad antioxidante en esta fase, con valores similares de
16.16 % y 15. 63 %, respectivamente. El ambiente y las condiciones de la FO tuvo poco efecto

en la liberacion de la capacidad antioxidante en las distintas muestras analizadas.

En las fases FGI y FGF, se observd un comportamiento similar de la tasa de liberacion de la
capacidad antioxidante entre las muestras. La mayor tasa de liberacion se encontro en la cascara
liofilizado para ambas fases (FGI=163.03 % FGF= 172.26 %), mientras que los encapsulados
T1 (FGI=37.13 % FGF= 41.62 %) alcanzaron las menores tasas de liberacion. En estudios
realizados por diversos autores como Flores et al., (2015) y Ahmad et al., (2018) obtuvieron
comportamientos similares a los hallazgos del presente estudio, donde los porcentajes de
inhibicién de DPPH presentaron un aumento significativo después de la fase gastrica en la
digestion in vitro de extractos de arandano (Vaccinium ashei ) microencapsulados con aislado
de proteina de suero mediante secado por aspersion y microcapsulas de antocianinas recubiertas
con azafran en B-glucano y B-ciclodextrina mediante secado por aspersion, respectivamente.
Asimismo, Ozkan etal., (2022) reportaron un aumento significativo en la capacidad
antioxidante DPPH de diferentes infusiones herbales tras la digestion géstrica. Seglin You et al.,
(2010) el aumento de la capacidad antioxidante en la digestion simulada podria atribuirse al
cambio dréstico de los valores de pH en las fases FGI y FGF que permite la liberacion de

compuestos fenolicos con alta capacidad antioxidante.

Al comparar FII y FIF con FGI y FGF, en las primeras fases se encontré una menor tasa de

liberacion de la capacidad antioxidante para todas las muestras. Para FII, la cascara liofilizada
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(97.49 %) tuvo el mayor valor de capacidad antioxidante, mientras que la microcépsula T2
(21.10 %), extracto seco (14.60 %) y la microcapsula T1 (12.42 %) se encontraron valores
similares. En la FIF, se observd que la microcapsula T1 y el extracto seco tuvieron la menor
capacidad antioxidante, con valores similares de 13.72 % y 19.19 %, respectivamente. La
microcapsula T2 (30.52 %) demostrd un aumento significativo de la capacidad antioxidante en
FIF comparacion con lo reportado para FII. No obstante, la céscara liofilizada de C. cainito
(138.8 %) obtuvo la mayor capacidad antioxidante en FIF. La disminucion de la capacidad
antioxidante experimentado para FIF y FII respecto a las otras fases, puede atribuirse a varios
factores, como los cambios moleculares de algunos compuestos fenolicos, los métodos de
prueba de actividad antioxidante empleados o con la interaccidn entre los compuestos fenolicos
con los otros constituyentes en las muestras de digestion (Bouayed et al., 2011; Valero-Cases
etal., 2017). Cuvas-Limon et al., (2022) encontraron comportamientos similares después de la
digestion in vitro; la capacidad antioxidante (medida mediante DPPH) en jugos de Aloe vera
aument6 en la FO y FG, mientras que disminuy6 en la fase intestinal. Segin Wootton-Beard
et al., (2011) mencionan que, la disminucién de la capacidad antioxidante en la fase intestinal
podria atribuirse a la influencia de los cambios en el pH durante la digestion. El pH tiene efectos
en la racemizacion de las moléculas, dando como resultado, dos enantidmeros quirales con
distinta biodisponibilidad y bioactividad. Este hecho confirma que, en lo general, el cambio de
pH acido (pH 2.0) a un pH neutro o alcalino (pH 7.0) en las muestras de C. cainito puede

provocar una disminucion en la liberacion de la capacidad antioxidante.

Los valores de la tasa de liberacion que se observa en la cascara liofilizada de C. cainito (mayor
del 100 %) se podria atribuir a interferencias de los compuestos no fenolicos, como las fibras y
los polisacéridos. Segin Quirds-Sauceda et al., (2011); Sayago-Ayerdi & Gofii, (2010)
mencionan que, los compuestos fenolicos estan asociados a otros compuestos de la matriz
alimentarias como lo son: la fibra y las proteinas, los cuales son componentes de los residuos de
la extraccion. Por lo tanto, podrian reaccionar los compuestos no fendlicos podrian reaccionar
con el radical DPPH y crear sobreestimaciones en los resultados. También, estudios previos
indican que la presencia de algunos polisacaridos contiene capacidad antioxidante, lo que
sugiere que poseen una fuerte capacidad donadora de hidrégenos (Tomida etal., 2010).
Paillalef-Barrientos, (2016) evalud la capacidad antioxidante de la digestion in vitro en murta

fresca y liofilizada, obteniendo una tasa de liberaciéon mayor del 100 % al final de la digestion
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gastrointestinal in vitro. Este mismo autor atribuyd el aumento de la capacidad antioxidante de

la murta fresca y liofilizada al final de la digestion in vitro a la chalcona y fenol que se pueden

generar a partir de la degradacion de antocianinas (Liang et al., 2012).
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Figura 22. Liberacion de la capacidad antioxidante DPPHe de los compuestos fenolicos

solubles de la cascara de C. cainito, extracto seco y encapsulados T1 y T2 después de cada fase

de la digestion gastrointestinal simulada. Donde: T1=1 % PCH y 1 % de ALGP, T2= 1.5 %

PCH y 1.5 % de ALGP, FO= Fase Oral, FGI= Fase Gastrica Inicial, FGF= Fase Gastrica Final,

FII= Fase Intestinal Inicial y FIF= Fase Intestinal Final. Los valores corresponden al promedio

de dos repeticiones + desviacion estandar. Las letras diferentes en el grafico indican diferencias

estadisticas entre las muestras dentro de cada fase.
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CONCLUSION

Los encapsulados (T1 y T2), el extracto seco y la cascara liofilizado tuvieron diferencias en su
bioaccesibilidad in vitro con respecto a las antocianinas totales, los compuestos fenolicos

solubles y la capacidad antioxidante DPPH.

Las microcapsulas T1 y T2 experimentaron altas tasas de bioaccesibilidad de antocianinas
durante las fases FGI y FGF; sin embargo, al final de la digestion no se detect6 liberacion de
antocianinas. Este hallazgo sugiere la necesidad de realizar estudios adicionales para optimizar
su estabilidad, proteccion y liberacion de las antocianinas en todo el sistema digestivo. No
obstante, los encapsulados tuvieron la capacidad de proteger los compuestos fendlicos solubles
y mantener la capacidad antioxidante al final de la digestion, lo que se explica por su alta
bioaccesibilidad. Por lo tanto, el aumento en la concentracion de los materiales encapsulantes
ofrece una proteccion mas eficaz a las microcépsulas, favoreciendo una mayor bioaccesibilidad
de los CFT y la capacidad antioxidante de la cascara de caimito al final de la digestion in vitro.
Estos hallazgos indican que los materiales encapsulantes (proteina de chicharo y alginato de
propilenglicol) utilizados en el proceso de coacervacion compleja son eficaces para proteger
tanto los CFT como la capacidad antioxidante de las microcapsulas de C. cainito durante el

transito a través de las condiciones gastrointestinales in vitro.
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