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Resumen

La cascara del fruto de C. cainito L. ha sido objeto de diversos estudios, debido a su alto
contenido de compuestos fenolicos y alta capacidad antioxidante, con potencial uso en la
industria. Actualmente se ha generado gran interés por el aprovechamiento de las antocianinas
y el aumento de su estabilidad, debido a que factores como el pH, la luz, actividad de agua,
humedad, temperatura, etc., promueven su degradacion. Las antocianinas son valiosos
compuestos antioxidantes con multiples beneficios para el tratamiento de enfermedades
cronicos-degenerativos. Por ello, la aplicacion de la microencapsulacion se presenta como una
alternativa viable, para proteger y aumentar su bioaccesibilidad. El presente trabajo de
investigacion tuvo como objetivo evaluar las propiedades fisico-quimicas y compuestos
fenolicos de microcapsulas de antocianinas de C. cainito L. obtenidas mediante coacervacion
compleja utilizando proteina de chicharo, alginato de propilenglicol y maltodextrina. El extracto
de antocianinas de la cascara de C. cainito, se obtuvo mediante una solucién de etanol
acidificado y en bafio ultrasonico. Posteriormente, para la obtencion de las microcépsulas se
realiz6 una emulsion doble (agua-aceite-agua), a diferentes concentraciones de polimeros,
seguido del proceso de coacervacion compleja. Para su evaluacion se usé métodos analiticos
con respecto a la morfologia, distribucion del tamafio de particula, analisis termogravimétrico
(TGA), FTIR y HPLC. Las microcéapsulas T1 (1.0 % de polimeros) y T2 (1.5 % de polimeros),
presentaron una morfologia de estructura irregular y superficie rugosa, diferenciados por el
tamafio de particula, donde T2 obtuvo un mayor tamafio con 161.2 um. El estudio TGA,
demostr6 que los polimeros exhibieron una mayor estabilidad térmica a las microcapsulas. La
variacion de la concentracion de los polimeros no tuvo efecto sobre la termoestabilidad de las
microcapsulas. En los espectros FTIR, se determino la interaccion entre el extracto de C. cainito
con los polimeros, por el ligero desplazamiento de las sefiales y la diferencia de intensidad entre
los espectros de T1 y T2. Por ltimo, en los perfiles cromatograficos de las microcépsulas, se
determind la presencia de tres compuestos fenolicos (acido galico, tirosol y catequina), en la que
T1 mostr6 un mayor contenido de catequina (24.71 = 1.99 mg /100 g). En conclusion, la
microencapsulacion del extracto de la cascara de C. cainito, por coacervacion compleja
demostrd ser un método eficaz para aumentar la estabilidad de las antocianinas, donde las
propiedades fisico-quimicas de las microcapsulas, se relacionaron directamente con la

concentracion de polimeros utilizada.




1 INTRODUCCION

En el sureste de México, existe una gran diversidad de frutas tropicales con gran sabor y olor,
ricas en compuestos bioactivos; sin embargo, su aprovechamiento a nivel comercial es escaso,
debido al poco conocimiento de sus bondades y cultivo (Carrillo Sanchez et al., 2021). En las
frutas tropicales es comun encontrar compuestos bioactivos como vitaminas, carotenoides y
compuestos fenolicos (Cardenas Baquero et al., 2016). Los compuestos bioactivos provenientes
de frutas tienen diferentes formas de aprovechamiento industrial y una gran variedad de
propiedades beneficiosas para la salud. Entre los compuestos bioactivos de mayor importancia
para las industrias destacan los compuestos fendlicos y las antocianinas, los cuales son
metabolitos secundarios que cumplen multiples funciones como pigmento natural,
antioxidantes, agentes de valor agregado y para el tratamiento de enfermedades (Frances-

Morton, 1987; Lema F. et al., 2017).

El caimito (Chrysophyllum cainito L), es un fruto neotropical usualmente cultivado en huertos
o solares para ser consumido como complemento alimenticio o ser comercializado en mercados
locales o regionales. Entre sus beneficios destaca por su usual uso en la medicina tradicional
para el tratamiento de enfermedades, debido a su amplio contenido de compuestos bioactivos.
En un estudio realizado por Moo-Huchin et al., (2014), sobre la parte comestible de la fruta de
C. cainito, reportaron valores promedio del contenido total de compuestos bioactivos,
obteniendo un contenido de compuestos fenolicos totales de 14.91 = 0.19 (mg de acido
galico/100 g) y de antocianinas totales con 3.24 + 0.02 (mg antocianinas totales/100 g ). Por
otra parte, el aprovechamiento de los residuos del fruto de C. cainito, resulta de gran valor,
estudios realizados por ku Canul, (2021) sobre la cascara de C. cainito, reportaron el contenido
promedio de compuestos bioactivos, donde se obtuvo un mayor contenido de compuestos
fendlicos totales con 18.82 + 1.07 g de EAG / 100 g y de antocianinas totales 4.22 + 0.07 mg
de cianidina 3 gluc6sido/100 mL.

Las antocianinas se presentan en las industrias como un compuesto alternativo con gran
potencial para sustituir colorantes sintéticos y como ingredientes bioactivos; sin embargo, su
poca estabilidad hace de este recurso un gran desafio. Estudios realizados por ku Canul, (2021)
en la cascara de C. cainito, demostraron que la estabilidad de las antocianinas se ven afectadas

por su exposicion a altas temperaturas, reduciendo su tiempo de vida media 1.19 + 0.15 dias y
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aumentando su velocidad de degradacion 0.58 + 0.07 dias. Asimismo, Santos Cervera, (2023)
determiné que las antocianinas de la cascara de C. cainito, reducen su tiempo de vida media 4
h a temperaturas superiores a los 60 °C y la velocidad de degradacion aumenta hasta 8 h a pH
inferiores a 4.2, haciendo de estos factores ambientales las principales causas de su ineficaz uso
en las industrias. Este hecho, ha motivado el interés por encontrar estrategias para mejorar la

estabilidad de las antocianinas extraidas de la cascara de C. cainito.

El empleo de la microencapsulacion por coacervacion compleja en las industrias alimentarias
surge como una técnica eficaz para mejorar la estabilidad, conservacion y control de liberacion
de compuestos bioactivos a través de dos componentes; el nucleo y la pared de proteccion
(biopolimeros). Esta técnica es una de las mas comunes de microencapsulacion, la cual se forma
a partir de la interaccién de dos polimeros de carga opuesta para generar una fase densa de
coacervado y otra de fase diluida en equilibrio (Comunian & Favaro-Trindade, 2016; Salaiin,
2016). El volumen de emulsion y la concentracion de los materiales de pared en el proceso de

coacervacion son los factores mas importantes para investigar.

Por lo tanto, en relacion con la informacién anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo
evaluar las propiedades fisico-quimicas y morfoldgicas de las microcépsulas de antocianinas de
Chrysophyllum cainito L. obtenidas mediante coacervacion compleja, con el proposito de
identificar las caracteristicas y composicion de las microcapsulas, ofreciendo una nueva vision

de aprovechamiento del fruto de C. cainito.




2 MARCO TEORICO

2.1 Caimito (Chrysophyllum cainito L.)

Chrysophyllum cainito L., es una planta neotropical proveniente de la familia Sapotaceae,
originario de América central; sin embargo, diversos autores destacan como lugar de origen el
Caribe e India Occidental. En América central, Sapotaceae también llamado caimito, cainito y
hoja dorada, es un arbol ornamental de fruto comestible con origen en las regiones mexicanas
como el estado de Yucatdn, Campeche y gran parte de la costa sureste (Figura 2.1),
extendiéndose hasta el norte de Argentina y Pert (Doan & Le, 2020; Yahia & Gutierrez-Orozco,
2011; Zheng et al., 2020).
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Figura 2.1 Ubicacion geografica de Chrysophyllum cainito L. en México, CONABIO (2024).

La especie Chrysophyllum cainito L. perteneciente a la familia Sapotaceae (Tabla 2.1) es
ampliamente utilizada como planta ornamental por su porte y color dorado al reverso de las
hojas, debido a su rapida propagacion, densidad, follaje colorido y exquisito fruto comestible

(El-Hawary et al., 2019).




Tabla 2.1 Taxonomia de Chrysophyllum cainito L.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Ericales
Familia: Sapotaceae
Género: Chrysophyllum L.

Especie: Chrysophyllum cainito L.

Fuente: Catalogue of Life., Sp. PL.: 192 (1753).

De igual manera, los arboles de C. cainito L. (Figura 2.2), son caracteristicos por tener frutos en
gran abundancia en forma de baya globosa o redondeada, pulpa carnosa, apetitoso sabor y
extraordinario valor nutritivo en carbohidratos, calcio y fosforo, aptos para su consumo fresco,
en jugos o ensaladas (Frances-Morton, 1987; Pennington, 1990; Rojas-Rodriguez & Torre-

Cordoba, 2012).

Figura 2.2 Fruto del Caimito (Chrysophyllum cainito L.) Zamora-Villalobos N. (2024). Pl@ntNet.

Entre los aspectos que son necesarios para el crecimiento de esta especie se puede mencionar la
diversidad de sus caracteristicas fisicas, tales como la altura, el tamafio de la copa, el grosor del
tronco, como estan dispuestas las ramas, los tipos de frutos (verdes y morados), las temporadas

de floracidn, el peso de la pulpa, el peso del fruto, el peso de la semilla, el peso de la piel, y la
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cantidad de semillas por fruto, entre otros. Por lo tanto, en términos de comercializacion, los
atributos del fruto son mas relevantes que los del arbol, ya que estos se utilizan como los
principales criterios de calidad (Hernandez-Sanchez et al., 2009). Las variedades del C. cainito
es posible distinguirlas en relacion al color de la céscara del fruto, las cuales pueden presentar
un aspecto purpura o verde (Alvarez et al., 2009; Alvarez-Vargas et al., 2006; Rojas-Rodriguez
& Torre-Cordoba, 2012). Al comparar las variedades del caimito, la fruta de color purpura
ofrece un sabor mas dulce y un contenido mas alto de azucares en comparacion con el fruto de
color verde, el cual emite un aroma mas fuerte. La reproduccion de estos frutales se ven
influenciados por la inclinacion de las personas hacia la mayor oferta de frutos exéticos que

generan mas interés social (Campbell, 1974).

En el centro del fruto de C. cainito podemos encontrar una variacion de 0 a 10 semillas de color
marron, las cuales se encuentran distribuidas en forma de estrella (Delascio-Chitty, 1985). La
pulpa contiene alrededor de 5 % de azlcar, y muestra excelentes cualidades nutritivas, ya que
es una fuente apreciable de fosforo (15.9-22.0 mg/100 g), calcio (7.4- 17.3 mg/100 g), hierro
(0.3-0.68 mg/100 g), acido ascorbico (3.0-15.2 mg/100 g) y niacina (0.94-1.34 mg/100 g)
(Frances-Morton, 1987); y asimismo, en estudios realizados por Luo etal., (2002) se
identificaron nueve antioxidantes polifenolicos en la pulpa de frutos frescos de C. cainito.

En México se ha contabilizado un total de 775 especies de frutales, de las cuales, un total de 113
son cultivadas para ser comercializadas; sin embargo, de este mismo 53 especies son nativas del
pais; de igual forma, un estimado de 607 de las 775 especies frutales son nativas, permitiéndonos
asumir que un total de 554 especies frutales mexicanas no son aprovechadas para uso comercial
(Nufiez-Colin, 2020). Es posible encontrar esta especie en los municipios de Tuxpan, Tihuatlan,
Tamiahua, Alamo del estado de Veracruz y la region de Coatlan del Rio y Tetecala del estado
de Morelos, donde su aprovechamiento es ornamental o de traspatio, debido, a que no existen

huertos de comercializacion. (AlvareZ-Vargas et al., 2006; Hernandez-Sanchez et al., 2009).

2.1.1 Aprovechamiento del fruto

El fruto C. cainito es originario de Centroamérica, estos se encuentran usualmente de forma
ornamental y son cosechados de forma tradicional. El momento 6ptimo para la cosecha del fruto
se identifica por el cambio de color verde a purpura. En esta etapa, su sabor es exquisito y puede

disfrutarse directamente en su estado natural. Asimismo, este fruto se emplea como un remedio
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tradicional para tratar inflamaciones y enfermedades como a laringitis, la neumonia y la diabetes
mellitus (Frances-Morton, 1987). La decoccion del fruto de C. cainito, genera un efecto
empirico y astringente , utilizado en el este de Nicaragua para el tratamiento de la fiebre, diarrea

y otras enfermedades venéreas (Coe & Anderson, 1996).

En el estado de Veracruz, los productores aprovechan el caimito verde y morado
(Chrysophyllum cainito L. ) cultivandolo en huertos o solares principalmente para obtener frutos
que complementen su dieta familiar. Ademads, buscan obtener ingresos econémicos a través de
la venta de la fruta fresca en el mercado local, mediante la elaboracion de bebidas refrescantes,
conservas, "curados" y otros subproductos (Lema F. et al., 2017). Un pais que sobresale en la
venta de este producto es Estados Unidos, el cual es reconocido por promover sus variedades,

tal como la "Haitan Star Apple". (Hernandez-Sanchez et al., 2009).

2.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas del caimito (Chrysophyllum cainito L.)

C. cainito es un fruto tradicional y aceptado en muchos paises tropicales. En Costa de marfil es
usado por los curanderos tradicionales, los cuales consideran que provee propiedades
antidiabéticas (Doan et al., 2018). En México, la medicina tradicional de la cultura maya otorgo
utilidad a las hojas de C. cainito para el tratamiento de enfermedades y para la diabetes (Déciga-
Campos et al., 2017). Asimismo, son contempladas las cortezas de los arboles, hojas, semillas
y fruto del C. cainito como una alternativa para la diabetes en la medicina tradicional (Meira
et al., 2014). C. canito es un fruto con una amplia variedad de propiedades biologicas como los
hipoglucemiantes, antioxidantes, antiinflamatorias, cicatrizantes y gastro protectoras (Meira
etal.,, 2016). En la tabla 2.2 se presentan las caracteristicas fisico-quimicas de la parte
comestible del fruto de C. caimito, en sus dos variedades de color: morado y verde. Donde los
datos publicados por Moo-Huchin et al., (2014), reportaron que el fruto de color morado exhibe

un rendimiento superior de la porcion comestible.

Tabla 2.2 Caracteristicas fisico-quimicas de la parte comestible de la fruta Chrysophyllum cainito L.

Caracteristica Caimito morado Caimito verde

Rendimiento de partes
. 37.0+ 1.0 36.7+1.15
comestibles (%)

Humedad (g/100 g) 71.67 £ 1.37 73.0+1.10




Solidos solubles totales (°Brix) 21.12+0.10 21.10+0.13

Luminosidad (L*) 67.87 +1.78 65.40 +0.93
Tono (°h) 99.39 + 1.14 95.07 + 0.47

Acidez titulable (g de acido
citrico/100 g de FW)

0.37 +£0.094 0.36 = 0.098

NOTA: FW= Peso freso, h= Matiz.
Fuente: (Moo-Huchin et al., 2014).

De acuerdo con la Tabla 2.3, Moo-Huchin et al. (2014), reportaron valores promedio de fibra
dietética total en peso seco para los frutos de Caimito morado y verde. En este andlisis, el
Caimito morado sobresale con un contenido de 35. 68 g/100 g, superando al Caimito verde, que

presenta un valor de 30. 78 g/100 g en cuanto a fibra dietética total.

Tabla 2.3 Contenido de fibra dietética de la parte comestible de la fruta Chrysophyllum cainito L

Fibra Caimito Morado Caimito Verde

Fibra dietética total (g/100g

35.68 £0.83 30.78 £0.42

DW)
Fibra soluble (g/100g DW) 2.72+£0.17 7.68 +£0.14
Fibra insoluble (g/100g DW) 32.96 £ 1.00 23.10£0.28

NOTA: DW=Peso seco

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

En la tabla 2.4, presentada por Moo-Huchin et al., (2014), se reportaron valores promedio del
contenido de compuestos bioactivos en la fruta de C. cainito en sus variedades moradas y verdes.
En esta revision, se observo que la variedad morada del caimito presenta un contenido notable
de flavonoides, mientras que la variedad verde destaca por su mayor concentracion de

compuestos fenolicos.




Tabla 2.4 Contenido de compuestos bioactivos de la parte comestible de la fruta Chrysophyllum cainito L

Compuesto Bioactivo Caimito morado Caimito Verde

Antocianinas totales (mg
antocianinas totales/100 g 3.24+0.02 0.18 £0.07
FW)

Compuestos fenolicos totales
(mg de acido galico/100 g 1491 +0.19 18.10 +4.46
FW)

Flavonoides totales (mg de
. 35.76 = 1.46 1.25+0.61
quercetina/100 g FW)

Carotenoides totales (mg de

B-caroteno/100 g FW)

2.97+0.64 425+ 1.45

NOTA: FW= Peso freso

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

En el estudio llevado a cabo por, Alvarez-Vargas et al., (2006), se registraron cifras promedio
de las propiedades fisicas del fruto C. Canito proveniente del estado de Morelos. En este analisis,
se destaca las caracteristicas mas frecuentes de este fruto, las cuales se muestran en un intervalo
que va desde un valor minimo hasta un valor maximo, tal como es posible apreciar en la tabla

2.5.

Tabla 2.5 Caracteristicas cuantitativas de fruto y estadisticas en una muestra de Chrysophyllum cainito L.

Caracteres Xz S? r Minimo Maximo CV (%)
p 1
esodela 255 135.2 2.0 137.2 785
pulpa
Peso del
eso de 7835 545 254.4 75 261.9 69.4
fruto




Numero de

. 23 1.6 8.0 0.0 8.0 70.6
semillas
Peso de 1.8 29 347 0.0 347 162.7
semillas
Peso de 44.2 29.8 127.3 4.6 131.9 67.5
cascara

Nota: X * =media aritmética, S>=desviacion estandar, r=rango de variacion, CV=coeficiente de variacion.

Fuente: (Alvarez-Vargas et al., 2006)

2.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son reconocidos como un amplio grupo de compuestos bioactivos de
origen vegetal, siendo parte vital para sus funciones fisiologicas. Los polifenoles son una clase
de constituyentes de metabolitos secundarios, donde se identificado mas de 500 compuestos
fenolicos alimenticios (Castro Acosta, 2019; Garcia Martinez et al., 2015). La ingesta de
compuestos fenolicos es considerada de gran importancia para la salud; sin embargo, su
consumo en los alimentos de origen vegetal es impreciso, variando segun la especie vegetal,
condiciones de cultivo, procesa y condiciones de almacenamiento. Actualmente existe un gran
interés en el estudio de los polifenoles, debido a sus propiedades bioldgicas como agentes
antinflamatorios y contra enfermedades cardiovasculares, cataratas, cancer, diabetes y

alzhéimer.

Existen diferentes modificaciones en la estructura quimica de los compuestos fenolicos, no
obstante, su estructura quimica base consta de uno o mas anillo de benceno y uno o mas anillos
hidroxilados con otro elemento comun; esteres, glicosidos, acidos carboxilicos, acidos
organicos, aminodcidos y lipidos. En la tabla 2.6 se puede observar la clasificacion de la

estructura de los polifenoles y tipos.

Tabla 2.6 Clasificacion de los compuestos fenolicos.

Estructura Tipos Estructura Tipos




Cs Fenol simple (C6-Cs3)2 Lignanos
Acido fenélico Benzofenonas
Ce-Ci ] Ce-Ci-Cs
Acido benzoico Xantonas
(C6-Ci)n Taninos hidrolizables Cs-C2-Cs Estilbenos
. . . Flavonoides
Cs-C2 Acido fenil acético Cs-C3-Ce
Chalconas
Acido hidroxicinamico Proantocianinas (taninos
Cs-C3 ) (C6-C3-Cé)n
Cumarinas 4<n<l11)

Fuente: (Garcia Martinez et al., 2015)

Las diversas partes de C. cainito revelan la presencia de compuestos como fenoles, alcaloides,
flavonoides, esteroides, saponinas, taninos y glucésidos cardiacos, los cuales se encuentran tanto
en la corteza del tallo como en la fruta (Doan et al., 2018; Oranusi et al., 2015). En total, se han
identificado 120 componentes diferentes. A través de cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), se ha detectado en el extracto de fruta de C. cainito, la cianidina-3-Ob-glucopiranosido,
un antioxidante del grupo de las antocianinas (Einbond et al., 2004). Ademas, otros estudios han
sefialado que el fruto de C. cainito contiene una variedad de acidos y flavonoides, tales como
acido galico, acido protocatecuico, acido p-hidroxibenzoico, acido clorogénico, 4cido siringico,
acido p-cormadrico, 4cido fertlico, &cido sinapinico, asi como rutina, miricetina, luteolina,

quercetina, apigenina, kaempferol y vitamina C (Kubola et al., 2011).

2.2.1 Cromatografia y separacion cromatografica de compuestos fenolicos

La cromatografia liquida de alto rendimiento es una técnica cromatografica que se utiliza para
separar, identificar y cuantificar los componentes de una mezcla, tal como, la separacion de
compuestos quimicos o la identificacién de constituyentes de una muestra bioldgica (Blum,

2014).

Un sistema tipico de cromatografia liquida de alto rendimiento comprende una fase estacionaria,
una fase movil de polaridad variable y un detector (Figura 2.3). La fase mdvil se compone
normalmente de dos disolventes de polaridades diferentes, utilizados en un gradiente de modo

que la polaridad general se puede aumentar o disminuir segiin se desee. La fase estacionaria es




habitualmente una carcasa de columna sélida de unos pocos centimetros de longitud que alberga
particulas de soporte de silice y una sustancia adherida inmovilizada, por la que circula la mezcla
de disolventes polares que facilita la eliminacién de compuestos. En este proceso, el tiempo de
retencion se convierte en un identificador distintivo para cada uno de los compuestos analizados.

(Blum, 2014).
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Figura 2.3 Esquema de un sistema cromatografico HPLC (Zumbado Fernandez, 2010).

= Bomba
La bomba es un componente esencial en el sistema cromatografico, ya que su principal funcion
es extraer la fase movil de su reservorio y bombearlo a altas presiones a través del sistema,
asegurando asi un flujo constante. En el caso de las columnas analiticas convencionales, que
tienen diametros internos entre 2 mm y 4 mm, la bomba debe proporcionar un flujo de solvente
preciso y estable, con un rango que va de 0.5 ml/min a 10 ml/min y una presion ajustable entre
10 bar y 500 bar (es decir, de 146 psi a 7300 psi). Las bombas utilizadas en la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) funcionan bajo el control de un microprocesador, lo que no
solo simplifica su operacion, sino que también amplia su versatilidad dentro del sistema
cromatografico. Esta tecnologia resulta valiosa cuando se trabaja con gradientes de
concentracion o con programacion del caudal. Segin sus caracteristicas de funcionamiento y
disefio, existen tres tipos principales de bombas mecanicas (Volonté, 2013; Zumbado
Fernandez, 2010):

a) Bombas reciprocas o reciprocantes, que pueden ser de piston o de diafragma.

b) Bombas de desplazamiento continuo o bombas jeringas.




¢) Bombas neumaticas o de presion constante.

* Columna
Las columnas utilizadas en cromatografia liquida suelen son construidas con un tubo de acero
inoxidable que presenta un didmetro interno uniforme. Generalmente, estas columnas tienen una
longitud que oscila entre los 5 y los 30 cm. Por lo habitual, las columnas son rectas, y si es
necesario, se pueden extender mediante la conexion de dos o mas unidades. El diametro interno
de estas columnas varia cominmente entre 4 y 10 mm, mientras que los tamafios de las
particulas de los rellenos mas usados son de 3, 5 y 10 um. Una herramienta util para prolongar
la vida 1til de la columna analitica es la precolumna, la cual se encarga de eliminar la materia
en suspension y los contaminantes presentes en los disolventes. Asimismo, en el caso de la
cromatografia liquido-liquido, la precolumna desempeia un papel importante al saturar la fase
movil con la fase estacionaria, debido, a que ayuda a reducir las pérdidas de esta tltima en la

columna analitica (Gomis Yagiies, 2008).

= Detector
En la actualidad, se han desarrollado diversos tipos de detectores para su uso en sistemas de
cromatografia liquida. Sin embargo, en esta drea, no existen detectores confiables como los
detectores de ionizacion de llama y de conductividad térmica. Es importante destacar que un
detector de HPLC debe contar con un volumen interno minimo para minimizar el
ensanchamiento de la banda . Los detectores en HPLC se clasifican en dos tipos fundamentales
(Gomis Yagiies, 2008; Zumbado Fernandez, 2010):

o Detectores basados en las propiedades de la disolucion: Responden a caracteristicas de
la fase movil, como la constante dieléctrica o la densidad, el indice de refraccion, las
cuales se ven alteradas por la presencia de los analitos.

o Detectores basados en las propiedades del soluto: Reaccionan a ciertas caracteristicas
del soluto, tales como la fluorescencia o la intensidad de difusion, la absorbancia UV,

las cuales son ajenas a la fase movil.

* Cromatogramas de compuestos fenolicos en frutas
Los compuestos fendlicos, se encuentran en diversas frutas y son metabolitos esenciales que
ofrecen propiedades antioxidantes y numerosos beneficios para la salud. Su andlisis mediante

cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) permite separar e identificar estos

22



compuestos. En la serie de cromatogramas presentados, se pueden observar los perfiles

fenolicos de diferentes frutas, donde cada pico corresponde a un compuesto especifico.

1. Se identificaron nueve compuestos fenolicos en el extracto de Orujo de Uva pais
mediante HPLC. Estos incluyen un acido hidroxibenzoico (acido galico), dos acidos
hidroxicindmicos (4cido cafeico y dacido cumadrico), asi como varios flavonoles
(quercetina, naringina y kaempferol) y flavanoles (catequina y epicatequina), como se

ilustra en la figura 2.4 (Suescun Ospina, 2023).
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Figura 2.4 Cromatograma de HPLC de los principales compuestos fendlicos primarios de un extracto de Orujo
de Uva pais (Suescun Ospina, 2023).

2. En el estudio realizado por Herndndez Ramirez, (2023), reportaron la identificacion de
4 compuestos fenolicos dominantes en los microencapsulados de granada (figura 2.5):
el acido 4-hidroxbenzoico, el 2-5 dihidroxibenzoico, el 4cido siringico y el acido

vanilico.
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Figura 2.5 Perfil cromatografico de microcapsulas de granada (Hernandez Ramirez, 2023).

3. En la figura 2.6, se presenta el perfil fendlico de los extractos de piel de rambutan y

hueso de mango, en el cual se lograron identificar cinco compuestos fendlicos a 280 nm

(Gimeno Martinez, 2015).
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Figura 2.6 Cromatograma a 280 nm de los extractos de hueso de mango (A), y piel de rambutan (B). 1: acido

galico; 2: vainillina; 3: dcido cumarico; 4: 4cido eldgico; 5: quercetina (Gimeno Martinez, 2015).




2.2.2 Antocianinas

Los polifenoles, también conocidos como compuestos fendlicos, constituyen un amplio grupo
de compuestos naturales secundarios. Dentro de este grupo, destaca la familia de los
flavonoides, que abarca alrededor de 3,000 compuestos con una estructura quimica similar, pero
con diferentes propiedades funcionales. Las antocianinas pertenecen a la familia de los
flavonoides y son especialmente reconocidas por sus propiedades como agentes de
pigmentacion y antioxidantes. Desde un enfoque quimico, como se ilustra en la figura 2.7, se
puede observar que la antocianidina se distingue por contar con una molécula de aglicona ion
flavilo 2-fenil-benzopirilio, la cual presenta dos anillos aromaticos: el anillo benzopirilio (A) y

el anillo fenoélico (B).

Figura 2.7 Estructura del ion flavilio (Pérez Trueba, 2003).

Las antocianinas son un pigmento natural hidrosoluble que otorga colores atractivos en tonos
rojos, morados y azules a frutas, verduras, cereales, flores, tallos, hojas, raices y otros 6rganos
absorbentes. En términos estadisticos se estima que las antocianinas se encuentran presentes en
decenas de miles de especies de plantas (27 familias y 73 géneros). Su estructura es formada
mediante la union del enlace glucosidico entre la aglicona-azucares y a nivel celular se puede
encontrar principalmente en la savia celular (Yuan etal., 2022; Zeng et al.,, 2022). Estas
representan el grupo detectable mas importante de vision para el ojo humano, con una absorcion
maxima en el rango de luz visible de 510—-530 nm y en el rango de luz ultravioleta de 270-280

nm. (Strack & Wray, 1986; H. Xue et al., 2024).

Como se aprecia en la tabla 2.7, las antocianinas contienen una estructura de esqueleto C6-C3-

C6 altamente conjugada, su nucleo parental es un cation 2-fenil-benzopirilio, que esta unido a




un anillo aromatico (A) en conjunto con un heterociclo que contiene oxigeno (C), para unirse a
un segundo anillo aromatico (B) a través de un enlace C—C (H. Xue et al., 2024). En la actualidad
se han encontrado y aislado mas de 700 antocianinas naturales de plantas, en los que predominan
seis monomeros de antocianinas; cianidina, delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina y

petunidina (Ai et al., 2023).

Tabla 2.7 Estructura y principales sustituyentes de las antocianinas.

Substitucion A max (nm)
Aglicona
R1 R2 Espectro visible
Pelargonidina H H 494 (naranja)
Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)

Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)

Peonidina OCH3 H 506 (naranja-rojo)

Petunidina OCH3 OH 508 (azul-rojo)

Malvidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Fuente: (Durst & Wrolstad, 2001)

2.2.3 Cromatograma de antocianinas en frutas.

Un aspecto relevante por considerar es que las antocianinas tienden a incrementar su
concentracion a medida que las frutas de colores rosa, rojo y puarpura maduran,
independientemente de si son climatéricas o no climatéricas. Sin embargo; es importante resaltar
que existen notables variaciones en el contenido total de antocianinas entre diferentes especies
frutales y cultivos, asi como en la antocianina que predomina en cada uno de ellos (Diaz-Mula

et al., 2008; Valero & Serrano, 2010).

1. Enel figura 2.8, se presenta el estudio realizado por Simerdova et al., (2021), en el cual

reportaron la identificacién de cuatro antocianinas principales presentes en las bayas de




grosella negra, del-3-rut, cya-3-rut, del-3-glu y cya-3-glu, mediante la optimizacion del

método de HPLC.
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Figura 2.8 Cromatograma de antocianinas mayores y menores en la variedad de grosella negra 'Tenah' (Simerdové

etal., 2021)

2. En el estudio llevado a cabo por Fraisse et al., (2020), describieron la identificacion de
una notable diversidad de estructuras de antocianidina en la composicion de V. myrtillus
(figura 2.9). Esto se evidencia en la presencia de glicosidos de delfinidina, cianidina,
petunidina, malvidina y peonidina. Ademads, se notaron patrones de glicosilacion

similares y 6rdenes de retencion a los compuestos de cianidina y petunidina.
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Figura 2.9 Perfil de HPLC del extracto del fruto de Vaccinium myrtillus a 530 nm. 1: delfinidina 3- O -galactdsido,
2: delfinidina 3- O -glucoésido, 3: cianidina 3- O -galactosido, 4: delfinidina 3- O -arabindsido, 5: cianidina 3 - O -

glucosido, 6: petunidina 3- O -galactésido, 7: cianidina 3- O -arabindsido, 8: petunidina 3- O -glucésido, 9:




peonidina 3- O -galactosido, 10: petunidina 3- O -arabindsido , 11: peonidina 3- O -glucésido, 11": malvidina

3- O -galactosido, 12: malvidina 3- O -glucésido, 13: malvidina 3- O -arabindsido (Fraisse et al., 2020).

3. De acuerdo a los hallazgos reportados por Resende et al., (2023), los principales
polifenoles detectados en la harina de cascara de jabuticaba fueron la cianidina-3-O-
glucosido (C3G) y el acido elagico (figura 10 A, B). Asimismo, se identificd la
delfinidina-3-O-glucésido (D3G) (figura 10 A).
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Figura 2.10 Cromatogramas JPF a ( A ) 520 y ( B ) 350 nm (Resende et al., 2023).




2.2.4 Propiedades biologicas

En los ultimos afios el interés por las antocianinas en el area de la investigacion cientifica ha
incrementado de manera significativa, debido a sus cualidades como pigmento natural, agente
antioxidante, neutralizante de radicales libres, quimioprotectora, reguladora en la captacion de
lipidos y agente potencial para la obtencion de productos con valor agregado (Aguilera-Otiz
etal., 2011; Mcdougall & Stewart, 2005; Han et al., 2018; Kalt et al., 2001). Sin embargo, su
mayor aporte radica en su probable papel para la reduccion de enfermedades coronarias,
diabetes, cancer; efectos inflamatorios, beneficios en el comportamiento cognitivo y tratamiento
de la agudeza visual. No obstante, en contraparte de estos beneficios, las antocianinas son
caracteristicas por tener baja estabilidad y disponibilidad de material vegetal, limitando su
aplicacion a nivel comercial (M. Monica Giusti (Ed. ) et al., 2016; Cevallos-Casals & Cisneros-

Zevallos, 2004).

De igual forma, en la naturaleza es posible apreciar las actividades de las antocianinas a través
de las plantas, debido, a su relacion con el funcionamiento de atraccion de polinizadores,
proteccion contra la radiacion ultra violeta y contaminacion viral y microbiana, propiciando el

desarrollo natural de procesos vitales en el ecosistema (GARZON, 2008).

2.2.5 Factores quimicos que afectan la estabilidad de las antocianinas

Pese a los beneficios que las antocianinas nos ofrecen como posible alternativa en las industrias
farmacéuticas, alimentarias, cosmética y textil, su aprovechamiento es de caracter limitado
como consecuencia de su baja estabilidad ante factores comunes, provocando un ineficaz

procesamiento y almacenamiento de la materia.

e Concentracion de pigmento y actividad de agua: En el estudio de auto asociacion
realizado por Hoshino et al., (1981), con altas concentraciones de pigmento se demostrd
una conexion estructural entre dos grupos iguales de cationes flavilo, formas hemicetal
y bases quinoidal (Malvina-Cianina), sirviendo como una estructura de proteccion de la
molécula de antocianina. Asi mismo, incrementos en la actividad de agua del medio
pueden causar degradacion de las antocianinas, debido, a una mayor interaccion entre el
agua y el cation flavilio para formar pseudobases inestables (Garzon & Wrolstad, 2001;

Olaya et al., 2009).




Humedad: La estabilidad de las antocianinas es afectado por la humedad, debido, a la
promocion de las reacciones de oxidacion entre las antocianinas y el oxigeno (Moratalla-
Lopez et al., 2019).

Ion metalico: La formacion de quelatos a partir de antocianinas es caracteristico por
modificar su color y estabilidad, presentindose con varios tipos, concentraciones y
estructura de iones metalicos. Los efectos sobre la antocianina se presentan a partir de
la cantidad de concentracion de iones metalicos existente, lo cual puede originar su
capacidad de formacién de complejos estables, auto asociaciéon con grupos catecol,
hidrolisis de grupos acilo y evitar la oxidacion de aniones, con el objetivo de mejorar la
estabilidad de las antocianinas (Fenger et al., 2019; Ratanapoompinyo et al., 2017).
Luz: La incidencia de luz para la biosintesis de antocianinas es un proceso indispensable
que puede actuar de forma perjudicial o benéfica. Wei et al., (2023) expone que la
incidencia de luz azul podria mejorar la biosintesis y acumulacion de antocianinas,
mientras que por contraparte Modesto Junior et al., (2023) resalta que en exposicion
radiacion ultravioleta las antocianas son degradas significantemente, acortando su vida
media.

pH: El color de las antocianinas son generalmente rojo, rosa, incoloro y azul (Figura
2.11), estos se ven facilmente afectados por el valor del pH, debido, a las propiedades
i6nicas de su estructura molecular. La acidez tiene un efecto protector sobre la molécula
de antocianinas formando cinco formas en solucién acuosa, en valores de pH inferiores
a dos el pigmento se encuentra en su forma mas estable o de i6n oxonio o cation flavilio
(AH+) de color rojo intenso. De igual forma, existen como metanol incoloro fuera de
base o hemicetal cuando el pH est4 dentro del rango de 3 a 6, los cuales pueden romperse
y formar chalcona amarilla, con tonos incolores y bastante inestables. A valores de pH
superiores a 7 se presentan las formas quinoidales (A, A-) de color purpura que se

degradan rapidamente por oxidacion con el aire (H. Xue et al., 2024; Hutchings, 1999).
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Figura 2.11 Cambio de color de la antocianina a diferentes valores de pH (Nhut Pham et al., 2019).

e Oxigeno y Acido ascérbico: Los ambientes aerobios son capaces de influir como
catalizadores oxidativos, que en conjunto con el acido ascorbico en las antocianinas
alteran su estabilidad al ser condensadas, debido, a su autooxidacion, generando
fracciones de peroxido de hidrogeno que atraviesan el nucleo de las antocianinas para
producir chalconas (Levy et al., 2019).

e Temperatura: Stintzing & Carle, (2004), mencionan que la exposicion de las
antocianinas a altas temperaturas produce una fuerte reaccion entre las 4 moléculas de
agua, provocando la desglicosilacion y apertura del anillo de las antocianinas, formando
consecuentemente dicetona, metanol, chalconas, derivados de aldehido, acido benzoico
y glicésidos de cumarina. Por el contrario, las bajas temperaturas entre 2 a 4 °C para las
antocianinas son capaces de propiciar un medio de estabilidad estructural, favoreciendo

su acumulacion (Y. Liu et al., 2023; Stoica et al., 2023).

La estabilidad de los pigmentos se ha convertido en una caracteristica clave para evaluar
compuestos naturales que podrian utilizarse como ingredientes funcionales en productos
alimenticios orientados a la promocion de la salud. Sin embargo; en el andlisis de la estabilidad
de las antocianinas extraidas de la cascara de Chrysophyllum cainito L. , se observo un efecto
significativo de los factores de pH y temperatura, asi como de su interaccion, en la estabilidad
del contenido de antocianinas, con un nivel de significancia de p<0. 05 en relacion con el tiempo

de vida media y la constante de velocidad (velocidad de degradacion) (Santos Cervera, 2023).

Entre los factores més influyentes en la estabilidad de las antocianinas, el pH ocupa un lugar
importante. Debido, a que, en sistemas con un pH bajo, con alta solubilidad y excipientes acidos,
se minimizan significativamente los dafios ocasionados por la temperatura, lo que contribuye a

disminuir el impacto en las constantes de velocidad. De acuerdo con la investigacion realizada




Santos Cervera, (2023), las antocianinas del C. cainito mostraron una mayor estabilidad a 70 °C
y un pH de 4.2, lo que se traduce en una reduccién de la vida media y de la constante de
velocidad por el incremento de la temperatura. No obstante, en un estudio realizado por ku
Canul, (2021), se observé que las antocianinas extraidas de C. cainito, al igual mostraron una
mayor estabilidad a bajas temperaturas (4°C) y un pH de 4. 3, alcanzando una vida media (t1/2)
de 40.83+3.89 dias. Este tiempo representa el periodo necesario para que se degrade el 50 % del
pigmento en el extracto, lo que sugiere la probable presencia de antocianinas aciladas. Ademas,
los cambios fotoquimicos son un factor clave en el almacenamiento de estas antocianinas, ya
que la vida media se reduce drasticamente a solo 0.93+0.00 dias cuando estan expuestas a la luz
y a 2.24+0.07 dias en ausencia de ella, lo que incrementa significativamente el proceso de

fotodegradacion.

De igual forma, existen otros medios como la co-pigmentacion que ayudan a estabilizar las
antocianinas eficazmente. La co-pigmentacion es una tecnologia que ayuda a la formacion de
complejos a través de uniones no covalentes para obtener mayor resistencia a las altas
temperaturas, luz y el oxigeno (Jiang et al., 2019; Zhao et al., 2020). Existen 3 tipos de co-

pigmentacion; intermolecular, intramolecular y de autoasociacion.

2.3 Microencapsulacion

El concepto de microencapsulacion se origind principalmente en la industria farmacéutica, con
el objetivo de regular y modificar la liberacion de sustancias. Esta técnica se destaca por sus
propiedades que ofrecen una mayor estabilidad, facilidad de almacenamiento, proteccion,
bioaccesibilidad y manipulacion, permitiendo asi una liberacion controlada (Rosales Chimal,
2023). Existen una gran variedad de técnicas para llevar a cabo el proceso de la
microencapsulacion (Tabla 2.8), donde las particulas generadas son clasificadas en relacion con
su morfologia y tamafo (Figura 2.12), que al igual se ven asociados al material del agente

encapsulante a utilizar (Sousa et al., 2022).
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Figura 2.12 Clasificacion de microcapsulas en relacion con su morfologia (Kondd, 1979).

La microencapsulacion es una tecnologia compuesta por dos componentes principales; el nucleo
(material encapsulado) que puede ser un gas, so6lido o liquido y la pared de proteccion
denominada agente encapsulante. Este ultimo es creado a partir de un material secundario,
formando microcépsulas con un didmetro de entre 1 a 1000 pum (M. N. Singh et al., 2010). El
agente encapsulante puede ser producido por una variedad de materiales poliméricos sintéticos,
naturales o semisintéticos, tales como la celulosa, el etilenglicol, la gelatina y la maltodextrina

(Choudhury et al., 2021).

Tabla 2.8 Principios de las técnicas de microencapsulacion

Proceso de

microencapsulacion

Principio

Naturaleza del

material del nucleo

Secado por aspersion

Enfriamiento por

pulverizacion

Transformacion de una emulsion,
soluciébn o suspension en particulas
solidas  mediante  atomizacion y

exposicion de aire caliente.

Dispersion del ntcleo en un agente
encapsulante fundido que al ser
atomizadas se solidifican al contacto con

el aire frio, formando microcapsulas.

Solidos y liquidos

Soélidos y liquidos




Recubrimiento de lecho

fluidizado

Coacervacion

Coextrusion

Emulsificacion

Inclusion de

ciclodextrina

Las particulas solidas del nucleo se
suspenden en una corriente de aire

abierta y se recubren con polimero

fundido.

Separacion de fases en una solucion
coloidal rica en polimeros y material
activo, formando microcapsulas
mediante cambios de pH, temperatura o

fuerza i6nica.

Implica pasar una emulsion del material
de nucleo y pared a través de un molde
de alta presion. La mezcla se extruye en
un bafio de solvente frio en forma de

granulos.

Formacion de una emulsion del material
del nucleo y de la pared. Seguido de su
estabilizacion mediante la adicién de un

agente emulsionante.

Interaccion  hidrofobica entre la
superficie de la ciclodextrina y los

compuestos huéspedes.

Sélidos

Soélidos y liquidos

Sélidos

Solidos y liquidos

Soélidos y liquidos

Asimismo, la microencapsulacion se puede clasificar en métodos quimicos, fisicoquimicos y
mecanicos, seglin sea la naturaleza de la interaccion entre el material encapsulante y el material
encapsulado (Jamekhorshid etal., 2014). Como base fundamental de un método de
microencapsulacion este debe ser rapido, sencillo, reproducible y escalable para su aplicacion

en la industria. Entre los métodos mas comunes en este ambito destacan el secado por aspersion

Fuente: (Choudhury et al., 2021)

y la coacervacion compleja (Sousa et al., 2022).

34



2.3.1 Doble emulsion

Una doble emulsion o emulsion multiple, es un sistema complejo donde varios compartimentos
coexisten para formar una estructura unica. Las emulsiones multiples son caracteristicas por
emplear la fase dispersa como una emulsion primaria con gotas finas. Existen dos tipos de
emulsiones dobles: emulsiones agua en aceite en agua (W1/O/W2) y emulsiones aceite en agua
en aceite (O1/W/0Oy), su produccion se fundamenta en dos etapas (Figura 2.13); para las
emulsiones tipo W1/O/W> consiste en la homogenizacion de una fase acuosa (W1) con una fase
lipidica (O) por accién mecénica para formar una emulsion primaria (W1/0). De modo continuo,
la emulsion primaria, es dispersada en una fase acuosa externa con emulsionante lipofilico para
facilitar la dispersion de la emulsion simple en el medio acuoso (Belitz, 2009; McClements

et al., 2009).

Las microcapsulas elaboradas a partir de emulsiones W/O/W presentan una estructura ideal para
obtener productos con una liberacion controlada, por lo que los compuestos microencapsulados
pueden ser protegidos de la accion de los jugos gastricos durante el proceso digestivo,
convirtiendo esta técnica en una opciéon ampliamente utilizada para conservar ingredientes

bioactivos (Muschiolik & Dickinson, 2017).
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Figura 2.13 Proceso de elaboracion de la emulsion doble W1/0O/W2 en 2 etapas (Freire Rodriguez, 2018).

2.3.2 Coacervacion compleja

La coacervacion de fases se considera una de las metodologias mas antiguas y comunes para
encapsular compuestos bioactivos. Esta técnica se clasifica en dos categorias: coacervacion
simple, donde se utiliza un soluto coloidal como gelatina o quitosano, y coacervacion compleja,

que se forma a partir de la interaccion entre dos coloides con cargas opuestas, como la gelatina,




goma arabiga y el quitosano, entre otros (Deveci & Basal, 2009; Przybystawska & Winnicka,
2012).

La coacervacion compleja (Figura 2.14) es una técnica de encapsulacion que se basa en la
interaccion electrostatica entre dos polimeros que poseen cargas opuestas, generando asi una
fase densa de coacervado y una fase diluida en equilibrio (Comunian & Favaro-Trindade, 2016;

Salaiin, 2016). El proceso de coacervacion se organiza en cuatro etapas principales:

1. Emulsificacion de la fase acuosa de los polimeros con la fase hidrofoba del nucleo.

2. Modificacion de las condiciones ambientales de la solucion para fomentar la
coacervacion y la separacion de fases, formando una capa alrededor del nucleo; las fases
se dividen en una fase de coacervado, donde el material del ntcleo esta rodeado por un
portador, y una fase de equilibrio.

3. Incorporacion de un segundo hidrocoloide para facilitar la formacion del complejo
polimero-polimero en el caso de coacervacion compleja.

4. Enfriamiento del sistema y adicion de un agente reticulante (glutaraldehido,
maltodextrina, etc) para reforzar la envoltura (Eghbal & Choudhary, 2018; Salaiin,
2016).
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Figura 2.14 Formulacion de coacervacion compleja (Comunian & Favaro-Trindade, 2016).

J\/




2.4 Propiedades fisico-quimicas de microcapsulas

v SEM

La microscopia electronica de barrido (SEM), es un dispositivo que utiliza un haz de electrones
en lugar de luz, empleando electroimanes en lugar de lentes para ofrecer imagenes de alta
resolucion, que pueden variar entre 4 y 20 nanometros, dependiendo del modelo. Este tipo de
microscopio cuenta con una notable profundidad de campo, lo que permite enfocar grandes

areas de la muestra simultaneamente (Castroviejo Fernandez, 2020).

La preparacion de las muestras es relativamente sencilla, ya que la mayoria de los SEM solo
requieren que estas sean conductoras, lo que se logra metalizando su superficie. Para ello, la
muestra se cubre con una fina capa de carbono o de un metal como el oro, lo que le proporciona

propiedades conductoras (Castroviejo Ferndndez, 2020).

Una vez preparada, la muestra se escanea mediante bobinas que dirigen electrones acelerados a
través de un cafion. Un detector mide la cantidad de electrones que se emiten desde la muestra,
lo que determina la intensidad en diversas areas. Este proceso permite visualizar imagenes en
tres dimensiones. Durante el escaneo, se generan diferentes tipos de sefiales desde la superficie,
incluyendo electrones retrodispersados, secundarios y de Auger, lo que proporciona un acceso
profundo al mundo atémico, facilitando la obtencién de imagenes de alta resolucion de
materiales pétreos, metalicos y organicos (Castroviejo Ferndndez, 2020; Sandoval Arriaga,

2020).

v TGA

El Analisis Termogravimétrico (TGA), es una técnica de analisis térmico que permite medir las
variaciones en el peso de una muestra a medida que se incrementa o disminuye la temperatura,
en una atmosfera controlada. Este método es ampliamente utilizado en la caracterizacion de
materiales, ya que proporciona informacion crucial sobre la estabilidad térmica, la composicion
y los procesos de descomposicion de las sustancias estudiadas. Los datos obtenidos suelen
representarse en una curva que muestra la masa en funcion de la temperatura, conocida como

termograma TGA (Lopez Soriano, 2024).




Un termograma tipico de TGA (Figura 2.15) revela la pérdida en unidades de masa (m) en
funcién del tiempo (t) o la temperatura (T), lo cual estd relacionado con la pérdida de
componentes volatiles, la descomposicion de polimeros y los residuos finales que se generan

(Lopez Soriano, 2024; Sandoval Arriaga, 2020).
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Figura 2.15 Representacion de analisis termogravimétrico en tratamiento de perlas de alginato (Seke et al.,

2022).

v FTIR

La espectroscopia FTIR es una técnica analitica utilizada principalmente para obtener un
espectro de absorcion o emision en la region infrarroja de sélidos, liquidos o gases. Su principal
proposito es determinar la composicion molecular de una muestra a partir de las vibraciones de
los enlaces entre los elementos quimicos que la componen. Para ello, la muestra es expuesta a
radiacion electromagnética en frecuencias (Hertz) pertenecientes al espectro infrarrojo (B.
Smith, 2018; B. C. Smith, 2011). En particular, para el andlisis de muestras biologicas, se
emplean frecuencias de la region media del infrarrojo, que oscilan aproximadamente entre 11.

9y 119. 9 THz (Shi et al., 2019; Tiirker-Kaya & Huck, 2017).

La interaccion de la muestra con las diversas frecuencias electromagnéticas provoca vibraciones
en los enlaces que la conforman, que pueden manifestarse como estiramientos, torsiones y
flexiones. Cada enlace vibra a una frecuencia especifica, dependiendo de los elementos de su
estructura y de sus enlaces, ya sea simple, doble o triple. Un interferometro registra estas
vibraciones, recopilando datos sobre la interaccion de las diferentes frecuencias de la radiacion

infrarroja con la muestra. Posteriormente, estos datos se procesan a través de una transformada
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de Fourier, produciendo un vector conocido como espectro FTIR (Figura 2.16), que corresponde
a los principales grupos macromoleculares presentes en la muestra bioldgica, tales como lipidos,

proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos (Bel’skaya etal., 2018; Lopez Soriano, 2024;
Takamura et al., 2018).
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Figura 2.16 Representacion esquematica de especto FTIR (Pereira Grandini et al., 2024).




2.5 Investigaciones recientes en la evaluacion fisico-quimica y de compuestos

fendlicos y antocianinas de microcapsulas

En los ultimos afios, el estudio de los compuestos fenolicos y las antocianinas ha adquirido una

importancia notable, especialmente por su influencia en las industrias farmacéutica y

alimentaria. En este contexto, la tabla 2.9 recopila y resume estudios afines del estudio

presentado, brindando una perspectiva general de los avances, hallazgos y los futuros panoramas

de este campo.

Tabla 2.9 Resumen de investigaciones de microencapsulacion de antocianinas.

86.32 °C. Estos
resultados  coinciden
con el punto de fusion
de los polimeros,

validando una
adecuada
termoestabilidad de las
microcapsulas.

El estudio crom atico y
de HPLC, reveld una
retencion del 36 % de

Material de pared Hallazgos mds
Material utilizado y importantes Referencia
concentracion
Los tamafos promedio
de las microcapsulas de
antocianinas variaron
entre 45.25 £ 097 y
109.49 £4.77 pm.
Las microcapsulas
exhibieron una forma
esférica de superficie
lisa.
Los termogramas DSC
. de las microcapsulas de
¢ QGelatina y goma .
Frambuesa negra ardbiga cn antocianinas, ‘ Shaddel
(Rubus concentraciones mostraroq pieos ( 1 azoig
occidentalis L.) de2.5,5yde?.5 endotérmicos que etal, )
% phv. variaron entre 70.29 a




las antocianinas

Maiz azul

Maltodextrina al
30 %, p/p.
Una combinacion
de Hidroxipropil-
B-ciclodextrina y
maltodextrina en
una proporcion de

15 % cada uno.

encapsuladas.

Los
microencapsulados de
antocianinas
exhibieron un

rendimiento del 83 % y
una concentracion de
humedad menor al 5 %.
El diametro de
particulas oscild entre
4.72 y 21.33 pm.

La evaluacion de la
estabilidad térmica de
las microcapsulas de
antocianinas mediante
DSC, consiguid
alcanzar una
temperatura de 200 °C,
lo cual se puede
relacionar a la
adecuada adicion vy
conservacion de los
biopolimeros, los
cuales actian como
eficaces agentes de
proteccion para las
microcapsulas.

El  andlisis FTIR
exhibio bandas de
absorcion de 3600 a
3000 cm! de grupos
hidroxilo y de 1000
cm’! para
carbohidratos, los
cuales se encuentran
relacionados con el
estiramiento del anillo
aromatico y la
capacidad de los

(Cuji¢
Nikoli¢ et al.,
2023)




compuestos fenolicos
para formarlos.

El contenido de
compuestos fenolicos
totales, vario de 30.622
a 32211 mg CE/kg
(CE; equivalente a
Catequina). Asimismo,
se determind la
presencia de 6
compuestos fenolicos.
El contenido de
antocianinas  totales,
vario de 9642 a 12.182
mg CGE/kg (CGE;
equivalente a cianidina
3-glucosido).

Los
microencapsulados de
antocianinas,
elaborados a partir de
la combinaciéon de
polimeros;
maltodextrina e
hidroxipropil-B-
ciclodextrina, lograron
alcanzar la
digestibilidad maés alta,
con un valor del 73.63
%.

Oleorresina de
Vainilla ( V.
planifolia Andrews)

Quitosano al 0.34
% p/v
Goma arédbiga al
1.7 % p/v

Mediante  dispersion

dindmica de luz (DSL),
se establecid las
condiciones de

formulacion para la
coacervacion compleja
con un potencial ( de
—9,64 x 10 ~°, pH 5.29,
y una relacion
polimérica 1:5.

(Hernandez-
Fernandez
et al., 2020)




Se obtuvo una
eficiencia de retencion
y encapsulacion del
84.89 £1.94 %y 69.20
+1.79 %.

El estudio FTIR en los
coacervados determind
la presencia de grupos
funcionales C=N
provenientes de la
vainilla y quitosano,
indicando  que el
proceso de
microencapsulacion
fue adecuado.

El proceso de secado
por aspersion permitid

la formacion
estructural de
microcapsulas con

superficies esféricas y
lisas.




3 OBJETIVOS

1) Objetivo general
e Evaluar las propiedades fisico-quimicas y compuestos fendlicos de microcapsulas de
antocianinas de C. cainito L. obtenidas mediante coacervacion compleja utilizando

proteina de chicharo, alginato de propilenglicol y maltodextrina.

2) Objetivos especificos

e Determinar el tamafio de particula, propiedades térmicas TGA y grupos funcionales
FTIR de las microcépsulas de antocianinas de C. cainito L. obtenidas por coacervacion
compleja.

e Determinar el contenido de compuestos fendlicos individuales de las microcapsulas de

antocianinas obtenidas por coacervacion compleja.




4 JUSTIFICACION

Los residuos de frutas tropicales, como las céscaras y semillas, principalmente contienen una
amplia diversidad de compuestos bioactivos, convirtiéndolas en materiales vegetales

promisorios para atender los desafios de manera sostenible del sector industrial.

El fruto del caimito (Chrysophyllum cainito L), se encuentra distribuido en regiones
neotropicales y se caracteriza por ser usado dentro de la medicina tradicional para el tratamiento
de diversas enfermedades. Estudios realizados por ku Canul, (2021), en la cascara del fruto C.
cainito, reportaron valores promedios en el contenido de compuestos fenodlicos totales
(18.82+1.07 g de EAG / 100 g peso seco) y antocianinas totales (4.22+0.07 mg de cianidina 3
glucosido/100 mL), compuestos bioactivos con capacidad antioxidante que ofrecen un gran

potencial para la obtencion de pigmentos y productos con valor agregado.

Entre los compuestos bioactivos de interés para las industrias se encuentran las antocianinas; un
pigmento con potencial como ingrediente bioactivo o colorante; sin embargo, tienen poca
estabilidad a diversos factores tales como el pH y la temperatura. Estudios realizados por ku
Canul, (2021) en la cascara de C. cainito, demostraron que el aumento de la temperatura afecta
la estabilidad de las antocianinas , reduciendo su tiempo de vida media a 1.19+0.15 dias y
ademas, aumentado su velocidad de degradacion 0.58+0.07 dias. Estos resultados también
concuerdan con el estudio realizado por Santos Cervera, (2023), en el que investigaron la
estabilidad de un extracto de antocianinas del mismo fruto, en el cual se concluy6 que la
estabilidad de las antocianinas se ve afectada por la interaccion temperatura y pH. Este autor
reportd que a temperaturas superiores a los 60 °C se observé una reduccion en el tiempo de vida
media del extracto a 4 h, mientras que a pH por debajo de 4.2, la velocidad de degradacion
aumenta hasta 8 h. Estos factores ambientales son las principales casusas de la ineficiencia del

uso de las antocianinas y de sus propiedades en las industrias.

El uso de métodos de microencapsulacion en las industrias alimentarias tiene como principal
objetivo controlar y liberar compuestos bioactivos de forma eficiente, mejorando su
conservacion de propiedades a través de procesos quimicos, fisicoquimicos y mecénicos. La
coacervacion compleja es una de las técnicas de microencapsulacion mas utilizadas, debido, a

que es un sistema adecuado con multiples beneficios en la mejora de la estabilidad y vida 1til




de los compuestos encapsulados, lo cual se ve relacionado con las propiedades y
concentraciones totales de los biopolimeros, asi como de la naturaleza de las sustancias que

componen el nucleo.

La microencapsulacion de antocianinas extraidas de la cascara de C. cainito, por coacervacion
compleja se presenta como una técnica prometedora para mejorar la estabilidad y
biodisponibilidad de este ingrediente bioactivo, favoreciendo su aprovechamiento industrial. Su
contenido de compuestos fenodlicos y antocianicos es posible destacarlos como agentes
potenciales para ser utilizados como pigmentos alimenticios o ingredientes bioactivos,

ofreciendo multiples beneficios para la salud.




5 MATERIALES Y METODOS

ESTRATEGIA GENERAL DE TRABAJO
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5.1 Reactivos quimicos y materiales

El Acetonitrilo (C:HsN) grado HPLC, Acido clorhidrico (HCL) (J.T Baker), Acido férmico (CHz0z),
Alginato de propilenglicol (CoH1407) (Kitchen alchemy), Etanol al 70 %, Metanol (CHsOH) grado HPLC
(J.T Baker), Span 60 (Drogueria cosmopolita), Maltodextrina DE10, proteina de chicharo (Wellthy), y

aceite comestible puro de soya (Nutrioli).

5.2 Extraccion y concentracion de extracto de antocianinas de la cascara de C.
cainito
El polvo liofilizado se obtuvo del Laboratorio de Desarrollo de Alimentos del Instituto

Tecnoldgico de Mérida.

La extraccion de antocianinas de la céscara de C. cainito se realizd utilizando un baio
ultrasénico (MCA CScientific, CS-UB100) de 10 L, equipado con un control digital para
temperatura, tiempo y amplitud ultrasonica. Las condiciones de extraccion fueron las siguientes,
30 °C durante 30 min y 30 % de amplitud ultrasonica. La cascara de caimito (10 g) se mezclo
con 200 mL de solucion de etanol al 70 % acidificado con HCI al 1% (en agua destilada).
Seguidamente, la solucion se homogeneizo6 bajo agitacion magnética a 25 °C y se coloco en un
bafio de ultrasonidos de acuerdo con las condiciones descritas. Al terminar la extraccion, la
mezcla se mantuvo durante 30 min en agitacion magnética y posteriormente, la solucion se filtro
con papel Whatman No. 1 para obtener el extracto. El etanol se removi6 utilizando un rotavapor
al vacio a 55 °C para concentrar el extracto a 50 mL. El extracto se centrifugd durante 10 min a
4,000 rpm y se recuperd el sobrenadante (extracto). Finalmente, el extracto obtenido se afor6 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/O) se prepard siguiendo el procedimiento descrito por Devi et al.,
(2023 y Kanha et al., (2021) con algunas modificaciones y ensayos preliminares. El aceite de
soya (55 g) se mezcld con 5 g de Span 60 (emulsificante lipofilico) mediante agitacion
magnética a 70 °C durante 10 min. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla se enfri6 hasta
alcanzar los 40 °C y se someti6é a homogeneizacion a 14, 000 rpm durante 2 min utilizando un

equipo de dispersion Ultraturrax IKA® T-18 digital. Inmediatamente se pesé 45 g de extracto
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concentrado de antocianinas y se adicion6 a la mezcla de aceite de soya con Span 60,
manteniendo la agitacion magnética hasta que la temperatura alcanzoé los 45 °C. Finalmente, la

mezcla resultante se homogeneizé 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 solucion se mantuvo a 40 °C en un bafio de

agua con control de temperatura para su posterior uso.

La emulsion W/O (100 mL) se dispersd en el emulsificante hidrofilico (200 mL) con agitacion
magnética a 40 °C durante 10 min a 600 rpm. Durante la agitacion, el pH de la mezcla se ajusto

a 5.0 con NaOH al 10 %. Los tratamientos por duplicado se resumen en la tabla 5.1.

Tabla 5.1 Tratamientos de microencapsulacion a distintas concentraciones de polimeros y volumenes de

emulsion primaria con antocianinas.

., Solucion i Alginato de
Tratamiento Conc?ntracmn de emulsion P’rotelna de propilenglicol
polimero (%) (niicleo) (mL) chicharo (mL) (mL)
T1-100 1.0 100 100 100
T2-100 1.5 100 100 100

Los coacervados liquidos se obtuvieron ajustando el valor de pH de la mezcla a 3.5 y 40 °C,
utilizando una solucion de HCl (1 M) con agitacion magnética constante durante 30 min.
Después, la suspension se enfrid por debajo de 10 °C en un bafio de hielo durante 2 h y luego se
agregaron 250 mL de una solucion de maltodextrina DE10 al 32 % (p/v) con agitacién
magnética a 600 rpm durante 5 min para producir emulsiones W1/O/W,. La emulsion doble se
almaceno a -20 °C durante 48 h y se liofilizaron empleando un equipo Edwards High Vacuum,
operado a -42 °C, y 0.013 mBar durante un periodo de 72 h. Finalmente el polvo
microencapsulado se molié 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.




5.4 Determinacion de compuestos fenolicos totales en las microcapsulas

Se pes6 0.1 g de extracto seco de antocianinas sin encapsular y 1 g de microcapsulas liofilizadas
para ser depositados en tubos centrifugos de 50 mL y mezclados con 5 mL (medir con probeta)
de una solucion metanol:acido clorhidrico:agua destilada (50:1:49, v/v/v), con la ayuda de una
microespatula y luego se agitd en un vortex durante 10 s. La muestra se sonico en un bafio
ultrasonico durante 30 min (25 °C a 100 % amplitud), y seguidamente se centrifugd durante 10
min a 4,000 rpm para después, recuperar el sobrenadante y colocarlo en un tubo centrifugo de
50 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 durante 10 min a 4,000 rpm a 25 °C. Se
recuperd el sobrenadante y se afor6 a 10 mL con el mismo disolvente de extraccion
(metanol:acido clorhidrico:agua destilada). Finalmente, el extracto sin encapsular y de las
microcéapsulas se almacenaron a -20 °C hasta su uso. El contenido de compuestos fendlicos se

determin6 por HPLC.

5.5 Morfologia de las microcapsulas de antocianinas y tamafio de particulas

La morfologia de la superficie de las microcépsulas de antocianinas se observd en un
microscopio electronico de barrido JEOL SEM Modelo LV 5400 operado a 15 keV, donde las
muestras se recubrieron previamente con oro. Antes del analisis, los especimenes de ensayo se
acondicionaron en un desecador a una humedad relativa de 50 + 2 % a una temperatura de 25
°C, y se evaluaron cuando la absorcion de humedad alcanz6 a un valor de equilibrio.
Posteriormente, las microcapsulas se suspendieron en un volumen adecuado de agua destilada
y se coloco en un analizador de tamafio de particula por difraccion laser Beckman Coulter

LS100Q con una precision de £1 % (Monroy et al., 2018).

5.6 Analisis termo-gravimétrico (TGA)
El andlisis termo-gravimétrico (TGA) se llevo a cabo utilizando un instrumento Perkin-Elmer
TGA 8000 bajo un flujo de nitrogeno de 50 ml min™' y una velocidad de calentamiento de 10 °C

min!. Las exploraciones de temperatura se realizaron desde 50 °C hasta 650 °C.

5.7 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Las propiedades térmicas de las microcépsulas de antocianinas y de los materiales de pared se

estudiaron utilizando un calorimetro diferencial de barrido (DSC-6 PerkinElmer Corp.,
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Norwalk, CT) usando la técnica previamente descrita por Alanis-Lopez et al., (2011) con
algunas modificaciones. E1 DSC se calibr6 previamente con indio. Se pesaron aproximadamente
1 mg de muestra en una charola de aluminio (previamente acondicionado a 50 % + 2 HR) y se
adicionaron 3 pL de agua destilada. La charola se selld6 herméticamente y se mantuvo en reposo
durante 1 h a temperatura ambiente antes de llevar a cabo el analisis. Se utilizé como referencia

una bandeja de aluminio vacia.

La muestra se sometio a un programa de calentamiento en un rango de temperatura de 35 a 100
°C y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. La temperatura inicial (Luna et al., 2009),
la temperatura maxima de pico (Twm), la temperatura final y la entalpia de fusion (AH) se

obtienen a partir del software Pyris Series.

5.8 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Se empled un equipo de espectrofotometria de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR,
por sus siglas en inglés) marca Nicolet 8700, con un rango de espectro de 4000 — 650 cm™. El

analisis se realiz6 a 100 barridos y una resolucion de 4 cm™.

5.9 Perfil cromatografico de compuestos fendlicos de las microcapsulas y el
extracto de la cascara de C. cainito

Los compuestos fenolicos se determinaron utilizando el sistema HPLC UV-Vis (Dionex
Ultimate 3000, Thermo Scientific Inc., Germany) equipado con un inyector manual y un
detector UV-Vis con longitud de onda variable. Los datos obtenidos fueron procesados mediante
el software Chromeleon® Dionex. La separacion por HPLC se realizé en una columna Eclipse
XDB-C18 (250 mm x 4.9 mm i.d., 5 um). Como fases moviles se utilizaron agua HPLC
acidificada con acido formico (1 % v/v) (fase A) y acetonitrilo HPLC (fase B). La tabla 5.2

muestra el gradiente utilizado para la separacion de compuestos fenolicos.




Tabla 5.2 Gradiente utilizado en la separacién de compuestos fenolicos del fruto C. cainito por HPLC.

Fase A Fase B
Tiempo (min) Agua:acido formico Acetonitrilo (100 %)
(99:1, v/v)
0 98 % 2%
70 0 % 100 %
80 98 % 2%

El flujo de la fase movil fue de 0.5 mL/min y la temperatura de la columna se mantuvo a 25 °C.

El volumen de inyeccion de la muestra fue de 50 pL y la longitud de onda fue de 280 nm.

Los compuestos fenolicos se identificaron tras comparar el tiempo de retencion. Los datos de
area del pico cromatografico de cada estandar se utilizaron para elaborar la curva de calibracion.
La linealidad de la curva de calibracién se comprobd trazando el grafico del area de los
compuestos de referencia en cinco concentraciones utilizando un modelo de regresion lineal de
minimos cuadrados. Para cada compuesto fenolico, los coeficientes de correlacion de las
ecuaciones de calibracion fueron > 0.999. La concentracion de cada compuesto fenolico se

expreso como mg/100 g de peso seco.




6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Morfologia SEM

Las micrografias de las microcapsulas liofilizadas y sus materiales de pared se pueden observar
en la figura 6.1. La figura A-B muestra la morfologia de la proteina de chicharo, en donde se
evidencid particulas de tamafo heterogéneo, con superficie porosa y presencia de hendiduras
con particulas mas pequefias en su interior. De acuerdo con Adebiyi & Aluko, (2011) y Liu
et al., (2020), relacionan los granulos con la presencia de globulina (11s legumina y 7s vicilina),
las cuales representan el grupo principal de proteinas que se resguardan en el interior del
chicharo con un 55-65 % de su totalidad. La micrografia del alginato de propilenglicol (Fig. C-
D), mostré6 numerosas estructuras irregulares dispersas con aparente superficie lisa, que dan
aspecto de fragmentos de cristal con longitud variable, los cuales F. Liu etal., (2018),
interpretaron como estructuras laminares a una escala de visualizaciéon de 10000x. En la figura
E-F, perteneciente a la maltodextrina DE10, se observaron estructuras tipicas de un almidon
modificado, con superficie lisa y distintas formas de granulos que presentan una abertura
superior que permite visualizar en su interior pequefias particulas empaquetadas. Estos
resultados fueron similares a los que se obtuvieron en el estudio realizado por Takeiti et al.,
(2010), sobre varias muestras comerciales de maltodextrina, donde se visualizaron estructuras
globulares que encapsulan otras mas pequeias, resaltando que esta formacion estructural y
apariencia se le atribuyen a su método de produccion (hidrolisis enzimatica o acida) y al proceso
de secado por aspersion. La figura G-H, perteneciente al extracto de antocianinas de la cascara
de C. cainito, presentd estructuras irregulares con apariencia de filamentos cristalinos que
forman una red. Esta apariencia fue similar a la reportada por Da Silva Dos Passos et al., (2015),
en el extracto de antocianinas del fruto de palma Jugara (Euterpe edulis Mart.), en el que se
observo una morfologia amorfa, la cual se asoci6 al proceso de secado por liofilizacion.
Finalmente, en las micrografias de las figuras I-J del tratamiento 1 (1.0 %) y las figuras K-L del
tratamiento 2 (1.5 %), se visualiz6 estructuras irregulares con superficie rugosa de diferentes
tamafios, siendo similar al estudio realizado por Tatar Turan et al., (2015) en las microcapsulas
de compuestos bioactivos del ardndano (Vaccinium sect. Cyanococcus), donde se observod

estructuras irregulares, las cuales Ballesteros et al., (2017), relacion6 con el proceso de secado




por liofilizacion; sin embargo, otro factor determinante en la morfologia de las microcapsulas
fue el tipo de material de pared utilizado. La obtencidon de particulas con superficie rugosa en
las microcapsulas liofilizadas (T1 y T2), es una caracteristica que influye para su posible
aplicacion en los sectores alimentarios, nutraceuticos o industriales, ya que facilita la liberacion

gradual de compuestos bioactivos (Wrasiati et al., 2025).

Figura 6.1 Micrografias SEM de las microcapsulas liofilizadas de antocianinas y sus materiales de pared; (A:
100x; B: 500x) proteina de chicharo, (C: 100x; D: 500x) alginato de propilenglicol, (E: 100x; F: 500x)
maltodextrina, (G: 500x; H: 2000x) extracto seco de antocianinas de C. cainito, (I: 100x; J: 500x) microcapsulas

de antocianinas T1 (1.0 %) y (K: 100x; L: 500x) microcapsulas de antocianinas T2 (1.5 %).




6.2 Distribucion del tamaiio de particula

El andlisis de la distribucion del tamafio de particula tanto de las microcdpsulas liofilizadas
como de sus materiales de pared (Figura 6.2) permite determinar su viabilidad para ser utilizadas
en sistemas alimentarios o nutracéuticos. Para la proteina de chicharo (PCH), se observaron dos
grupos de particulas de diferente tamafio, en el que el grupo mas predominante alcanzo un
volumen del 6.3 % con un tamafo de 69.62 pm. El otro grupo obtuvo un menor volumen de 3.0
% con un tamano de 195.31 um. Por otra parte, la maltodextrina DE10 (MAD), mostr6 cuatro
grupos de tamafio de particula de 176.8 um, 339.8 um, 493.6 umy 716.9 um, respectivamente.
El grupo de mayor tamafio de MAD obtuvo un valor de 493.6 um con un volumen del 23.1 %.
De acuerdo con Shanthakumar et al., (2022), la variacion del tamafio de particula de PCH, se
atribuyo a su proceso de extraccion (extraccion alcalina o molienda y clasificacion por aire), las
cuales tienden a influir por formar agregaciones y mezclar particulas de diferente tamafio.
Asimismo, la variacion del tamafio de particula de MAD, se vio determinado por el grado de
polimerizacion y su baja tasa de hidroélisis, conteniendo cadenas mas largas de glucosa con cierto
grado de ramificacion (Saavedra-Leos et al., 2024). Por tltimo, es importante mencionar que el
analisis de la muestra del alginato de propilenglicol (ALGP), no se realizd, debido a que se

gelificaba en el agua antes de realizar el ensayo.

En el extracto seco, se observo tres tamafios de particula de 69.62 um, 146.8 um y 256.8 pm,
siendo este ultimo el mas predominante con un volumen del 8.4 %. Las microcépsulas de
antocianinas mostraron un tamafio de particula con valores predominantes de 111 pm y 161.2
um, con volimenes del 3.6 % y 3.9 % para T1 y T2 respectivamente. Este comportamiento se
explica porque la microcapsula T2 fue el de mayor concentracion de polimeros (1.5 %). De la
misma manera, también se encontraron otros tamafios con menor volumen que oscilaron entre
2.2-76.43 pm para T1 y 10.78-111 pum para T2, respectivamente. Napiorkowska & Kurek,
(2022), relacionan la variacion del tamafio de particula con la interaccion entre la proteina y el
polisacarido, en la fase del coacervado. Esta etapa resulta de vital importancia, debido, a que
durante su obtencion el cambio de pH reduce la fuerza de repulsion electroestatica en la
emulsion, aumentado la posibilidad de formar gotas de coacervado mas grandes cuando se tiene
una mayor concentracion de polimeros. Asimismo, este autor menciona que la velocidad de

agitacion también puede influir en la variacion del tamafio de particula de las microcapsulas.




Los tamafios promedios de las microcapsulas T1 y T2 coinciden a los obtenidos por Patel et al.,
(2020), en microcapsulas de zanahoria negra (Pusa asita), en el que se obtuvo un 90 % de
microcapsulas con un tamafo inferior a 152.23 um y un tamaino promedio de 60.97 um. Hundre
etal., (2015), Legako & Dunford, (2010) y Pasban Noghabi & saberian, (2023), asocian el
tamafio de particula a la técnica de micro recubrimiento utilizada, a la generacion de
aglomerados por contenido de humedad y, asimismo, a la composicion y concentracion de los

materiales de pared.

Los tamafios de particulas de las microcapsulas de antocianinas influyen de manera directa en
sus aplicaciones alimentarias, nutraceuticas o industriales. Barba-Ostria et al., (2024),
mencionan que las particulas obtenidas con un tamafio de 100-500 pm, son categorizadas como
particulas grandes, con posibles aplicaciones en productos que requieran una liberacion
sostenida o controlada, debido, a que su velocidad de disolucién es mas lenta y su vida util
aumenta. En contraste, las particulas de menor tamafio son ideales para aplicar en medios que
requieran potenciar sus cualidades sensoriales y obtener texturas suaves, al ser particulas con

mejor solubilidad y rapida liberacion de antocianinas activas.
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Figura 6.2 Distribucion del tamaio de particula de la proteina de chicharo (PCH), maltodextrina DE10 (MAD),
tratamiento 1 de microcapsulas de antocianinas (1.0 %) (T1), Tratamiento 2 de microcapsulas de antocianinas (1.5

%) (T2) y extracto seco de antocianinas de C. cainito (Extracto).




6.3 Analisis termo-gravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico (TGA) se utilizé para caracterizar y evaluar la estabilidad térmica
de las microcapsulas liofilizadas y sus materiales de pared (Figura 6.3). De manera general, el
primer evento térmico por debajo de los 100 °C se asocid a la pérdida de humedad.
Posteriormente, en el segundo evento térmico de los materiales de pared (Figura 6.3 A, By C),
se registrd la mayor pérdida de masa, en los que se alcanzo los siguientes porcentajes de pérdida:
PCH 50.37 % a 330.6 °C, ALGP 46.51 % a 230.89 °C y MAD 64.184 % a 323.92 °C. Este
hecho, confirma la alta estabilidad térmica de MAD y PCH. En el tercer evento térmico a 650
°C se registro el porcentaje de residuos inorgédnicos (minerales). La degradacion térmica de los
polimeros se asocid a diferentes variables, para PCH se vio definida principalmente por la
relacién entre el porcentaje de su pureza con el aumento de la temperatura, ya que se ha
reportado que entre mayor sea su pureza, mayor serd su punto de volatilizacion (Ricci et al.,
2018). El resultado de ALGP, mostr6 dos eventos térmicos a 150 °C y 230. 89 °C, ocasionado
por la uniéon de moléculas OH del agua con el polimero, lo que prolonga su degradacion al
aumentar la temperatura (Sun et al., 2017). Por ltimo, en la degradacion térmica de MAD, se
observaron resultados similares a lo reportado por Moo Huchin et al., (2019), en el analisis de
la maltodextrina DE10 de maiz, el cual registré una pérdida de masa del 70 % a 319 °C. De
acuerdo con George et al., (2021), atribuyen este resultado a la deshidratacion y degradacion

molecular de reacciones de isomerizacion y polimerizacion.

En el analisis termogravimétrico del extracto (Figura 6.3 D), se registrd cuatro eventos térmicos,
donde la mayor pérdida de masa fue de 68.63 % a 108.47 °C, la cual se asocid a la evaporacion
del agua, la degradacion de compuestos bioactivos termolabiles y a la descomposicion térmica
de polifenoles, hasta alcanzar la temperatura de 293.4 °C (George et al.,, 2021). En los
termogramas de las microcépsulas liofilizadas (Figura 6.3 E y F), es posible observar una
similitud en el porcentaje de pérdida de masa con 28.58 % para T1y 28.73 % para T2, a 268.58
°C y 270.44 °C, respectivamente, que puede atribuirse a la degradacion de los materiales de
pared y del extracto encapsulado. El evento térmico superior a los 400° C se derivo por la
presencia del aceite de soya, el cual es considerado como un compuesto menos sensible a
condiciones térmicas (Da Silva Dutra et al., 2021; George et al., 2021). Los termogramas de las

microcapsulas liofilizadas presentaron una mejor estabilidad térmica, en comparacion con el




termograma del extracto seco de antocianinas, ya que la maltodextrina y el complejo PCH-

ALGP, retardan la transferencia de calor y brindan una proteccion estable, permitiendo el uso

del extracto de antocianinas de C. cainito a procesos alimentarios, nutracéuticos e industriales

(Guo et al., 2019).
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Figura 6.3 Analisis termogravimétrico (TGA): A: Proteina de chicharo (PCH); B: Alginato de propilenglicol

(ALGP); C: Maltodextrina (MAD); D: Extracto seco de antocianinas de C. cainito (Extracto); E: Tratamiento 1 de

microcéapsulas de antocianinas (1. 0 %) (T1) y F: Tratamiento 2 de microcapsulas de antocianinas (1. 5 %) (T2).




6.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 6.4 se observa el espectro de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) de las
microcapsulas liofilizadas y de los materiales de pared. Este estudio se empled para determinar
las huellas digitales de los polimeros y verificar su presencia en los tratamientos, siendo
interpretados en relacion con su transmitancia, para proporcionar informacion especifica de sus
grupos funcionales existentes en la region de 4000-1500 cm™ y de las principales vibraciones
estructurales de cada molécula o grupos de moléculas entre 1500-500 cm™ (Berthomieu &

Hienerwadel, 2009; Stuart, 2004).

Los espectros FTIR de los tratamientos y de los materiales de pared, presentaron una longitud
de onda similar a 3271 cm™, la cual se vio relacionada a los estiramientos v (OH), de las
moléculas con enlaces de hidrogeno o la interaccion con agua. Sin embargo, en la muestra del
extracto, la longitud de onda entre 3600-3100 cm™ y 1029 cm’!, se atribuyd a las
vibraciones/estiramientos de fracciones OH de los flavonoides, acidos fendlicos y azlicares
presentes (R. Xue et al., 2024). En el espectro de la proteina de chicharo (PCH), se registraron
diferentes sefiales que se vieron representados por lo grupos funcionales amida I, amida Il y
amida III, en el que se interpretaron regiones de ondas a 1628 cm™! (estiramiento del C=O,
flexion de CN), 1524 cm™! (flexion de NH y estiramiento del CH) y 1234 cm™! (estiramiento de
CN, flexion del NH) (Kim et al., 2023; Stani et al., 2020). De acuerdo con Pinares et al., (2023);
Wang et al., (2018); Zhang et al., (2022), estas frecuencias vibracionales son atribuidas al de las
estructuras peptidicas (CO-NH) que son usuales de encontrar en las bandas vibracionales de las
proteinas, entre 1700 a 1600 cm™ para la amida I, de 1580 a 1480 cm™! para la amida 11 y de
1300 a 1200 cm™! para la amida III. De igual manera, en la muestra PCH, se observé dos picos
con relacion a la presencia de 4dcidos grasos e interacciones hidrofobicas a 2958 cm™ y a 2925
cm’!, correspondientes al estiramiento v (CH) y a un tipo de estiramiento asimétrico,
representativo de los grupos metileno y metilo de los lipidos (IS¢iMen, 2025; Kim et al., 2023).
Asi mismo en PCH, el pico encontrado a 1392 cm! se asoci6 a las deformaciones vibracionales
de enlaces OH, COH y CCH. Por tltimo, a 1057 cm™! se determiné la presencia de estiramientos
v (COC) caracteristicos de los carbohidratos (Martin-del-Campo et al., 2007; Wang et al., 2018).
El espectro de ALGP, mostré dos picos a 1607 cm™ y 1736 cm™!, los cuales se relaciond con sus

grupos funcionales, siendo representados por las vibraciones asimétricas del anion carboxilato




(COO) y los estiramientos del enlace C=0 del grupo éster (F. Liu et al., 2018). Con respecto a
la maltodextrina DE10 (MAD), se determin6 dos regiones de onda tipicas de los carbohidratos
a 1148 cm! y 1078 cm’!, correspondientes a estiramientos CO, flexiones COH y a la
deformacion angular en los enlaces CH y CHa, respectivamente (De Souza etal., 2015;
Sarabandi et al., 2019). En el espectro del extracto, se observaron dos picos a 1689 cm™ y 1447
cm’!, referentes a la flexion del COC vy a la vibracion del CN. Sin embargo; las regiones mas
distintivas se encontraron a los 1536 cm™ y 1606 cm™, las cuales se atribuyeron a las vibraciones
del anillo aromaético de la antocianina en el C=C y a la vibracion del C=O del grupo funcional
del anillo benzopirano (Edelmann et al., 2001; R. Xue et al., 2024). En cuanto a los espectros
de las microcapsulas liofilizadas (T1 y T2), se vieron representados diversas regiones de onda
de los materiales de pared con un ligero desplazamiento, en donde se encontraron los grupos
funcionales amida 1 y amida III de la proteina de chicharo a 1649 cm™ y 1237 cm™,
respectivamente. Asimismo, a 1002 cm™!, se encontrd las deformaciones de enlaces CH y CHa
de la maltodextrina. Nos obstante, la presencia del aceite de soja, anadido como emulsificante
lipofilico en la emulsion primaria, al igual fue distintivo en los espectros de las microcapsulas,
del cual se observd regiones de ondas tipicas a 2848 cm’, 2953 cm! y 3009 cm,
correspondientes al estiramiento simétrico del grupo CH» y asimétrico de los grupos CH> y CH3.
Ademés, al igual se registro la presencia del estiramiento del grupo éster (C=0) a 1743 cm™ y
vibraciones de tijera de los grupos metileno y metilo a 1465 cm™y 1377 cm™!, respectivamente

(Kuligowski et al., 2008).

Mediante el andlisis de los espectros FTIR, se observd que los materiales de pared y el extracto
formaron una interaccion, la cual se demostrd por el ligero desplazamiento de las sefiales.
Ademas; la presencia del aceite de soja en las microcépsulas fue distintiva, al presentar regiones
de onda no visibles en los espectros de los materiales de pared. Asi mismo, se observo una
diferencia de intensidad entre los espectros de las microcépsulas, asociado a la diferencia de
concentracion de los polimeros utilizados en ambos tratamientos T1 (1.0 % de polimeros) y T2

(1.5 % de polimeros).
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Figura 6.4 Espectros FTIR, de la proteina de chicharo (PCH), alginato de propilenglicol (ALGP), maltodextrina
(MAD), Extracto seco de antocianinas de C. cainito (Extracto), tratamiento 1 de microcapsulas de antocianinas

(1.0 %) (T1) y tratamiento 2 de microcapsulas de antocianinas (1.5 %) (T2).




6.5 Perfil cromatografico de compuestos fendlicos de las microcapsulas y del

extracto de la cascara de C. cainito

La determinacion del contenido de polifenoles por cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), en las microcapsulas de antocianinas y del extracto de C. cainito se muestra en la Tabla
6.1. Esta determinacion es de interés, ya que autores como Can-Cauich et al., (2017) y Moo-
Huchin et al., (2014), reportaron la presencia de compuestos fendlicos en la pulpa y céscara de
C. cainito con alta capacidad antioxidante, lo que hace interesante el aprovechamiento de estos
residuos no comestibles de la fruta en diversas areas como la alimentaria, nutraceutica o

cosmeética.

El perfil de cromatografico del extracto de C. cainito, exhibi6 la presencia de tres compuestos
fenolicos: acido galico, 2-4-hidroxifenil etanol (tirosol) y catequina. Estos compuestos fenolicos
son los mismo que observaron Can-Cauich et al., (2017 y Santos Cervera, (2023), en la cascara
seca del fruto de C. cainito, donde exhibieron valores promedio de 436.07 + 16.87 mg/100 g de
catequina y 9.34 £ 0.33 mg/100 g de tirosol, respectivamente. Por otra parte, de los tres
compuestos fenodlicos encontrados en el extracto de C. cainito, la catequina (un flavonoide) fue
el de mayor presencia con un total de 589.60 + 85.09 mg/100 g, seguido del 4cido gélico con
73.83 £0.15 mg/100 g y el tirosol con un total de 8.18 £ 1.26 mg/100 g. El contenido de acido
gélico fue similar al estudio reportado por U. Singh et al., (2016), en el extracto seco del fruto

de Vicia Faba, ¢l cual exhibié un contenido de 4cido galico de 70.81 mg/100 g de extracto seco.

Asi mismo, el perfil cromatografico de los polvos encapsulados resultdé similar al perfil del
extracto de C. cainito L. El contenido de compuestos fendlicos fue similar entre las
microcapsulas T1 (1.0 % de polimeros) y T2 (1.5 % de polimeros), excepto para la catequina.
El contenido de catequina resultd mayor para la microcapsula T1 (24.71 + 1.99 mg/100 g) en
comparacion con T2 (16.85 +0.82 mg/100 g). De acuerdo con Salgado Padilla, (2020) y Shaddel
et al., (2018), relacionan esta diferencia de contenido de compuestos fenolicos con el porcentaje
de concentracion de los materiales de pared. Es decir, cuando aumenta la concentracion de los
materiales de pared la capacidad de carga disminuye, y viceversa. De misma manera, este
comportamiento se puede explicar por la funcionalidad quimica, polaridad, solubilidad y
volatilidad de los polimeros (Pittia & Gharsallaoui, 2021). En el estudio realizado por

Stefanescu et al., (2022) en microcépsulas de hoja de arandano (V. myrtillus L.) , se determind
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el perfil cromatografico de la catequina y su contenido promedio, en el extracto de hojas (2.32
+ 0.03 mg/g) y en las microcapsulas (0.24 £ 0.01 mg/g). De acuerdo con este autor, la
disminucién del valor promedio de catequina en las microcépsulas esta relacionado con el
proceso de encapsulacion, el cual puede influir en la formacion de subproductos con menor
potencial antioxidante a causa de modificaciones estructurales y reacciones de polimerizacion,
epimerizacion y oxidacion. En otro resultado, se identific el tirosol en microcépsulas T1 (0.84
+0.04 mg/10 g) y T2 (0.40 = 0.01 mg/100 g), lo cual es de gran importancia, debido a que este
compuesto solo es comun encontrarlo en el aceite de oliva y aceituna, y es caracteristico por

tener poca biodisponibilidad y solubilidad en agua (Yao et al., 2024).

Fan etal., (2017) y Kahkeshani etal., (2019), sefialaron que los compuestos fenolicos
encontrados (4cido galico, tirosol y catequina), aportan multiples beneficios para la salud,
incluyendo la inhibicion del estrés oxidativo, actividades terapéuticas en trastornos
gastrointestinales, metabdlicos y cardiovasculares. Asi como para la prevencion y tratamiento
de enfermedades crdnicas. Por lo que su presencia en las microcdpsulas (T1 y T2), representan

nuevas oportunidades de aprovechamiento de la cascara de C. cainito.

Tabla 6.1 Contenido de compuestos fenolicos determinado por HPLC de microcéapsulas y extracto de C. cainito.

2-4-Hidroxifenil

. Acido galico . Catequina
Tratamiento etanol (tirosol)
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)
Extracto C. cainito’ 73.83 £0.15 8.18+1.26 589.60 + 85.09
T1? 3.01 +0.05 0.84 +0.04 2471 +1.99
T2? 2.80+£0.20 0.40+£0.01 16.85+0.82

I Expresado en peso seco de extracto. > Expresado en peso seco de las microcéapsulas. Los valores son

promedios + desviacion estandar. T1 (1.0 % de polimeros) y T2 (1.5 % polimeros).




7 CONCLUSION

En conclusion, las microcapsulas T1 (1.0 % de polimeros) y T2 (1.5 % de polimeros), mostraron
una morfologia similar, con estructura irregular y superficie rugosa. Este hallazgo demostro que
la variacion de la concentracion de los polimeros no afecté su morfologia. La distribucion del
tamafio de particula de las microcépsulas exhibi6 una relacion con el tamafio de las gotas del
coacervado, donde al aumentar la concentracion de polimeros se obtuvieron particulas de mayor
tamano. La morfologia y tamafio de las microcépsulas obtenidas, hace que sean ideales para
sistemas que necesiten una liberacion rapida o sostenida de compuestos bioactivos, lo cual es
util en aplicaciones alimentarias, nutraceuticas o industriales. De misma forma, se determiné
que la variacion de la concentracion de los polimeros no influyo en la estabilidad térmica de las
microcapsulas. Con los valores de la pérdida de masa y la temperatura de descomposicion se
concluye que las microcapsulas T1 y T2 tienen alta estabilidad térmica como material
polimérico cargado con compuestos fenolicos. Los hallazgos del andlisis FTIR en los
tratamientos (T1 y T2), revelaron que la variacion de la concentracion de los polimeros produjo
una diferencia de intensidad entre los espectros, asi como el desplazamiento de las sefales que
indican interaccion entre polimeros (alginato de propilenglicol, proteina de chicharo y
maltodextrina) y el extracto de C. cainito. Esto demuestra que los polimeros utilizados son
eficaces para encapsular y otorgar estabilidad a las antocianinas. Por ultimo, en el extracto de
C. cainito y en las microcépsulas T1 y T2, se determind el contenido de tres compuestos
fenodlicos: acido galico, tirosol y catequina. Entre los tratamientos, T1 presentd el mayor
contenido de catequina. Este hallazgo sugiere que el uso de una menor concentracion de

polimeros incrementa la capacidad de las microcapsulas para encapsular compuestos fendlicos.

La microencapsulacion del extracto de la cascara de C. cainito, por coacervacion compleja
demostrd ser un método eficaz para aumentar la estabilidad de las antocianinas, donde las
propiedades fisico-quimicas de las microcapsulas, se relacionaron directamente con la

concentracion de polimeros utilizada.
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9 ANEXOS

50 H 3

40 -

30

20

15
10 4

Absorbance (mAU)

-1 O I | I I I I
0 20 40 60 80 100

Time (min)

Figura 9.1 Perfil cromatografico de compuestos fenolicos de extracto seco de C. cainifo (0.1 g de extracto seco

disuelto en 10 mL de disolvente y diluido 5 veces). 1) acido galico; 2) 2-4 hidroxifenil etanol y 3) catequina.
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Figura 9.2 Perfil cromatografico de compuestos fenodlicos de microcapsulas T1 de C. cainito (1 g de polvo

disuelto en 10 mL de disolvente). 1) acido galico; 2) 2-4 hidroxifenil etanol y 3) catequina.
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Figura 9.3 Perfil cromatografico de compuestos fenodlicos de microcapsulas T2 de C. cainito (1 g de polvo

disuelto en 10 mL de disolvente). 1) acido galico; 2) 2-4 hidroxifenil etanol y 3) catequina.




