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RESUMEN

Las antocianinas son pigmentos vegetales de gran interés para la industria alimentaria
y cosmeética. Sin embargo, estos pigmentos presentan inestabilidad para conservar
sus propiedades bioactivas, siendo afectados por varios factores (pH, oxigeno, luz,
temperatura entre otros) que se presentan durante su extraccion, procesamiento y
almacenamiento. Una alternativa para mejorar la estabilidad de las antocianinas es la
microencapsulacion, esta técnica protege el ingrediente activo encapsulado y logra
obtener una liberacién controlada, mejorando su bioaccesibilidad. El presente trabajo
tuvo como objetivo evaluar la toxicidad in vivo de un extracto de antocianinas y las
propiedades fisico-quimicas de microcapsulas de antocianinas de la cascara de C.
cainito. El extracto de antocianinas se obtuvo mediante extraccién asistida por
ultrasonidos, utilizando una solucion de &cido citrico como disolvente. Los extractos
liofilizados se sometieron a distintos tratamientos de microencapsulacion utilizando
doble emulsién seguido de coacervacion compleja con diferentes concentraciones de
polimeros de gelatina bovina tipo A (1.5y 2.0 %), goma arabiga (1.5y 2.0 %) y solucién
de emulsion primaria (55 y 75 mL); posteriormente, la fase coacervada obtenida se
liofilizo para obtener el polvo de microcipsulas. Se evaluaron las propiedades fisico-
quimicas de las microcépsulas liofilizadas como el color, morfologia, tamafio de
particula, FTIR y toxicidad in vivo del extracto de antocianinas con Galleria mellonella.
Los coacervados de antocianinas obtenidos a partir de cuatro tratamientos mostraron
una variabilidad de sus diametros. El tratamiento T1 presentd valores mas altos de
color CIE con respecto al resto de los tratamientos. La morfologia de las microcapsulas
MPL mostré estructuras esféricas con superficie lisa de tipo mononuclear y polinuclear,
mientras que para las microcapsulas ML mostraron una forma vitrea irregular con
superficie porosa. Se determiné que una DL50 de 11.28 mg de extracto seco/g de larva
reduce la supervivencia G. mellonella en un 50 %. Los estudios FTIR revelaron que
existe interaccion de la GA y GB con las microcapsulas de antocianinas de C. cainito.
Se puede concluir que la variacién del porcentaje de polimeros y el volumen de
emulsion por coacervacion compleja influyeron en los resultados de las propiedades
fisico-quimicas de las microcapsulas, principalmente en microcapsulas de

antocianinas de menor didmetro.
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1. INTRODUCCION

El caimito (Chrysophyllum cainito L) es una fruta tropical distribuido en la Peninsula de
Yucatan, el cual pertenece a la familia de las Sapotaceas y se cree que es originario
de las Antillas. Existe dos variedades de caimito de acuerdo con el color de su cascara;
morado y verde, en donde el caimito de cascara de cascara morada se caracteriza por
tener un sabor mas dulce, mientras que el de cdscara verde tiene la caracteristica de
mostrar un olor mas intenso (Zambrano etal.,, 2013). El arbol de caimito es
comunmente utilizado en la medicina tradicional elaborando infusiones con las hojas,
semillas y madera para tratar ciertos padecimientos. El producto mas importante del
arbol de C.cainito es su fruto. De acuerdo con Yahia & Gutierrez-Orozco, (2011),
describieron que la fruta entera esté constituida por 60 % de cascara, 37 % de pulpa
comestible y 3 % de semillas. En un estudio realizado por Rymbai et al., (2015),
reportaron que 100 g de pulpa comestible aporta 67.2 g de calorias, 14.65 g de
carbohidratos, 7.4-17.3 mg de calcio y 0.72-2.33 g de proteina, ademas de contener
diversos antioxidantes (lisina, tiamina, caroteno, aminoécidos, acido ascérbico entre
otros). Con el poco conocimiento que se tiene en la composicion del fruto, se cree que
solo la pulpa es el Unico portador de vitaminas, minerales y compuesto bioactivos,
descartando la cascara como residuo sin aprovechar. A través de un estudio realizado
por Moo-Huchin et al., (2015) encontraron que la cascara liofilizada de caimito morado
tiene un contenido considerable de vitamina C, antocianinas, compuestos fendlicos
(acido ferulico, acido galico, acido elagico, miricetina), flavonoides, carotenoides y una
alta actividad antioxidante. Por tal motivo, la cdscara de caimito ha tomado una
relevancia para su uso Yy desarrollo en productos alimenticios funcionales o
farmacéuticos, esto debido a sus propiedades bioactivas y su alto contenido de

compuestos fenolicos (principalmente antocianinas).

Las antocianinas presentes en la cascara de caimito son las responsables de darle
esa caracteristica tonalidad morada a la fruta. Como se sabe, las antocianinas son
pigmentos polifendlicos naturales que estan ampliamente distribuidas en los alimentos,

principalmente en flores, frutas y verduras, ademas, son conocidas por su efecto




beneficioso a la salud humana debido a su actividad como antioxidante, previniendo
ciertas enfermedades cronicas (cardiovasculares, neurodegenerativas y diabetes)
(Zhang & Zhu, 2023). Si bien, en la actualidad el empleo de antocianinas para el
desarrollo de alimentos funcionales o bien, empleado como pigmentos naturales para
alimentos se ha ido extendiendo a tal grado que se busca la manera de preservar sus
propiedades para que puedan cumplir con su funcionalidad, ya que presentan
desventaja, y es que tienden a ser inestables, es decir, que son muy sensibles a
factores circundantes como el pH, el oxigeno, la luz y la temperatura, las cuales
pueden presentarse durante los procesos de extraccidn, procesamiento y
almacenamiento, teniendo como resultado su rapida degradacion y un lento
metabolismo en el tracto gastrointestinal, limitando su bioaccesibilidad vy
biodisponibilidad (Otto et al., 2024; Xue et al., 2023). A raiz de esta problematica, Ku
Canul, (2021) realizo una investigacion acerca de la estabilidad de las antocianinas,
sometiendo a diferentes pH y temperaturas a antocianinas extraidas de la cascara de
caimito, encontrando una mejor estabilidad cuando fueron almacenadas a bajas
temperaturas (4 °C) y con pH de 4.3, obteniendo una vida media (t12) de 40.83+£3.89
dias, mientras que ese mismo extracto de antocianinas almacenadas a 24 °C y pH de

2.5 mostraron menor estabilidad, con una baja vida media de 1.19+0.15 dias.

Una alternativa para mejorar la conservacion del contenido de antocianinas y su
bioaccesibilidad es la microencapsulacion. La microencapsulacion tiene como objetivo
proteger sustancias sensibles a factores externos incrementando su estabilidad,
enmascarar las propiedades organolépticas, mejorar su liberacion y absorcion del
compuesto, permitiendo realizar su accién en el lugar adecuado (Sanguansri &
Augustin, 2006). Para ello, buscar la mejor técnica para llevar a cabo la
microencapsulacién dependera del tamafio deseado de particula, la sustancia a
encapsular, el tipo de agente encapsulante, asi como la agilidad de su aplicacion y
costo (Munin & Edwards-Lévy, 2011). La coacervaciéon compleja es la segunda técnica
mas utilizada para la encapsulacion de sustancias en las industrias alimentarias ya que
se obtenido una mayor eficiencia de encapsulacion, alta estabilidad, asi como el
control de su liberacion bajo mecanismos fisicos y biolégicos, ademas es conocida por

su simplicidad, bajo costo, escalabilidad y reproducibilidad. La coacervacion compleja
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se obtiene a través de las interacciones idnicas que existe entre dos o mas polimeros
con cargas opuestas en medios acuosos y en equilibrio electrostatico, generalmente
estos polimeros son proteinas y polisacaridos que actuardn como la pared que
cubrirdn el compuesto, y esto ocurre cuando la proteina donante se encuentra en un
rango de pH por debajo su punto isoeléctrico (Aloys et al., 2016). Los biopolimeros
utilizados por primera vez como materiales de pared para la microencapsulacion por
coacervacion compleja fueron la gelatina y goma arébiga, siendo estas el polimero
catidnico y polimero anidnico mas utilizado, respectivamente (Nezamdoost-Sani et al.,
2024). Sin embargo, se debe tener en cuenta los factores que tiene una gran influencia
en la formacion de la microencapsulacion por el método de coacervacion compleja
como la temperatura, fuerza idnica, el pH y principalmente la seleccién del material de
pared, asi como la concentracion, la naturaleza de las sustancias del nucleo y la

relacion nucleo-pared (Timilsena et al., 2019).

Debido a que el extracto de antocianinas extraidas de las cascaras de C. cainito tienen
poca estabilidad a diferentes condiciones de temperatura, pH y luz; es conveniente
investigar el efecto de la microencapsulacion por coacervacién compleja como método
para resolver las limitantes de su aplicabilidad. En el presente trabajo se tuvo como
objetivo evaluar las propiedades fisicoquimicas, morfolégicas y toxicidad usando
Galleria mellonella de microcipsulas de antocianinas de C. cainito L. obtenidas

mediante coacervacion compleja.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Caimito (Chrysophyllum cainito L.)

El caimito (C. cainito L.) es un arbol perteneciente a la familia de las Sapotaceas
adaptada a climas tropicales y subtropicales; ademas su familia est4 conformada por
aproximadamente 800 especies (Alvarez et al., 2004). En la Tabla 1 se muestra la

informacion sobre la clasificacion ordenada y jerarquica de C. cainito L.

Tabla 1. Clasificacion taxonomica del Caimito (C. cainito L.)

Taxonomia

Nombre Chrysophyllum
Cientifico cainito L.
Reino Plantae

Subreino Tracheobionta

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Ericales
Familia Sapotaceae

Subfamilia Chrysophylloideae
Genero Chrysophyllum
Especie Chrysophyllum

cainito L.

Fuente: (Gomez Marquez & Urrea Ciro, 2016)

Se cree que Chrysophyllum cainito L. es nativo de las Antillas (Garcia Orozco, 1998),
tiene una extensa distribucion por México en algunas zonas tropicales como en los
estados calidos de Morelos, Golfo de México y en la Peninsula de Yucatan, asi como
en florida, en toda América tropical y en las islas del Caribe, ocasionalmente se puede

encontrar en Argentina y Peru (Mar Jiménez & Vargas Simon, 2021).
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El caimito se conoce de distinta manera, segun el pais en la que se encuentre y se
desarrolle, generalmente caimito o estrella en Espafa; star apple en USA, cainito o
ajara en Portugal; caimite o ma's caimitier en Francia; caimite en Haiti; caimo en
Colombia; caimitero o murucuja en Bolivia; damsel en Belice; guayabillo en el
Salvador; aguay u olivoa en Argentina (Santamaria Herreria, 2004). CICY, (2010),
menciona que en la peninsula de Yucatan se hace destacar en nombres comunes

como el caymito, caimitillo y cayumito silvestre (espafiol) y chi’kéej (maya).

El arbol es de mediana altura con un gran porte y copa amplia de tipo pendiente que
puede llegar a medir entre 10 a 15 m e incluso hasta los 40 m de altura (Figura 1),
tiene un tronco recto a ligeramente irregular con un diametro de 40 cm, su corteza
externa presenta fisuras de color café grisacea a gris oscura y una corteza interna

amarilla con latex blanco y pegajoso (Figura 2) (Nogales Herrera, 2007).

Figura 1. Arbol de caimito (C. cainito L.)

Fuente: Elaboracion propia




Figura 2. Corteza externa del arbol de caimito
Fuente: Elaboracién propia

Sus hojas tienen uno de los follajes mas atractivos entre los arboles tropicales como
lo menciona Carranza Zufiiga (2020), son simples con tamafio de 8 a 12 cm de largo
y 3 a5 cm de ancho, tienen forma eliptica y apice acuminado, son de tonalidad verde
oscuro Yy lustroso en la parte superior, dorado café en la parte inferior con reflejos
plateados (Figura 3) (Rojas Rodriguez & Torres Cordoba, 2012)

Figura 3. Hojas de caimito (C. cainito L.)

Fuente: Elaboracion propia




Las flores son de tonalidad blanco-amarillentas de un tamafio pequefo (Figura 4)
aglomeradas en las axilas de las hojas, de un aproximado de 6 a 9 mm (Rojas
Rodriguez & Torres Cérdoba, 2012), tienen 5 sépalos las cuales estan densamente
cubiertos de pelos ferrugineos, una corola de 3-5.5 mm de largo y 5 l6bulos
redondeado con un largo mas o menos que el tubo, y exteriormente son ferrugineo-
sedosos, los estambres son tantos como I6bulos de la corola, e insertos en la garganta,
tienen filamentos muy cortos (Santamaria Herreria, 2004). Su periodo de floracion se
genera entre septiembre y noviembre con una produccion posible entre los meses de

Febrero a Mayo (Carranza Zuiiga, 2020).

Figura 4. Flor de Caimito (C. cainito L.)

Fuente: https://mexiconservacion.wordpress.com/2014/01/31/caimito/

Su fruta es una baya redonda u ovalada con un didmetro de 5 a 10 cm, tiene un
caracteristico color purpura o verde segun su variedad, con una textura lisa y
consistencia blanda (Figura 5). Dentro del fruto contiene una pulpa carnosa de color
blanco y sabor dulce, con semillas en el centro (Figura 6) (Nogales Herrera, 2007). El
fruto contiene un gran valor nutrimental en donde se destaca las calorias, grasas,
proteinas, calcio, fibra, fésforo, hierro, vitaminas A, C y B, muy rico en carbohidratos y

contiene un alto porcentaje de azucar (Arizaleta et al., 2014).
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Figura 5. Fruto de Caimito (C. cainito L.)

Fuente: Elaboracién propia

Figura 6. Pulpa del caimito (C. cainito L.)
Fuente: Elaboracion propia

2.2. Caracteristicas fisicoquimicas de la fruta

El conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de los alimentos permite
caracterizar las materias primas para determinar su aprovechamiento industrial
(Salamanca et al., 2011). En la Tabla 2 se muestra la composicién quimica del fruto
de caimito, expresado con base en 100 g de pulpa, en ella se observa un alto contenido
de humedad (78.4-85.7 %) superior a las frutas tropicales producidos en Yucatan, tales
como marafién, guanabana y zapote mamey que presentaron una humedad de 72 %-
79 %, datos registrados por Pua-Rosado et al., (2020). Igualmente, en la pulpa de
caimito se observa la presencia de minerales con valores altos, principalmente el calcio
(7.4-17.3 mq) y fosforo (15.9-22.0 mg).
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Tabla 2. Composicion quimica de la pulpa de caimito en 100 g

Componente Valor
Calorias 67.2
Humedad (%) 78.4-85.7
Proteina (g) 0.72-2.33
Grasa (g) 1.6
Carbohidratos totales (g) 14.65
Fibra (g) 0.55-3.30
Ceniza (g) 0.35-0.72
Calcio (mg) 7.4-17.3
Fosforo (mg) 15.9-22.0
Hierro (mg) 0.30-0.68
Vitamina A (mQ) 5.0
Tiamina (mQ) 0.018-0.08
Riboflavina (mg) 0.013-0.04
Niacina (mg) 0.935-1.340
Acido ascorbico (mg) 3.0-15.2
Fenoles totales (mg) 217.0-387.1

Fuente: (Gazel Filho, 1995; Yahia & Gutierrez-Orozco, 2011)

Una de las principales caracteristica presente en el fruto de caimito, ademas de su
color, es su dulzor, por ello en la Tabla 3 se presenta las caracteristicas fisicoquimicas
encontradas en el fruto de caimito, el cual segun Gémez Marquez & Urrea Ciro, 2016)
registra un alto contenido de azucares totales (90.8 mg/g), un pH de 5.8 y una acidez
de 0.14%, similar a las frutas analizadas por Torres et al., (2013) donde registra un pH
entre 2 y 6 y un valor de acidez entre 0.08 % y 6.5 % en fruta de mango, papaya

hawaiana, maracuya y platano.
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas del fruto de caimito

Propiedad fisicoquimica Contenido
pH 5.8
% Acidez 0.14
Solidos solubles (°Brix) 10.6
Azucares totales (mg/g) 90.8

Fuente:(Gomez Marquez & Urrea Ciro, 2016)

2.3. Aprovechamiento de la fruta

El arbol de caimito (C. cainito L.) tiene una gran importancia en el area agronémica y
forestal, pero debido a su poco conocimiento e investigacion se desconoce sobre su
potencial como fruto de gran valor nutrimental. El caimito se consume principalmente
en fresco, aunque en algunas regiones se suele preparar en mermeladas y jaleas con
la pulpa, asi como conservas, dulces y licuados (Figura 7). Por su parte las semillas
se pueden usar para preparar bebidas similares a la leche de almendras, turrones y
otros productos de confiteria (Gémez Marquez & Urrea Ciro, 2016).

Asimismo, Mar Jiménez & Vargas Simon (2021) mencionan que la hoja del arbol tiene
propiedades medicinales, en el cual se ha identificado alcaloides y compuestos
fendlicos como los flavonoides, esteroles y triterpenos, las cuales son utilizadas para

padecimientos de hipertensién y artritis reumatoide.

>

Figura 7. Licuado de Caimito

Fuente:
https://www.economiafamiliar.gob.ni/backend/vistas/doc/cartilla/documento901
1389.pdf




2.4. Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de la cascara C. cainito

2.4.1. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos (CB) son conocidos como nutracéuticos, es decir,
metabolitos secundarios de origen vegetal y animal que aporta un beneficio a la salud
del ser humano, siendo vitales para el funcionamiento de ciertas funciones corporales.
Los compuestos bioactivos son clasificados en inorganicos y organicos, que pueden

ser encontrados en los alimentos (Gamez Villazana, 2020).

Dentro de los compuestos bioactivos o también conocidos como fitoquimicos
bioactivos (cuando se trata en el reino vegetal), se puede encontrar de gran cantidad
los polifenoles, compuestos azufrados, fitoesteroles, terpenos, carotenoides e
isoflavonas que son ampliamente reconocidos por ejercer una diversidad de efectos

saludables al ser consumidos en la dieta (Figura 8) (Lutz, 2013).

Compuestos bioactivos de los

alimentos
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Figura 8. Compuestos bioactivos encontrados en los alimentos clasificados segun su

naturaleza quimica

Fuente: (GoOmez Romero, 2011)




2.5. Antioxidante

Un antioxidante es definido como sustancia que cuando esta a bajas concentraciones
en comparacion con el sustrato oxidable retarda o previene la oxidacion de dicho
sustrato (Alvarez Parrilla et al., 2012), es decir, son compuestos que pueden inhibir o
retardar la oxidacion de otras moléculas inhabilitando la iniciacion y/o propagacion de
las reacciones en cadena de los radicales libres (Avello & Suwalsky, 2006). Segun el
actuar de los antioxidantes se puede clasificar como primarios, donde rompen la
reaccion de oxidacion en cadena al secuestrar los radicales libres intermedios; y
secundarios, al disminuir la taza oxidativa al eliminar los iniciadores y aceleradores de
la oxidacion generando antioxidantes primarios y descomponer hidroperoxidos
(Alvarez Parrilla et al., 2012).

Segun el tipo de reaccion, los ensayos de capacidad antioxidante se dividen en dos

categorias:

a) Mecanismos de reaccion HAT: los ensayos basados en el mecanismo HAT
(Transferencia de &tomo de hidrogeno), cuantifica la capacidad de un
antioxidante para eliminar un radical libre mediante la donacion de un atomo de
hidrogeno (AH) (Figura 9). Estas reacciones son independientes del solvente y
pH, siendo por lo general rapidas, ya que se logra llevar a cabo en segundos o
en algunos casos minutos. Entre las complicaciones que presenta los ensayos
de mecanismo HAT es la presencia de agentes reductores, incluyendo metales

resultando de ello una reactividad aparentemente errénea (Ruiz Ciau, 2017).
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Figura 9. Transferencia de un atomo de hidrogeno (HAT)

Fuente: (Mendoza Isaza et al., 2020)




a) Mecanismo de reaccion SET: en el mecanismo de SET (transferencia de
electron sencilla), miden el potencial de un antioxidante para la transferencia
de un electrdén en la reduccién de cualquier compuesto oxidante, incluyendo
metales, carbonilos y los radicales, propiciando cambios de color (Figura 10)
(Ruiz Ciau, 2017).
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Figura 10. Transferencia de un electrén (SET)
Fuente: (Mendoza Isaza et al., 2020)

2.6. Antocianinas

Las antocianinas son compuestos polifendlicos naturales que aportan pigmentacion a
una gran variedad de plantas, frutos, flores y vegetales, desarrollando una gama de
colores que van desde el rojo, azul y morado. Ademas, posee funciones como la
atraccién de polinizadores para la dispersion de semillas, proteccion de la planta contra
los efectos de la radiacion ultravioleta y contra la contaminacion viral y microbiana
(Garzon, 2008).

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas que forman parte de la familia de
los flavonoides, estdn compuestas por dos anillos aromaticos A y B unidos por una
cadena de 3 C (Garzon, 2008), es decir, que estan constituidas por una molécula de
antocianidina que es la aglicona, a la que se une un azucar por medio de un enlace [3-
glucosidico (Figura 11) (Aguilera Ortiz etal., 2011). Ademas, existe variaciones
estructurales en el anillo B en donde se han descrito 12 antocianinas, las cuales 6 de
ellas son las mas importantes, como se muestra en la Tabla 4 (De la Rosa Reyna et al.,
2022).




Figura 11. Estructura de las Antocianinas

Fuente: (Durst & Wrolstad, 2001)

Tabla 4. Sustituyentes de las antocianinas

Sustituyentes Amax (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)
Malvinidina OCH3 OCH3 510 (azul-rojo)

Fuente: (Durst & Wrolstad, 2001)

Las antocianinas dependeran su color al nUmero y orientacion de los grupos hidroxilo
y metoxilo de la molécula, el incremento en la hidroxilacion genera el desplazamiento
de tonalidades azules y cuando se incrementa las metoxilaciones se producen

coloraciones rojas (Garzon, 2008).

La biosintesis de antocianina se desarrolla en el citoplasma de la célula, esto se realiza
a través de la via de los flavonoides a partir de dos tipos de genes: estructurales y

reguladoras. En las estructurales se codifican las enzimas que participaran
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directamente a la formacion de los compuestos fenélicos, en cambio los reguladores

controlan la transcripcion de los genes estructurales (De la Rosa Reyna et al., 2022).

La biosintesis de antocianinas inicia con la condensacion de la fenilalanina y acetato
a través de la activacion de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) que es inducida
por estrés, para dar paso a la produccién de 4-cumaroil CoA, posteriormente, la
chalcona sintasa (CHS) por el cual es inducida por luz y ataques de patdgenos,
condensa a los precursores de malonil CoA y 4-coumaril CoA para la formacion de
naringenina-chalcona. Luego el compuesto intermediario C15 es transformado en una
flavanona por la chalcona isomerasa (CHI) con el fin de producir la naringenina, y
finalmente la flavanona es transformada en antocianina correspondiente por una
reaccion de hidroxilacién en el carbono C3 seguido por una deshidratacion (Castafieda
Vazquez, 2010; Dios Lopez et al., 2011).

Para ser mas precisos, en un experimento realizado por Garzén, (2008) se demostro
que el anillo A de las antocianinas se sintetiza por la ruta del acido malénico con la
condensacion de tres moléculas de malonil-CoA, mientras que el anillo B se sintetiza

por la ruta de acido shikimico esto siendo el que da paso a la fenilalanina.

Las antocianinas pueden tener presencia en diferentes érganos de las plantas, tales
como en frutas, flores, tallos, hojas y raices, estas pueden ser normalmente
encontradas disueltos uniformemente en solucién vacuolar de células epidérmicas, y
en ciertas especies pueden ser localizadas en regiones discretas de la vacuola celular
llamada antocianoplastos (Aguilera Ortiz etal., 2011). La Tabla 5 muestra la
distribucion de diversas estructuras quimicas de antocianinas en una variedad de

frutas tales como ardndano morado, uva morada, uva y arandano rojos.




Tabla 5. Grupo de frutas con diferentes tipos de antocianinas

Antocianidina

Frutilla
Dp Cy Pt Pg Pn My
- + +
Ardndano morado + + +
Uva morada + + + + + +
Uva roja + + + + +
Arandano rojo + + + + +
Fresa + +
+
Zarzamora + +
Mora + + +
Frambuesa roja + +
+
Frambuesa negra + +
+
Cereza + +

Fuente: (Antonio Gomez, 2015)
Abreviaturas: Dp: delfinidina, Cy: cianidina, Pt: pelargonidina, Pg: petunidina, Pn:

peonidina, Mv: malvidina.

2.6.1. Factores quimicos que afectan la estabilidad de las antocianinas

La incorporacion de las antocianinas en la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmeética es sumamente limitada, esto se debe a su baja estabilidad a la presencia
de diversos factores desarrollados en el procesamiento hasta el almacenamiento,
factores como su misma estructura quimica, pH, temperatura, presencia de oxigenoy

acido ascorbico, concentracion y actividad de agua (Garzon, 2008).




A) Efecto pH: las antocianinas tienen una naturaleza idnica que permite
cambios en las estructuras moleculares de acuerdo con su pH,
resultando colores y tonalidades diferentes (Tabla 6). En soluciones
acuosas incluyendo a los alimentos, las antocianinas pueden existir en
cuatro formas estructurales, dependiendo de su pH: la base quinoidal
azul (A), el catidn flavilio rojo (AH+), la base pseudocarbinol incolora (B)

y la chalcona incolora (C) (Figura 12) (Guadalupe Pacahuala, 2014).

Tabla 1. Estructuras quimicas de las antocianinas dependiendo del valor de pH

Estructura Color
<2 Cation flavilio Rojo intenso
Pseudobase carbinol o
2-7 Incoloro
Chalcona
>7 Quinoidales Azul-Parpura

Las antocianinas con valores de pH menores a 2 adoptan una estructura
de tipo i6n oxonio o cation flavilio dando paso al color rojo intenso, debido
a la conjugacion extendida entre los dos fragmentos aromaticos. A un
valor de pH alrededor de 2 y 7, las antocianinas adoptan estructuras de
pseudobase carbinol o hemicetal y chalcona dando un color incoloro,
esto ocurre porque las moléculas experimentan un ataque nucleofilico
sobre el C2 por parte de una molécula de agua teniendo una pérdida en
su doble enlace conjugado entre los anillos A y B impidiendo la
absorbancia de luz visible. A un valor de pH superior a 7 toma una
estructura de tipo quinoidales dando lugar al color purpura; es debido a
la pérdida rapida de protones (Garzén, 2008; Rabanal-Atalaya & Medina-
Hoyos, 2021).
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Figura 12. Transformacion estructural de antocianinas a diferentes pH
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Fuente: (Valencia Arredondo, 2015)

Efecto de la temperatura: otro factor que interviene a la inestabilidad de
las antocianinas es la temperatura. La alta temperatura que se utiliza en
el procesamiento de alimentos provoca una disminucion del contenido
de antocianinas. Cuando incrementa la temperatura en el procesamiento
de alimentos hay una tendencia a la pérdida del azucar glicosilante en la
posicion 3 de la molécula y apertura del anillo con la consecuente
produccion de chalconas incolora (Garzon, 2008).

Efecto del oxigeno y el acido ascérbico: ciertos estudios realizados
determinaron que el oxigeno y el acido ascérbico influyen mucho en la
degradacion de las antocianinas. En presencia del oxigeno, las

antocianinas tienen wuna acelerada degradacion debido a los
mecanismos oxidativo directo y/o mediante la accion de enzimas
oxidantes teniendo un efecto mas severo en el color (Chavez Miranda,
2014). Por otro lado, el acido ascorbico también muestra un impacto
negativo en la estabilidad de las antocianinas, aqui se produce la

condensacion de acido ascérbico y el carbono cuatro de la molécula de
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E)

antocianina causando la perdida de ambos (Antonio Gomez, 2015).
Hendry & Houghton, (1996) encontraron que a altos niveles de oxigeno
y el acido ascorbico reduce la estabilidad de las antocianinas en jugo de
arandano. La pérdida del pigmento de las antocianinas en varias frutas
ha ocurrido bajo condiciones que favorecen a la oxidacion del acido
ascorbico esto debido concentraciones altas de oxigeno, en donde el
acido ascorbico induce a la destruccion de las antocianinas debido a la
oxidacion directa de los peréxidos formados durante la oxidacion
aerobica del 4cido ascérbico (Guadalupe Pacahuala, 2014).

Luz: el efecto de la luz sobre las antocianinas actua de dos maneras
diferente: en la primera esta se vuelve esencial para la biosintesis de las
antocianinas, y a su vez esta misma actua como factor de aceleracion en
la degradacién. En un registro se observd que las antocianinas
conservan mejor su color si se mantienen en la oscuridad, esto se
observé después de una comparacion de 24 h de almacenamiento en la
luz y en la oscuridad a una temperatura ambiente con un pH de 2.3 (Rein,
2005). Entre el tipo de luz en la que las antocianinas han sido expuestas,
se ha determinado que la que menos afecta es la fluorescente, seguida
por la incandescente, la ultravioleta y la infrarroja (Ruiz Ulric, 2001).
Concentracion de pigmento y actividad de agua:

Otros factores que afectan la estabilidad del color de las antocianinas
son la concentracion del pigmento y su actividad de agua, para su
comprobacién se realizé una comparacién de la estabilidad de la
antocianina de fresa (pelargonidina-3-glucésido) con la de la antocianina
de la cascara de rabano (pelarganidina-3-soforésido 5-glucdsido acilada
con acidos aromaticos y alifaticos) en donde se encontré6 que dicha
estabilidad era independiente de la estructura a una misma
concentracion de pigmento. Asi mismo, incrementos en la actividad de
agua causan degradacién de las antocianinas debido a una mayor
interaccion entre el agua y el cation flavilio para formar la pseudobase
inestable (Antonio Gbmez, 2015).
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2.7. Modelo in vivo con Galleria mellonella para evaluar la toxicidad

G. mellonella, especie perteneciente al orden Lepidoptera y parte de la familia
Pyralidae, es un parasito ubicuo en las colmenas de abejas, avispas y abejorros,
alimentandose de la miel, cera, heces, polen y capullos. Su ciclo de vida es
holometabolo, teniendo cinco etapas de desarrollo: huevo, oruga, prepupa, pupa y
adulto como se muestra en la Figura 13. Los huevos se convierten en orugas después
de 5-8 dias y en un aproximado de 6 semanas la oruga madura y crece, ya en la etapa
larval toma una forma cilindrica alargada que puede llegar a medir entre 16 y 20 mm.
Entre un aproximado de 8 y 10 mudas que desarrolla desde el dia 28 hasta las 6
semanas la oruga deja de alimentarse manteniendo una ligera movilidad, mientras
comienza el desarrollo de un capullo de seda dando lugar a la etapa de prepupa, la
cual madura en una pupa, inmovilizandose en el capullo. Su forma adulta se presenta
después de un periodo entre 4 a 8 semanas; la polilla adulta se presenta de un color

marron rojizo y es activa en la fase nocturna (Giammarino et al., 2024).

4-6 weeks

Figura 13. Ciclo de vida de Galleria mellonella: (1) huevos; (2) oruga; (3) prepupa,
(4) pupa; (5) forma adulta.

Fuente: (Giammarino et al., 2024)




2.7.1. Sistemainmunoldgico
La respuesta inmune innata de G. mellonella consta de dos componentes

interconectados estrechamente en respuesta celulares y humorales:

a) Sistema Inmunolégico celular

La respuesta celular esta medida por células fagociticas llamadas hemocitos,
encontradas dentro de la hemolinfa, donde cumple una funcién de manera
analoga a la sangre de los mamiferos. Existe diferentes tipos de hemocitos que
varian segun su forma y funcion: prohemocitos, plasmatocitos, granulocitos,
esferulocitos, enocitoides y coagulocitos (Tabla 7). En G. mellonella, los
plasmocitos y granulocitos desempefian un papel clave en la defensa celular,
desarrollando no solo una participacion en la fagocitosis, sino también en la

encapsulacion y nodulacion del patogeno invasor (Piatek et al., 2020).

Tabla 7. Diferentes tipos de hemocitos y sus funciones

Funciones

Células Descripciéon

Prohemocitos

Plasmatocitos

Granulocitos

Esferulocitos

Células progenitoras

Enzimas lisosomales mas
abundantes y presentes en

el citoplasma.

Nucleo pequefio, granulos

en el citoplasma.

Muy grande, altamente

polimorfismo, granulos

grandes en el citoplasma.

Diferenciarse en varios tipos

de células
Producen factores
antimicrobianos, participan

en la fagocitosis.

Participar en la fagocitosis
directamente en el proceso

de encapsulacion.

Transportan y  secretan
varios componentes
cuticulares.




Forma redonda, nucleo Participa en la via de

pequeio excentrico, melanizacion para secretar
citoplasma homogéneo, acido nucleico extracelular,
Enocitoides microtubulos, ribosomas. participa en el secuestro de

patdgenos; activacion de la

coagulacion.

Célula esférica, nucleo Interviene en la coagulacion
Coagulocitos grande, citoplasma hialino. 'y encapsulacion de la

hemolinfa.

Fuente: (Giammarino et al., 2024)

La encapsulacion comienza con la union de células granulares que envuelven
y bloquean a un posible agente no propio, y esto ocurre principalmente cuando
los patdgenos son demasiados grandes para la fagocitosis dando como
respuesta del huésped una invasion microbiana caracterizado por el desarrollo
de nodulos también llamados nodulacion, desencadenando la liberacién de
material de multiples péptidos que se propaga por los plasmatocitos alrededor
del objetivo extrafio como bacterias, esporas de hongos o dianas, lo que da
como resultado una capsula lisa (Mufioz Gémez, 2015).

b) Sistema inmunolégico humoral

La respuesta inmune humoral consiste en procesos en la hemolinfa, como
melanizacion, produccion de coagulo y cicatrizacion. La respuesta humoral esta
orquestada por moléculas efectoras solubles como los péptidos antimicrobianos
simples (AMP) que inmovilizan o matan al patégeno e incluye proteinas
similares al complemento, melanina y péptidos antimicrobianos (Tsai et al.,
2016).

La melanizacion es el principal mecanismo de defensa contra microorganismos,
causando la deposicion de melanina sobre el microbio dentro de la hemolinfa,
la cual es seguida por la coagulacion de la hemolinfa y la opsonizacién, esto
con el fin de matar al patdgeno. La melanizacion tiene comienzo en la superficie

de la cuticula de la larva teniendo como resultado apariciones simples de
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manchas negras, el cual se iran extendiendo gradualmente en toda la superficie
cuticular volviendo a la larva completamente negra, dando a entender a una
presencia de infeccion severa llegando a provocar la muerte de la larva. Este
proceso es activado por receptores de la superficie de la larva, entre ellas se
pueden reconocer a la 3-1,3-glucano, lipopolisacaridos (LPS) y peptidoglicanos,
la cual libera y transporta a la cuticula, especialmente al sitio dafiado o al
patdbgeno encapsulado generando la polimerizacion de la melanina

(Giammarino et al., 2024; Mufioz Gbmez, 2015).

2.8. Agente encapsulante

Existen una gran variedad de materiales encapsulantes utilizados en las industrias,
como podria ser la maltodextrina, aislado de proteina de soya, aislado de proteina de
lactosuero, goma ardbica, gelatina, grasas, aceites, ceras, alginato de calcio,
almidones, nylon, ciclodextrina (Parra Huertas, 2010). El agente encapsulante debe de
cumplir ciertas propiedades, del cual dependeran de su mayoria a las caracteristicas
quimicas del material que se pretende encapsular, su empleo, su naturaleza de
almacenamiento y al proceso en que se someterd. Entre las caracteristicas
destacables se puede hacer mencién a su baja viscosidad a concentraciones altas,
baja higroscopicidad, capacidad de dispersar el material activo y estabilizar la emulsién
producida, insolubilidad e incapaz de reaccionar con el componente bioactivo, ademas
deben ser solubles en productos alimenticios y tener capacidad de proteger al
componente bioactivo a ciertas condiciones ambientales (oxigeno, pH, luz, humedad
e ingredientes reactivos), mantener a los compuestos bioactivos dentro de las capsulas
durante el procesamiento y almacenamiento, tener un sabor insipido, de bajo costo y

que permita su completa liberacion (Dominguez Gonzéalez, 2019).

2.9. La coacervaciéon compleja como método de microencapsulacion de

compuestos bioactivos

2.9.1. Emulsién doble
La emulsificacion es otra de las técnicas empleadas en la encapsulacion de sustancias
en la industria alimentaria. Las emulsiones son dispersiones formadas por dos fases

liuidas inmiscibles, normalmente de naturaleza apolar y polar que se mezclan
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mediante cizallamiento mecanico y surfactante, en el cual uno de ellos forma gotas de
pequefio tamafio de entre 0.1 a 100 micras que se denomina fase dispersa o interna 'y

fase continua o externa (Kale & Deore, 2016).

Las emulsiones pueden ser clasificadas de acuerdo con su distribucion espacial de la
fase dispersa o continua, obteniendo emulsiones agua/aceite (W/O), emulsiones
aceite/agua (O/W) y emulsiones donde los dos tipos estén relacionados, conocidos
como doble emulsién o multiples; emulsion agua/aceite/agua (W/O/W) y emulsion
aceite/agua/aceite (O/W/O) (Hernandez-Torres et al., 2016). En una emulsion O/W, la
fase dispersa consistirA en pequefias gotas de un liquido de naturaleza oleosa
(hidréfoba) y una fase continda dominada por un medio normalmente acuoso, tales
como; leche, mayonesa, nata, etc., mientras que una emulsién W/O, la fase dispersa
es de naturaleza acuosa y la continua oleosa, como ejemplo; mantequilla, margarina,
etc (Figura 14). La emulsion doble o multiple son sistemas milticompartimentalizados,
esto debido a la coexistencia de emulsiones de aceite/agua y de agua/aceite donde
los glébulos de la fase dispersa contienen dentro de ellas gotas méas pequefias. En las
emulsiones agua/aceite/agua (W/O/W), las particulas mintsculas de agua (W) estan
dispersas dentro de glébulos de grasa (O), las cuales se encuentran a su vez dispersos
en el interior de una fase continua acuosa (W), es decir un sistema constituido por tres
fases, dos acuosas (una interior y otra exterior) y una lipidica localizada entre ellas y
separadas entre si por dos tipos de interfases estabilizadoras mediante surfactantes
hidrofilicos y lipofilicos (Figura 15) (Francisco Jiménez-Colmenero, 2013).

3 r 3 r

W O @) \%WY%

W/0O O/W

Figura 14. Emulsiones simples

Fuente: Elaboracién propia
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La emulsibn doble transcurre generalmente a través de dos procesos de
emulsificacion. Para la primera fase se forma una emulsiéon de agua/aceite (W/O)
mediante homogenizacién de una fase acuosa (W1) y otra lipidica (O) en presencia de
un emulsificador lipofilico capaz de producir la interfase (W/O), y para la segunda fase
se procede la homogenizacion de la emulsion (W/O) con una nueva fase acuosa (W2),
y con la ayuda de un emulsificador hidrofilico (interfase O/W2) se obtiene la doble

emulsion (W1/0O/W2) (Figura 16) (Francisco Jiménez-Colmenero, 2013).

L

Emulsién W /O

Fase acuosa

Figura 16. Formacién de emulsién doble

Fuete: (Francisco Jiménez-Colmenero, 2013)




2.9.2. Coacervacion compleja

El término de coacervacion es usado en la quimica coloidal para nombrar el proceso
de separacion de una fase asociativa inducido por la modificacion de factores como
pH, fuerza ib6nica, temperatura y solubilidad bajo condiciones controladas. La
coacervacion puede ser clasificada en dos: simple y compleja, siendo en la primera el
uso de un solo polimero involucrado, en donde la formacion de sus coacervados es
bajo el mecanismo de deshidratacion o “déficit de agua”, mientras la segunda depende
de la interaccion ionicas entre dos o mas polimeros de carga opuesta siendo

generalmente proteinas y polisacéaridos (Quintana Cristancho et al., 2019).

La coacervacion fue observada como un fendbmeno desde hace varias décadas, en
donde se reportd una “cierta opacidad” y precipitacion después de mezclar gelatina y

goma arabiga (Ga) en una solucion de acido acético (Porras Godinez, 2012).

Por ello, la coacervacién compleja es clasificada como proceso fisicoquimico, debido
a su dependencia hacia los fenébmenos fisicos y relaciones de polimerizacion para
producir la pared de la capsula. La coacervacion compleja es un método que consta
de 4 etapas (Figura 17), en donde empieza con la dispersién mediante agitacioén del
compuesto a encapsular en una disolucion de polimeros formador del recubrimiento,
siendo seguida de la induccion a la coacervacion por modificacién de factores como
temperatura, pH o adicidon de una segunda sustancian donde posteriormente se da la
adsorcion de coacervados alrededor de los nucleos a encapsular y por dltima el
endurecimiento de la cobertura del coacervado mediante enfriamiento (Figura 18)
(Quintana Cristancho et al., 2019). Se tiene en cuenta que factores como las
propiedades del material, el peso molecular de los polimeros, su densidad de carga,
la concentracién de la mezcla y los parametros del proceso como el método utilizado
para producir la emulsion, el grado de homogeneizacién, pH, temperatura y fuerza
i0nica afectan el proceso de coacervacion compleja en una medida considerable

(Manzanarez Tenorio et al., 2020).




17 Compuesto bioactivo + solucion de proteina
X Agua desionizada

N\ ¢ Solucion de polisacarido

Agitacién mecanica

Disminucién de pH Reticulacion

iy ®) ——> @

Cépsula

Homogenizacién

Figura 17. Técnica de coacervacion compleja

Fuente: (Mosquera Vivas et al., 2024)

57—

Proteina (carga +) Polisacarido (canga -) Compuesto bioactivo Cépsula

Figura 18. Cubrimiento de Microcapsulas

Fuente: (Mosquera Vivas et al., 2024)

2.9.3. Microencapsulacion

La microencapsulacion esta definida como el proceso fisico utilizada para empacar en
miniatura ciertas sustancias activas permitiendo envolver cantidades pequefias de
materia (gases, liquidos o soélidos) dentro de una “pared” que funciona como escudo
del ingrediente activo, del cual los protegera de diversos factores que lleguen a causar
su deterioro y controlar su liberacién. Las microcapsulas tienen un tamafio entre 5y

200 pum y en algunos casos 0.2 um hasta varios milimetros (Hernandez-Torres et al.,

2016).

Las propiedades fisicoquimicas de la microencapsulacion dependeran mayormente

del material seleccionado para el recubrimiento, ya que estas deben ser capaces de
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formar peliculas cohesivas con la fase del nucleo, ademas de presentar propiedades
como fuerza, flexibilidad, permeabilidad selectiva, absorcibn de humedad, luz,
solubilidad y estabilidad (Mohammadalinejhad & Kurek, 2021).

De acuerdo con su morfologia, las microcapsulas pueden clasificarse en tres
categorias: mononucleares, polinucleares y tipo matriz (Figura 19), en donde las
mononucleares tienen una cubierta alrededor del nucleo, las polinucleares tienen
varios nucleos dentro de la pared y en la tipo matriz el material del ntcleo se distribuye
homogéneamente en el material y puede presentarse en diferentes estructuras: en
forma espuma en donde el material activo se reparte en toda la capsula y cubierta, en
forma de red con una estructura abierta y microcapsulas donde el material activo se
encuentra disperso en la matriz que actlia como cubierta tanto en la esfera llena como

en la matriz (Figura 20) (Nava Reyna et al., 2015).

Mononuclear Polinuclear Matriz

Figura 19. Tipos de microencapsulados

Fuente: (Nava Reyna et al., 2015)

Figura 20. Morfologia de los diferentes tipos de microcapsulas tipo matriz

Fuente: (Nava Reyna et al., 2015)




2.9.4. Métodos de secado

Liofilizacion: el método de secado por liofilizacion o llamada anteriormente como
criodesecacion, es un proceso de secado que se basa en la sublimacion del hielo de
un producto congelado, pasando directamente de estado sélido a vapor sin pasar por
el estado liquido, para ello se debe trabajar por debajo del punto triple del agua (0.01
°C y 610 Pa) (Figura 21). El producto se congela mediante la exposicion a aire muy
frio, para después ser colocado en una camara de vacio en donde la humedad se
sublima y se elimina por bombeo mediante eyectores de vapores o bombas mecénicas

de vacio (Cabrera Gomez, 2016).

Presion
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Secado al vacio
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Figura 21. Fases de la liofilizaciéon
Fuente: (Talavera Urriburu, 2018)

El proceso de liofilizacién se desarrolla en tres etapas: congelacién, secado primario
(sublimacion) y secado secundario (desorcion). En la etapa de congelacion se obtiene
la separaciéon intersticial del agua libre del soluto, realizandose la primera
deshidratacion, para ello se recomienda aplicar temperaturas suficientemente bajas
para que la red intersticial se congele produciendo una mezcla rigida llamada eutéctica
(punto eutéctico), asi eliminando todo riesgo de descongelamiento prematuro. En el
secado primario, la sublimacion se hace presente entre la capa seca y la capa

congelada de la muestra, extendiéndose gradualmente, esto da inicio por el
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calentamiento de la muestra donde la sublimacion crece rapidamente hasta llegar a su
punto maximo en un tiempo relativo entre 10 a 15 % del tiempo total del proceso y
continuamente mostrar un descenso en la velocidad de sublimacion por la formacion
de capa porosa del material seco oponiendo una resistencia creciente al flujo de calor
y al vapor a medida que procede el secado, llevandose una mayor parte de remocion
de agua de la muestra entre un 75-90 %. En la Ultima fase que es el secado secundario
se realiza por evaporacion del agua que no se sublima en la etapa de secado primario,
la velocidad de sublimacion continGa decreciendo hasta aproximarse a cero, esto
debido a que el calor utilizado para retirar el agua ligada a la muestra es mas alto al

calor de sublimacion (Figura 22) (Orrego-Alzate, 2008; Ramirez Navas, 2006).

CI1CLO DE LIOFILIZACION
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Figura 22. Ciclo de liofilizacion: 12 Congelacion; 22 Secado primario; 32 secado

secundario
Fuente: (Orrego-Alzate, 2008)

Secado por aspersion: el secado por aspersion es una técnica antigua de
encapsulacion utilizada desde los inicios de los afios 30 en donde sus primeras

aplicaciones fueron enfocadas a la microencapsulacion de sabores, esta técnica




consiste en atomizar una muestra liquida que va a ser secada en forma de gotas muy
finas con el paso de una corriente de gas caliente que generalmente es aire o nitrdgeno
(ocasionalmente) para obtener un polvo instantdneamente. El proceso de secado por
aspersion consta de 4 etapas: atomizacion, contacto de gota-aire caliente, evaporacion
de agua y separacion del producto seco y aire humedo (Lopez Hernandez, 2010; Rios-
Aguirre & Gil-Garzén, 2021).

En la atomizacién se puede llevar a cabo por presion, en ella se busca crear la maxima
superficie de transferencia de calor entre el aire seco y el liquido para optimizar la
transferencia de masa y calor. Los atomizadores mas empleados son atomizador
neumatico, boquilla de presion, configuraciones de discos giratorios y recientemente
dos boquillas y boquilla sénica, aunque esto dependera de la naturalezay la viscosidad
de la alimentacion y las caracteristicas deseadas del producto seco. En la etapa de
contacto de gota-aire caliente se da lugar durante la atomizacién la cual da inicio a la
etapa del secado, en ella el liquido es asperjado en la misma direccion de flujo de aire
caliente con una entrada de temperatura de 150-220 °C, la evaporacion surge
instantaneamente obteniendo un polvo seca la cual sera expuesto a una temperatura
de salida moderada de 50-80 °C, la cual es el limite de degradacién térmica, aunque
la temperatura de entrada sea alta, las gotas del liquido atomizador se calienta solo
hasta 40 °C debido al poco tiempo de duraciéon del secado lo que evita la degradacion
del producto, ya que a pesar del aporte de aire caliente, este sustrae calor por la
vaporizacion del disolvente. Mientras tanto ocurre el proceso a contracorriente, en el
cual aqui el liquido es asperjado en direccion contraria al flujo de aire caliente, en
donde el producto seco obtenido es expuesto a altas temperaturas limitando su uso a
productos termosensibles. En la evaporacién de agua se da el momento en la que
surge el contacto de las gotas de liquido con el aire caliente estableciéndose el balance
de temperatura y presion parcial de vapor entre las fases liquido y gas, es decir, la
transferencia de calor se lleva a cabo del aire hacia el producto como resultado de la
diferencia de temperatura mientras que la transferencia de agua se lleva a cabo en
sentido opuesto debido a la diferencia de la presion de vapor. En la separacion del
producto seco y aire hUmedo se hace a través de un ciclon que esta colocado fuera de

la cAmara de secado, lo cual ayuda a reducir las pérdidas del producto a la atmosfera
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donde las particulas de mayor densidad son recuperadas en la base de la camara de
secado, mientras que las particulas finas pasan a través del ciclon para ser separadas
del aire humedo y asi obteniendo polvos hechos de particulas que se originan a partir
gotas esféricas al contraerse, aunque esto dependera de la composicion y el contenido
de gas de la gota en las particulas puedan optar una forma compacta o huecas (Figura
23) (Espinosa Andrews & Garcia Marquez, 2017; Esquivel Gonzéalez et al., 2015;
Rodriguez Hernandez et al., 2021).

Alimentacion

(concentrado)
T, RH Aire
7/ \ deentrada
I
Aire de salida
al depurador
Secador
por atomizacién Ciclén
A envasado

Figura 23. Proceso de secado por aspersion
Fuente: https://seita.com.co/aplicaciones/industria-lactea/secador-por-atomizacion/

En el método de secado por aspersion se lleva ciertos parametros que determinan el
tipo de particula que se obtendra, es decir, dependiendo del material inicial alimentado
(viscosidad, velocidad de flujo, etc.) y las condiciones de operacion como el aire de
secado (temperatura, presion y flujo), contacto entre el aire caliente y las gotas en la
camara de secado (flujo en corrientes paralelas o contracorriente) y él tipo de
atomizador, él puede obtenerse un polvo muy fino (10-50 um) o particulas de tamafio

grande (2-3 mm). Se logra considerar una microencapsulacion eficiente cuando se
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alcanza una maxima cantidad de material nicleo dentro de las particulas de polvo, una
buena estabilidad de las microcapsulas, prevencion de pérdida de compuesto volatiles

y una extensién de la vida util del producto (Esquivel Gonzélez et al., 2015).

2.10. Estudio de microencapsulacion por coacervacion compleja
En la tabla 8 se presentan los estudios realizados por investigadores sobre la
microencapsulacion de diversas materias primas aplicando la técnica de coacervacion

compleja, asi como su uso y beneficio en su aplicaciéon a los alimentos.

Tabla 8. Estudios recientes sobre microencapsulacion de compuestos bioactivos
por el método de coacervacion compleja

Material de pared

Material . Hallazgos mas
utilizado y _ Autor
vegetal . importantes
concentracion
Propdleo e Gelatina Con la aplicacion de 3
. (0.02 %) concentraciones de
(Resina

pegajosa de e Alginato de | propdleo (11.21 %, 20.16

las abejas) sodio (0.02 | %y 27.47 %), se encontro
%) que el incremento de la
concentracion de
propdleos favorecié un
aumento del rendimiento | (Sukri et al.,
de microencapsulacion; asi 2023)

como en su contenido
fendlico total,
higroscopicidad y

solubilidad.

Aunque también en el
incremento de

concentraciones provoco




una disminucion en su
eficiencia de encapsulado
del propdleo, como en su
contenido de humedad,
actividad de agua y en su

tiempo de disolucion.

Aceite de
semilla de

chia

Aislado  de
proteina de
semilla  de
chia (10 % vy
12 %)

Goma de
semilla  de
chia (2 %, 2.5
%y 5 %)

Se utiliz6 la proteina
aislada de semilla de chia
(CPI) y la goma de semilla
de chia (CSG) como
material de pared para la
microencapsulacion de
aceite de semilla de chia,
en el cual se obtuvo 3
resultados diferentes
respectd al uso de los
materiales de pared (CPI,
CSG Y CPI-CSG), en
donde se observd que el
uso de los dos materiales
combinado (CPI-CSG) se
obtuvo una mejor eficiencia
de encapsulacion para el
aceite de semilla de chia
de 93.9 % que su uso
individualmente. Ademas,
el uso de los dos polimeros
en conjunto (CPI-CSG)
presento una  mayor
estabilidad de

(Timilsena
et al., 2016)




almacenamiento al ser
sometidas durante 10 d en
almacenamiento a 30 °C,
observando una menor
oxidacion de aceite de

semilla de chia.

Aceite de

pescado

Gelatina
bovina (Tipo
A; 260
Bloom) (1 %,
1.5%y2 %)
Goma
arabiga (1 %,
1.5%y2 %)

Se evaluo la eficiencia y el
contenido de aceite de
pescado
microencapsulados
utilizando gelatina bovina y
goma arabiga como
materiales de pared a tres
concentraciones diferentes
2 %, 1.5 % y 2 %) asi
como concentraciones de
aceite de pescado (1 %,
05 %, v 2 %). Como
resultado se observo una
mayor eficiencia de
encapsulacion 'y mayor
contenido del aceite
encapsulado si se trabaja
con una concentracion de
material de pared de 1.5 %
y con una concentracion de
aceite de pescado de 2 %,
obteniendo una eficiencia
de encapsulaciéon de 76.66

% y un contenido de aceite

(Habibi et al.,
2017)




de las microcapsulas de
56.78 %.

Las microcapsulas de
aceite de pescado
obtenidas fueron
liofilizadas y agregadas al
jugo de granada antes de
su pasteurizaciéon siendo
almacenados durante 42 d
a 48 °C, obteniendo un
aumento de turbidez vy
luminosidad (L*) en el jugo,
también se revel6 que se
libera el 14 % del aceite de
pescado
microencapsulada en el dia
42.

Raiz de
regaliz
(Glycyrrhiza
glabra)

Proteina
aislada de
garbanzo (1
%, 1.5 %y 2
% de CPI)
Goma Persa
(0.5%,1%y
15 % de
SFPG)

Se realizo
microencapsulacion de raiz
de regaliz utilizando como
material de pared la
proteina aislada de
garbanzo y goma persa a
distintas concentraciones
(1%, 1.5%y 2 % de CPI)
y (0.5 %, 1%y 15 % de
SFPG), al igual que
concentraciones de raiz de
regaliz (0.5 %, 1.25 % y 2

%) y diferentes niveles de

(Sarabi-
Aghdam
et al., 2021)




pH (3, 4 y 5), obteniendo
como resultado una mayor
eficiencia de
encapsulacion de raiz de
regaliz de 97.87 % vy
capacidad de carga de
11.35 % utilizando
concentraciones de 2 % de
CPI, 1.5 % de SFPGy 2 de
raiz de regaliz con un pH
de 3.

Ademas, se demostro que
la combinacion de la
proteina de garbanzo y
goma arabiga se obtuvo la
microencapsulacion de
diferentes extractos de
plantas  naturales, en
especial aquellas con
propiedades
organolépticas
desagradables ya que
estas minimizan a cierto

punto su sabor y olor.

Cascara de

pitahaya

Alginato de
sodio (1 %)
Maltodextrina
(20 %)

La goma arabiga como
material de pared para la
microencapsulacion de la
betacianina tuvo mayor
eficiencia de

encapsulacion de un

(Bhagya Raj
& Dash,
2022)




Goma
ardbiga (20
%)

Goma
xantana (20
%)

Gelatina (20
%)

92.265 %, mientras que los
demas materiales de pared
estuvieron en un rango de
80 al 90 % de eficiencia.
Tras observar el
comportamiento de su
liberacién en jugo gastrico
simulado, se concret6 que
las microcapsulas permiten
la formacion de productos
estables en cuanto a su
contenido de compuestos

funcionales.

Antocianinas
de
frambuesa

negra

Gelatina (5.0
%Yy 7.5 %)
Goma
aradbiga (5.0
%Yy 7.5 %)

Se formularon seis
tratamientos de
microencapsulacion  con
diferentes concentraciones
de Gelatina y Goma
arabiga (5.0 %y 7.5 %) y
antocianinas de frambuesa
negras (50 %, 75 % y 100
%) quedando de Ia

siguiente manera:

A: 5.0 % de GE +
GA'y 50 % de ANCs
e B: 75 % de GE +

GAy 50 % de ANCs
e C:50 % de GE +
GA'y 75 % de ANCs

(Shaddel
et al., 2018)




e D: 75 % de GE +
GAYy 75 % de ANCs

e E: 50 % de GE +
GA y 100 % de
ANCs

e F. 75 % de GE +
GA y 100 % de
ANCs

Las 6  formulaciones
presentaron una
estabilidad de ANCs del
23.66 % tras ser
almacenadas durante 2
meses a 37 + 2 °C. Sin
embargo, el tratamiento F
presenté mayor eficiencia
en la encapsulacion, ya
gue le confiere una alta
capacidad de carga y alta
retencion de antocianinas
de frambuesa negra, asi
como mayor retencién de
color y mayor estabilidad

de almacenamiento.




3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Evaluar las propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas y toxicidad usando Galleria
mellonella de microcapsulas de antocianinas de C. cainito L. obtenidas mediante

coacervacion compleja.

3.2. Objetivos especificos

1. Obtener microcapsulas de extractos ricos en antocianinas de C. cainito por
coacervacion compleja, variando la concentracion de la goma arabiga y gelatina
bovina.

2. Determinar la toxicidad del extracto rico en antocianinas de C. cainito a diferentes
concentraciones utilizando la curva de supervivencia de Galleria mellonella.

3. Comparar diferentes tratamientos de microencapsulacién variando la
concentracion de polimero y el volumen de la emulsion a través del color, grupos

funcionales, morfologia y tamafio de microcapsulas.




4. JUSTIFICACION

El caimito (C. cainito L.) es una fruta tropical que se cultiva en diversas regiones de
Ameérica Latina, incluyendo el estado de Yucatan, Meéxico. La produccion y
comercializacion del caimito se centra principalmente al consumo local de las regiones
tropicales. La pulpa de caimito es la parte comestible con sabor dulce y textura
gelatinosa. La pulpa se ha utilizado para preparar jugos, postres y conservas,
descartando la cascara como residuo. El fruto de caimito tiene un alto contenido
nutricional (vitaminas y minerales) y propiedades benéficas para la salud humana. Se
ha demostrado que la cascara de caimito tiene propiedades bioactivas (antioxidantes
y antiinflamatorios) y un alto contenido de compuestos fendlicos (principalmente

antocianinas).

Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides responsables de la
pigmentacion de muchas frutas y vegetales, impartiendo diferentes colores que
abarcan desde el rojo hasta el azul. También, el pigmento es considerado como un
antioxidante natural con capacidad de neutralizar radicales libres para la prevencion
de diversas enfermedades. Aunque su uso en la industria es extenso, presenta una
desventaja como su poca estabilidad al pH, temperatura, luz, actividad de agua,
oxigeno, etc. Las antocianinas tienen una biodisponibilidad en plasma del 1 % de la
cantidad total consumida, el 25 % es absorbida en el estbmago y en una cantidad

minima en el intestino delgado.

La técnica de coacervacion compleja es utilizada en la industria de alimentos para
encapsular compuestos bioactivos como la antocianina; mejorando su estabilidad,
solubilidad y bioaccesibilidad. La coacervacion compleja forma una matriz protectora
alrededor de las antocianinas, esto permite que las antocianinas sean liberadas
gradualmente en el tracto digestivo, mejorando su absorcion y biodisponibilidad en
comparacion con las formas libres 0 menos protegidas. Con el objetivo de aumentar
la estabilidad y mayor bioaccesibilidad de las antocianinas extraidas de subproductos,
se plantea investigar el proceso de coacervacibn compleja como método de

microencapsulacion de antocianinas de la cascara de C. cainito.
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5. MATERIALES Y METODOS

:
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Figura 24. Estrategia general de trabajo




5.1. Obtencidn de céascara liofilizado de caimito (Chrysophyllum cainito L.)

Los frutos de caimito se compraron entre marzo y mayo de 2023 a partir de mercados
locales del estado de Yucatan y Campeche. Se seleccionaron frutos que mostraron 75
% de color morado en su cascara y sin presencia de dafios fisicos. Los frutos fueron
lavados con agua corriente y se obtuvieron las cascaras de forma manual utilizando
un cuchillo. La cascara se cort0 en secciones pequefios y se almaceno a —20 °C hasta
su liofilizacion. La céscara congelada se liofilizO en una liofilizadora FreezeDryer
Edwards (Modulyo EF41044) durante 3 d. Después de la liofilizacion, las muestras
secas fueron procesadas en una licuadora nutribullet® (Magic Bullet México) y el polvo

obtenido se almacend en bolsas ziploc® hasta la extraccion de antocianinas.

5.2. Extraccion asistida por ultrasonidos de antocianinas

Las antocianinas se obtuvieron mediante extraccion asistida por ultrasonidos (EAU)
segun la metodologia descrita por Santos Cervera, (2023) utlizando un bafio
ultrasénico marca CScientific, modelo CS-UB100 con capacidad de 10 L, con control
de temperatura, tiempo y amplitud ultrasénica. Las extracciones se realizaron a una
frecuencia constante de 40 kHz, 35 °C y una amplitud ultrasénica de 240 W. Se
pesaron 15 g de céascara liofilizado y se colocaron en un matraz Erlenmeyer que
contenia 400 mL de una solucion de acido citrico (1.06 % en agua destilada). La
mezcla se agitd magnéticamente durante 10 min y luego, se coloc6 en un bafio de
ultrasonido durante 24 min a una amplitud de 40 % y a una temperatura no mayor a
30 °C. Después de la extraccion, la muestra se centrifugd a 4,000 rpm durante 10 min
y el sobrenadante resultante (extracto) se liofilizé a 0.04 mbar a —56°C durante 72 h'y

finalmente, el extracto seco se almacené a —20 °C.

5.3. Toxicidad in vivo de extracto de antocianinas

El bioensayo de toxicidad del extracto de antocianinas se realiz6 mediante una prueba
de melanizacion con Galleria mellonella (Ferreira De Miranda et al., 2023). Se prepar6
una solucion del extracto seco (20 % p/v) (4 g de extracto seco de antocianinas en 20
mL de agua destilada) y a partir de la solucién se realizaron 5 diluciones (entre 10,000
y 160,000 ppm). Las larvas adultas (10 larvas) de G. mellonella fueron distribuidas en

seis grupos en cajas petri. Al momento del ensayo, las larvas tuvieron un peso entre
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0.15y 0.25 g. A cada larva se le inyectaron 10 pL de extracto de antocianinas (por
cada concentracion), utilizando una jeringa de insulina de 0.3 mL a través de la base
de la dltima pseudopatas izquierda como lo describe Kavanagh & Fallon, (2010). En el
experimento se incluy6 un grupo de control negativo (-) de 10 larvas inyectadas con
10 pL de una solucion de buffer de fosfato salino (10 mM, pH 7.2) y un grupo de control
positivo con 10 larvas inyectadas con 10 yL de metanol absoluto. Antes del ensayo,
las larvas se dejaron sin alimentarse durante 12 h para excluir cualquier variabilidad
debido a la alimentacion y defecacion de las larvas durante el periodo de observacion.
Previamente, la dermis larval se desinfecté con una solucion de etanol (70 %, v/v) para
eliminar las bacterias que colonizan la piel de las larvas. Finalmente, las larvas de cada
concentracion de antocianinas se incubaron a 37 °C, se monitorearon individualmente
durante 120 h para observar la produccion de pigmentacion (melanizacion) y el tiempo

de muerte. Las larvas sin movimiento en respuesta al tacto se consideraron muertas.

Se determind el porcentaje de supervivencia en relaciéon con la concentracion del
extracto de antocianinas y a partir de la grafica se calcularon los valores de la dosis
letal media (LDso) para cada tratamiento utilizando SigmaPlot 14.0, expresados en
Mg/larva. El peso promedio de las 10 larvas se consideré para calcular el valor LDso,

expresado en ug g .

5.4. Preparacién de microcapsulas de antocianinas utilizando doble emulsion
seguido por coacervacion compleja
La emulsion primaria (W/O) se prepard siguiendo el procedimiento descrito por (Devi
et al., 2023) con pocas modificaciones y ensayos preliminares. El aceite de soya (80
mL) se mezclé con 5 g de span 60 (emulsificante lipofilico) mediante agitacion
magnética a 70 °C durante 10 min. Entonces, la mezcla se dej6 enfriar hasta 40 °C y
se sometié a homogeneizaciéon a 14, 000 rpm durante 2 min utilizando un equipo de
dispersion Ultraturrax IKA® T-18 digital. Inmediatamente, se pesaron 4 g de extracto
seco de antocianinas y se aforo a 20 mL de agua destilada. A la mezcla de aceite de
soya con span 60, se adicionaron los 20 mL de extracto y se mezclé en Ultraturrax a
15,400 rpm durante 2 min, y finalmente, la emulsion se dejé bajo agitacion magnética

durante 3 min.




Los emulsificantes hidrofilicos se mezclaron en una proporcion 1:1 (1.5y 2.0 % p/v de
solucion goma arabiga GA'y 1.5 % y 2.0 % p/v de gelatina bovina GB) mediante
agitacion magnética a 40 °C durante 10 min. La solucién se mantuvo a 40 °C en un

bafio de agua con control de temperatura para uso posterior.

La emulsion W/O (55 y 75 mL) se disperso en el emulsificante hidrofilico con agitacion
magnética a 40 °C durante 30 min, mientras el pH de la mezcla se ajusto a 5.5 con
NaOH (1 M). Luego, la mezcla se homogeneizé en un Ultraturrax® IKA T-18 a 13, 400

rpm durante 3 min. Los tratamientos por duplicado se resumen en la tabla 9.

Tabla 9. Tratamientos de microencapsulacion de antocianinas a distintas

concentraciones de polimeros y volumen de emulsion

Tratamiento  Concentracion Solucién Goma Gelatina
de polimero (%) emulsién arabiga (mL) bovina (mL)
(ndcleo) (mL)
T1-55 15 55 50 50
T2-75 15 75 50 50
T3-55 2.0 55 50 50
T4-75 2.0 75 50 50

Las microcapsulas coacervadas se obtuvieron por el ajuste del valor de pH de la
mezcla a 3.7 y 40 °C., utilizando una solucién de acido citrico (1 M) con agitacion
magnética constante. La emulsion final se enfri6 gradualmente a 10 °C y luego, se
almacen6 a 7 °C durante 24 h para permitir la separacion de fases y el equilibrio. Los
sedimentos se recogieron, se almacenaron a —20 °C y se liofilizaron durante 3 d. Las
microcapsulas secas se almacenaron en tubos centrifugos protegidos de la luz a —20

°C para caracterizaciones adicionales.
5.5. Métodos analiticos

5.5.1. Tamafio de particula de coacervado
Se observo el tamafio de particula del coacervado (sin liofilizar) utilizando un

microscopio bioldgico binocular (Zeigen, Binoplus-N) utilizando un objetivo acromético
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de 40 x. El coacervado se depositd en un portaobjeto y colocado directamente al
microscopio. Previamente, el microscopio se calibr6 con un micrometro de medicion

utilizando el programa Future Winjoe.

5.5.2. Color CIELAB

Los parametros de color CIELAB del microencapsulado (liofilizado) se determinaron
mediante el colorimetro WR10QC. Se pes6 1 g del microencapsulado en un vial
transparente y luego el visor del colorimetro fue colocado sobre la muestra registrando
los valores de L*, a* y b*. Con los pardmetros del color, se calcul6 el angulo de tono
(°h) y la cromaticidad (C*) (Arteaga Dalgo et al., 2014):

b *
o o — -1
hue (°h) = tan =

C *=+/a*?+ b 2

5.5.3. FTIR

Se utilizdé 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
— 400 cm’L. El andlisis se realizé a 100 barridos y a una resolucién de 4 cm™. Para el
analisis de las microcapsulas, se emple6 un microscopio inspect IR Plus provisto del

accesorio para reflactancia total atenuada (ATR).

5.5.4. Morfologia SEM

La morfologia superficial de las microcédpsulas (liofilizados) se observé en un
microscopio electrénico de barrido JEOL SEM Modelo LV 5400 operado a 15 keV. Las
muestras se cubrieron previamente con oro. Previo al analisis, las microcapsulas
fueron expuestos a 25 °C y se evaluaron cuando la absorcién de humedad lleg6 a un
valor de equilibrio. Las imagenes se seleccionaron con un aumento de 250 x y 1000 x

como representativas de cada tratamiento.




6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Color CIELAB

El sistema de color CIELAB se define por tres pardmetros que se representan en
sistemas cartesianos: L*, a* y b*. El parametro L* representa la luminosidad, indicando
el grado de claridad (0) u oscuridad (100) de un color percibido, para el parametro a*
los valores positivos indican tonalidades rojizas y para los valores negativos
tonalidades verdosas, mientras que los valores positivos de b* indican tonalidades
amarillas y los valores negativos indican tonalidades azules (Pifieiro-Di Blasi et al.,
2014).

La tabla 10 muestra los parametros de color CIELAB de microcapsulas de antocianinas
de C. caimito L. obtenidas con diferentes tratamientos. Se realizaron cuatro
tratamientos a diferentes concentraciones de polimeros y solucién nucleo,
encontrando diferencias significativas en los valores de color debido a los diferentes
tratamientos. Al comparar los tratamientos, el T1 (29.62+0.02, 1.98+0.01, 3.82+0.02 y
29.68+0.02, respectivamente) exhibié el mayor valor de color a*, b* °hue y C*, no
obstante, el T4 (26.13+0.87, -0.85+0.03, -1.85+0.09 y 26.14+0.87, respectivamente)
resultd con los menores valores de color. Los tratamientos T2 (27.56 = 0.03 y
27.60%0.03, respectivamente) y T3 (27.65 = 0.05 y 27.67%0.05, respectivamente)
mostraron valores similares de color a* y C*. La cromaticidad (C*) proporciona un
atributo cuantitativo del color, determinando el grado de diferencia de un tono en
comparaciéon con un gris de la misma luminosidad; valores mas altos de C* indican
mayor intensidad de color en la muestra (Granato & Masson, 2010; Lopez & Di Sarli,
2016). En el parametro L* (luminosidad), el tratamiento T4 obtuvo el valor mas alto de
63.86+0.37 en comparacion a los otros tratamientos (T1=54.64 + 0.16, T2= 56.10 +
5.43y T3=55.45 + 0.01), lo que indica un notable grado de claridad del color.

El angulo de tono (° hue*) otorga el atributo cualitativo del color, la cual es utilizada
para definir la diferencia de un color en relacion con un gris de igual luminosidad; un
angulo de tono mas alto representa un mayor caracter amarillento y menor intensidad

de enrojecimiento (rojo: 0°, amarillo: 90°, verde: 180° o azul: 270°) (Granato & Masson,




2010; Lopez & Di Sarli, 2016). En cuanto al valor de °hue el T3 (2.23 £ 0.04) y T4 (-
1.85+0.09) registraron los valores mas bajos en comparacion del T1(3.82 + 0.02) y T2
(3.28 + 0.05). Ku Canul, (2021) realiz6 un andlisis de color en la cascara de
Chrysophyllum cainito L., obteniendo los valores de L* (25.85+£0.43), a* (1.9+.49), b* (-
1.5+£.0.04), °hue (321.16+8.19) y C* (2.44% 0.35), determinando que los cuatros
tratamientos presentaron un color rojo mas claro en comparacion al color purpura de

la cascara liofilizada.

Tabla 10. Parametros de color instrumental de las microcapsulas de antocianinas

extraidas de cascara de C. cainito

Angulo de tono

Tratamiento L* ax b* (°hue) C*
T1 54.64+0.162 29.62+0.02¢ 1.98+0.01¢ 3.82+0.02¢ 29.68+0.02¢
T2 56.10+5.432 27.56+0.03°> 1.58+0.02¢ 3.28+0.05¢ 27.60+0.03P
T3 55.45+0.012 27.65+0.05° 1.08+0.02° 2.23+0.04° 27.67+0.05P

T4 63.86+0.37° 26.13+0.872 -0.85+0.032 -1.85+0.092 26.14+0.872

6.2. Morfologia SEM

La morfologia de las microcapsulas de antocianinas, previo a la liofilizacion (MPL) y
liofilizadas (ML), obtenidas a través del proceso de coacervacién compleja, se aprecian
en la Figura 25. La Figura 25 A muestra las imagenes de las microcapsulas MPL de
antocianinas extraidas de la cascara, obtenidas de cuatro tratamientos diferentes. Para
todos los tratamientos se encontraron microcapsulas predominantemente esféricas
con superficies lisas, algunas de tipo mononuclear y otros de tipo polinuclear. Ademas,
se obtuvieron microcapsulas de diferentes tamafios, pero principalmente se
encontraron las de menor tamafio. También Shaddel et al., (2018) encontraron que las
microcapsulas multinucleadas de antocianinas de frambuesa tenian estructura
esférica con superficie lisa y con alta variacion en el tamafio. Habibi et al., (2017),
reportaron que las microcapsulas tenian forma redonda con variacion tamaiios tras la

encapsulacién de aceite de pescado utilizando GA (Goma Arabiga) y GB (Gelatina




Bovina) como materiales de pared a concentraciones de 1 % (v/v), 1.5 % (viV) y 2 %

(v/v) de polimeros y relacion agente encapsulante/solucion nucleo de 0.5, 1.0y 2.0.

Por su parte Nori et al., (2011) realizaron microencapsulacion de extracto de propdleo
utilizando como material de pared proteina de soya aislada y pectina, en ella
emplearon concentraciones de 2.5 y 5.0 g/100 mL con respecto a los polimeros y
solucion nucleo, obteniendo microcapsulas de tamafios irregulares y en su mayoria

redondas.

La Figura 25 B y C muestran microfotografias SEM de microcapsulas ML de
antocianinas. Los cuatros tratamientos presentaron forma vitrea irregular con
superficie porosa, esto debido a la sublimacion del hielo durante la liofilizacion, ademas
de presentar alta variabilidad de tamafios. Estupifian-Amaya et al., (2020) reportaron
la misma forma vitrea irregular en la liofilizacién de polvo de arandanos, morfologia

tipica de la liofilizacion.
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Figura 25. Microfotografias de las microcipsulas coacervados de antocianinas de C.

cainito. A) Microcapsulas coacervados (sin liofilizar) visto desde un microscopio
biolégico binocular (40 X). B) Microcapsulas coacervadas liofilizadas (aumento 250 X)
y C) Microcapsulas coacervadas liofilizadas (aumento 1000 X). T1= 1.5 % polimeros y




55 mL solucién nucleo; T2= 1.5 % polimeros y 75 mL solucion ndcleo; T3= 2.0 %

polimeros y 55 mL solucién ndcleo y T4= 2.0 % polimeros y 55 mL solucion nucleo.

La estructura, el tamafio y el tipo de microcapsula que se puede obtener dependera
de ciertos factores en la microencapsulacién, como el pH, la fuerza iénica, la velocidad
de agitacion y velocidad de enfriamiento, asi como el tipo de material de pared y nlcleo
empleado, sobre todo la interaccidén de la concentracion y proporcion de nucleo/pared
(Klassen & Nickerson, 2012; Mohammadalinejhad & Kurek, 2021; Nakagawa et al.,
2004).

6.3. Diametro de coacervado en solucion

La determinacion del diametro promedio del coacervado es un factor importante para
su aplicacion en los alimentos, por ello se debe disponer de un didmetro caracteristico,
para obtener una buena proteccion al principio activo como para una buena
distribucion y liberacion del componente activo, siendo incorporadas en formulaciones
de alimentos para mejorar la biodisponibilidad durante la digestion gastrointestinal
(Gonzélez et al., 2015). La Figura 26 muestra los diferentes tipos de tamafios de
coacervado de antocianinas alcanzados tras el proceso de coacervacion compleja. El
tamafo de los coacervados obtenidos de los tratamientos de microencapsulacion se
categoriz6 de la siguiente manera: tipo 1 (£33 ym), tipo 2 (34-66 um) y tipo 3 (67-100
pMm). Al comparar las categorias de tamafio de coacervados, se encontré una mayor

proporcion de coacervados del tipo 1, seguido de tipo 2y 3.

El T4 (67 %) exhibié un mayor porcentaje de coacervado dentro de la categoria tipo 1
en comparacion de los otros tratamientos (T1: 47.5 %, T2: 51.25 % y T3: 47 %). Al
comparar los tratamientos para el tipo 2, el T1, T2 y T3 presentaron un mayor
porcentaje de coacervado (~38 %), mientras que el tratamiento 4 present6 el menor
porcentaje del 22 %. En el caso del tipo 3, los tratamientos 1 y 3 exhibieron porcentajes
superiores (14 y 15 %, respectivamente) de particulas de coacervado en comparacion
a los demas tratamientos (~10 %), respectivamente. Entonces, de todas las
categorias, el tamafio tipo 1 resulté el mas predominante para todos los tratamientos,
siendo el T4 (2 % de polimeros y 75 mL de emulsion) el de mayor porcentaje de

particulas con menor tamario tipo 1 (67 %, <33 um).
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Se asume que la mayor proporcion de coacervados tipo 1 en T4 se debe al aumento
de concentraciones de los polimeros de gelatina bovina y goma arabiga, al igual que
el aumento del volumen de la solucion nucleo. Shaddel et al., (2018) demostré que el
incremento de las concentraciones de los polimeros de gelatina bovina y goma arabiga
de 5,0 % (80.22 + 5.21 ym) v/v hasta 7,5 % (35.34 £ 3.21 ym) v/v se obtiene una
disminucién de didmetros de coacervados de antocianina de frambuesa negra.
Asimismo, Marfil et al., (2018) y Rocha-Selmi et al., (2013) también observaron una
disminucién de los didmetros de los coacervados de aceite de palma y edulcorante
sucralosa al aumentar las concentraciones de los polimeros de gelatina bovina y goma
arabiga de 2.5 % (689.1 + 69.8 um) hasta 7.5 % (97.1 £ 5.5 um) y 2.5 % (113.49 + 0.02
pgm) hasta 7.5 % (83.92 = 0.08 ym), respectivamente, cuyos valores son superiores en
comparacion a lo obtenido en este trabajo.

Como se cita en diferentes literaturas, el tamafio de las microcapsulas puede variar
por diversos factores como: cambios de pH, fuerza iénica, velocidad de agitacion, tipo
de método aplicado, proceso de secado y sobre todo el tipo, concentracion y
proporcion de nucleo/pared (Klassen & Nickerson, 2012; Mohammadalinejhad &
Kurek, 2021; Sandoval-Peraza etal., 2016). En diversos estudios de
microencapsulacién, la aplicacion del método de coacervacion compleja da lugar a la
formacion de microcapsulas de distintos tamafios que oscilan entre 1 y 500 pm
(Favaro Trindade et al., 2008).
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Figura 26. Distribucién de tamafio de los coacervados de antocianinas de la cascara
de caimito

6.4. Toxicidad

La Figura 27 muestra la curva de supervivencia de las larvas G. mellonella expuestos
a diferentes concentraciones de antocianinas de caimito (entre 0.56 mg/g y 8.53 mg/qg)
en un periodo de incubacion de 96 h (4 dias). A partir de la curva se determiné el valor

de DL50 (mg de extracto seco/g larva) de extractos de antocianinas.

Se encontré que a mayor concentracion de extracto seco de antocianina resulté en
una disminucion del porcentaje de supervivencia de larvas G. mellonella. Las larvas
tratadas con 0.56 mg/g (10,000 ppm) y 2.21 mg/g (40,000 ppm) de extracto seco se
mantuvieron vivas durante las 96 h de incubacion, sin presentar cambios fisicos
(coloracion obscura). Cuando se inyectaron concentraciones de extracto de
antocianina entre 4.18 mg/g (80,000 ppm) y 7.47 mg/g (160,000 ppm) se reportaron
una importante disminucion del porcentaje de supervivencia, cuyos valores variaron
entre 83 % y 64 %, reportando cierto grado de toxicidad al observar cambios fisicos en
las larvas, como la aparicion de machas oscuras en ciertas regiones del cuerpo y

muerte de 1 a 3 larvas de 10 larvas sometidos a las dosis del extracto. En cambio, se




observo un aumento de toxicidad para las larvas tratadas con 8.53 mg/g (200,000 ppm)
de extracto de antocianina, presentaron una disminucion de supervivencia del 50 %,
observando la muerte de la mitad de las larvas inyectadas (5 larvas muertas). La DL50
se calculé utilizando el modelo de decaimiento exponencial simple de dos parametros,
determinando que a 11.28 mg/g de extractos de antocianinas seco se tiene una

disminucién del 50 % de supervivencia de G. mellonella.

En otro estudio realizado por Caroline Paz Gongalves et al., (2024), los autores
emplearon extracto de antocianinas de flores de Clitoria ternatea para un ensayo de
toxicidad in vivo de G. mellonella, en donde se evaluaron concentraciones de extracto
liofilizado entre 0.4 y 5.8 g por kg de peso corporal y encontraron que el valor LD50 se
encontré a partir de concentraciones de 5.08 g de extracto/kg de peso corporal.
Asimismo, Suresh & Vellapandian, (2024) realizaron un ensayo de toxicidad oral de
cianidina extraida de las bracteas del platano Musa acuminata Colla en ratas Sprague-
Dawley e informaron que a una dosis oral de 300 mg/kg de peso corporal no mostro

mortalidad ni anormalidades en las ratas.
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La figura 28 muestra la supervivencia de las larvas G. mellonella inyectadas con
extractos de antocianinas a distintas concentraciones (entre 10,000 ppm y 200,000
ppm) con respecto al tiempo (4 d). Se encontré que, al transcurrir el tiempo, las larvas
presentaron cambios de tonalidad (de color blanco a obscuro), presentando manchas
oscuras en gran parte del cuerpo e incluso la muerte, esto siendo visible a partir de 24
h, en particular a una concentracion de 200,000 ppm. El grupo de larvas tratadas con
las concentraciones de 10,000ppm y 40,000 ppm se mantuvieron vivas durante los 4
d de incubacion, sin presentar algin cambio fisico. Para el grupo de larvas tratadas
con la concentracién de 80,000 ppm, se mantuvieron vivas hasta el segundo dia de
incubacion, presentando una disminucion en la supervivencia del 90 % en el dia 3 y 4,
observando la muerte de una larva en ambos tiempos de incubacion. Para la
concentracion de 120,000 ppm se observo la disminucion de supervivencia del 100 %
al 70 % entre el dia 1 y 4. En el grupo de larvas inyectadas con la concentracion
160,000 ppm presentaron una disminucion de supervivencia desde el dia 1y 2 con un
90 %, y para los dias 3 y 4 una disminucién del 80 % y 70 %, respectivamente. Para
ambas concentraciones de 120,000 ppm y 160,000 ppm se observé al final de la
incubacion la muerte de 3 larvas de las 10 inyectadas, mientras las sobrevivientes
presentaron cambios fisicos (inmovilidad y tonalidades oscuras). En otro resultado, al
inyectar 200,000 ppm, las larvas murieron rapidamente entre 1 y 2 d, y luego, se

mantuvieron vivas un 50 % hasta finalizar el periodo de incubacion.
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Figura 28. Curva de sobrevivencia por tiempo

El uso de larvas de G. mellonella como modelo de estudio, proporciona un medio
rapido y conveniente para evaluar la toxicidad in vivo, obteniendo resultados que
muestran una fuerte correlacion con los modelos celulares como mamifero y marino.
Algunos autores describen que el modelo G. mellonella puede incluso proporcionar
resultados mas precisos con respecto a los compuestos con bajos niveles de toxicidad

que las lineas celulares (Serrano et al., 2023).

6.5. Espectroscopia infrarroja por transformas de Fourier (FTIR)

La Figura 29 se muestra los espectros infrarrojos (FTIR) de las microcapsulas de
antocianinas de C. caimito L. de cuatro tratamientos formulados (T1, T2, T3 y T4),
ademas de la incorporacién de los espectros de los materiales de pared (Gelatina
bovida y goma arabiga), con la finalidad de identificar los grupos funcionales presentes
en los polimeros e identificar sus presencias en los tratamientos. Los espectros
infrarrojos de los tratamientos presentaron las mismas ondas de transmitancia, mismas

ondas encontradas en los polimeros de GB y GA.




En el espectro FTIR de GE se encontraron picos en regiones de ondas de 3281 cm-1,
1626 cm-1, 1520 cm-1 y 1069 cm-1, la cual se tiene la presencia de los grupos
funcionales de Amida A, Amida I, Amida Il y Amida Ill, respectivamente. Hashim et al.,
(2010) y Pradini et al., (2018), mencionan que la aparicion de estos grupos funcionales
puede ser encontradas en regiones de ondas de 3500-3200 cm-1, 1656-1644 cm-1,
1560-1335 cm-1 y 1240-670 cm-1, respectivamente. El espectro FTIR de la goma
arébiga mostro picos en las regiones de ondas de 3315 cm-1, 2927 cm-1, 1601 cm-1,
1413 cm-1, 1139 cm-1 y 1012 cm-1, la cual puede tener presencia de grupos
funcionales de OH, C-H, COOH, COOH (&cido urdnico), flexion NH y C—O-C (Al Kiey
et al., 2022). Los tratamientos mostraron las mismas regiones de ondas entre 3311-
3302 cm-1, 2930-2923 cm-1, 1715-1708 cm-1, 1585-1551 cm-1, 1220-1209 cm-1 y
1026-1021 cm-1. Los picos encontrados entre 3311 y 3302 cm-1 en los coacervados
son caracteristico de los grupos amino que aparecen en la gelatina y goma arabiga,
es decir, el estiramiento del enlace de NH y OH libre. Los picos encontrados con baja
intensidad aproximadamente entre 2930 y 2923 cm-1 de los coacervados se debe a la
presencia del estiramiento de C-H, caracteristico de la goma arabiga. Los picos entre
1715 y 1708 cm-1 observados en los coacervados se atribuyeron a la presencia del
estiramiento del grupo carbonilico C=0 y vibracion del estiramiento del enlace C-N, la
cual es denominada Amida I. Las ondas entre 1585 y 1551 cm-1 mostraron la
apariencia de flexion C-H. Los coacervados también mostraron ondas de vibracién de
los grupos CN y NH de la amida unida entre 1220 y 1209 cm-1. Las ondas a 1026-
1021 cm-1 se relacionan con las vibraciones C—-O-C de la goma arabiga. La Unica
diferencia observada en los espectros FTIR de las microcapsulas son la intensidad de
las ondas; relacionada con la interaccion de concentracion de GB y GA con volumen

de emulsién.
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Figura 29. Espectros FTIR de gelatina bovina (GE), goma arabiga (GA) y
microcapsulas de antocianina de C. cainito (T1, T2, T3y T4).




7. CONCLUSION

La utilizacion de la técnica de doble emulsion seguido de coacervacion complejo

proporcioné microcapsulas con éxito.

Se obtuvieron las microcapsulas de extractos ricos en antocianinas de C. cainito
utilizando concentraciones de 1.5 % y 2.0 % de GA y GB en proporcién 1 GA:1 GB,
v/v. Después de 96 h de inyectar el extracto de antocianinas a las larvas, se encontro
un valor de DL50= 11.28 mg extracto seco/g larva. Se encontr6 que la variacion de la
concentracion de polimero y el volumen de emulsion influyeron en los resultados de
las propiedades fisico-quimicas de las microcapsulas. Los valores de color a*, b*, °hue
y C* resultaron altos cuando el proceso de microencapsulacion se realiz6 con una
concentracion de 1.5 % de GA y GB. Las microcapsulas MPL de los cuatros
tratamientos presentaron predominantemente formas esféricas con superficie lisa de
tipo mononucleares y polinuclear, mientras que las microcdpsulas ML tuvieron forma
vitrea irregular con superficie porosa. Los diametros de las microcapsulas (de todos
los tratamientos) mostraron alta variacion, siendo el tratamiento con 2.0 % de
polimeros y 75 mL de emulsion, el que obtuvo mayor predominancia de diametros igual

a <33 um.

Con los resultados obtenidos se confirma que es importante considerar el porcentaje
de polimeros y el volumen de emulsion en la coacervacion compleja para obtener

microcapsulas de antocianinas con menor tamafio de su diametro.
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