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DESARROLLO DE UN PROCESO PARA OBTENER MICROCAPSULAS DE

COMPUESTOS CON ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EXTRAIDOS DE FRUTOS

DE CAPULIN (Prunus serotina)

DEVELOPMENT OF A PROCESS TO OBTAIN MICROCAPSULES OF

COMPOUNDS WITH ANTIOXIDANT ACTIVITY EXTRACTED FROM CAPULIN

(Prunus serotina) FRUIT

Guillermina Hernandez-Rodriguez! and Teodoro Espinosa-Solares?

RESUMEN

El capulin (Prunus serotina) es una
especie distribuida en casi todo el
territorio de México; sus frutos tienen
actividad antioxidante y
antimicrobiana, y se ha reportado que
presentan propiedades
antihipertensivas. Este estudio tuvo
los tres objetivos  siguientes:
determinar las condiciones 6ptimas de
extraccion de antioxidantes en frutos
de capulin, evaluar los cambios en los
compuestos antioxidantes a lo largo

del proceso de maduracion de los

frutos, y desarrollar el proceso de

——

ABSTRACT
The capulin (Prunus serotina) is a
species distributed throughout almost
all of Mexico; its fruits have antioxidant
and antimicrobial activity, and it has
been that

reported they have

antihypertensive  properties.  This
study had three goals: to determine
the optimal condition for extracting
antioxidants from capulin fruits, to
evaluate changes in antioxidant
compounds during the fruit maturation
process, and to develop the process
the active

for encapsulating

compounds in capulin fruits using

—'



encapsulacion de compuestos activos

de frutos de capulin utilizando
diferentes matrices de maltodextrina.
Las condiciones Optimas de extraccion
fueron etanol:agua (1:1v/v) y 30 min
de agitacion. La mayor actividad
antioxidante en los frutos de capulin
fue observada a los 93 dias después
de la floracion. Se desarrollé un
proceso para microencapsulas de
capulin usando maltodextrina como
material de pared: este incluyé micro-
y nano-filtracién, adsorcién y spray
drying; el proceso fue efectivo para
preservar el contenido de antocianinas

y fenoles totales.

Palabras clave: Prunus serotina,
condicones optimas de extraccion
fenoles totales, antocianinas, actividad
antioxidante, microcapsulas,

maltodextrina.

1 Tesista, 2 Director de tesis

——

different maltodextrin matrices. The
optimal extraction conditions were
ethanol:water (1:1 v/v) and 30 min of
stirring time. The highest antioxidant
activity in capulin fruits was observed
at 93 days after bloom. A process for
making capulin microcapsules was
developed using maltodextrin as wall
material; it included purification by
micro- and nano-filtration, adsorption
and spray drying; the process was

effective in preserving the anthocyanin

content and total phenols.

Key words: Prunus serotina, optimal
extraction conditions, total phenols,
antioxidant

anthocyanins, activity,

microcapsules, maltodextrin.
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PROLOGO

En la actualidad existe un creciente interés por investigar los frutos silvestres
para encontrar sus posibles usos, beneficios a la salud, fomentar su consumo y
produccion. El capulin (Prunus serotina) es una especie distribuida en casi todo el
territorio de México, principalmente en las regiones montafiosas desde Chihuahua
hasta Chiapas. Los frutos de esta especie son consumidos en fresco, en infusién o
en jaleas. En los ultimos afios han sido investigados principalmente por su presunta
actividad antioxidante y antimicrobiana. Como resultado de las investigaciones
algunos autores han sugerido que las antocianinas obtenidas a partir de los frutos
probablemente pudieran ser empleadas en la industria de los alimentos. Sin
embargo la mayoria de las investigaciones hasta ahora existentes han sido

enfocadas principalmente a la identificacion de estos compuestos.

El presente trabajo de investigacién se abordd con el objetivo de conservar
los compuestos antioxidantes de frutos de capulin, principalmente las antocianinas.
En la primera etapa de la investigacion se aplicé la metodologia de Taguchi para
encontrar las condiciones Optimas de extraccién de fenoles totales en frutos de
capulin, los factores que se variaron fueron mezcla de disolvente y tiempo de
agitacion. En la segunda etapa, aplicando las condiciones Optimas de extraccion
encontradas se determind la variacion de la capacidad antioxidante y del contenido
fendlico de los frutos durante su maduracién. En la tercera etapa de este estudio se
desarrolld6 un procedimiento para microencapsular compuestos antioxidantes

extraidos de frutos de capulin, usando maltodextrina como material de pared.




CAPITULO 1

UN METODO DE OPTIMIZACION PARA EXTRAER FENOLES DE FRUTOS DE

CAPULIN (Prunus serotina Ehrh)

RESUMEN

La extraccion de fenoles de frutos de Prunus serotina Erhr con mezclas de
acetona:agua, metanol:agua y etanol:agua en diferentes proporciones se optimizé
por el método de Taguchi. Los factores evaluados fueron mezcla de disolventes y
tiempo de agitacion. La cuantificacién de fenoles totales fue por el método de Folin-
Ciocalteu. La extraccion optima fue de 20.3 + 0.86 mg GAE gdb-1 con la mezcla

acetona:agua (7:3, v/v) y un tiempo de agitacion de 30 min.

Palabras clave adicionales: Método de Taguchi, disolventes polares, Folin-

Ciocalteu, antioxidantes, black cherry, Rosaceae.




ABSTRACT

The phenol extraction of Prunus serotina Erhr with different ratios acetone:water,
methanol:water and ethanol:water were optimized using the Taguchi method. The
evaluated factors were solvent mixture and agitation time. The total phenols
quantification was carried out using Folin-Ciocalteu method. The optimum extraction
resulted at 20.3 = 0.86 mg GAE gdb-1 using acetone:water (7:3, v/v) as dissolvent

and 30 min of agitation time.

Additional key words: Taguchi method, polar solvents, Folin-Ciocalteu,

antioxidants, black cherry, Rosaceae.




1.1 INTRODUCCION

El capulin (Prunus serotina Erhr) pertenece a la familia Rosaceae (Calderén and
Rzedowski, 2001), es un arbol nativo del norte de América y estad ampliamente
distribuido en México, comunmente es llamado “capulin® o american black cherry
(CONABIO, 1951, Ibarra-Alvarado et al., 2009). A esta especie se atribuyen
propiedades medicinales tales como, expectorante, sedante y antiespasmadico,
entre otras (Ibarra-Alvarado et al., 2009). Los frutos de capulin forman parte de la
dieta mexicana y son consumidos frescos, secos o preparados en jalea, su infusién
se usa especialmente para combatir la tos y tiene un contenido de fenoles totales
mas alto que las fresas (Vasco et al.,, 2009); la decoccién de hojas de Prunus
serotina tienen efectos benéficos para el tratamiento de la hipertension (lbarra-
Alvarado et al., 2009). En uno de los primeros estudios sobre el fruto de P. serotina
se describen los métodos de purificacion e identificacion de antocianinas; en dicho
trabajo se aplicaron técnicas espectroscépicas, cromatografia de liquidos de alta
resoluciéon (HPLC) y espectrometria de masas, con la cual fue posible identificar que
los pigmentos encontrados en mayor cantidad fueron cianidina-3-glucosido y
cianidina-3-rutinosido, sin grupos acilantes (Ordaz-Galindo et al., 1999). También
fue demostrado que las inflorescencias y hojas de Prunus serotina son excelente
fuernte de antioxidantes (Olszewska, 2007). Adicionalmente, se encontré que la
semilla de este fruto contiene en su mayoria &acidos grasos altamente
poliinsaturados (Aguerrebere et al., 2011). La actividad antioxidante vy
antimicrobiana de extractos polares de frutos de P. serotina ha sido evaluada

previamente, los resultados indicaron que el extracto etandlico mostro el mayor




efecto antioxidante y antimicrobiano (Jiménez et al., 2011). Los estudios acerca del
valor nutracéutico y las propiedades antihipertensivas de frutos de P. serotina
sugieren que el extracto polar podria ser usado para prevenir la hipertension y
coadyuvar en su tratamiento (Luna-Vazquez et al., 2013). Dentro de los métodos de
optimizacién, el método de Taguchi permite disefiar y optimizar productos o
procesos, este método se puede aplicar cuando se tiene un nimero considerable
de factores e interacciones ya que proporciona un numero razonable de ensayos
(Montgomery, 2009). La metodologia del disefio se ha empleado para optimizar
procesos tales como: calidad de alimentos (Chuaqui S et al., 2004), mejora en el
rendimiento de reacciones quimicas (Trejo et al., 1992), extraccion de flavonoides
(Meneses-Reyes et al., 2008) y formulacién de procesos para elaborar nano-
particulas (Lee et al., 2011), entre otros. Actualmente, no se han reportado las
condiciones Optimas de extraccion tales como tipo de disolvente y tiempo de
agitacion para extraccion de fenoles totales en frutos de P. serotina. El objetivo de
la presente investigacion fue aplicar el método de Taguchi para determinar las
variables 6ptimas de extraccion de fenoles totales en frutos de capulin empleando

como factores el tipo de disolvente y el tiempo de agitacion.

1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Caracteristicas de la muestra

Los frutos de capulin (Prunus serotina subsp. capuli) procedentes de la
ciudad de Huejotzingo, Puebla, México fueron adquiridos en el mercado del

municipio de Texcoco, Estado de México, México. Los capulines fueron cosechados




dos dias antes de ser adquiridos y no presentaban dafios fisicos ni microbiolégicos
aparentes. Tres porciones de 10 g de frutos sin semilla, previamente molidos, fueron

tomados para calcular el contenido de humedad.

1.2.2 Preparacion de extractos

La extraccion se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 50 mL, cada matraz
contenia la mezcla de disolventes de prueba (10 mL) y la pulpa unida a la cascarilla
previamente molida (1 g). Después de ajustar el pH entre 3.40 y 3.58 (con
soluciones de HCI 5 % y NaOH 1 %), la mezcla se agitd en vortex durante 1 minuto
a 1000 rpm (Vortéx Synergy, WVR International), se sonic6 por 15 min (Ultrasonic
Cleaner 8890, Cole-Parmer), se agité en una incubadora a 130 rpm (Incubadora
orbital Prendo INO-650 M) variando los tiempos de agitacién (30, 40 y 50 min).

Inmediatamente se sonicd nuevamente durante 15 min y finalmente se filtro.

1.2.3 Determinacion de Fenoles Totales

El contenido de fenoles totales fue ensayado usando la muestra filtrada y aplicando
el método de Folin-Ciocalteau adaptado a microplacas (Singleton and Rossi, 1965).
Microplacas de 96 pozos fueron usadas, en cada pozo fue colocada una alicuota
(25 pL) de muestra con la dilucién adecuada, 125 pL de agua desionizada y 20 pL
de reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla fue agitada y se dej6é reposar durante 5
min, entonces 30 pL de solucion de Na2COsal 20 % fueron afiadidos. Después se
dejé incubar durante 60 min, la absorbancia frente a blanco preparado se ley6 a 760
nm en un lector de microplacas (Synergy 2 Microplate reader, Biotek International,

software Genb5). El contenido de fenoles totales de frutos secos de P. serotina (tres




repeticiones) fue expresado como miligramos equivalentes de acido galico por
gramo de base en peso seco; la curva de calibracion del &cido gélico se preparé en

un rango de concentracién de 2.5 to 29.0 ug GA mL™1.

1.2.4 Optimizacién del proceso de extraccion de fenoles totales

Los tratamientos para optimizar la extraccion de fenoles totales de frutos de P.
serotina se describen en el Cuadro 1.1. Para el analisis estadistico se consideraron
dos factores controlables: disolvente y tiempo de agitacion; ambos niveles se
determinaron con base en investigaciones previas (Jiménez et al.,, 2011) y se

complementaron con pruebas preliminares.

Cuadro 1.1 Niveles de los factores del experimento.

Factores Niveles

1 2 3 4 5

A: proporcion de (ac:a, 7:3) (m:a,8:2) (e:a, 1:1) (e:a, 7:3) (e:a, 8:2)
disolvente (v/v)

B: Tiempo de 30 40 50
agitacion (min)

ac: acetona, m: metanol, e: etanol, a: agua.

Para encontrar los niveles 6ptimos de los factores evaluados (disolvente y tiempo),
primero se obtuvo el promedio de cada corrida. Los valores SN fueron obtenidos
sustituyendo el promedio de cada corrida en la Ecuacion 2 (Cuadro 1. 2). Para el

ANOVA se utilizé el paquete SAS version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EE.UU).




Cuadro 1.2 . Arreglo ortogonal del disefio del experimento y las variables respuesta:

y, SNL.
Observaciones A B y=mgdeGAEg'm SN_
S
Disolvente Tiempo

1 (ac:a, 7:3) 30 min  15.27 37.99
2 (acia, 7:3) 30min 16.24 38.87
3 (ac:a, 7:3) 30min  16.90 38.87
4 (ac:ia, 7:3) 40 min  14.94 37.80
5 (acia, 7:3) 40min  14.43 37.50
41 (e:a, 8:2) 40 min  13.72 37.06
42 (e:a, 8:2) 40 min  12.85 36.49
43 (e:a, 8:2) 50 min  9.63 33.99
44 (e:a, 8:2) 50 min  7.50 31.82
45 (e:a, 8:2) 50 min  9.16 33.56

ac: acetona, e: etanol, a: agua.

Un disefio experimental con arreglo factorial asimétrico (5x3) con tres repeticiones

fue aplicado. El modelo estadistico fue:

SN.ij = u+ tiempo; + disolv; + (tiempo x disolv) + e;; (D




donde:
1
SNL - - 10 10910 n_ _2 (2)

y = FT expresada en mg GAE g}
n, = namero de repeticiones del tratamiento

Para optimizar un proceso maximizando la variable respuesta se define la
Ecuacion 2 (Taguchi, 1987). Esta transformacion maximiza la sefal sobre el ruido y
se ha denominado como mayor es mejor (larger-the-better). SNy;; significa el efecto
que tiene el i-esimo nivel de tiempo, del j-esimo nivel de disolvente, transformando
(Ecuacion 2) u = media general; tiempo; = tiempo al i-esimo nivel; i =1,...,5; disoly;
= disolvente al j-esimo nivel; j= 1, ..., 3; eij= error del i-esimo nivel de tiempo, del |-

esimo nivel de disolvente.

Los valores maximos obtenidos por SN, son los 6ptimos cuando el objetivo

del proceso es alcanzar el valor méximo (Kuguk and Kocakerim, 2005).

La Ecuacion 3 describe el modelo general de produccion para los factores

significativos (Roy, 2010).
yoptimo =y + (Fi1 —y)+ (Foy —y) + . +(Fyn —¥) 3)
donde:

y 6ptimo = resultado de fenoles totales expresado en mg GAE g5, calculado a

condiciones 6ptimas




E,,,= factor n a nivel m

y = promedio de las corridas

Para la prediccion del valor 6ptimo, se define el intervalo de confianza con la

Ecuacion 4:

F(ny* ny)V,

T “

1.C.= ¥ 6ptimo + \/

donde:

F (n1 * nz) = valor de F para los grados de libertad n1 y n2 con un nivel de confianza

de 0.05, obtenido de

n, = grados de libertad de la media (g. I., 1)

n, = grados de libertad del error

V, = varianza del error

N, = ndmero de réplicas equivalentes definido por la Ecuacion 5

Ne — (namero de ensayos) .
¢= [g.l.de la media (1) + g.l.de todos los factores de la estimacion] ®)
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1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 Contenido de Fenoles Totales

El contenido de humedad promedio de los frutos de capulin fue de 73.00 %
0.05 %, el contenido de humedad fue menor al reportado para frutos de Prunus
avium L (Vursavus et al., 2006). El diagrama de Box y Whiskers para el contenido
de fenoles totales se muestra en la Figura 1.1. El contenido de fenoles totales en
los extractos se encuentra en un intervalo de 8.0 a 18.0 mg EAG g;,.. En la mayoria
de los tratamientos se observa un tiempo medio en el que la extraccion fue
favorecida, también en algunos tratamientos se aprecia que hubo variacion al
incrementar el tiempo de agitacion. Los principales factores que influyen en el
rendimiento de la extraccion de fenoles totales son el material vegetal, el tipo de

disolvente utilizado y el método de extraccion (Ignat et al., 2013).

11
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Figura 1.1. Diagrama de Box and Whiskers, para el contenido de fenoles totales en
los extracto de los tratamientos. a:a= acetona:agua; m:a= metanol:agua; e:a =

etanol:agua.

1.3.2 Efecto de los factores considerados en la determinacién de Fenoles

Totales

En los Cuadros 1.3 y 1.4 se presenta un analisis de varianza (ANOVA) para
los datos obtenidos experimentalmente (y) y los calculados a partir de la Ecuacién

2 (SNy), tanto los factores evaluados como la interaccion entre ellos, resultaron
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significativos (p<0.05). En el caso de la variable respuesta (y) la transformacion
“mayor es mejor”, no identifica las sefales significativas sobre el ruido existente en
cada corrida. En cambio cuando la variable se transforma SN, es posible detectar
las diferencias entre los factores, el modelo usado para identificar los factores e

interacciones significativas fue el presentado en la Ecuacion 1.

Cuadro 1.3 Analisis de varianza para la variable respuesta y.

Fuente GL Suma de Cuadrado ValorF Pr>F
cuadrados medio

Disolvente 4 226.97 56.74 45.41 <0.0001

Tiempo 2 13.77 6.89 5.51 0.0091

Tiempo x disolvente 8 79.03 9.88 7.91 <0.0001

Error 30 37.48 1.25

Total correcto 44 357.27

y= Datos experimentales

En la Figura 1.2 se muestra el comportamiento de las medias SN. de los
niveles de cada factor, asi como sus interacciones. En esta Figura se puede
observar que la cantidad de FT extraidos con las mezclas de disolventes acetona:
agua (7:3, v/v), metanol: agua (8:2, v/v), etanol: agua (1:1, v/v) no presentaron
diferencia significativa entre si. Este conjunto de tratamientos fue estadisticamente
diferente a las mezclas de disolventes etanol: agua (7:3 y 8:2, v/v), las cuales

tuvieron menor rendimiento.

13
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Cuadro 1.4 . Andlisis de varianza de la variable respuesta SNL

Fuente GL Suma de Cuadrado ValorF Pr>F
cuadrados medio

Disolvente 4 9258 23.13 36.98 <0.0001

Tiempo 2 8.46 4.23 6.77 0.0038

Tiempo x disolvente 8 31.81 3.97 6.36 <0.0001

Error 30 18.76 0.62

Total correcto 44 151.54

SN, = Valores calculados con la Ecuacién 2.

Respecto al factor tiempo de agitacion, no hubo diferencia significativa entre
30 y 40 minutos; y el menor rendimiento de fenoles totales se obtiene cuando se
aumenta el tiempo de agitacion a 50 minutos, el cual, si bien es ligeramente menor
si presenta diferencia estadistica comparada con los tratamientos de 30 y 40 min.
Esto podria explicarse por el efecto de la exposicion prolongada a la luz y el tiempo
de extraccion que afectan la estabilidad de los fenoles totales (Hurtado and Pérez,
2014, Khanna et al., 1968). En la Figura 1.3 se muestra que hubo interaccién
significativa (p<0.05) entre los factores proporcion de disolvente y tiempo de

agitacion.
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Figura 1.2 Efecto de los principales factores en unidades SN. Medias con diferente
letra son estadisticamente diferentes (Tukey; P < 0.05). a:a= acetona:agua; m:a=

metanol:agua; e:a = etanol:agua.
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Figura 1.3 Interaccion de los principales factores en unidades SN.. a:a=

acetona:agua; m:a= metanol:agua; ea-= etanol:agua.

En el Cuadro 1.5 se presentan los valores maximos de los niveles 6ptimos de
extraccion de fenoles totales, el valor 6ptimo en términos de los valores calculados

experimentalmente (y) se obtuvo con la Ecuacién 6 derivada de la Ecuacién 3.

yoptimo =y + (Fi; —yy) + (Fi3—9) + (F31 —9) + (F33 —¥) (6)
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Cuadro 1.5 Niveles optimos de los factores significativos.

Factores Proceso 6ptimo

Valores Nivel

A: Proporcion de disolvente (v/v) ac:a (7:3)
m:a (8:2)
e:a(1:1)

B: Tiempo de agitacion (min) 30

N P W NP

40

ac: acetona, e: etanol, a: agua.
Al sustituir los valores significativos de la extraccion de FT en la Ecuacion 6,

se encontro el nivel maximo que se puede obtener bajo condiciones dptimas.

+ (F3; — 14.28) + (F;, — 14.28) = 21.58 mgEAG g;+

Para calcular el intervalo de confianza (IC) se utiliz6 la Ecuacion 4 y al sustituir

los valores del intervalo de confianza al 95 % resulta:

(4.171) - (1.25)

45
15

IC de y 6ptimo = 21.58 +

=21.58 + 1.32 mg EAG gj1
donde,
F(ny* ny) = Fyesny = 1n, = g.l. del error 30, 4.171;

V, = cuadrado medio del error, 1.25, N,= 45/ 15 (14 g.l. +1).

17
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Los valores F y V, fueron calculados en funcién del ANOVA de los datos
obtenidos experimentalmente presentados en el Cuadro 1.3. Para hacer la
estimacion de y 6ptimo, se consideraron los factores significativos del andlisis de
varianza correspondiente a SN. (Cuadro 1.4) puesto que SN maximiza la seial y

minimiza el ruido.

1.3.3 Andélisis del contenido de fenoles totales

La media general del rendimiento de fenoles totales fue de 14.28 mg EAG g;.2,
el valor calculado como y 6ptimo fue de 21.58 mg EAG g+ (IC de § éptimo = +
1.32). Una vez definidas las condiciones optimas del proceso (Cuadro 1.5) y
establecido el intervalo de confianza (IC de y 6ptimo ), se realizd la prueba de
confirmacion, bajo los parametros 6ptimos. Para confirmar la eficiencia del proceso,

el método indica que el resultado debe encontrarse dentro del IC calculado

anteriormente y ser mayor a la media general del rendimiento.

En este caso, aunque la cuantificacion de fenoles totales de las mezclas de
disolventes acetona: agua (7:3, v/v), etanol: agua (1:1, v/v) y metanol: agua (8:2,
v/v) resultaron estadisticamente iguales, la prueba se realiz6 con acetona: agua
(7:3, viv) dado que dio los rendimientos numéricamente mayores, el tiempo de
agitacion que se empleo fue 30 minutos. En la cuantificacion de fenoles totales
realizada con las condiciones Optimas (acetona: agua (7:3, v/v), 30 min de agitacion)

se obtuvo un rendimiento de 20.13 mg EAG g;,2. La cantidad obtenida se encontr6
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dentro del intervalo establecido y fue superior a la media, lo cual confirma que la

extraccion de fenoles totales es la 6ptima bajo estas condiciones.

El valor 6ptimo obtenido en este trabajo para fenoles totales fue mayor que el
valor reportado para jugo de diferentes cultivares de frutos maduros de frambuesa
(13.82 + 1.66 mg GAE g3p), mora (13.45 + 1.43 mg GAE ggp) vy fresa (12.29 + 2.02
mg GAE g7p) (Wang and Lin, 2000); sin embargo, este grupo de investigacion utilizo
un método de extraccion diferente al procedimiento de extraccion aplicado en este
trabajo. Otros autores midieron el contenido de fenoles totales en frutos de arandano
usando etanol acidificado como disolvente. El contenido de fenoles totales obtenido
fue de 1.046 + 0.16 mg GAE g, mas bajo que el encontrado en este estudio para
frutos de capulin usando etanol en las tres disoluciones aplicadas (Fabiani et al.,

2013).
1.4 CONCLUSION

El método de Taguchi permiti6 determinar las condiciones Optimas de
extraccion de fenoles totales del fruto de capulin (Prunus serotina). Estas fueron con
la mezcla acetona: agua (7:3, v/v) y un tiempo de agitacion de 30 min. El rendimiento
6ptimo fue de 20.13 + 0.86 mg EAG g;2. El tiempo de agitacion y tipo de disolvente
utilizado son factores que pueden incrementar o disminuir los rendimientos de

fenoles totales contenidos en frutos de P. serotina.
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CAPITULO 2

VARIACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y DEL CONTENIDO
FENOLICO DE LOS FRUTOS DE CAPULIN (Prunus serotina) DURANTE SU
MADURACION

RESUMEN

Los frutos de capulin (Prunus serdtina) estdn ganando importancia debido a las
propiedades antioxidantes que se les han atribuido; en extractos de estos frutos se
ha encontrado en su mayoria compuestos antioxidantes tales como acido
clorogénico, catequina, epicatequina, antocianidinas, cianidina-3-glicosido, entre
otros. Hasta el momento no se han realizado estudios para determinar la etapa en
que los frutos presentan la mayor actividad antioxidante. En este estudio se
investigo el comportamiento de fenoles totales, flavonoides, antocianinas y actividad
antioxidante durante la maduracion de frutos de capulin. Los fenoles totales,
flavonoides y actividad antioxidante tuvieron un comportamiento similar; su
contenido fue mayor en las primeras etapas de maduracién, y al final disminuyeron.
Las antocianinas incrementaron a partir de que inicié la maduracién. Para conservar
la actividad antioxidante de los frutos se recomienda que sean cosechados a los 93

dias después de floracion, etapa en la que los frutos presentan una coloracion rojiza.

Palabras clave: maduracion, floracién, fenoles totales, flavonoides, antocianinas,

actividad antioxidante.
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ABSTRACT

Capulin fruit are becoming important because its antioxidant properties. Extracts of
this fruit have showed to have antioxidant compounds as chlorogenic acid,
cathequin, epicathequin, antocydine, cyanidine-3-glucosyde, and so on. At this time,
no research have been performed to study ripening stage which higher antioxidant
activity is reached. In this research behavior of total phenols, flavonoids,
anthocyanins along ripening process of this fruit. Total phenols, flavonoids and
antioxidant activity showed a similar behavior; higher content was present in early
ripening stages; meanwhile in the end of ripening these parameters showed lower
content. The anthocyanin content incremented when the ripening process started. It
is recommended to harvest capulin fruits at 93 day after bloom in order to preserve

its antioxidant activity, when the fruits have a reddish pigmentation.

Palabras clave: rippening, flowering, total phenols, flavonoids, anthocyanins,

antioxidant activity.
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2.1 INTRODUCCION
En los ultimos afios ha incrementado el interés por estudiar la actividad antioxidante
de diversos frutillas silvestres con la finalidad de fomentar su aprovechamiento,
consumo y produccién (Jagadeeshwar Rao et al., 2005, Villanueva-Tiburcio et al.,
2010). Los frutos de Prunus serotina, arbol perteneciente a la familia de las
Rosaceas, poseen propiedades antioxidantes, antihipertensivas y antimicrobianas
(Jimenez et al., 2011, Luna-Vazquez et al., 2013). Otras investigaciones sobre este
fruto se han dirigido a encontrar la composicién de las antocianinas presentes en el
epicarpio (Castafieda-Ovando et al., 2012, Hurtado and Pérez, 2014, Ordaz-Galindo

et al., 1999).

Los antioxidantes naturales son apreciados por su uso potencial en el disefio de
alimentos, funcionales o nutraceuticos benéficos para la salud (Villanueva-Tiburcio
et al., 2010). Para su aprovechamiento es necesario determinar la etapa de
desarrollo del fruto en la que se registra la mayor actividad antioxidante. Algunos
autores refieren que el contenido de compuestos fendlicos en los frutos puede ser
afectado por diversos factores tales como el grado de madurez en el momento de
su cosecha, las diferencias genéticas, las condiciones ambientales y de
almacenamiento poscosecha y el procesamiento (Zadernowski et al., 2005). Otras
investigaciones se han enfocado a entender el mecanismo de la variacion de
compuestos antioxidantes de diferentes frutos durante su desarrollo y maduracién

(Ayaz et al., 2008, Ding et al., 2001).

El propdsito de esta investigacion fue cuantificar el contenido fendlico y la capacidad

antioxidante de los frutos de capulin (Prunus serotina) a lo largo de su maduracion,
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para determinar el momento propicio para su cosecha, tomado como parametro la

maxima capacidad antioxidante.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Reactivos

El reactivo de Folin-Ciocalteu, el &cido gélico, el carbonato de sodio anhidro, el acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox), la catequina, el 2,4,6
tripiridil-s triazina (TPTZ), el acetato de sodio, el &cido acético glacial, el acido

clorhidrico y el cloruro férrico hexahidratado fueron adquiridos de Sigma Aldrich.

2.2.2 Instrumentacion

La medicién de absorbancias para cuantificar los fenoles totales, flavonoides,
antocianinas y evaluar la actividad antioxidante se llevd a cabo en un lector de
microplacas, equipado con bombas de inyeccion automatica y el software de

analisis de datos Gen5TMdata (Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, USA)

2.2.3 Material vegetal

Los frutos de capulin fueron cosechados en el municipio de Zacatlan, Estado
de Puebla en Junio de 2014. Después de la etapa de floracién (89 dias), fueron
seleccionados cinco arboles, de cada uno de ellos se colectaron 5 muestras de 100
g de frutos, cada tercer dia, hasta llegar al dia 97. Los frutos, libres de semillas,

fueron liofilizados y conservados en congelacion hasta su uso.

2.2.4 Identificacion del ejemplar de herbario
El material vegetal herborizado del capulin (Figura 2.1) fue identificado por la M. C.

Ernestina Cedillo Portugal y el Ing. José Maria Cunill F., de acuerdo a la descripcion
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indicada en Flora Fanerogdmica de México (Calderén and Rzedowski, 2001),
encontrando que corresponde a Prunus serotina subsp. Capuli (Cav). McVaught, un
espécimen con numero de registro 25499 fue depositado en el herbario HORTORIO
JES del departamento de preparatoria Agricola, area de Biologia, de la Universidad

Auténoma Chapingo.

Figura 2.1 Ejemplar de herbario del arbol de capulin (Prunus serotina ssp. Capuli

(Cav). McVaught capuli Cav) en el herbario “HORTORIO JES” de la Universidad

Auténoma Chapingo.




2.2.5 Preparacién de extractos

Una muestra de 0.5 g de los frutos de capulin previamente liofilizados y molidos se
mezclaron con 5 mL de una disolucion etanol /agua (50:50, v/v). Después se ajusto
el pH a 3.3 £ 0.05 con disoluciones de HCI 5 %, la mezcla se agité en vortéx (1000
rpm, 3 min), se sonico (15 min) y se agité (150 rpm, 30 min). Finalmente, se sonico
nuevamente (15 min) y fue centrifugada (2500 rpm, 15 min). El sobrenadante se
afor6 a 5 mL. A partir de esta mezcla se cuantificd el contenido de fenoles totales,
flavonoides totales y capacidad antioxidante. Cada muestra fue analizada por

triplicado.

2.2.6 Determinacién de Fenoles Totales

Los fenoles totales fueron cuantificados por el método de Folin-Ciocalteu adaptado
a microplacas (Singleton and Rossi, 1965).. En una microplaca de 96 pozos se
mezclaron, en cada pozo, 25 pL de extracto de frutos de capulin. Posteriormente a
cada pozo de la placa se adicionaron 30 puL de Na2COs al 20 %, 125 yL de agua
destilada y 20 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10 con agua destilada).
El agua y el reactivo de Folin-Ciocalteu se adicionaran automaticamente haciendo
uso del sistema de inyeccién automatica del equipo de microplacas. Después, la
microplaca, con las mezclas de reaccion, se dejé en la obscuridad durante 30
minutos y se leyeron las absorbancias a 760 nm. Las mediciones se hicieron por
cuatriplicado. Los resultados del contenido de fenoles totales se expresaron en
miligramos de fenoles equivalentes a acido galico por gramo de muestra en base

seca (mg EAG gp3). La curva de calibracion de acido galico se prepard en un rango
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de concentracion de 0.005 a 0.027 mg mL™1. La ecuacion obtenida de la curva tipo

fue utilizada para determinar la concentracion de fenoles totales en la muestra.

2.2.7 Determinacion de flavonoides

Los flavonoides totales fue determinado de acuerdo con el procedimiento Kubola
and Siriamornpun (2011) adaptado a microplacas. Se mezclaron 0.5 mL de extracto
de frutos de capulin, 2.5 mL de agua destilada y 0.15 mL de solucién de NaNO: al
5%. Después de 6 minutos, se afiadieron 0.3 mL de AlICI3-6H20 al 10 %. La mezcla
anterior se dej6 reposar durante 5 minutos y enseguida se afiadié 1 mL de NaOH al
5%. La mezcla se agité en vortéx (3000 rpm, 3 min). Finalmente se transfirieron 200
pL de cada muestra a los pozos de la microplaca y se midi6 la absorbancia a 510
nm en un lector de microplacas. Las mediciones se hicieron por cuadruplicado. Los
resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de catequina por
gramo de muestra en base seca (mgEC gi,). El intervalo de la curva de calibracion
de catequina fue de 0.7 a 34.5 uyg mL™1. La ecuacién obtenida de la curva tipo fue

utilizada para determinar la concentracion de flavonoides totales en la muestra.

2.2.8 Determinacion de capacidad antioxidante

El ensayo de FRAP descrito por Benzie and Strain (1996) adaptado a microplacas,
fue utilizado para medir el poder reductor de los extractos de frutos de capulin. Se
prepararon las siguientes disoluciones: buffer pH = 3.6 (4.624 g C2H3sNaO2+3H20 y
18.2 mL C2H402), TPTZ (2,4,6-Tripiridil-s triazina) 10 mM en HCI 40 mM, y

disolucion FeCls.6H20 20 mM. La disolucion FRAP fue preparada al momento de su
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uso mezclando 10 mL de buffer pH = 3.6, 1 mL de disolucién TPTZ (10mM) y 1 mL
de disolucion FeCls*6H20 (20 mM). En una microplaca de 96 pozos se mezclaron,
en cada pozo, 20 L de extracto de frutos de capulin, 180 pL de la disolucion FRAP
y 60 pL de agua (el agua fue dispensada automaticamente con los inyectores del
equipo), como blanco, se inyectaron 260 pL de disolucion FRAP. Las mediciones
se hicieron por cuatriplicado. Después de agitar por 30 s se midi6 la absorbancia a
513 nm. Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por
gramo de muestra en base seca (umol ETg;2). Elintervalo de la curva de calibracién
de Trolox fue de 3.8-46.0 uM. La ecuacién obtenida de la curva tipo fue utilizada

para determinar la actividad antioxidante de las muestras.

2.2.9 Determinacion del contenido de antocianinas

Se prepararon dos muestras, de 20 mg cada una, de los frutos liofilizados y molidos.
La primera muestra se disolvié en 5 mL de una disolucion buffer pH1. La segunda
muestra se disolvié en 5 mL de una disolucion buffer pH=4.5 (Lee et al., 2005).
Ambas muestras se agitaron en vortéx (15 min) y fueron centrifugadas (15 min, 2500
rom). Una alicuota de 100 pL del sobrenadante se colocé en un pozo de la
microplaca. La absorbancia de las muestras fue determinada a 513 y 700 nm en un

lector de microplacas.

La concentracién de pigmentos de antocianinas, se expresé como miligramos
equivalentes de Cianidina 3-glucésido por gramo de muestra en base seca (mgEC —

3 — Ggpq), fue calculada como sigue:
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Pigmento de antocianina (Equivalentes de Cyanindina 3 — glucosido,mgL™1)

_ (AxPM % FD = 10°)
B (g % 0.38)

Dénde:

A = (4520 nm — A700 nm)PH1.0 — (4520 nm — A700 nm)PH 4.5

PM = 449.2 g mol* para Cianidina 3-glucésido

FD es el factor de dilucién establecido

¢ = Coeficiente de extincion molar de Cyanidina 3-glucosido (26 900 molt cm)

102 = factor de conversién de g a mg

0.38 cm = longitud de trayectoria, factor de correccién por uso de microplacas.

2.2.10 Andlisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (disefio completamente al azar con tres
repeticiones) a los datos de peso, tamafio, fenoles totales, flavonoides, antocianinas
y actividad antioxidante para identificar diferencias estadisticas (p<0.05). Se uso la
prueba de Tukey para las comparaciones de medias. Los datos se analizaron con

el paquete SAS version 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, EE.UU).
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Cambios en las caracteristicas morfolégicas durante la maduracion del
fruto

Las caracteristicas fisicas y apariencia de los frutos colectados y analizados se
muestran en el Cuadro 2.1. Los parametros que se consideraron para colectar las

muestras fueron principalmente la aparicion de color en el fruto y su consistencia.

El peso fresco, didmetro menor, longitud y didametro mayor incrementaron de forma
significativa (Figura 2.2) con el crecimiento y desarrollo de los frutos. El peso fresco
fue estadisticamente diferente durante todo el periodo de desarrollo, el valor maximo
registrado fue de 2.6 g. El didmetro menor, la longitud y el didmetro mayor se
dividieron estadisticamente en dos fases: a partir del dia 30 hasta el 74 se llevo a
cabo un crecimiento rapido, mientras que del dia 74 al 97 el crecimiento fue mas
lento. El tamafio maximo del fruto fue de 0.92, 0.98 y 1.14 cm para diametro menor,
longitud y didmetro mayor, respectivamente. Un comportamiento similar de los
cambios en las caracteristicas morfologicas durante el desarrollo y maduracién ha
sido reportada en otros frutos tales como wolfberry (Zhao et al., 2015) y meldn

(Miccolis and Saltveit, 1991).
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Cuadro 2.1 . Atributos fisicos empleados para definir la maduracién de los frutos

capulin (Prunus serotina).

Dias después Color del epicarpio Consistencia Imagen

de floracion del fruto

89 Pigmentacion Rigido y duro
verde/rojiza

91 Pigmentacion Rigido
amarillo/rojiza

93 Pigmentacion rojiza Rigido/Frégil

95 Pigmentacion Fragil
rojiza/purpura

97 Pigmentacion purpura  Fragil

(=)



(dm)/ ~~__(dma)

0.8

Tamaro (cm)

0.6

0.4
—8— Peso del fruto

Diametro menor (dm) | 1
longitud (1)
—&— Diametro mayor (dma)

0
T T T
0 20 40 60 80 100 120

w
Peso de fruto con semilla (g)

0.2

0.0

Dias después de floracion

Figura 2 2. Peso, diametro menor, longitud y didmetro mayor en los frutos de capulin
(Prunus serotina) durante su desarrollo. Las barras de error indican el error estandar
de 53 réplicas. 2-?-¢-d-e- medias de la dimensién y peso con la misma letra son

estadisticamente iguales (p< 0.05).

2.3.2 Contenido fendlico durante la maduracién

La variacion en el contenido de fenoles totales (FT) de los extractos polares del fruto
de capulin a lo largo de su maduracién se muestra en la Figura 2.3a. EI mayor
contenido de FT fue de 23.13 + 3.96 mg EAG g;,2 a los 89 dias después de la
floracion y disminuyo hasta 13.08 + 5.94 mg EAG g;,2 en el dia 97. Se puede oservar
gue desde el dia 89 hasta el 93 el contenido de FT es similar, sin embargo a partir
del dia 94 se observa una disminucion significativa. Un comportamiento similar del
contenido de FT a lo largo de la maduracion fue encontrado en frutos como fresas

y zarzamoras (Wang and Lin, 2000), arandano azul (Castrejon et al., 2008) y

——
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nispero (Ayaz et al., 2008, Ding et al., 2001). Sin embargo, en frutos de frambuesa
(Wang and Lin, 2000) y mora (Lou et al., 2012) se encontr6 un comportamiento

opuesto.

El contenido de flavonoides vari6 desde 14.79+1.76 hasta 9.23+1.72 mg EC mL™1,
En la Figura 2.3b se muestra el comportamiento de los flavonoides totales durante
el periodo de maduracion del fruto. Desde el dia 89 hasta el 93 el contenido de
flavonoides fue estadisticamente igual, incrementandose a partir del dia 94. Un
comportamiento similar al encontrado en este trabajo se present6 cuando se
estudiaron cambios en flavonoides durante el desarrollo de frutos de mulberry (Lou

et al., 2012).

Uno de los primeros cambios observados durante la madurez de los frutos del
capulin fue el desarrollo de una coloracién rojiza debido a la formacion de
antocianinas, en la Figura 2.5a se muestra que las antocianinas tienen un aumento
considerable (98 %) desde el inicio hasta el final de la maduracién. Estudios
similares de maduracion muestran que cuando los frutos se tornaron rojizos o
purpura (en las etapas finales de maduracion) se alcanza la cantidad méaxima de
antocianinas (Castrejon et al., 2008, Villanueva-Tiburcio et al., 2010, Wang and Lin,

2000).

De manera general, se observa que a lo largo del proceso de maduracion, tanto los
fenoles totales, como los flavonoides disminuyen, sin embargo se muestra un
aumento en las antocianinas. Para explicar estos cambios se debe tener en cuenta

que, al igual que los compuestos fendlicos, los azlcares y algunas proteinas son
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capaces de reducir el reactivo utilizado en el ensayo de Folin-Ciocalteu (Sun-
Waterhouse et al., 2013). Por otro lado, la ruta de biosintesis de las antocianinas,
estudiada por Mol et al. (1996) y Forkmann (1991), involucra en las primeras etapas,
la formacion de flavonoides como la hidroxichalcona, la naringenina y
dihidrokaempferol entre otros (ver Figura 2.4), al final la enzima dihidroflavonoid-4
reductasa (DFR) reduce los dihidroflavoles a leucoanticianidinas, las cuales
experimentan oxidacién, deshidratacion y glicosilacion, con azucares como la D-
glucosa, lactosa |-ramnosa y la D-xylosa, para formar las antocianinas. De esta
manera, la incorporacién de falvonoides y azlcares para biosintetizar antocianinas,
explica la disminucion de fenoles y flavonoides totales y el aumento de antocianinias

a lo largo de la maduracion de los frutos de P. serotina.
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Figura 2.3 Contenido de Fenoles Totales (a) y flavonoides (b) en los extractos de
mesocarpio y epicarpio de frutos de capulin (Prunus serotina) a diferentes estados
de desarrollo. Las barras de error indican el error estandar de frutos colectados de

cinco arboles diferentes. @ - P - ¢ -d -e 1 medias con la misma letra son

estadisticamente iguales (p< 0.05).
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Figura 2.4 Ruta biosintética de flavonoides y antocianinas (Holton and Cornish,

1995).
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Figura 2.5 Contenido de antocianinas totales (a) y actividad antioxidante (b) en los
extractos de mesocarpio y epicarpio de frutos de capulin (Prunus serotina) a

diferentes estados de desarrollo.
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2.3.3 Capacidad antioxidante durante la maduracién de los frutos de P.
serotina
La Figura 2.5b describe la capacidad antioxidante de los frutos evaluados. La

mayor actividad fue al dia 93 (63.7 + 14.8 umol ET g;3) y la menor al 97(32.7
+3.6 umol ET g;,2). Los datos obtenidos indican que debido a la alta variacién de la
capacidad antioxidante en las réplicas no hubo diferencia significativa desde el dia
87 hasta el 95, sin embargo los frutos colectados al dia 97 tuvieron la menor
actividad. La capacidad antioxidante durante las etapas de maduracion en otros
frutos ha sido evaluada por diversos autores (Ayaz et al., 2008, Castrejon et al.,
2008, Lou et al., 2012, Villanueva-Tiburcio et al., 2010, Wang and Lin, 2000). En
estos casos, la capacidad antioxidante fue determinada utilizando otras
metodologias (DPPH, ABTS y ORAC); sin embargo, el comportamiento en los
diferentes frutos fue semejante al obtenido en este trabajo (menor en la etapa final
de maduracién). Kahkdnen et al. (2001) muestran que las diferencias en la madurez
de la fruta pueden tener efecto sobre los perfiles fendlicos a su vez estos
compuestos son generalmente mas altos en frutos jévenes que en frutos maduros,
con excepcion de las antocianinas, que generalmente se acumulan durante la
maduracion. Gruz et al. (2011) indican que la sobremaduracion en los frutos
contribuye a la pérdida de sus propiedades funcionales y capacidad antioxidante.
Por lo tanto, la contribucion de los grupos de compuestos fendlicos a la capacidad
antioxidante puede variar (Castrejon et al., 2008). En la evaluacion de frutos de
arandano azul (Connor et al., 2002) encontraron que la capacidad antioxidante esta

fuertemente relacionada con el contenido de compuestos fenélicos y antocianinas.
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Otros investigadores refieren que en frutos de mora existen otros componentes, no
las antocianinas y flavonoles, que contribuyen al contenido de flavonoides totales
en las ultimas etapas de maduracién (Lou et al., 2012). De la misma forma Castrején
et al. (2008) indican que otros compuestos fendlicos diferentes a las antocianinas

pueden contribuir positivamente a la actividad antioxidante total.

Los resultados en el presenta trabajo indican que los factores a los que se les podria
atribuir la disminucion de la capacidad antioxidante son los siguientes: 1) la
disminucién de flavonoides que estan involucrados en la biosintesis de las
antocianinas (Figura 2.4), Il) la unién enzimética de los azucares reductores
oxidables a las antocianidinas para dar origen a las antocianinas y Ill) a la
interacciébn que se da entre los polifenoles y las proteinas del fruto durante la

maduraciéon (Ozawa et al., 1987).

2.4 CONCLUSION

La evidencia experimental mostré que el contenido de FT, flavonoides y actividad
antioxidante en frutos de capulin disminuye en las Ultimas etapas de maduracion.
Por consiguiente, la etapa idénea en la que se deben cosechar los frutos para
conservar sus propiedades antioxidantes es a los 93 dias después de la floracion,
debido a que en este periodo se tiene la mayor cantidad de FT, flavonoides y
actividad antioxidante. En esta etapa los frutos presentan coloracion rojiza, tienen
un peso aproximado de 2.3 g y un tamafio de 0.9, 1.1y 1.2 cm para diametro menor,

longitud y diametro mayor, respectivamente.
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CAPITULO 3

ENCAPSULACION DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES DE CAPULIN (Prunus
serotina) EMPLEANDO DIFERENTES MATRICES DE MALTODEXTRINA

RESUMEN

Los pigmentos naturales que se obtienen de las flores y los frutos han resultado de
interés para la industria de los alimentos ya que proveen una alternativa para
restablecer el color de los alimentos sometidos a procesamiento. Las antocianinas
de los frutos de capulin han sido propuestas para ser aplicadas en los alimentos
debido a su color atractivo y actividad antioxidante. En el presente trabajo se
implementé un proceso de purificacion preliminar de antocianinas de frutos de
capulin (Prunus serotina), y se desarroll6 un procedimiento para obtener
microcapsulas del extracto purificado utilizando maltodextrina como material de
pared. La purificacion se llevo a cabo usando membranas de separacion y mediante
el procedimiento de adsorcion. La adsorcion se realizd usando una resina XAD-4.
Durante el proceso de purificacién y adsorcidn se llevé a cabo la cuantificacién de
solidos totales, azUcares reductores, antocianinas y fenoles totales. Asi mismo,
durante el proceso de microencapsulacion se cuantific6 el contenido de
antocianinas y fenoles totales. Los resultados indicaron que aplicando el proceso de
purificacion propuesto se logré eliminar un alto contenido de hidratos de carbono y
proteinas; ademas con el proceso de adsorciéon se logré concentrar el contenido de
antocianinas y fenoles totales. Los resultados de la microencapsulacién indicaron
gue a una concentracion de solidos totales de 0.1 % se logrd conservar el contenido

de antocianinas y fenoles totales mayormente.
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Palabras clave: capulin, purificacion, adsorcidon, microencapsulacion,

maltodextrina.

ABSTRACT

Natural pigments obtained from flowers and fruits have been of interest to the food
industry because they provide an alternative to reestablish the color of processed
food. Anthocyanins of capulin (Prunus serotina) fruits have been proposed to be
applied in food products because their attractive color and antioxidant activity. In this
research a preliminary purification process of anthocyanin capulin fruits was
implemented. In addition a procedure was developed to obtain microcapsules with
the purified extract using maltodextrin as wall material. Purification was carried out
using separation membranes and an adsorption process. The adsorption was
performed using a XAD-4 resin. Total solids, reducing sugars, total phenols and
anthocyanins measurements were realized along entire the purification and
adsorption processes. Also during the microencapsulation process the content of
total phenols and anthocyanins were quantified. The results indicated that applying
the proposed purification process was eliminated a high content of carbohydrates
and proteins; in addition to the adsorption process it was achieved concentrate
anthocyanins and total phenols. Results from microencapsulation process indicated
that using total solid concentration of 0.1% was achieved preserve almost the

content of anthocyanins and total phenols.

Keywords: Capulin, purification, adsorption, microencapsulation, maltodextrin.
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3.1 INTRODUCCION

El color es uno de los atributos mas importantes en los alimentos debido a
que mejora su apariencia, fomenta su consumo y frecuentemente esté relacionado
con su calidad (Lawless and Heymann, 2010). Sin embargo, cuando un alimento se
somete a procesamiento, generalmente pierde su color caracteristico (Solymosi et
al., 2015). Para reestablecer esta pérdida, se ha recurrido al uso de colorantes
artificiales, no obstante, su uso ha causado polémica por sus posibles repercusiones
a la salud (Suh and Choi, 2012). Como alternativa, se ha fomentado el uso de
pigmentos naturales para obtener alimentos atractivos y con propiedades

funcionales (Timberlake and Henry, 1986).

Las flores y los frutos de las plantas se encuentran entre las principales
fuentes de pigmentos naturales. Algunos compuestos, obtenidos a partir de estos,
han recibido un gran interés por la industria de los alimentos debido a las
coloraciones que proporcionan son las antocianinas y los carotenoides (Delgado-
Vargas et al., 2000). Las antocianinas son responsables de los colores, rosa, rojo,
puarpura y azul en flores, hojas, frutos y vegetales (Delgado-Vargas et al., 2000);
estos pigmentos hidrosolubles se acumulan en las células epidérmicas de las frutas
en maduracion y se han extraido principalmente de zarzamora, arandano,
blueberry, mora, fresas, uvas, cerezas y otras frutillas silvestres (Wang and Lin,
2000, Ordaz-Galindo et al., 1999, Villanueva-Tiburcio et al., 2010). La naturaleza
hidrofilica de las antocianinas permite su extraccion con disolventes polares y facilita
su posible incorporacién a los alimentos. Actualmente se han desarrollado diversos

métodos para extraer estos compuestos a partir del material vegetal, la mayoria de
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estos procesos no son selectivos; en tanto los pigmentos obtenidos se acompafian
de grandes cantidades de otros compuestos tales como azucares, acidos organicos,
aminoacidos y proteinas que forman matrices complejas dificultando su aislamiento
y purificacién (Jampani et al., 2014). Los procesos de separacion con membranas
microfiltracion, ultrafiltracion y nanofiltracion y subsecuentes adsorcién/desorcion en
resinas, han sido aplicados para la purificacion de compuestos hidrofilicos como las
antocianinas (Cerén-Montes et al., 2015, Cissé et al., 2011). La separacion de las
antocianinas de las matrices complejas en los frutos, incrementan su estabilidad
(Buran et al.,, 2014, Jampani et al., 2014, Jampani and Raghavarao, 2015,
Chandrasekhar et al., 2012). Por otra parte, las antocianinas purificadas tienden a
ser inestables ante factores como el estrés térmico, cambios de pH, presencia de
oxigeno y luz; con el fin de aumentar su vida util y conservar sus propiedades es
conveniente utilizar métodos de encapsulacion para conservarlas. La
microencapsulacién es definida como una tecnologia mediante la cual pequefas
particulas soélidas, gotas de liquido o gases son incrustadas en materiales de
concha o de matriz que generalmente son polimeros, su tamafo puede ser desde
1 hasta 100 micras y pueden tener diferentes morfologias (Schrooyen et al., 2001).
Esta tecnologia provee una solucion técnica al incremento de la solubilidad,
estabilidad y biodisponibilidad de compuestos bioactivos, derivados de las frutas y
los vegetales. Dentro de los métodos de encapsulacion, los mas usados para la
conservacion de fitoquimicos son el secado por aspersion, secado en frio, la
formacion de liposomas y la coacervacion y formacién de complejos de inclusion
molecular. El método de secado por aspersion es el mas comun en la industria de

alimentos, comparado con otras técnicas, presenta ventajas tales como la amplia
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disponibilidad de equipo, producciébn a gran escala, facil manipulacién de
condiciones de operacion y bajos costos de proceso (Kwak, 2014). El secado por
aspersion se ha utilizado para la microencapsulacion de extractos de zanahoria
negra, Garcinia indica, Myrica rubra Sieb. Et Zucc y jugo de Acai, la matriz utilizada
para estas investigaciones fue maltodextrina con diferentes equivalentes de
dextrosa. Aplicando este método de microencapsulacion se logro preservar el color
de los extractos, sus propiedades funcionales y prolongar su vida util (Ersus and
Yurdagel, 2007, Fang and Bhandari, 2011, Nayak and Rastogi, 2010, Tonon et al.,

2010).

Con base en lo anterior y tomando en cuenta que no se conoce reporte
alguno sobre la microencapsulacién de los antioxidantes contenidos en los frutos de
capulin, el objetivo del presente trabajo fue obtener microcapsulas, usando como
matriz maltodextrina con diferentes equivalentes de dextrosa, a partir de un extracto
acuoso acidificado de frutos de Prunus serotina, previamente sometido a los

procesos de microfiltracion, ultrafiltracion y adsorcién/desorcion.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Preparacion del extracto

Los frutos de capulin sin semilla, previamente lioflilizados, se mezclaron con una
disolucién acuosa de acido fosférico 0.08 M en una proporcion 1:20 p/p. La
extraccién consistio en agitar la mezcla en un vortéx (1000 rpm/3 min) (Vortéx
Synergy, WVR International), se sonicé (15 min) (Ultrasonic Cleaner 8890, Cole-

Parmer), se agité en una incubadora (150 rpm/30 min, 37 °C) (Prendo INO-650 M),
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se sonicd nuevamente (15 min). Al extracto obtenido se le aplicé el proceso de

separacion descrito a continuacion.

3.2.2 Proceso de separacion

El proceso de separacion para obtener el pigmento preliminar purificado consistio
de las operaciones descritas en la Figura 3.1(a) muestra el proceso inicial de la
purificacion del extracto hasta el proceso de adsorcién. El proceso de desorcién y

secado por aspersion se muestra en la Figura 3.1 (b).

La pre-clarificacion se aplico para remover los sélidos suspendidos, el extracto fue
filtrado utilizando papel filtro en pliego de fabricaciéon nacional (P.V. N01021,
abertura de poro de 8 um y una bomba de vacio (FELISA Modelo FE-1500L). El
permeado de la pre-clarificacion fue sometido a un proceso de microfiltracion (MF)
utilizando un filtro de cépsula de fibra hueca MINNTECH FiberFlo con membrana
de polisulfona (tamafio de poro 0.05 um, area de 0.1858 m?) a presion
transmembrana de 206.8 kPa vy flujo axial de 6 Lmin. Después se llevé a cabo la
ultrafiltracién utilizando un sistema de Prep/Scale Millipore usando una membrana
de material de celulosa regenerada de 1 kDa (0.09 m?, modelo CDF 001 LA) y una
bomba peristaltica Cole Palmer (Modelo 7553-70). Bajo las condiciones de

operacion: presion de transmembrana (206.8 kPa), y un flujo axial de 6 Lmin2,
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Figura 3 1 Proceso de purificacion y secado por aspersion de antioxidantes extraidos de frutos de capulin (Prunus serotina).
1. Corriente de extracto clarificado (EC), 2. Corriente de extracto microfiltrado (EMF), 3. Corriente de extracto ultrafiltrado

(EV), 4. Corriente de extracto desorbido (D).
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La adsorcién se llevo a cabo usando 50 g de resina (XAD-4 Amberlite, Rohm and
Haas Company, Philadelphia, U.S.A.) activada. Para activar la resina se hicieron
aproximadamente 10 lavados con etanol y después se dej6 reposar en el mismo
durantel2 h, posteriormente se retiré el exceso de etanol y la resina fue empacada
en una columna para su uso. XAD-4 Amberlite es un polimero reticulado no iénico
que deriva sus propiedades de adsorcion de su estructura macrorreticular, su alta
area superficial, y la naturaleza aromética de su superficie. El extracto de capulin
(3.700 kg) se hizo pasar por la columna empacada utilizando una bomba peristéltica
(Masterflex L/S Easy-Load 1) a una velocidad de 10 mL min~t. El pigmento del
extracto fue adsorbido por la resina, mientras que el disolvente incoloro fue
colectado en otro recipiente. Terminado el proceso, la resina fue lavada con agua
purificada. Posteriormente, se hizo pasar aire a través de la resina para eliminar el
exceso de agua. El pigmento adsorbido en la resina se recuperé con 200 mL de
etanol, el cual posteriormente se evaporo a sequedad a una temperatura de 29 °C,
usando un evaporador rotario; finalmente fue rehidratado utilizando una disolucion

de etanol/agua (3:1 p/p).

El contenido de antocianinas, fenoles totales, azucares reductores y solidos totales
se cuantific6 después de cada una de las operaciones unitarias llevadas a cabo
para purificar el extracto, es decir, en el extracto inicial, después de la microfiltracion
y ultrafiltracion. También se midieron los parametros anteriores en los pigmentos

obtenidos por desorcion con etanol/agua (3:1 p/p).
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3.2.3 Preparacién de microcapsulas

La matriz para llevar a cabo la microencapsulacion de las antocianinas fue con
maltodextrina a tres diferentes concentraciones (5.0, 0.3 y 0.1 %). Para las dos
primeras concentraciones se utilizd maltodextrina de 16.5 - 19.5 equivalentes de
dextrosa (ED) y para la de 0.1 % se utilizd maltodextrina de 10 ED. Cada disolucién
de maltodextrina contenia 5.0 % de extracto de capulin purificado. Las disoluciones
fueron homogenizadas (20 min) utilizando un agitador magnético y posteriormente
filtradas a través de una membrana de 0.45 um. Finalmente cada una de las
mezclas fue alimentada a un nano secador por aspersién (Nano-Spray Dryer B-90,

BUCHI), el tamafio de membrana utilizada en el cabezal fue de 5 ym.

3.2.4 Métodos analiticos

3.2.4.1 Solidos totales

Los solidos totales fueron determinados durante el proceso de purificacion y
concentracion de antocianinas usando una termobalanza Santorius Modelo Mark un
gramo de extracto de capulin fue secado a 100 °C. Los resultados fueron

expresados como gramos de solido por kilogramo de extracto (g kg™1).

3.2.4.2 Contenido de antocianinas totales

El contenido de antocianinas totales (AT) fue determinado por el método diferencial
de pH. La absorbancia de las muestras fue medida a 520 y 700 nm en un lector de
microplacas (Synergy 2, Biotek International, software Gen5). La concentracion de
pigmentos de antocianinas, se expresé como miligramos equivalentes de cianidina
3-glucésido por kilogramo de muestra (mgkg;!), y se calculé de acuerdo con la

ecuacion (1):
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(A« PM * FD = 103)
(e x0.38)

AT (mgL™) = ey

Dénde:

A = Absorbancia determinada como (4s; nm — 4700 nm)PHL.0 — (As20 nm — A700 nm)PH 4.5

PM = 449.2 g mol* de la cianidina 3-glucésido

FD = Factor de dilucion establecido

¢ = Coeficiente de extincion molar de cianidina 3-glucosido (26 900 mol*cm-?)

102 = Factor de conversién de g a mg

0.38 cm = Longitud de trayectoria, factor de correccién por uso de microplacas,

expresada en cm.

3.2.4.3 Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales fue determinado utilizando el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965) adaptado a microplacas. Cada andlisis se
realizd por triplicado colocando en cada pozo de la microplaca (96 pozos) una
mezcla de 25 uL de extracto de frutos de capulin, 30 pL de Na2COs al 20 %, 125 uL
de agua destilada y 20 L del reactivo de Folin-Ciocalteu (diluido 1:10 con agua
destilada). El agua y el reactivo de Folin-Ciocalteu se adicionaron automaticamente

haciendo uso del sistema de inyeccion del equipo. Después, la microplaca, con las
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mezclas de reaccion, se dejo en obscuridad durante 30 minutos y finalmente se
leyeron las absorbancias a 760 nm. Los resultados fueron expresados como
miligramos equivalentes de acido galico por gramo de muestra (mgEAG g™1). La
curva de calibracion de &cido gélico se prepard en un rango de concentracién de
0.005 a 0.027 mg mL™1. La ecuacion obtenida de la curva tipo fue utilizada para

determinar la concentracion de fenoles totales en la muestra.

3.2.4.5 Contenido de azucares reductores

La cantidad de azucares reductores en la muestra fue determinada usando el
método 3,5 dinitro salicilico (DNS) (Bello Gil et al., 2006). En un tubo de ensayo se
mezclaron 1 mL de muestra 'y 1 mL de reactivo DNS, la mezcla se mantuvo dentro
de agua en ebullicién (6 min), en seguida se colocé en agua fria. Durante todo el
proceso se evito la exposicion a la luz. La absorbancia de cada una de las muestras
fue medida a 540 nm utilizando un espectrofotémetro (PerkinElmer's LAMBDA 25).
Las mediciones se hicieron por triplicado. Los resultados fueron expresados como
g de glucosa por kilogramo de muestra (gkgn!). La curva de calibracion de la

glucosa se prepar6 en un rango de concentracion de 0.015 a 0.220 mg L.

3.2.5 Microscopia electronica de barrido

La estructura de las microcapsulas fue evaluada utilizando un microscopio
electrénico de barrido modelo JEOL, JSM-6390LV. Los polvos fueron adheridos a
un cartucho utilizando una cinta de carbono de dos caras, posteriormente fueron
recubiertos con oro usando un equipo Vaccum Desk IV (15 min). Para las muestras
con concentracion de 5.0 % el equipo fue operado a 20 kV x 3 300 y 3 500, para las

concentraciones de 0.3 y 0.1 % las condiciones fueron 20 kV x 10 000.
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3.2.6 Distribucién del tamafio de particula

La distribucién de tamafio de particula fue medida, por triplicado, usando un equipo
de dispersion de luz dindmica, Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern,
UK). Una pequefia muestra de microcdpsulas fue suspendida en acetato de etilo y
homogenizada con un vortex (1 min). El tamafio de particula se expres6 como el

diametro medio del volumen de particula.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 3.1 se muestran los valores de solidos totales, azucares, fenoles
totales y antocianinas a lo largo del proceso de preclarificacion y desorcion del
extracto hidroalcohdlico de los frutos de capulin. De acuerdo con la informacion
generada, durante el proceso de microfiltracion y ultrafiltracion se removieron el
47.70 % de sdlidos totales del extracto inicial y aproximadamente el 39.70 % de
azucares; por otro lado, el contenido de antocianinas y fenoles totales con la
ultrafiltracién disminuyeron en 18.40 % y 25.25 %, respectivamente. El uso de
membranas de flujo tangencial no sélo reduce el contenido de sélidos totales sino
también una proporcion de antocianinas y fenoles totales (Cassano et al., 2013,
Cerén-Montes et al., 2015). Conviene destacar que, el extracto inicialmente tenia
un aspecto turbio y después de los procesos de micro y ultrafiltracion se observé
translicido. EI mismo comportamiento se encontrd en el proceso de purificacién de
antocianinas de col morada y fue atribuido a la eliminacion de compuestos
presentes en el extracto crudo, que generalmente causan turbidez, tales como:
taninos, pectinas y sdlidos en suspension (Jampani and Raghavarao, 2015). Como

los taninos forman parte del contenido fendlico su eliminacion contribuye a la
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disminucién de fenoles totales. Durante la maduracion de los frutos los polifenoles
tienden a unirse a las proteinas (Ozawa et al., 1987). Por lo tanto la eliminacion de
proteinas durante la clarificacion del extracto de frutos de capulin, contribuya a la

disminucioén de fenoles totales.
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Cuadro 3.1.Concentraciones obtenidas de las diferentes corrientes del extracto de Capulin (Prunus serotina) durante la

purificacion por adsorcion.

Corriente * Masa de Soélidos Concentraciéon Concentracion de Concentracion
corriente totales de azucares antocianinas totales de fenoles
reductores totales
(kg) (gkg™ (mgEC -3 - Gkg™)
(gGlucosa kg™1) (mgEAG kg™1)

Extracto crudo 4.492 + 0.001 38.36 £+ 0.0001 ------- e e

Extracto micro- 4.257 + 0.001 28.88 + 0.0001 8.9 +0.56 2.22 +0.061 293 +1.3
filtrado

Extracto ultra- 3.783 + 0.001 20.07+ 0.0001 5.37+0.56 1.81 +0.106 219+2.1
filtrado

Desorbido 0.180 + 0.001 37 £ 0.0001 1.3+0.59 36.2+1.17 4187 +178

Valor medio de las determinaciones + la desviacién estandar de tres repeticiones. * Definidas en la Figura 1.
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La aplicacion del proceso de adsorcion contribuye a la concentracion de
antocianinas totales e incrementa su estabilidad, también favorece la
concentracion del contenido de fenoles totales (Buran et al., 2014, Cerén-Montes
et al., 2015). En este caso el proceso de adsorcion logré concentrar el contenido
de sélidos, antocianinas y fenoles totales, debido a la retencion de componentes
activos en la membrana de adsorcion y a la estandarizacion que se hace en el
proceso de eluciény evaporacion, ademas se eliminé un 75 % mas de azlcares

del extracto ultrafiltrado.

En la Figura 3.2 se muestran los cambios en las corrientes respecto al contenido
de solidos totales y azUcares, se puede observar que durante el proceso se
presentd una disminucion paulatina de la cantidad de sélidos totales a su vez el
contenido de azucares también disminuyd. De acuerdo con Jampani et al. (2014)
los azlcares libres y la degradacion de sus productos en los extractos de las
antocinaninas conducen a la reaccion de Maillard y forman compuestos marron;
por lo tanto, su eliminacion en los extractos es muy deseable para los pigmentos

y facilita su aplicacion en el procesamiento de alimentos.
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Figura 3.2 Evolucién del contenido de azUcares y solidos totales en cada corriente

durante el proceso de microfiltracion, ultrafiltacion y desorbido.

En la Figura 3.3 se muestran los cambios en las corrientes respecto al contenido
de antocianinas y polifenoles totales, se aprecia que al realizar el proceso de
microfiltracion y ultrafiltracion hubo una reduccion importante en el contenido de
estos compuestos debido a la retencién de un porcentaje de estas sustancias en
la membrana. En el proceso de desorcion podemos darnos cuenta que la
cantidad de antocianinas y fenoles totales permanece casi constante con
respecto a la obtenida en el extracto ultrafiltrado, esto es posible porque el
objetivo de este proceso es reducir el contenido de soélidos que no son

metabolitos secundarios, fenoles ni antocianinas.
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Figura 3 3. Evolucion del contenido de antocianinas y polifenoles totales en cada

corriente durante el proceso de microfiltracion, ultrafiltacion y desorbido.

3.3.1 Condiciones de trabajo para la microencapsulacién

El equipo empleado (Nano Spray Dryer B-90) esta especialmente
disefiado para evaluar el secado por pulverizacién durante las primeras fases de
desarrollo del producto; se puede emplear en varias aplicaciones, incluidas
aguellas a escala muy pequefia, p.ej. soluciones de secado por pulverizacion,
nanoemulsiones, nanosuspensiones, transformaciones estructurales y micro y
nanoencapsulaciones. Consta de un sistema de calefaccion de flujo laminar del
gas de secado cuya temperatura maxima es de 120 °C, la transferencia de calor

se realiza por conveccion entre la nube de gotas generada y el gas; una bomba
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peristaltica para la alimentacion con 4 selecciones fijas de velocidad de flujo y
una viscosidad maxima de 100 mPa-s; un cabezal de pulverizacion piezo-
eléctrico que produce un aerosol por medio de una fina membrana de acero
inoxidable que vibra con frecuencia ultrasonica (60 kHz); y un colector de
particulas electrostatico con una capacidad de recuperacion del 90 % lo que da

como resultado un excelente rendimiento.

Como resultado de algunas investigaciones se ha encontrado que los
parametros tales como la concentracion y viscosidad de la alimentacion,
temperatura de la aspersion, caudal de gas, el tipo de inyeccién del spray, y el
contacto de la gota con el flujo de gas pueden influir en la morfologia de las
microcapsulas, por lo tanto, el ajuste de los parametros puede producir particulas
con morfologia unica (Iskandar et al., 2001, Widiyastuti et al., 2007, Okuyama et

al., 2006)

En la Figura 3.4 se muestran las condiciones de trabajo aplicadas durante
el proceso de microencapsulacion. Las Figuras 3.4 a, 3.4 b y 3.4 c corresponden
a 5.0, 0.3y 0.1 % de sdlidos respectivamente. En los tres casos la temperatura
de entrada del aire al equipo se mantuvo constante (120 °C). El comportamiento
de la temperatura de salida fue parecido para los tres tratamientos y vario de 39
a 46 °C. La mayor variacién se observé en la temperatura del cabezal, para la
concentracion de 5.0 % de sélidos la temperatura varié desde 77 hasta 125 °C y
empezd a ser constante a partir del minuto 23. Para la concentracion de 0.3 %
de solidos la temperatura inicial del cabezal fue de 60 °C y la final de 126°C, el

equilibrio se alcanzé a partir de los 35 minutos. La concentracién de 0.1 % de
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sélidos se microencapsulé a menor temperatura (de 62 a 77 °C). La presion
manomeétrica en los tres casos se mantuvo casi constante (de 34 a 37 mbar). La
temperatura de entrada de la muestra fue similar para ambas concentraciones.
Otro factor que tuvo variaciones importantes fue la velocidad de flujo. La
concentracion de 0.3 % de sélidos present6 el flujo mayor (0.7 g min-1), seguido
por la concentracion de 5.0 % de sdlidos cuya velocidad de flujo promedio fue de
0.5 g mint y la menor velocidad de flujo fue para la concentraciéon de 0.1 % de

s6lidos con un valor promedio de 0.2 g min-t.
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Figura 3.4 Condiciones de trabajo para las concentraciones evaluadas. (a)
Concentracion de 5.0 % de sdlidos, (b) Concentracion de 0.3 % de sélidos y (c¢)

Concentracion de 0.1 % de soélidos.
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3.3.2 Efecto del tipo de maltodextrina en las propiedades de microcapsulas
elaboradas a base de extracto de capulin purificado

El extracto de capulin purificado fue encapsulado utilizando maltodextrina
de diferentes equivalentes de dextrosa (ED), los resultados obtenidos se
presentan en la Cuadro 3.2. Las concentraciones de 5.0 y 0.3 % de solidos se
realizaron utilizando maltodextrina de 16.5 - 19.5 ED, para la concentracion de
0.1 % de solidos se utilizd maltodextrina de 10 ED. Del contenido total de soélidos
el 95 % fue de maltodextrina y el 5 % de extracto de capulin, los resultados
muestran que el tamafio de las microcapsulas varié desde 916 nm hasta 2 314
nm. Las particulas mas grandes se obtuvieron con la concentracion de 0.3 %
sélidos, a su vez esta concentracion presento el contenido mayor de antocianinas
totales y el menor de fenoles totales. La menor cantidad de antocianinas totales
fue obtenida aplicando la concentracién de 5.0 % solidos. Con la concentracion

de 0.1 % de sélidos se obtuvieron particulas con tamafio menor a una micra.

3.3.3 Contenido de antocianinas y fenoles totales

El contenido de antocianinas totales y fenoles totales se muestra en la
Cuadro 2. La concentracion de 0.1 % de maltodextrina de 10 ED no presenté
diferencias significativas en el contenido total de antocianinas y fenoles totales
durante el procesamiento de la muestra, es decir, existe una conservacion de los
compuestos antioxidantes. Por otro lado la concentracion de 0.3 % de
maltodextrina de 16.5 - 19.5 ED tuvo mayor eficiencia de encapsulacion, el
contenido de antocianinas fue estadisticamente igual y de fenoles totales fue

menor el inicio del proceso. La concentracion de 0.3 % de solidos tuvo un mayor
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contenido de antocianinas (9.03 mgEC — 3 — G gsolido™!) y menor de fenoles
totales (0.005 mgEAG gsolido™1) en comparacién con la concentracion de 5.0 %
de sdlidos que presentd el menor contenido de antocianinas (1.37 mgEC — 3 —
G gsolido™1) y mayor de fenoles totales (0.0078 mgEAG gsolido™!). Durante el
procesamiento la concentracion con 5.0 % de solidos (16.5 - 19.5 ED) present6
diferencia significativa, la concentracion de antocianinas y fenoles totales de la
alimentacion fue mayor al final del proceso (1.5 mgEC — 3 — G gsdlido™! vy

0.0082 mgEAG gsolido™1, respectivamente).
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Cuadro 3.2 . Propiedades de las microcapsulas de extracto de capulin purificado elaboradas mediante spray dryer.

Concentracion Tamafio Antocianinas (mgEC — 3 — G) Fenoles totales (mgEAG gsélido™1)
de soOlidos promedio

C.inicial C.final C.Reconstituido C.inicial C.final C. Reconstituido
totales (%) (nm)
5.0 1644 +18  1.34° 1.52 1.27° 0.0077° 0.00822 0.0076°
0.3 2314 +281 9.22 9.02 8.92 0.0048% 0.00512 0.00542
0.1 916.6 £39 6.32 6.32 6.22 0.00732 0.0072% 0.00732

ab Medias con la misma letra son estadisticamente iguales.
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3.3.4 Morfologia de las microcapsulas

Las microcapsulas preparadas a partir de maltodextrina de diferentes ED y
obtenidas mediante secado por aspersion se observaron usando un microscopio
electronico de barrido para conocer su microestructura (Figura 3.5). Las
micrografias muestran claras diferencias, las particulas de 5 % de maltodextrina
tuvieron una variacion de tamafio desde 250 nm hasta 3 um, en su mayoria
presentan una forma esférica lisa (Figura 3.5a). Para la concentracion de 0.3 %
de maltodextrina (Figura 3.5b) el tamafio de las microcapsulas fue desde 300 nm
hasta 4.5 um, en este caso se observan, en su mayoria, particulas esféricas con
superficie lisa y en algunos casos presentan fracturas. En el caso de la
concentracion de 0.1 % de maltodextrina (Figura 3.5c) se observaron particulas
colapsadas, con superficie irregular. La Figura 3.5d muestra las microcapsulas,
elaboradas a base de maltodextrina y extracto de capulin, a una concentracion
de 5.0 % de sdlidos, en este caso se observa aglomeracién o apelmazamiento
de las particulas y su tamafio es dificil de estimar debido a que no hay separacién
entre ellas. Para la concentracién de 0.3 y 0.1 % de sélidos la formacién de las
microcapsulas fue esférica. Las particulas de la concentracion de 0.3 % sélidos
presentan en su mayoria superficie lisa (Figura 3.5e), mientras que las de 0.1

presentan en su mayoria superficie colapsada o irregular (Figura 3.5f).
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Figura 3.5 Imagenes de microscopia electrénica de barrido (a), (b) y (c)
corresponden a una solucion de 5.0, 0.3 y 0.1 % de maltodextrina, (d), (e) y (f)
corresponden a una solucion de 5.0, 0.3 y 0.1 % de sélidos de los cuales 5.0 %

fue de extracto purificado de capulin y el resto maltodextrina.
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Las variaciones de forma y tamafio probablemente sugieren que las condiciones
de secado no fueron similares en ninguno de los tres casos, como se discutié
anteriormente. Por otro lado, la formacion de la superficie abollada en las
microcapsulas se podria atribuir a la contraccion que experimentan durante el
proceso de secado. La superficie menos irregular de las particulas de 5.0 y 0.3
% de solidos en comparacion con la de 0.1 % sélidos podria atribuirse a las
diferencias de ED en la maltodextrina. Las microcapsulas elaboradas a base de
maltodextrina de 16.5 - 19.5 ED presentaron mayor esfericidad debido a que
contenia una mayor cantidad de azucares reductores de bajo peso molecular en
comparacion con las elaboradas a base de maltodextrina de 10 ED. De acuerdo
con Loksuwan (2007) estos azUcares de bajo peso molecular pueden actuar
como un plastificante y prevenir la contraccién de la superficie durante el secado.
Otro factor al que se le puede atribuir las diferencias morfoldgicas es la tasa de
secado y la temperatura de entrada de aire. En un estudio realizado para describir
los cambios morfolégicos de particulas secadas por aspersion se encontré que
la temperatura influye en su morfologia (Alamilla-Beltran et al., 2005). Los
investigadores encontraron que las particulas resultantes de secado con
temperaturas bajas (110/74 °C) presentan mayor grado de contraccién y menor
tamafio en comparacion con las que son secadas a mayor temperatura (170/145

°Cy 200/173 °C) (Alamilla-Beltran et al., 2005).

De las tres concentraciones estudiadas, las microcapsulas con 0.1 % de solidos
presentaron mejores resultados en comparacion con las de 5.0 y 0.3 % de

sélidos, lograron conservar de manera eficaz tanto el contenido de antocianinas
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como de fenoles totales, ademas con las condiciones aplicadas a esta disolucion
(temperatura del cabezal entre 62-70 °C vy flujo de alimentacién 0.2 g min-t) fue

posible obtener particulas con tamafio menor a una micra.

3.4 CONCLUSION

La purificacion y concentracion de antocianinas de capulin fue exitosa empleando
procedimientos de separacion con membranas acoplados a adsorcion/desorcion.
Los procesos de micro y ultra filtracibn mostraron buena capacidad para disminuir
el contenido de sdlidos totales y principalmente el contenido de azucares. Por
otro lado al aplicar la purificacion por adsorcion con la resina Amberlite XAD-4 se
logré conservar el 95.58 y 91. 37 % del contenido total de antocianinas y fenoles
totales, respectivamente. En el desarrollo de las microcapsulas, la maltodextrina
resulté ser una matriz eficaz para conservar el contenido de antocianinas vy
fenoles totales durante el procesamiento de la muestra. Las microcapsulas
obtenidas con la disolucién de maltodextrina de 0.1 % de solidos conservaron el

contenido de antocianinas y fenoles totales, y su tamafio fue menor a 1 pum.
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CONCLUSIONES GENERALES
Con el desarrollo de los tres capitulos abordados en esta investigacion se

pudieron obtener las conclusiones siguientes:

1. El método de Taguchi permitié determinar las condiciones Optimas de
extraccion de fenoles totales del fruto de capulin (Prunus serotina). Estas
fueron con la mezcla acetona: agua (7:3, v/v) y un tiempo de agitacion de
30 min. El tiempo de agitacion y tipo de disolvente utilizado son factores
gue pueden incrementar o disminuir los rendimientos de fenoles totales
contenidos en frutos de P. serotina.

2. El contenido de compuestos antioxidantes de frutos de capulin disminuye
en las Ultimas etapas de maduracion. Por consiguiente, la etapa idénea en
la que se recomienda cosechar los frutos para conservar sus propiedades
antioxidantes es a los 93 dias después de la floracion, debido a que en
este periodo se tiene la mayor cantidad de fenoles totales, flavonoides y
actividad antioxidante.

3. La purificacion y concentracion de antocianinas de capulin fue exitosa
empleando procedimientos de separacibn con membranas acoplados a
adsorcion/desorcion. En el proceso de microencapsulacion, la
maltodextrina resultd ser una matriz eficaz para conservar el contenido de

antocianinas y fenoles totales durante el procesamiento de la muestra.

De manera general, el proceso implementado para obtener microcdpsulas de
compuestos con actividad antioxidante extraidos de frutos de capulin (Prunus

serotina) mostro resultados favorables en la formacion de microcapsulas. En los
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tres tratamientos aplicados las microcapsulas disefiadas presentaron forma
esférica, sin embargo, hubo diferencias en cuanto a tamafio y presencia de

superficie colapsada o irregular.

RECOMENDACIONES

En futuras investigaciones se recomienda aplicar el mismo procedimiento
de extraccion aplicado en el capitulo dos de esta investigacion, debido a que
dichas condiciones fueron las encontradas como éptimas segun la metodologia
de Taguchi. Ademas, se propone aplicar el proceso de purificacién a un extracto
de frutos de capulin colectados en la etapa de maduracién en la que se determiné
gue contenian la mayor cantidad de compuestos antioxidantes. Otra observacién
importante a considerar es cuantificar el contenido de azucares, antocianinas y
fenoles totales retenidos en el proceso de purificacion con membranas para
cuantificar la pérdida de estos compuestos. Durante el proceso de
microencapsulacion es necesario cerciorarse de que en los tratamientos que se

estén evaluado se utilicen las mismas condiciones de trabajo.
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