UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
La Unuversidad Catélica de Loja

AREA BIOLOGICA Y BIOMEDICA

TITULO DE BIOQUIMICO FARMACEUTICO

Encapsulacidén de antioxidantes provenientes de subproductos alimentarios

TRABAJO DE TITULACION

AUTOR: Celi Bonilla, Xavier Eduardo

DIRECTOR: Figueroa Hurtado, Jorge Geovanny, Mg. Sc.

LOJA - ECUADOR
2016


http://eva1.utpl.edu.ec/message/discussion.php?id=31726&course=67931

Esta version digital, ha sido acreditada bajo la licencia Creative Commons 4.0, CC BY-NY-
SA: Reconocimiento-No comercial-Compartir igual; la cual permite copiar, distribuir y
comunicar publicamente la obra, mientras se reconozca la autoria original, no se utilice con
fines comerciales y se permiten obras derivadas, siempre que mantenga la misma licencia al
ser divulgada. http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

Septiembre, 2016


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

APROBACION DEL DIRECTOR DEL TRABAJO DE TITULACION

Mg. Sc.
Jorge Geovanny Figueroa Hurtado

DIRECTOR DEL TRABAJO DE TITULACION
De mi consideracion:
El presente trabajo de titulacion: “Encapsulacion de antioxidantes provenientes de

subproductos alimentarios” realizado por Xavier Eduardo Celi Bonilla ha sido orientado y

revisado durante su ejecucion, por cuanto se aprueba la presentacion del mismo.

Loja, Diciembre del 2016.



DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS

“Yo Xavier Eduardo Celi Bonilla declaro ser autor del presente trabajo de titulacion:
Encapsulacion de antioxidantes provenientes de subproductos alimentarios de la Titulaciéon
de Bioquimica Y Farmacia, siendo Mg. Sc. Jorge Geovanny Figueroa Hurtado director del
presente trabajo; y eximo expresamente a la Universidad Técnica Particular de Loja y a sus
representantes legales de posibles reclamos o acciones legales. Ademas certifico que las
ideas, conceptos, procedimientos y resultados vertidos en el presente trabajo investigativo,

son de mi exclusiva responsabilidad.

Adicionalmente declaro conocer y aceptar la disposicién del Art.88 del Estatuto Organico de
la Universidad Técnica Particular de Loja que en su parte pertinente textualmente dice:
“Forman parte del patrimonio de la Universidad la propiedad intelectual de investigaciones,
trabajos cientificos o técnicos y tesis de grado o trabajos de titulacién que se realicen con el

apoyo financiero, académico o institucional (operativo) de la Universidad”.

Loja, Diciembre del 2016
Fro
Celi Bonilla Xavier Eduardo

C.1: 1104627045



DEDICATORIA

A Dios por bendecirme dia a dia y ser mi guia constante para no claudicar en la culminacién

de este trabajo.

A mis padres, por su apoyo y comprension en especial a mi madre por su sacrificio

constante y sobre todo por siempre creer en mi.

A mis hermanos Cristian y Jeymmi por brindarme su carifio y su apoyo incondicional.

A mi novia Tania por apoyarme y acompafiarme a lo largo de esta travesia.



AGRADECIMIENTO

Primeramente agradezco a Dios y a la Virgencita por las bendiciones derramadas hacia mi

persona para permitirme cumplir con una de mis metas trazadas.

A mi director de tesis Mg. Sc. Geovanny Figueroa Hurtado, que supo compartir sus
conocimientos y experiencia, para poder culminar este trabajo de la mejor manera, gracias

también por la paciencia, confianza y su predisposicion en ayudarme.

A los Ingenieros: Maria Del Cisne Guaman y Ruth Martinez, por su colaboracién como
miembros del jurado de tesis, que han sabido guiar esta investigacion con sus

observaciones y sugerencias, por su tiempo y dedicacion.

A la Universidad Técnica Particular de Loja por permitirme ser parte de la misma y poder
cumplir una de mis metas, al personal docente por aportar sus conocimientos en el

transcurso de mi vida estudiantil.

A mi familia, por apoyarme dia a dia y creer siempre en mi.

A mis amigos que estuvieron en el transcurso de este camino.



INDICE DE CONTENIDOS

APROBACION DEL DIRECTOR DEL TRABAJO DE TITULACION
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTO
INDICE DE TABLAS
INDICE DE GRAFICAS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE ANEXOS
NOMENCLATURA
RESUMEN

ABSTRACT
INTRODUCCION

1. MARCO TEORICO

1.1. Naranja, tipos y variedades
1.2. Aprovechamiento de subproductos
1.3. Digestién gastrointestinal in vitro

1.4. Encapsulacion de antioxidantes

1.4.1 Agentes encapsulantes.

1.4.2 Propiedades de la maltodextrina como agente encapsulante.

1.4.3 Estabilidad del encapsulado.
1.4.3.1 Humedad.

1.5. Antioxidantes
1.5.1 Determinacion de la capacidad antioxidante.
1.5.2 ABTS.
1.5.3 DPPH.
1.5.4 FRAP.

1.6. Fenoles totales
2. DISENO METODOLOGICO
2.1  Proceso de la investigacion
2.2 Humedad
2.3  Digestién gastrointestinal in vitro.
2.4  Fenoles totales
25 ABTS

Vi

10
11

11
12
12
12
13

14
15
16
17
17
19
20



26 DPPH

2.7 FRAP
2.8 Andlisis estadistico
3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Humedad
3.2 Fenoles totales

3.3 Capacidad secuestrante de radicales libres por el método ABTS
3.4  Capacidad secuestrante de radicales libres por el método DPPH

35 Poder antioxidante de reduccién férrica FRAP

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES PARA FUTUROS ESTUDIOS

BIBLIOGRAFIA

vii

20
20
24
25
26
27
29
31
33
37
38
39



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas de algunos métodos de encapsulacion.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de la encapsulacién por el método de secado por atomi-
zacion

Tabla 3. Factores que afectan la estabilidad.

Tabla 4. Contenido de humedad del encapsulado

INDICE DE GRAFICAS

Gréfica 1. Representacion gréfica de la estabilidad del contenido de fenoles totales del
encapsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante
Folin - Ciocalteu.

Gréfica 2. Representacion gréfica de la estabilidad de la capacidad antioxidante del en-
capsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante
ABTS.

Gréfica 3. Representacion gréfica de la estabilidad de la capacidad antioxidante del en-
capsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante
DPPH

Gréfica 4. Representacion gréfica de la estabilidad antioxidante del encapsulado some-

tido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante FRAP.

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Naranja variedad Valencia

Figura 2. Reaccion de color del ABTS

Figura 3. Reaccion de color del DPPH

Figura 4. Reaccion de color FRAP

Figura 5. Proceso de la investigacion

Figura 6. Procedimiento de la Digestion Gastrointestinal in vitro
Figura 7. Determinacion del contenido de fenoles totales
Figura 8. Determinacion de la capacidad antioxidante por ABTS

Figura 10. Determinacion de la capacidad antioxidante por FRAP

viii

10
26

27

30

32

34

12
13
13
16
18
19
21
23



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Humedad del Encapsulado
Anexo 2. Datos de cuantificacion de fenoles totales
Anexo 3. Datos de cuantificacion de ABTS

Anexo 4. Resultado del disefio experimental

48
51
56
59



DPPH
DV

ET
EAG
FD
FeCl;6H,0
FG
FRAP
FSD

g

H

H.O
H,SO,
HCI
K>S,0g
MeOH
mg
min

mL

Na,CO;
NaHCO3
NaOH
nm
PROM
rpm

SM

NOMENCLATURA

2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)

Aproximadamente

Concentracion final

Concentracion inicial calculada con la ecuacion de la recta

Concentracion de la muestra sin dializar
Coeficiente de variacion
Destilada
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
Desviacion estandar
Equivalente de Trolox
Equivalente a acido galico
Fase dializada

Cloruro férrico hexahidratado
Fase gastrica

Capacidad de reduccién férrica del ion
Fase sin dializar

Gramo

Hora

Agua

Acido sulfarico

Acido clorhidrico

Persulfato de potasio
Metanol

Miligramos

Minuto

Mililitro

Normal

Carbonato de sodio
Bicarbonato de sodio
Hidroxido de sodio
Nanometros

Promedio

Revoluciones por minuto

Solucién madre



Solucién de trabajo

Temperatura

2, 4, 6 — tripiridil-s-triazina

Microlitro

Micromoles

Volumen de hidréxido de sodio requerido
Volumen final digestado - fase géstrica
Volumen final digestado - fase dializada
Volumen final digestado — fase sin dializar
Volumen de muestra inicial

Peso

Xi



RESUMEN

En la presente investigacion se evaluo la estabilidad tanto de la actividad antioxidante como
del contenido de fenoles totales de extractos encapsulados de subproductos de naranja
sometidos al proceso de digestion gastrointestinal in vitro durante ocho semanas de
almacenamiento. En todos los tratamientos luego de la fase de digestién géstrica se
presentd un incremento en el contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante. Sin
embargo, en la fase dializada estos valores disminuyeron aproximadamente a la mitad
respecto a la concentracion antes de la digestion in vitro. Ademas se pudo apreciar que en
la semana ocho el porcentaje de estabilidad present6 una disminucion del 27 % en ABTS, y
49 % en DPPH, sin embargo para FRAP existié un aumento del 16 % respecto a la semana
de inicio. La estabilidad del contenido de fenoles totales de la fase dializada mostré
diferencia significativa entre la semana de inicio y la semana cuatro disminuyendo un 41 %,

entre la semana cuatro y ocho no existié diferencia significativa.

Palabras clave: digestion gastrointestinal in vitro, biodisponibilidad de antioxidantes, ABTS,
DPPH, FRAP.



ABSTRACT

In the present investigation, it was evaluated the stability of an antioxidant content of total
phenols of extracts encapsulated of orange sub products subjected to the process of in vitro
gastrointestinal digestion during eight weeks of storage. In all treatments after the stage of
gastric digestion, an increase was presented in the content of total phenol compounds and
their antioxidant capacity. However, in the dialyzed phase these values decreased to
approximately the half with regard to the concentration before the ingestion in vitro. In
addition it was possible to observe that in the eighth week the percentage of stability a
decrease of 27% in ABTS, and 49 % in DPPH; however, for FRAP there was an increase of
16 % compared to the week of initiation. The stability of the content of total phenols dialyzed
showed a significant difference between the week of initiation and the fourth week
decreasing by a 41 %. Nevertheless, between the week fourth and the eighth, there was not
any significant difference.

KEY WORDS: in vitro gastrointestinal digestion, bioavailability of antioxidants, ABTS, DPPH,
FRAP.



INTRODUCCION

Los citricos representan el cultivo mas abundante del mundo, debido a que la produccion
mundial de naranjas se estima que es de 88 x10° toneladas, de las cuales el 82 % son
destinadas a procesos de industrializaciébn para la obtencién de jugos, mermeladas y
conservas (Marin, Soler-Rivas, Benavente-Garcia, Castillo & Pérez-Alvarez, 2007). En estos
procesos se generan grandes cantidades de subproductos tales como cascara, pulpa
agotada y semillas que representan el 50 % de la masa del fruto (Izquierdo & Sendra, 2003),
y la eliminacién de estos representa un problema creciente puesto que el material vegetal es

propenso al deterioro microbiano, lo que limita su uso posterior (Alzate T et al., 2016).

La naranja variedad Valencia es la méas cultivada en todo el mundo a causa de su riqueza en
altos contenidos de azUcares solubles (fructosa, glucosa y sacarosa), acidos (citrico y
malico), pectinas, vitamina C, carotenoides y fitonutrientes como flavonoides citricos,
antocianinas, acidos hidroxdmicos y una variedad de polifenoles. (EI-Otmani, Ait-Oubahou &
Zacarias, 2011). Ademas Peterson et al. (2006) indican que los subproductos como: pulpa

agotada, albedo y flavedo poseen compuestos fendlicos.

Las propiedades promotoras de la salud de los compuestos fendlicos de la dieta dependen
de su bio-disponibilidad, lo que en dltima instancia depende de su estabilidad a la digestién
gastrointestinal (Apea-Bah, Minnaar, Bester & Duodu, 2016). Existen métodos in vitro que
permiten evaluar la bioaccesibilidad de compuestos con actividad biolégica de los alimentos
durante la fase gastrica y la fase intestinal (Bouayed, Hoffmann & Bohn, 2011; Rodriguez-
Roque, Rojas-Grall, Elez-Martinez & Martin-Belloso, 2013).

La preservacion de las propiedades de los polifenoles depende de su estabilidad digestiva
frente a diferentes condiciones de temperatura, pH y enzimas, asi como también de distintos
parametros de procesamiento y almacenamiento, ésta ultima en las que se debe tener en
cuenta las condiciones fisicoquimicas como la humedad y actividad de agua, pueden
disminuir por la encapsulacion (Ceballos, Giraldo & Orrego, 2012), en vista de que es un
proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas de los alimentos (sabores, vitaminas,
aceites esenciales, antioxidantes) se introducen en una matriz 0 se encierran en una pared
con el objetivo de impedir su pérdida, para protegerlos de la reaccién con otros compuestos
presentes en el alimento o para impedir que sufran reacciones de oxidacion a causa de la
presencia de luz o del oxigeno (Fang & Bhandari, 2010), una ventaja adicional es que a un

compuesto encapsulado se lo puede someter a modelos experimentales que simulen las



condiciones gastrointestinales tanto en medios 4cidos como en presencia de enzimas, para

comprobar la liberacion y viabilidad de los compuestos fendlicos (Jiménez & Roldan, 2013)

La estabilidad del encapsulado ante la digestion gastrointestinal in vitro, se puede
determinar mediante la evaluacién de la actividad antioxidante empleando distintos métodos
que se caracterizan por ser sistemas generadores de radicales libres los mismos que
reaccionan con la muestra para determinar el efecto antioxidante mediante FRAP, ABTS,
DPPH (Antolovich, Prenzler, Patsalides, McDonald & Robards, 2002; Medina-Torres et al.,
2016) y fenoles totales.

La presente investigacion tiene como propésito evaluar la estabilidad antioxidante de
extractos encapsulados de subproductos de naranja Citrus sinensis (L.) sometidos a una
digestién gastrointestinal y su comportamiento durante el almacenamiento. Este documento
esta dividido en tres capitulos, en el capitulo uno Marco Tedrico se refiere a las bases
tedricas y definicion de términos basicos que sustentan el desarrollo adecuado del trabajo.
En el capitulo dos Disefio Metodoldgico, se detalla los diferentes reactivos y metodologias
empleadas. En el capitulo final, se describe los resultados obtenidos, su interpretacion y

comparacion con estudios previos.

Un inconveniente que se encontré durante el desarrollo de la investigacion, fue la necesidad
de ajustar el pH antes de cuantificar la capacidad antioxidante mediante el método ABTS. Al
final de esta investigacion se pudo apreciar que la estabilidad de la capacidad antioxidante
del encapsulado se mantuvo constante hasta la cuarta semana, y la estabilidad del
contenido de fenoles totales no mostré una diferencia significativa entre la semana cuatro y

ocho.



1. MARCO TEORICO



1.1. Naranja, tipos y variedades

La naranja ocupa un lugar destacado en la industria alimentaria por su buen potencial
productivo (Pérez, Becerra & Medina, 2005). Segun cifras de la FAO (2015) para el afio
2014 la produccién fue de 59 millones de toneladas, siendo Brasil el principal productor con
19 millones de toneladas producidas en el afio 2014. Entre las variedades tradicionalmente
cultivadas en todo el mundo, Valencia Citrus sinensis (L.) (Figura 1), es la especie vegetal
con mayor importancia econdémica alrededor del mundo porque se caracteriza por tener un
alto volumen de jugo, de color excelente y buen sabor (aunque a veces puede ser
ligeramente &cido) (Roussos, 2016). Esta a su vez es considerada una gran fuente de
fitoquimicos, vitaminas C y compuestos bioactivos (Islam, Kitamura, Yamano & Kitamura,
2016).

Figura 1. Naranja variedad Valencia

Fuente: El autor
Elaborado: El autor

1.2. Aprovechamiento de subproductos

En los ultimos afios los zumos de fruta han sufrido un creciente interés, dado que en las
zonas tropicales y subtropicales predomina la produccién y consumo de zumos de citricos
especificamente de naranja, su consumo implica la generacibn de gran cantidad de
subproductos como pulpa agotada y semillas que constituyen aproximadamente el 45 - 60 %
de la fruta el uso de estos es actualmente de interés, desde el punto de vista de la reduccién
de residuos debido a su contenido de agua, azucares solubles, fibra, acidos organicos,
aminoacidos, proteinas, minerales, aceites y lipidos, ademas contienen antioxidantes y
vitaminas (Fernandez-Lopez et al., 2009). Todos estos componentes se encuentran en

diferentes cantidades dependiendo de la fraccion de la fruta (Gorinstein et al., 2001).



1.3. Digestidn gastrointestinal in vitro

La evaluacion in vivo de la biodisponibilidad de los nutrientes por el andlisis del contenido
intestinal lleva a resultados dificiles de interpretar, porque los productos de digestion son
rapidamente absorbidos por el intestino, ademas estos métodos se caracterizan por ser
lentos y costosos. Con el objetivo de facilitar estos ensayos se han desarrollado numerosos
métodos de determinacion de la digestibilidad in vitro, que son mas rapidos, reproducibles,
baratos, y Utiles para la evaluacién de un gran nimero de muestras (Safiyé, 2013). Este
consiste en la utilizacion de pepsina en la fase gastrica y una mezcla de sales de
pancreatina y biliares durante el tracto intestinal, el elemento difundido a través de una
membrana semipermeable en la fase intestinal se utiliza como una medida de bio-
accesibilidad (Silva de Lima et al., 2014).

1.4. Encapsulacion de antioxidantes

La encapsulacién est4d tomando cada vez mayor importancia en diversas industrias
alimentarias en vista de que es una técnica que permite atrapar un compuesto activo en
particulas, cuyo objetivo principal es proteger el material del ndcleo a partir de las
condiciones ambientales adversas, tales como efectos indeseables de la luz, la humedad y
el oxigeno, lo que contribuye a un aumento en la vida util del producto, y promueve una
liberacion controlada del encapsulado (Madene, Jacquot, Scher & Desobry, 2006). En la
industria alimentaria, el proceso de microencapsulacion puede aplicarse para una variedad
de razones como: (i) la proteccién del material del nucleo de la degradacién por la reduccion
de su reactividad a su entorno exterior; (Wtodarska, Pawlak-Lemanska, Khmelinskii &
Sikorska, 2016) (ii) reduccién de la velocidad de evaporacion o transferencia del material del
nucleo al entorno exterior; (iii) modificacion de las caracteristicas fisicas del material original
para permitir una manipulaciéon més facil; (iv) para enmascarar un sabor no deseado o el
sabor del material de nucleo, (v) para ayudar a separar los componentes de la mezcla que
de lo contrario podrian reaccionar con otro (Kashappa & Park, 2005). Esta técnica se ha
empleado para encapsular Ingredientes alimentarios como acidulantes, agentes
aromatizantes, edulcorantes, colorantes, lipidos, vitaminas, minerales, enzimas,
microorganismos y antioxidantes. En la Tabla 1 se indican las técnicas quimicas y

mecénicas (Toublan, 2014) que se emplean para el proceso de encapsulacion.



Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas de algunos métodos de encapsulacion.

TIPO DE METODO DE TAMANO DE
TECNICA ENCAPSULACION PARTICULA(uM)

Co-aservacion simple 20 - 200

QUIMICAS Co-aservacion compleja 5-200
Inclusiéon molecular 5-50
Secado por atomizacion 1-50

MECANICAS Enfriamiento por atomizacién 20 - 200

Extraccion 200 - 2000

Fluidizacion en lecho >100

Fuente: (Toublan, 2014)
Elaboracion: El autor

La utilizacién de polifenoles encapsulados en lugar de compuestos libres puede superar los
inconvenientes de su inestabilidad, enmascarar sabores desagradables, asi como mejorar la
biodisponibilidad y la vida media del compuesto (Fang & Bhandari, 2010). Dicha
encapsulacion se la puede realizar mediante la técnica de secado por aspersion que
consiste en la atomizacién de una solucién o suspension liquida en pequefias gotas,
seguido de secado en una corriente de aire caliente para producir macroparticulas sélidas
(Di Battista, Constenla, Ramirez-Rigo & Pifia, 2015), que se componen de un material de
pared (shell) y un nacleo (material encapsulado) (Medina-Torres et al., 2016). El material de
revestimiento del encapsulado utilizado en los productos alimentarios debe ser de calidad
alimentaria (Poomkokrak, Niamnuy, Choicharoen & Devahastin, 2015). Siendo uno de los
encapsulantes mas utilizados la maltodextrina, que permite la proteccion de los compuestos
fendlicos (Medina-Torres et al.,, 2016), reduce la viscosidad y mejora la estabilidad del
producto (Oberoi & Sogi, 2015). En la Tabla 2. se sefialan las ventajas y desventajas de
emplear esta técnica para el proceso de encapsulacion (Ribeiro et al., 2015). Sormoli y
Langrish (2016) mencionan ademas que el secado por pulverizacién es una técnica eficaz

para el secado de polifenoles sensibles al calor.



Tabla 2. Ventajas y desventajas de la encapsulacién por el método de secado por atomizacion

VENTAJAS DESVENTAJAS
Bajo costo de operacion Falta de uniformidad de las capsulas
Alta calidad de las capsulas Limitacion en la eleccién de material encapsulante
Répida solubilidad de las capsulas Produccion de polvos muy finos, que necesitan un
Tamarfio pequefio procesamiento posterior
Alta estabilidad de las capsulas No siempre 6ptimo para materiales sensibles al calor.

Fuente. (Ribeiro et al., 2015)
Elaboracion: El autor

1.4.1 Agentes encapsulantes.

En la industria de alimentos se emplean diversos materiales que funcionan como
recubrimiento, mejor conocidos como materiales encapsulantes (Flores-Belmont & Jiménez-
Munguia, 2013), tradicionalmente la formacién de una micro-capsula requiere que haya
incompatibilidad entre la capa y el agente activo, de modo que existird un revestimiento en la
superficie del ingrediente activo (Sobel, Versic & Gaonkar, 2014). El uso de algunos agentes
de secado tales como la goma arabiga, maltodextrina y sacarosa conducen a un secado
eficaz (Caliskan & Dirim, 2013).

1.4.2 Propiedades de la maltodextrina como agente encapsulante.

Las maltodextrinas son algunos de los agentes de transporte mas importantes,
principalmente porque forman soluciones de baja viscosidad a altas concentraciones que
pueden ser eficientemente secadas por pulverizacion (Lavelli, Harsha & Spigno, 2016).
Ademas se caracterizan por ser solubles en agua, se utiliza como modificador de textura,
sustituto de la grasa, potenciadores de volumen, crioprotectores, agente gelificante, y para
extender la vida util del producto, sobre todo como matriz de encapsulacion (Takeiti &
Kieckbusch, 2010).

Se la ha utilizado comunmente para los procesos de secado por pulverizacion, tales como el
secado de aceite de pescado, pigmentos negros de antocianina de zanahoria, hidrolizado de
proteinas de la carne de pollo, esencia de mandarina, jugo de manzana de marafién, pulpa
de acai, oleorresina Cinnamon, y la oleorresina de cardamomo (Caliskan & Dirim, 2013).
Ademas actualmente, se utilizan sola o en combinacion con otros materiales en el
procesamiento de alimentos, medicamentos, aditivos aromaticos, carotenoides y vitaminas.
Estos compuestos a su vez poseen baja temperatura de transicién vitrea, que lleva a la

formacion de cristales, y que pueden llegar a alterar la integridad estructural, y producir la
9



aglomeracion o aglutinacion de microparticulas de polvos (Sansone et al.,, 2011). Las
temperaturas de transicion vitrea, estan en el rango de 140-180 °C, por lo que se
recomienda la adicién de maltodextrina a nivel de 50 % (w/w por total de sélido seco) para
lograr un efecto significativo sobre la transicion vitrea (Roos, Maidannyk & Nurhadi, 2016).

1.4.3 Estabilidad del encapsulado.

Un encapsulado consta de un material activo recubierto o incrustado en una membrana
protectora o agente encapsulante de origen polimérico, la funcionalidad del material
encapsulado y las propiedades fisicoquimicas estd en funcién de las propiedades de la
membrana protectora, las que a su vez también dependen de la interaccion entre los
biopolimeros y otros ingredientes que lo constituyen, asi como también de su estructura y de
los mecanismos difusivos que puedan darse a través de esta (Carrillo, Cruz, Barrera &
Pérez, 2010). En la Tabla 3 se indican algunos factores que afectan la estabilidad del

encapsulado (Lee, Lee & Donovan, 2014).

Tabla 3. Factores que afectan la estabilidad.

FACTORES QUE AFECTAN FACTORES QUE AFECTAN LA
ESTABILIDAD DE LA PARED ESTABILIDAD DEL NUCLEO

La Morfologia de la Superficie y

caracteristicas L
Tamario de particula El pH
Contenido de humedad La temperatura
Actividad de agua El oxigeno

Fuente: (Lee et al., 2014)
Elaboracion: El autor

Se han desarrollado métodos in vitro que son muy utiles para la evaluacion de los efectos de
factores tales como; la matriz de los alimentos, las condiciones de digestion o la interaccion
con otros compuestos sobre la estabilidad y las propiedades de los polifenoles que pueden
afectar a su bioaccesibilidad y destino metabdlico definitivo (Bermidez-Soto, Tomas-

Barberan & Garcia-Conesa, 2007).

10



1.4.3.1 Humedad.

Los ensayos de las humedades pueden ser uno de los andlisis mas importantes llevados a
cabo sobre un producto alimentario y, a pesar de todo, uno de los mas dificiles a la hora de
obtener datos exactos y precisos, este valor analitico es de gran importancia economica
para un fabricante de alimentos (Nielsen, 1998).

En la industria de microencapsulados se requiere de un control riguroso que garantice
productos de alta calidad al consumidor, uno de los principales indicadores de calidad es la
humedad, que es un factor determinante de la vida util del encapsulado, para determinar el
contenido de humedad de los microencapsulados se puede aplicar los siguientes métodos:
Karl Fisher, técnica de destilacion azeotrépica y secado en estufa a presién atmosférica o

vacio (Reineccius, 2004).

El contenido de humedad de un producto microencapsulado se expresa como un porcentaje
que van de 0 a 100 %, ésta variara en gran medida dependiendo de las temperaturas de
transicion vitrea (Tg) de la matriz, generalmente en el proceso de microencapsulacion el

contenido de humedad esta entre 1y 6 % (Lee et al., 2014).

1.5. Antioxidantes

Los antioxidantes pueden ser definidos como sustancias que, cuando estan presentes en los
alimentos, inhiben la oxidacion y reducen el deterioro de los alimentos (Shahidi, 2015).
Segun Morais et al. (2015) las frutas proporcionan una fuente importante de antioxidantes

gue a su vez exhiben propiedades, antiinflamatorias y antitrombéticas.

Un problema importante en una amplia gama de industrias alimentarias es la tasa de
oxidacion de diferentes productos alimenticios, este fenOmeno se puede evitar o retardar por
medio de antioxidantes, ya sean estos sintéticos o naturales, los antioxidantes sintéticos no
son ampliamente utilizados por razones toxicoldgicas, a causa de esto el interés por los
compuestos naturales esta en constante aumento (Wtodarska et al., 2016). En este sentido,
los subproductos citricos podrian ser interesantes por su capacidad antioxidante y contenido
de vitaminas, asi como otros compuestos bioactivos asociados, tales como flavonoides y
terpenos que exhiben propiedades antioxidantes interesantes (Garau, Simal, Rossell &
Femenia, 2007).
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1.5.1 Determinacién de la capacidad antioxidante.

Una variedad de métodos se han utilizado para evaluar la capacidad antioxidante ya sea in
vivo o in vitro. Los més usados son, (FRAP) basado en la capacidad de reduccion férrica,
(DPPH) 2,2-difenil-1- picrilhidrazil (Wtodarska et al., 2016), (ABTS) 2,29-azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato (Ceron-Carrasco, Haan, Pefia-Garcia, Contreras-Garcia &
Pérez-Sanchez, 2016), estos son aplicados para determinar la capacidad de los compuestos
fendlicos que contienen los subproductos de frutas para captar los radicales libres
generados (Witodarska et al., 2016).

152 ABTS.

La generacion de ABTS acido 2,29-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénato radical
cationico, constituye uno de los métodos mas importantes que se han aplicado para la
medicion de la actividad antioxidante total de las soluciones de las sustancias puras,
mezclas acuosas y bebidas. En este método el radical (ABTS) reacciona con el compuesto
polifendlico, ocasionando la formacion de ABTS incoloro y la oxidacién del compuesto
fendlico (ver Figura 2) (Re et al.,, 1999), se absorbe a una longitud de onda de 734 nm
(Schaich, Tian & Xie, 2015).

03 +antiosidante antioxidante
08 *< T KS0, 0 _< :@/
CZH 3 CzH 5

\
CzHs C,Hs

ABTS ™ (Longitud de onda max= 734 nm) ABTS" (Descolorido)

Figura 2. Reaccion de color del ABTS

Fuente: (Dejian, Boxin & Prior, 2005)
Elaboracion: El autor

1.5.3 DPPH.

Entre los ensayos que miden la capacidad de captacion de radicales, el 2,2-difenil-1
picrilhidrazil DPPH es uno de los mas utilizados (Musa, Abdullah & Al-Haiqi, 2016), en este
método se produce la decoloracion de radical cromdgeno estable purpura a su

correspondiente amarillo palido hidracina (ver Figura 3), por accidon de una sustancia
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oxidante, este a su vez se evalla a una longitud de onda de 515 nm (Karadag, Ozcelik &

Saner, 2009)
NO, D NO, @

H .
Q:N N—N 4+ R—H —> O.N N=N + R
DPPH (Purpura) DPPH-H (Amarillo)

Figura 3. Reaccién de color del DPPH

Fuente: (N. Liang & Kitts, 2014)
Elaboracion: El autor

DPPH es hidr6foba por lo que sus reacciones se deben ejecutar en disolventes organicos
como el metanol (Schaich et al., 2015). Ademas ofrece algunas ventajas debido a que es
rapido, sensible, rentable y, utiliza menos reactivos, asi mismo se puede almacenar durante

un maximo de 6 meses (Musa et al., 2016).

1.5.4 FRAP.

Con este método se evalla la propiedad antioxidante a partir de una reaccién redox (Martins
et al., 2013). Se monitorea la reaccién de Fe*™ a Fe*? con 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (ver
Figura 4) la misma que estard acompafiada de una coloracién azul-violeta a 593 nm
(Bolanos De La Torre, Henderson, Nigam & Owusu-Apenten, 2015). Se caracteriza por ser
una prueba sdlida y potencialmente Util, usando reactivos y equipos baratos (Berker, Guclu,
Tor & Apak, 2007).

N &
=
= | Nf | N‘\.. N/ |N T | = N
Y N—_ —N /N + antioxidants N -‘H‘Fﬂ a_ﬁN N
Fe (IID == L 5¢
QPN SN
| N N = =
/N‘ *-\N = | | P = | N < ‘ e
N x =~
[ Fe (III}{TPTZ)Z]% l Fe (ID (rpmzr

Longitud de onda max= 383 nm

Figura 4. Reaccion de color FRAP

Fuente: (Dejian et al., 2005)
Elaboracion: El autor
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1.6. Fenoles totales

Para este analisis se utiliza Folin-Ciocalteu, que se utiliza ampliamente para determinar los
fenoles totales (Wtodarska et al., 2016). Es un método colorimétrico que permite el analisis
de compuestos organicos que se han hidroxilado a anillos aromaticos. El método es sensible
y permite la medicion del contenido de compuesto fendlicos, teniendo en cuenta que estos
reaccionan al reactivo Folin-Ciocalteu, dando como resultado una coloracién azul que se
puede determinar espectrofotométricamente a 750 nm el 4cidos gélico o caféico a menudo

se utilizan como patrones de referencia (Velazquez et al., 2015).
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2. DISENO METODOLOGICO
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2.1 Proceso de la investigacion

Se uso6 naranja (Citrus sinensis L) variedad Valencia, proveniente de la region costa del
Ecuador, en la Figura 5 se indica la proceso de la investigacion.

Extraccién del zumo de naranja

y

Separar la pulpa aaotada
y

Triturar la pulpa agotada
vy

Macerar la pulpa agotada con agua en una relacion 1:1

Y

Calentar a 45°C durante 8 min.

y

Filtrar la mezcla con un lienzo para separar el extracto acuoso

Y

Medir la cantidad de volumen de extracto acuoso

y

Adicionar 10 % de agente encapsulante (Maltodextrina) con
respecto al volumen de extracto acuoso

y

Atomizar la muestra con las siguientes condiciones, T de entrada
140°C y T de salida 80°C y flujo a 5 mL/min

y

Empacar el polvo al vacio en bolsas de polietileno

2

Almacenar a temperatura ambiente (12- 20 °C) en la oscuridad

v ' L 4

Cuantificar fenoles totales y capacidad Digestion gastrica
antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP)

* Medir Volumen
. . ., |
A partir de la curva de calibracion
calcular la concentracion Digestion intestinal
1
¥ ¥
Fase sin dializar Fase Dializada
v 7
Medir Volumen Medir Volumen
2 X 2
Cuantificar fenoles totales y Cuantificar fenoles totales vy
capacidad antioxidante (ABTS, capacidad antioxidante (ABTS,
DPPH y FRAP) DPPH y FRAP)
A partir de la curva de calibracion A partir de la curva de calibracion
calcular la concentracion calcular la concentracion

Figura 5. Proceso de la investigacion

Fuente: El autor
Elaboracion: El autor
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Se evalud la estabilidad antioxidante de las muestras durante un periodo de
almacenamiento de ocho semanas, realizando el proceso de digestion in vitro y

cuantificacion de fenoles totales y actividad antioxidante en las semanas cero, cuatro y ocho.

2.2 Humedad

La determinacion de humedad se realizd6 de acuerdo al método 934.06 de la AOAC con
modificaciones. En este método se pes6é 0,5 g de polvo encapsulado en una capsula
previamente secada y se coloca en una estufa a 105°C + 1°C por un tiempo estimado entre
2 — 3 horas, pasado este tiempo la muestra es retirada de la estufa para colocarla en un
desecador por 30 minutos, dicho procedimiento se realiza continuamente hasta alcanzar un
peso constante (1mg de diferencia minimo entre el peso anterior y el actual). Los resultados
se obtuvieron por pérdida de peso y se expresaron como la media + desviacidén estandar de
tres réplicas. Mediante la siguiente formula se determiné la humedad y los resultados se

indican en el Anexo 1.

Wfinal-W capsula

% Humedad= [1 - ( )]*100 (Ecuacién 1)

W muestra

DONDE:
W final : Peso final de la capsula mas muestra
W capsula  : Peso de la capsula vacia

W muestra . Peso de la muestra
2.3 Digestion gastrointestinal in vitro.

La metodologia de la simulacion gastrointestinal in vitro, se realiz6 segun lo descrito por
Miller, Schricker, Rasmussen y Van Campen (1981), con algunas modificaciones efectuadas

por Gil-lzquierdo, Zafrilla y Tomas (2002).

Las enzimas digestivas utilizadas fueron preparadas justo antes de aplicar este método. El
procedimiento de la fase gastrica (FG), el calculo de la cantidad de bicarbonato de sodio
0,71 M y el procedimiento de la fase intestinal se detalla en la Figura 6. Luego se procedio
al andlisis de fenoles totales y capacidad antioxidante de la fase géstrica (FG) y fase

intestinal la misma que se divide en fase sin dializar (FSD) y fase dializada (FD) empleando
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los métodos Folin — Ciocalteu,

Figuras 7, 8, 9, 10.

ABTS, DPPH, FRAP, los mismos que se detallan en la

a) Calculo de bicarbonato

0,69 g de encapsulado
en 20 mL de H,O d.d

A

Agregar

@3 mL de
pepsina

-

Incubara37°C
por2h
Agregar 5 mL
de pancreatina

Ajustar
pH 2

Ajustar
pH 2

Incubar a
37°C por
30 min

requerida (V)

b) Digestion géstrica e intestinal.

0,69 g de encapsulado
en 20 mL de H,O d.d

-

Fase géstrica

E (FG)
Ajustar Agregar
pH 2 @ 3 mL de
pepsina

Incubara37°C
por2h

Ajustar
pH 2

Ajustar a pH 7 con
NaOH 0,5 N y anotar
volumen de NaOH

Fase intestinal

Adicionar un volumen igual a
(V) de NaHCO; 0.71 M y
aforar a 25 mL

i§ /l)
Verter en la

membrana de dialisis

Sumergir la membrana de
Diélisis

,,_‘j

0
Incubara37°C Agregar 5 mL de

por 30 min pancreatina Medir T
‘;11 1 Fase sin dializar (FSD) E Volumen v
€\ :

P
— 0 )
Incubara37°C y Medir
por2h ) Volumen T
Fase dializada (FD)
A

Se proceso las muestras por triplicado siguiendo los mismos pasos detallados en el item b).

Figura 6. Procedimiento de la Digestion Gastrointestinal in vitro.

Fuente: Gil-lzquierdo et al. (2002).

Elaboracion: El autor
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2.4 Fenoles totales

El método colorimétrico de Folin Ciocalteu, adaptado por Swain y Hillis (1959) y modificado
por Thaipong, Boonprakob, Crosby, Cisneros y Byrne (2006) se siguidé para realizar la
determinacién del contenido de fenoles totales de las muestras procesadas mediante el
método de digestion in vitro en las cuales tenemos la fase gastrica (FG) fase intestinal sin
dializar (FSD) y fase intestinal dializada (FD). Los resultados se expresaron como porcentaje
de estabilidad. En la Figura 7 se detalla el procedimiento a seguir para el desarrollo de este
método y en el Anexo 2. Se detalla un ejemplo del célculo. En las muestras muy

concentradas se realizo dilucién con agua.

a) PREPARACION DE ESTANDARES FENOLES

Solucién Madre
ACIDO GALICO

0,005 g de Acido Gélico
Aforar a 25 mL con MeOH
Concentracion: 0,20mg/|

ey

4
3le 4le Sle 6le
L AR AN R

1mL l 2 le
Tomar alicuotas ﬁ ﬁ
de la Solucién
Madre y aforar |:>
con 10 mL de

MeOH @ @ @ @ @ @

0,020 mg/mL 0,040 mg/mL 0,06 mg/mL 0,08 mg/mL 0,10 mg/mL 0,12 mg/mL

b) ANALISIS DE ESTANDARES

c) ANALISIS DE MUESTRAS

Colocar 150 ul de los estdndares en el vial dmbar

Colocar 150 uL de la muestra en el vial dmbar

2 Y
Adicionar 2530 pL de agua d.d y 20 uL de Folin — Ciocalteu Adicionar 2530 pL de agua d.d y 20 pL de Folin - Ciocalteu

2 ¥

Agitar 5 min y dejar reaccionar 3 min Agitar 5 min v dejar reaccionar 3 min
y 2

Agregar 300 pL de Carbonato de sodio 1 N Agregar 300 UL de Carbonato de sodio 1 N

y X

Dejar reaccionar 1 h en la oscuridad Deiar reaccionar 1 h en la oscuridad
v 2

Realizar la lectura a 725 nm Realizar la lectura a 725 nm
v v
Realizar los calculos Realizar los calculos

Figura 7. Determinacion del contenido de fenoles totales: a) Preparacion solucion madre; b)
Preparacion solucién trabajo; c) Preparacion de estandares; d) Procedimiento para el analisis de

estandares; e) Procedimiento para el analisis de la muestra

Fuente: Thaipong et al. (2006)
Elaboracion: El autor
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25 ABTS

Para realizar la determinacion de la capacidad antioxidante mediante este método se siguid
la metodologia descrita por Arnao y Acosta (2001) y ajustada por Thaipong et al. (2006).
Para ello se utiliz6 como estdndar para las curvas de calibracion el reactivo Trolox cuya
pureza es de 97 % y se procedid6 a medir las absorbancias a 734 nm. Los resultados
obtenidos son expresados como porcentaje de estabilidad. En la Figura 8 se detalla la
preparacion de la soluciébn madre y solucion de trabajo empleados para este método. En las
muestras muy concentradas se realizod dilucion con agua. En el Anexo 3 se detalla un

ejemplo de calculo.

2.6 DPPH

La técnica de Brand-Williams, Cuvelier y Berset (1995) con modificaciones de Thaipong et
al. (2006). La utilizamos para medir la habilidad de los antioxidantes para capturar el radical
DPPH. Se utiliz6 como estandar para las curvas de calibracién el reactivo Trolox y se
procedi6 a medir las absorbancias a 515 nm. Los resultados obtenidos son expresados
como porcentaje de estabilidad. En la Figura 9 se detalla la preparacién de la solucion
madre (Miller et al., 1981), solucion de trabajo (Argyri, Komaitis & Kapsokefalou),
estandares, y el procedimiento para el andlisis de estandares y muestras. En las muestras

muy concentradas se realiz6 dilucion con agua.

2.7 FRAP

Para este método se aplicé la metodologia de Benzie y Strain (1998) el cual tiene como
objetivo determinar la capacidad antioxidante mediante el mecanismo de reduccién de
metales, con modificaciones descritas por Thaipong et al. (2006). Se utiliz6 el reactivo Trolox
como patrén de referencia y se midio las absorbancias a 593 nm. Los resultados obtenidos
son expresados como porcentaje de estabilidad. En la Figura 10 se detalla la preparaciéon
de los reactivos, solucion trabajo (ST), preparacion de estandares y el procedimiento para el
andlisis de estandares y muestras. En las muestras muy concentradas se realiz6 dilucion

con agua.
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a) PREPARACION SOLUCION MADRE

Solucién 7,4 Mm ABTS Solucién 2,6 mM de Persulfato de Potasio
Pesar 40,6 mg ABTS y aforar a 10 mL con Pesar 70 mg Persulfato de potasio y aforar a
Agua dd 10 mL con Agua dd
| J
L 7

Mezclar volimenes iguales y dejar
reaccionar 12 h a T ambiente SOLUCION MADRE ABTS”SM”

b) SOLUCION TRABAJO

Tomar 1 mL de SM y adicionar 60 mL de MeOH aprox
Y
Medir absorbancia a 734 nm
Yy
Ajustara 1,1+ 0,02 nm con MeOH

c) PREPARACION DE ESTANDARES ABTS

Solucién Madre
TROLOX 0,025 g de Trolox
Aforar a 25 mL con MeOH

--) Concentracion: 1033 mg/L

v
¢0,24 mL ¢0,52 mL *3 mL *4,52 mL *6 mL
Tomar alicuotas ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ

de la Solucién
Madre y aforar |:>

con 10 mL de

@ @ @ @ @

23uM 148 uM 292 uM 440 uM 584 um

d) ANALISIS DE ESTANDARES e) ANALISIS DE MUESTRAS
Colocar 150 pL de los estandares en el vial ambar Colocar 150 uL de la muestra en el vial ambar

Adicionar 2850 pL de la ST Adicionar 2850 uL de la ST

\4 v
Dejar reaccionar 2h en la obscuridad Dejar reaccionar 2h en la obscuridad

Realizar la lectura a 734 nm Realizar la lectura a 734 nm

2 v
Realizar los célculos Realizar los célculos

Figura 8. Determinacién de la capacidad antioxidante por ABTS: a) Preparacién solucién madre;
b) Preparacion solucion trabajo; c) Preparacion de estandares; d) Procedimiento para el analisis

de estandares; e) Procedimiento para el analisis de la muestra

Fuente: Thaipong et al. (2006)
Elaboracion: El autor
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a) SOLUCION MADRE

Pesar 24 mg de DPPH

v
Disolver en 100 mL de MeOH

b) SOLUCION TRABAJO

Tomar 10 mL de SM y adicionar 45 mL de MeOH
aproximadamente

y

Medir absorbancia a 515 nm

4
Ajustara 1,1+ 0,02 nm con MeOH

c) PREPARACION DE ESTANDARES DPPH

Solucién Madre 0,025g de Trolox
TROLOX Aforar a 25 mL con MeOH
Concentracion: 1033 mg/L

=

v
o,z4mL¢ 0,52mL¢ 3mL¢ 4,52mL¢ 6mL¢ Sm&

Tomar alicuotas ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ
de la Solucién
Madre y aforar |:>

con 10 mL de
MeOH . "
23 uM 148 uM 292 uM 440 uM 584 uM 778 uM
d) ANALISIS DE ESTANDARES €) ANALISIS DE MUESTRAS
Colocar 150 pL de los estdndares en el vial ambar Colocar 150 uL de la muestra en el vial ambar
2 y
Adicionar 2850 pL de la ST Adicionar 2850 uL de la ST
v L7
Dejar reaccionar por 24 h en la obscuridad Dejar reaccionar por 24 h en la obscuridad
2 v
Realizar la lectura a 515 nm Realizar la lectura a 515 nm
Y v
Realizar los calculos Realizar los calculos

Figura 9. Determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH: a) Preparacion de la solucién
madre, b) Solucion Trabajo para DPPH, c) Preparacion de estandares, d) Analisis de estandares, €)

Analisis de muestras.
Fuente: Thaipong et al. (2006)
Elaboracion: El autor
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a) PREPARACION DE REACTIVOS

Buffer Acetato (pH 3,6) Solucién TPTZ Solucién Cloruro Férrico
3,1 g Acetato de Sodio + 16 mL 78 mg TPTZ y aforar a 25 mL 135 mg Cloruro Férrico y
Acido Acético y aforar a 100 mL con HCL 40 mM aforar a 25 mL con agua dd
con agua dd

SOLUCION TRABAJO
25 mL de Buffer Acetato+2,5 mL de TPTZ+2,5 mL de Solucidn Cloruro Férrico

v

Mezclar e incubar a 37° C

b) PREPARACION DE ESTANDARES FRAP

Solucién Madre 0,025 g de Trolox
TROLOX Aforar a 25 mL con MeOH
- Concentracion: 1033 mg/L

0,24 le 0,52 le 3le 4,52 le 6 mL l 8le
Tomar alicuotas ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ

de la Solucién
Madre y aforar
con 10 mL de

MeOH

23 uM 148 uM 292 uM 440 uM 584 uM 778 uM

c) ANALISIS DE ESTANDARES d) ANALISIS DE MUESTRAS
Colocar 150 uL de los estandares en el vial dmbar Colocar 150 pL de la muestra en el vial ambar

v 2

Adicionar 2850 pL de la ST Adicionar 2850 uL de la ST

Dejar reaccionar 30 min en la obscuridad Deiar reaccionar 30 min en la obscuridad

v \4

Realizar la lectura a 593 nm Realizar la lectura a 593 nm
v v

Realizar los célculos Realizar los célculos

Figura 10. Determinacion de la capacidad antioxidante por FRAP: a) Preparacion de reactivos para
FRAP; b) Preparacion de estandares; c) Procedimiento para el andlisis de estandares; d)

Procedimiento para el andlisis de muestras.

Fuente: Thaipong et al. (2006)
Elaboracion: El autor
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2.8 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la estabilidad de la capacidad antioxidante y fenoles totales se
expresaron como media *+ desviacion tipica y fueron analizados estadisticamente a través
del programa Minitab 16, mediante un andlisis de varianza (ANOVA), seguido de un test de
rango multiple (Tukey), con nivel de confianza del 95 %, para determinar si existié diferencia
significativa de la estabilidad de compuestos antioxidantes entre las fases de la digestién

gastrointestinal in vitro en cada una de las semanas evaluadas Anexo 4.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION



3.1 Humedad

El polvo encapsulado del subproducto de naranja al ser almacenado a una temperatura de
12 — 20 °C durante ocho semanas presentd una humedad comprendida entre 0,3 a 0,74 %
(p < 0.05), los mismos que se indican en la Tabla 4, se puede observar que existi6 una
variacion del porcentaje de humedad en un 0,4 % y 0,3 % para la semana cuatro y ocho
respecto a la semana de inicio. Lee et al. (2014) mencionan que el contenido de humedad
varia dependiendo de la temperatura y que generalmente en el proceso de
microencapsulacion el contenido de humedad esta entre 1 y 6%, de esta manera se indica

que el contenido de humedad del encapsulado se mantuvo estable.

Tabla 4. Contenido de humedad del encapsulado

SEMANA HU“?;')DAD
0 0,3+ 0,04°
4 0,74 + 0,04
8 0,6 +0,04"

Cada valor es la media con la desviacion estandar de
tres réplicas. Las medias que no comparten una letra
son significativamente diferentes.

Fuente. El autor

Elaboracion: El autor

En un estudio realizado por Patthamakanokporn, Puwastien, Nitithamyong y Sirichakwal
(2008) en el que evaluaron los cambios de la actividad antioxidante en base seca de varias
frutas como guayaba, papaya, platano y dos frutos indigenas makiang y maluod durante tres
meses de almacenamiento a -20 ° C indican que el porcentaje de humedad para la semana
cuatro se incrementé un 1,9 % y para la semana ocho 1,8 %. Basandonos en estos
resultados se puede indicar que el porcentaje de humedad del encapsulado no se
incrementd de manera drastica en las semanas analizadas. Esto puede ser a causa de que
las muestras encapsuladas se almacenaron en bolsas de polietileno extrayendo el aire

presente.
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3.2 Fenoles totales

En la Gréfica 1 se indica el porcentaje de estabilidad del contenido de fenoles totales del
encapsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante el método
Folin — Ciocalteu.

Durante la semana cero el porcentaje de estabilidad aumento un 46 % en la fase géastrica
(FG) con respecto al inicial, este aumento se debe a que el proceso de digestién afecta
directamente a la composicion de los extractos en funciébn de la simulacién de las
condiciones fisiolégicas y la secuencia de eventos en el tracto gastrointestinal (Pavan,
Sancho & Pastore, 2014). De igual forma en un estudio realizado por Tagliazucchi,
Verzelloni, Bertolini y Conte (2010) en el que evaluaron la bio-accesibilidad y la actividad
antioxidante de los polifenoles de uva demostraron que la cantidad de polifenoles bio-
accesibles (antocianinas) aumentaron durante la digestion gastrica un 40,8 % con respecto

al inicial.

180 - 167

160 4 146 148
- I 138

140 A Ba I 119
120 -
99 L

i 92
100 cb - Cb
80 -

58
60 - 55

40 -

% ESTABILIDAD

G SD D|G SD D|G sSDb D

SEMANA O | SEMANA 4 | SEMANA 8

La fase gastrica esta representada por (G) y las fases de la fase intestinal sin dializar (SD) y dializada
(D). Letras mayusculas distintas indican diferencia significativa de la estabilidad de la actividad
antioxidante en las diferentes etapas de la digestién para cada una de las semanas evaluadas. Letras
minudsculas distintas indican diferencia significativa del porcentaje de estabilidad para cada etapa de
digestion entre las semanas evaluadas.

Grafica 1. Representacion grafica de la estabilidad del contenido de fenoles totales del
encapsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante Folin —
Ciocalteu.

En lo que respecta a la fase intestinal, se puede apreciar que la fase sin dializar (FSD) de la

semana cero no presento un porcentaje de estabilidad significativamente diferente (p > 0,05)
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a la FG, similares resultados se encontraron en el estudio realizado por Vallejo, Gil-
Izquierdo, Pérez-Vicente y Garcia-Viguera (2004) en el que determinaron la estabilidad
quimica de los compuestos de brocoli en condiciones fisiologicas simuladas, indicando que
en la FG no existid6 ningun efecto sobre la estabilidad de los compuestos fendlicos.
Contrariamente estudios realizados por Wu, Teng, Huang, Xia y Wei (2015) indican que el
56 % de polifenoles se perdieron durante la transicién desde el entorno géastrico 4cido a la

intestinal alcalina.

En tanto que la FD presentd una disminucion del 33 % (p > 0.05) con respecto a FSD, y una
estabilidad del 99 % respecto a la concentracion sin dializar. Segun Bermudez-Soto et al.
(2007) indican que la estabilidad se ve afectada, por factores tales como: volumen,
composicion del tampdn utilizado, concentraciones de azlcar en la muestra y la capacidad
de ciertas moléculas para unirse con la membrana de didlisis. Bouayed et al. (2011)
determinaron que para la manzana mutsu la cantidad de fenoles en la FD disminuyé un 20
% con respecto a la FSD mediante extracciones con metanol, otro estudio realizado por
Vallejo et al. (2004) en el que determinaron la estabilidad quimica de los compuestos de
brocoli en condiciones fisioldgicas simuladas, indican que la concentracion de fenoles en la
FD se redujo un 94,1 %, con respecto al inicial. Antonio Pérez-Vicente y Garcia-Viguera
(2002) evaluaron la concentracion de fenoles totales de jugo fresco de granada sometido al
proceso de digestion gastrointestinal, indicando que el 29 % de los compuestos fendlicos
estan presentes en la FD. Demostrando de esta manera que los compuestos fendlicos
presentes en el encapsulado poseen una alto porcentaje de bioaccesibilidad porque no

existio una disminucién drastica del porcentaje de estabilidad en relacion con el inicial.

Con respecto al porcentaje de estabilidad no se encontr6 estudios en los que hayan
evaluado la estabilidad del contenido de fenoles totales del encapsulado sometido al
proceso de digestion gastrointestinal in vitro durante un periodo de almacenamiento. En la
fase intestinal especificamente la FD en la semana de inicio se obtuvo 99 % de estabilidad,
mientras que en la semana cuatro disminuyo un 41 %, y para la semana ocho manifesté una
disminucion del 44 %. Estos resultados indican que el porcentaje de estabilidad no es
significativamente diferente (p < 0.05) entre las semana cuatro y ocho, ademés la
disminucion que se presentd con respecto a la semana cero, se puede deber a la
interrupcion de la integridad estructural de matriz de la pared del encapsulado durante el
tiempo de almacenamiento (Akhavan, Mahdi & Assadpour, 2016). En un estudio realizado
por Galmarini et al. (2013) en el que evaluaron la estabilidad de los compuestos fendlicos

individuales durante 70 dias de almacenamiento de vino tinto en polvo determinaron que el
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contenido de fenoles decrecié en un 61 % con respecto al primer dia. En otro estudio
realizado por Estupifian, Schwartz y Garzén (2011) en el que evaluaron la estabilidad de
compuestos fendlicos totales de bebidas isotonicas de mora andina (Rubus glaucus Benth)
indican que para el dia 63 el porcentaje de estabilidad se redujo en un 21,9 % con respecto
al inicial. Basandonos en estos estudios se puede indicar que el porcentaje de estabilidad
del contenido de fenoles totales no disminuy6 drasticamente.

El comportamiento del porcentaje de estabilidad del contenido de fenoles totales durante el
periodo de almacenamiento es muy parecido entre las semanas evaluadas, en vista de que
la FG presentd mayor porcentaje de estabilidad, frente a la FSD y FD que son las fases que
corresponden a la fase intestinal. Asi tenemos que el porcentaje de estabilidad para la FG
de la semana cuatro fue de 138 % el mismo que disminuy6 un 5 % (p > 0.05) con respecto a
la semana cero, para la semana ocho fue de 167 % el mismo que indica un incremento del
15 % (p > 0.05) con respecto a la semana cero. Este incremento puede deberse a la
formacion de nuevos compuestos que se producen por la reaccién de Maillard (Alessadra,
Piga, Pinna, Fenu & Agabbio, 2004), que tiene como base la interaccion entre azlcares
reductores y aminoacidos libres o grupos aminos terminales de las proteinas a través de

tiempos de almacenamiento prolongados (Barreiro & Sandoval, 2006).

Para la fase FSD el porcentaje de estabilidad para la semana cuatro fue de 119 % y para la
semana ocho 92 % lo que indica una disminucién (p > 0.05) del 19 % y 38 % respecto a la

semana cero.

3.3 Capacidad secuestrante de radicales libres por el método ABTS

En la Gréafica 2 se indica el porcentaje de estabilidad de la capacidad antioxidante del

encapsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante ABTS.

El porcentaje de estabilidad en la FG de la semana cero fue de 127 % lo que representa un
aumento del 27 % con respecto al inicial, este incremento puede deberse a la accion
enzimatica ejercida por la pepsina. En el estudio realizado por Lucas-Gonzalez et al. (2016)
sefialan que el porcentaje de estabilidad de la fase gastrica mediante ABTS disminuy6 un

31,8 % con respecto al inicial.
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La fase gastrica esté representada por (G) y las fases de la fase intestinal sin dializar (SD) y
dializada (D). Letras mayusculas distintas indican diferencia significativa de la estabilidad de la
actividad antioxidante en las diferentes etapas de la digestion para cada una de las semanas
evaluadas. Letras minusculas distintas indican diferencia significativa del porcentaje de
estabilidad para cada etapa de digestién entre las semanas evaluadas.

Gréfica 2. Representacion grafica de la estabilidad de la capacidad antioxidante del
encapsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante
ABTS.

En la FSD se presencié una disminucion del 29 % (p > 0.05) con respecto a FG y una
estabilidad de 90 %. Esta disminucion puede deberse a factores ya mencionados antes por
Celep, Charehsaz, Akyliz, Acar y Yesilada (2015). Lucas-Gonzalez et al. (2016) al emplear
el método ABTS para evaluar el porcentaje de estabilidad en la FSD, determinaron una
disminucion del 88 % con respecto al inicial. El porcentaje de estabilidad de antioxidantes en

los resultados obtenidos no disminuyo significativamente en relacion con el inicial.

En la FD se apreci6 una disminucién del 20 % (p > 0.05) con respecto a FSD y una
estabilidad del 72 %. En el estudio realizado por L. Liang et al. (2012) mostraron que en la
FD, el porcentaje de estabilidad de la actividad antioxidante disminuy6 un 43 % con respecto
a SD. Bouayed et al. (2011) determinaron que el porcentaje de la capacidad antioxidante en
la FD de manzana se redujo un 46 % en comparacioén con los antioxidantes totales de
manzanas frescas. De igual manera Lucas-Gonzalez et al. (2016) expone que el porcentaje
de estabilidad correspondiente a la FD disminuyé un 96 % con respecto al inicial. Asi se
puede apreciar que en los resultados obtenidos el porcentaje de la estabilidad antioxidante
no presento una disminucion drastica con respecto al inicial.

Para comparar los resultados no se encontrg estudios en los que hayan empleado el método

ABTS para evaluar la estabilidad de la actividad antioxidante del encapsulado sometido al
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proceso de digestion gastrointestinal in vitro durante un periodo de almacenamiento. En los
resultados obtenidos se indica que en la fase intestinal, la FD de la semana de inicio obtuvo
un 72 % de estabilidad, mientras que en la semana cuatro disminuydé un 9 % y para la
semana ocho un 27 %, estos resultados indican que el porcentaje de estabilidad no es
significativamente diferente (p < 0.05) entre la semana cero y la semana cuatro, la
disminucion que se presento en la semana ocho con respecto a la semana de cero, se debe
a factores que ya se sefialo anteriormente. Serea, Barna, Manley y Kidd (2014) realizaron un
estudio de la actividad antioxidante de cultivos de lechuga durante 15 dias de
almacenamiento en donde indican que en los primeros 6 dias se produjo una disminucién de

la actividad antioxidante en un 21 %y 39,5 %.

El comportamiento del porcentaje de estabilidad de la actividad antioxidante en las semanas
analizadas fue similar, teniendo en cuenta que la FG present6 mayor porcentaje de
estabilidad frente a la fase intestinal que se divide en FSD y FD. Asi tenemos que el
porcentaje de estabilidad para la FG de la semana cuatro fue de 95 % el mismo que
disminuyd un 25 % (p > 0.05) con respecto a la semana cero, y para la semana ocho

disminuyo 13 % (p > 0.05), siendo 78 % el porcentaje de estabilidad.

En lo concerniente a la FSD el porcentaje de estabilidad para la semana cuatro fue de 85 %
y para la semana ocho 63 % lo que indica una disminucién del 5 % y 30 % respecto a la
semana cero, indicando de esta manera que el porcentaje de estabilidad se mantuvo
constante (p < 0.05) durante la semana cero y la semana cuatro, existiendo una leve

disminucién en la semana ocho.

34 Capacidad secuestrante de radicales libres por el método DPPH

En la Gréafica 3 se indica el porcentaje de estabilidad de la capacidad antioxidante del

encapsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante DPPH.

En estos resultados se puede apreciar que el porcentaje de estabilidad para la FG de la
semana de inicio se increment6 un 55 % con respecto al inicial. Este aumento puede
deberse a factores ya descritos antes por Pavan et al. (2014). Contrariamente a estos
resultados Lucas-Gonzalez et al. (2016) sefialé en sus estudios que la baya maqui al ser
sometida a digestion gastrointestinal in vitro, disminuyo el porcentaje de estabilidad en la FG

en un 27 % con respecto al inicial.
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La fase gastrica esta representada por (G) y las fases de la fase intestinal sin dializar (SD) y
dializada (D). Letras mayusculas distintas indican diferencia significativa de la estabilidad de
la actividad antioxidante en las diferentes etapas de la digestion para cada una de las
semanas evaluadas. Letras minasculas distintas indican diferencia significativa del porcentaje
de estabilidad para cada etapa de digestion entre las semanas evaluadas.

Gréfica 3. Representacion gréfica de la estabilidad de la capacidad antioxidante del
encapsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante
DPPH.

La FSD de la semana cero presenté un porcentaje de estabilidad de 125 % el mismo que
disminuy6 un 20 % (p > 0.05) con respecto a FG. L. Liang et al. (2012) expone que el
porcentaje de bioaccesibilidad de antocianinas mediante DPPH de la FSD fue de 4,58 %. De
igual manera Lucas-Gonzalez et al. (2016) al emplear el método DPPH para el andlisis del
porcentaje de estabilidad de la FSD de maqui, reportdé una disminucion del 80 % con
respecto al inicial. Los resultados obtenidos al ser comparados con estos permiten dar a
conocer que el porcentaje de estabilidad de la capacidad antioxidante no disminuye

drasticamente en relacion con la FG.

El porcentaje de estabilidad en la FD disminuy6 un 43 % (p > 0.05) con respecto a la SD,
siendo 71 % el porcentaje de estabilidad. L. Liang et al. (2012) indican que en su estudio
realizado el porcentaje de bioaccesibilidad de antocianinas fue de 0,34 % en la FD. Lucas-
Gonzalez et al. (2016) indican que el porcentaje de estabilidad de la capacidad antioxidante
de la FD mediante el método DPPH, disminuyé un 95 % con respecto al inicial. De esta
manera se puede apreciar que en los resultados expuestos el porcentaje de bioaccesibilidad

de los antioxidantes es alto porque no existié una disminucién tan marcada.
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No se encontré estudios previos donde evallen la estabilidad de la actividad antioxidante del
encapsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro durante un periodo de
almacenamiento. Es por ello que se indica, que en los resultados obtenidos en este estudio
la FD en la semana cero obtuvo un 71 % de estabilidad este a su vez, para la semana
cuatro disminuyé un 10 % , estadisticamente estos resultados no son significativamente
diferentes (p < 0,05) lo que indicaria que el porcentaje de bioaccesibilidad hasta la semana
cuatro es alto, en tanto que para la semana ocho se observd una disminucion del 49 % (p >
0.05), esto puede deberse a la desintegracion estructural de la pared del encapsulado
durante el tiempo de almacenamiento (Akhavan et al., 2016). En el estudio expuesto
anteriormente por Galmarini et al. (2013) indican que al aplicar el método DPPH para
evaluar la estabilidad de la capacidad antioxidante durante 70 dias de almacenamiento hubo
una disminucién del 18 % con respecto al inicial. Al igual que Estupifian et al. (2011) al
aplicar este método, indican que para el dia 63 se redujo la estabilidad antioxidante en un

62,22 % con respecto al inicial.

En este estudio, se pudo apreciar que tanto en la semana cero analizada como en la dltima,
el porcentaje de estabilidad de la actividad antioxidante de la FG fue superior respecto a las
fases de la fase intestinal. Asi tenemos que el porcentaje de estabilidad correspondiente a la
FG de la semana cuatro fue de 131 % lo que indica una disminucién (p > 0.05) del 16 % con
respecto a la semana de inicio, para la semana ocho se aprecié una disminucién (p > 0.05)

del 34 %, siendo 104 % el porcentaje de estabilidad.

En lo que respecta al porcentaje de estabilidad de la FSD tenemos que para la semana
cuatro fue de 122 % y para la semana ocho 45 % lo que indica una disminucién (p < 0.05)
del 3 % y 64 % respecto a la semana cero, como consecuencia de factores que ya se

mencionaron en los analisis anteriores.

3.5 Poder antioxidante de reduccién férrica FRAP

En la Gréafica 4 se indica el porcentaje de estabilidad de la capacidad antioxidante del
encapsulado sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante FRAP.

El resultado de estabilidad correspondiente a la FG fue de 94 % lo que indica una
disminucion del 6 % con respecto al inicial. Resultados similares encontraron Lucas-
Gonzalez et al. (2016) en la que evaluaron la estabilidad antioxidante de dos fracciones,
sedimentada y soluble de la baya maqui (Aristotelia chilensis Stuntz) durante la digestion

gastrointestinal in vitro, indican que en la fracciébn soluble el porcentaje de estabilidad
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correspondiente a la FG disminuy6 un 11 % con respecto al inicial. La estabilidad de la
actividad antioxidante se ve afectada en funcién de la simulacion de las condiciones

fisioldgicas y la secuencia de eventos en el tracto gastrointestinal (Pavan et al., 2014).
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La fase gastrica esta representada por (G) y las fases de la fase intestinal sin dializar (SD) y
dializada (D). Letras mayusculas distintas indican diferencia significativa de la estabilidad de
la actividad antioxidante en las diferentes etapas de la digestion para cada una de las
semanas evaluadas. Letras mindsculas distintas indican diferencia significativa del porcentaje
de estabilidad para cada etapa de digestion entre las semanas evaluadas.

Gréfica 4. Representacion grafica de la estabilidad antioxidante del encapsulado
sometido al proceso de digestion gastrointestinal in vitro mediante FRAP.

La FSD obtuvo un porcentaje de estabilidad de 52 % es decir que decrecié un 44 % (p >
0.05) con respecto a la FG. La disminucion de la actividad antioxidante es relacionada con
cambios de pH en el medio de digestion, otro factor de este cambio es el efecto de las
enzimas digestivas (Celep et al.,, 2015). Un estudio realizado por Lucas-Gonzalez et al.
(2016) en la que evaluaron la estabilidad antioxidante de dos fracciones una sedimentada y
una soluble de la baya maqui durante la digestién gastrointestinal in vitro, encontraron que
en la fraccion sedimentada el porcentaje de estabilidad correspondiente a la FSD disminuy6
un 77 % con respecto a la FG . Este hecho fue en concordancia con Gullon et al. (2015)
donde indica que los valores de FRAP de la digestion de cascara de granada aumentaron
después de la FG . De esta manera se indica que el porcentaje de estabilidad no disminuye

de manera dréstica.

El porcentaje de estabilidad para la FD present6 una disminucion del 59 % (p > 0.05) con
respecto a FSD, dado que dicha fase obtuvo un 22 % de porcentaje de estabilidad
antioxidante. La disminucién de la actividad antioxidante se debe a factores tales como, el
volumen, la composicion del tampén que se utilizd, las concentraciones de azlcar en la

muestra y la capacidad de ciertas moléculas para unirse con la membrana de didlisis
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(Bermudez-Soto et al., 2007). Kamiloglu, Pasli, Ozcelik, Van Camp y Capanoglu (2015)
realizaron un estudio de la estabilidad de antocianinas y la capacidad antioxidante en dulces
y mermeladas de zanahoria negra (Daucus carota) indicando que el porcentaje de
bioaccesibilidad para cada uno de ellos fue de 2.6 % y 4.3 %. Otro estudio realizado por
Lucas-Gonzalez et al. (2016) en la que evaluaron la estabilidad antioxidante de dos
fracciones una sedimentada y una soluble de la baya maqui (Aristotelia chilensis Stuntz)
durante la digestion gastrointestinal in vitro, indican que en la fraccién sedimentada el
porcentaje de estabilidad correspondiente a la FD disminuyd un 94 %. Indicando de tal
manera que en los compuestos con actividad antioxidante presentes en el encapsulado
poseen un alto porcentaje de bioaccesibilidad ya que no existié una disminucién significativa

(p < 0,05) del porcentaje de estabilidad en relacién con el inicial.

En lo que concierne al porcentaje de estabilidad no se encontrd estudios en los que hayan
evaluado la estabilidad de la actividad antioxidante del encapsulado sometido al proceso de
digestién gastrointestinal in vitro durante un periodo de almacenamiento. En los resultados
se indica que en la fase intestinal, la FD en la semana de inicio se obtuvo un 22 % de
estabilidad, mientras que en la semana cuatro disminuyo 4 % y para la semana ocho se
produjo un leve aumento del 16 %, estos resultados indican que el porcentaje de estabilidad
no es significativamente diferente (p < 0,05) entre las semanas analizadas. Galmarini et al.
(2013) evalué la estabilidad de la capacidad antioxidante durante 70 dias de
almacenamiento de vino tinto en polvo en el que mencionan que decrecié en un 14 % con
respecto al primer dia de almacenamiento. Un estudio realizado por Estupifian et al. (2011)
sobre la estabilidad de la capacidad antioxidante de bebidas isoténicas de mora andina
(Rubus glaucus Benth) en la que indica que para el dia 63 el porcentaje de estabilidad se
redujo un 62 % con respecto al inicial. Contrariamente en un estudio realizado por
Patthamakanokporn et al. (2008) en el que evaluaron los cambios de la actividad
antioxidante en base seca de varias frutas como guayaba, papaya, platano, mangostan y
dos frutos indigenas makiang y maluod durante tres meses de almacenamiento a -20 ° C
indicando que en guayaba el porcentaje de estabilidad se increment6 en un 18 % en la
octava semana con respecto a la semana uno. En funcion a estos estudios se puede indicar
gue los resultados del porcentaje de estabilidad antioxidante se mantuvieron constantes con
respecto al inicial. Esto puede ser por el agente encapsulante que utilizamos (maltodextrina),
puesto que es uno de los principales materiales de pared que se utilizan para proteger a los
compuestos polifendlicos, ésta forma una pelicula de revestimiento para minimizar el
contacto del oxigeno del material encapsulado, ademas se caracterizan por liberar los

materiales encapsulados en condiciones simuladas del tracto digestivo, también por
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mantener la estabilidad mecénica de las particulas encapsuladas de polifenoles y preservar
su bioactividad (Medina-Torres et al., 2016).

Se puede apreciar que el porcentaje de estabilidad de antioxidantes durante el periodo de
almacenamiento es muy parecido entre las semanas que se evalué ya que la FG presenta
mayor porcentaje de estabilidad, frente a la fase intestinal que se divide en FSD y FD. Asi
tenemos que el porcentaje de estabilidad para la FG de la semana cuatro fue de 90 % el
mismo que disminuyd un 5 % (p < 0.05) con respecto a la semana de inicio, para la semana
ocho fue de 145 % el mismo que se incrementd 54 % con respecto a la semana inicial. Este
incremento segin Chem (2004) se debe a la formacion de nuevos compuestos que se
producen por la reaccion de Maillard, que tiene como base la interaccién entre azlcares
reductores y aminoacidos libres o grupos aminos terminales de las proteinas a través de

tiempos de almacenamiento prolongados.
Para la FSD el porcentaje de estabilidad para la semana cuatro fue de 50 % y para la

semana ocho 54 % lo que indica una disminucion del 5 % (p < 0.05) y un aumento 2 % (p <

0.05) del respecto a la semana inicial, a causa de factores ya mencionados.
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CONCLUSIONES

Se pudo apreciar que en las semanas evaluadas el porcentaje de estabilidad de
antioxidantes y el contenido de fenoles totales fue superior en la fase géastrica (FG),
con respecto a la fase intestinal que se divide en fase sin dializar (FSD) y dializada
(FD).

Al emplear los métodos (ABTS, DPPH y FRAP) para evaluar la estabilidad de la
capacidad antioxidante del encapsulado sometido al proceso de digestion
gastrointestinal in vitro con respecto al tiempo de almacenamiento, se aprecié que el
porcentaje de biodisponibilidad de antioxidantes en la fase dializada no fue
significativamente diferente (p < 0,05) entre la semana cero y la semana cuatro, ya
que tanto en ABTS como en DPPH hubo una variacién del 9 % y 10 %, y en FRAP
una variacién del 1 %. En la semana ocho el porcentaje de estabilidad present6é una
disminucion del 27 % en ABTS, 49 % en DPPH y un 16 % en FRAP con respecto a
la semana cero.

La estabilidad del contenido de fenoles totales de la fase dializada mostré diferencia
significativa (p > 0.05) entre la semana de inicio y la semana cuatro dado que
decrecidé un 41 %, atribuyendo este cambio a diferentes factores como el tiempo de
almacenamiento. El porcentaje de estabilidad en la semana ocho disminuy6 un 3 %
con respecto a la semana cuatro, indicando de esta manera que la estabilidad del
contenido de fenoles totales se mantuvo estable entre estas semanas.

El polvo encapsulado del subproducto de naranja al ser almacenado a una
temperatura de 12 — 20 °C durante ocho semanas, presenté un porcentaje de
humedad menos del 1 %, el cual no se increment6 de forma significativa en las
semanas analizadas, lo que indica que se mantuvo estable durante el tiempo de
almacenamiento, esto debido a que las muestras encapsuladas se almacenaron en

bolsas al vacio.
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RECOMENDACIONES PARA FUTUROS ESTUDIOS

Se recomienda realizar el analisis de compuestos antioxidantes y compuestos fendlicos
mediante métodos cromatograficos para la identificacion individual de cada compuesto.

Se recomienda realizar el ajuste de pH a 2 a todas las muestras previo al andlisis de
capacidad antioxidante ABTS para evitar posibles interferencias y errores en la lectura de

sus absorbancias.
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Anexo 1. Humedad del Encapsulado

W CAP

WM

WCAP + WM

W2H

W 4H

%

MUESTRAS ©) ©) ©) ©) ©) HUMEDAD PROMEDIO | Desviacién %CV

M1 112,9419 0,5027 113,4446 113,4435 | 113,4431 0,30

SEMANA 0 M2 95,0741 0,5024 95,5765 95,5754 95,575 0,30 03 0,04 12
M3 93,129 0,5051 93,6341 93,6335 93,6329 0,24
M1 83,161 0,5056 83,6666 83,6648 83,6626 0,79

SEMANA 4 M2 84,9231 0,5061 85,4292 85,4278 85,4256 0,71 0.74 0,04 6
M3 112,6813 0,5023 113,1836 113,1804 113,18 0,72
M1 112,6656 0,5044 113,17 113,1675 | 113,1667 0,65

SEMANA 8 M2 113,0096 0,5031 113,5127 113,5108 | 113,5098 0,58 0.6 0,04 7
M3 84,9416 0,5016 85,4432 85,4428 85,4403 0,58

Mediante la Ecuacién 1 se determiné el % de humedad.

WCAP: Peso de la capsula vacia

WM: Peso de la muestra

WCAP + WM: Peso de la capsula mas peso de la muestra

W 2H: Peso de la capsula mas muestra a las 2 horas

W 4H: Peso de la cdpsula més muestra a las 4 horas
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Anexo 2. Datos de cuantificacion de fenoles totales

Factor de . C Vol_umen final C % %
Muestras Dilucién Absorbancia (mg/(r)nL) d|g(emslt_z;do (mg EL\G/L) PROM | DV cv | ESTABILIDAD PROM | DV
5 0,432 0,0779 23 448 147
FG 5 0,434 0,0783 23 450 450,3 |2,5/0,6 146 146 (1,3
5 0,436 0,0788 23 453 144
5 0,376 0,0657 28 460 150
SEMANA 0 FSD 5 0,375 0,0655 28 458 456,13 (49| 1 149 148 |3,7
5 0,37 0,0644 28 451 143
5 0,329 0,0554 22 305 100
FD 5 0,328 0,0552 22 304 305,2 (1,8]0,6 99 99 1
5 0,331 0,0559 22 307 98
5 0,417 0,0746 23 429 140
FG 5 0,415 0,0742 23 427 426,5 |12,5(0,6 139 138 (2,8
5 0,413 0,0737 23 424 135
5 0,32 0,0535 28 374 123
SEMANA 4 FSD 5 0,317 0,0528 28 370 368,6 |6,2(1,7 120 119 |3,7
5 0,312 0,0517 28 362 115
5 0,249 0,038 19 180 59
FD 5 0,25 0,0382 19 181 178,7 |13,9(2,2 59 58 2
5 0,243 0,0367 19 174 55
5 0,488 0,0901 23 518,03 170
SEMANA 8 FG 5 0,487 0,0899 23 516,78 516,8 (1,3]0,2 168 167 (2,8
5 0,486 0,0897 23 515,52 164
FSD 5 0,265 0,0415 27 280 283,8 (3,7]1,3 92 92 |05
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5 0,268 0,0421 27 284 92
5 0,27 0,0426 27 287 91
5 0,215 0,0306 22 168 55
FD 5 0,218 0,0312 22 172 170,1 118|111 56 55 |07
5 0,217 0,031 22 170 54
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Datos de los estadndares utilizados para fenoles totales

Masa (g) AG | PM g/mol | Pureza

Aforo (mL) | Concentracion Acido Galico (mg/mL)

0,0051 170 0,97 25 0,20
. Alicuota Aforo Concentracién (mg . .
Estandar (mL) (mL) EAG /mL) Absorbancias Promedio
Estl 1 10 0,02 0,189 | 0,166 | 0,155 0,17
Est2 2 10 0,04 0,249 | 0,255 | 0,244 0,25
Est3 3 10 0,06 0,372 | 0,341 | 0,349 0,35
Est4 4 10 0,08 0,457 | 0,466 | 0,490 0,47
Est5 5 10 0,10 0,589 | 0,519 | 0,529 0,55
Est6 6 10 0,12 0,631 | 0,604 | 0,636 0,62
Curva de Calibracién
0,70 -
0,60 -
w»n 0,50 -
<
2 040 -
<
o0
& 0,30 -
(%)
[24]
< 0,20 -
y=4,7277x +0,0748
0,10 - R?=0,9947
0,00 T T T T T T 1
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
CONCENTRACION (mg EAG/mL)

Pendiente 4,727
Interseccioén 0,074
Coeficiente de 0,994

correlaciéon
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Datos para el célculo del contenido de fenoles totales:

Volumen de muestra inicial (Vp,) 20 mL
Factor de dilucién fase géastrica 5
Concentracion de la muestra sin dializar (Coin) 305 mg/L
Volumen final digestado fase gastrica (Vrg) 23 mL
Volumen final digestado — fase sin dializar (Vesp) 28 mL
Volumen final digestado — fase dializada (Vrp) 22 mL

Medir i
Digestion o Volumen

gastrica Ia

23mL

Medir
| Fase sin dializar (FSD) _ . Volumer .‘5_’
J s " DA R : 28mL
plgest‘lon W A
intestinal d
: Medir |
Volumen |# -
—’ m
Fase dializada (FD) 0 t
A

Ejemplo: calculo del contenido de fenoles totales en la digestion géastrica

Fase gastrica semana 0

Abs—Interseccion

Co = bondionto (Ecuacién 2)
Co = 0,432 — 0,07484444 — 0.0779 mg
= 472773302 P mL
Co x Factor Diluciéon x VFG x 1000 y
Cf = vm (Ecuacion 3)
mg
Cf = 0,0779mx5x23 mL x 1000 mL :448@
20 mLx 1L L
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Ejemplo: calculo del porcentaje de estabilidad del contenido de fenoles totales en
digestion gastrica

Fase gastrica semana0

%Estabilidad = 22 (Ecuacién 4)
44879 x 100
%Estabilidad = ——mg = 147 %
305 I
Co: Concentracion inicial calculada con la ecuacion de la recta
Coin: Concentracion de la muestra sin dializar.
Ce: Concentracion final
PROM: Promedio
DV: Desviacion estandar
Cv: Coeficiente de variacion
EAG: Equivalente de acido galico
Vee: Volumen final digestado — fase géastrica
VEsp: Volumen final digestado — fase sin dializar
VEee: Volumen final digestado — fase dializada
Vi Volumen de muestra inicial
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Anexo 3. Datos de Cuantificacion de ABTS

Factor de . Co Vol_umen final Ct %
Muestras Dilucién Absorbancia (umol/L) d|g(<raT']sIt_?do (umol ETIL) PROM | DV | %CV ESTABILIDAD PROM | DV
0,818 132 23 761 114
FG 0,808 139 23 799 771 |24,8] 3,2 124 127 13,9
0,82 131 23 753 142
10 0,957 39 28 549 83
SEMANA O FSD 10 0,958 39 28 539 5455 | 5,4 1 84 90 |11,7
10 0,957 39 28 549 103
10 0,95 44 21 461 69
FD 10 0,954 41 21 433 437,3 |21,5( 4,9 67 72 6,2
10 0,956 40 21 419 79
0,869 98 23 564 85
FG 0,862 103 23 591 574,6 (14,6 2,5 92 95 (11,3
0,868 99 23 568 107
10 0,96 37 29 539 81
SEMANA 4 FSD 10 0,962 36 29 520 519,7 (19,4 3,7 81 85 7,7
10 0,964 35 29 500 94
10 0,954 41 20 412 62
FD 10 0,956 40 20 399 398,6 (13,4 3,4 62 65 6,1
10 0,958 39 20 385 73
0,89 84 23 483 73
SEMANA 8 FG 0,892 83 23 476 4757 | 7,7 | 1,6 74 78 8,6
0,894 81 23 468 88
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10 0,975 27 27 366 55

FSD 10 0,97 30 27 412 384,4 123,9] 6,2 64 63 7,8
10 0,974 28 27 375 71
10 0,97 30 22 335 50

FD 10 0,973 28 22 313 318,1 [153] 4,8 49 52 4,7
10 0,974 28 22 306 58
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Datos de los estadndares utilizados para ABTS

Masa () Peso Mol Pureza Aforo Concentracién de Solucién Madre
Trolox (g/mol) (%) MeOH (mL)

(mg/L) pmol
0,0251 250,29 97 100 24 973
. . Concentracién .

Estandar | Alicuota(mL) | Aforo (mL) (umol ET/mL) Absorbancia PROMEDIO
Etl 0,24 10 23 0,976 | 0,978 | 0,974 0,98
Et2 1,52 10 148 0,794 | 0,79 | 0,785 0,79
Et3 3 10 292 0,558 | 0,560 | 0,560 0,56
Et4 4,52 10 440 0,290 | 0,289 | 0,289 0,29
Et5 6 10 584 0,106 | 0,107 | 0,108 0,11

CURVA DE CALIBRADO
700 -
600 -

< 500 -

o

Z 400 -

&

O 300 -

‘é’ y = -629,26x + 639,76
200 - R? =0,9975
100 -

O T T T T 1
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
CONCENTRACION pmol/mL

Pendiente -0,0015
Interseccién 1,0155
Coeficiente de correlacion 0,997
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Datos para el célculo de la actividad antioxidante:

Volumen de muestra inicial (V) 20 mL
Factor de dilucion fase géstrica 5
Factor de dilucion fase géstrica 10

Concentracién de la muestra sin dializar (Coin) 665 umol/L

Volumen final digestado fase gastrica (Veg) 23 mL
Volumen final digestado — fase sin dializar (Vesp) 28 mL
Volumen final digestado — fase dializada (Vrp) 22 mL
Medir
Digestion T — Volumen ;
gastrica &
Medir
Fase sin dializar (FSD) . Volumer |*
Digestion \-l.' — IE — .
5 _ & —
intestinal Q
2 . Medir ]
\22\  Volumen |%
Fase dializada (FD) 0 v
A

Ejemplo: Calculo de la actividad antioxidante digestién géstrica ABTS

Fase gastrica semana0

Abs—Interseccion L,
Co = ; (Ecuacion 2)
Pendiente

_0,818-1,01550697
T —0,0014929

Co

= 132,30 pymol /L

__ Cox Factor dilucién x VFG x 1000

Ccf v (Ecuacion 3)
132,30-4m0l ) 5 % 23 mLx 1000 mL
cf = mlL — 760,7H™°!
20mLx1L L
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Coin:

Cs:

Ejemplo: célculo del porcentaje de la estabilidad de la capacidad antioxidante
digestion géstrica ABTS

Fase gastrica semana0

%Estabilidad = % (Ecuacion 4)
760,7“"201 x 100
%Estabilidad = T =114 %
665 ““L“’

Concentracion inicial calculada con la ecuacion de la recta
Concentraciéon de la muestra sin dializar.

Concentracion final

PROM: Promedio

DV:
CV:
ET:

VEee:

Desviacion estandar
Coeficiente de variacion
Equivalente trolox

Volumen final digestado — fase géastrica

VEsp: Volumen final digestado — fase sin dializar

VeG: Volumen final digestado — fase dializada
Vi Volumen de muestra inicial
pmol: Micromoles

MeOH: Metanol

58



Anexo 4. Resultado del disefio experimental

Fenoles totales SEMANA 0

ANOVA unidireccional: FASE GASTRICA: SIN DIALIZAR: DIALIZAR

Fuente GL SC CM F P

Factor 2 4594,59 2297,29 410,91 0,000

Error 6 33,54 5,59

Total 8 4628,13

S = 2,364 R-cuad. = 99,28% R-cuad. (ajustado) = 99,03%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
N Media Agrupacidén

SIN DIALIZAR 3 147,609 A

FASE GASTRICA 3 145,708 A

DIALIZAR 3 98,757 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Fenoles totales SEMANA 4

ANOVA unidireccional: FASE GASTRICA; SIN DIALIZAR; DIALIZADA

Fuente GL SC CM F P

Factor 2 10560,06 5280,03 610,64 0,000

Error 6 51,88 8,65

Total 8 10611,94

S = 2,941 R-cuad. = 99,51% R-cuad. (ajustado) = 99, 35%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

N Media Agrupacién
FASE GASTRICA 3 138,015 A
SIN DIALIZAR 3 119,295 B
DIALIZADA 3 57,822 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Fenoles totales SEMANA 8

ANOVA unidireccional: FASE GASTRICA; SIN DIALIZAR; DIALIZADA

Fuente GL SC CM F P

Factor 2 19624,09 9812,04 3313,16 0,000

Error 6 17,77 2,96

Total 8 19641,86

S =1,721 R-cuad. = 99,91% R-cuad. (ajustado) = 99,88%
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Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
N Media Agrupacién

FASE GASTRICA 3 167,22 A

SIN DIALIZAR 3 91,83 B

DIALIZADA 3 55,04 C

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.

Fenoles totales SEMANAS

ANOVA unidireccional: FASE GASTRICA vs. SEMANAS

Fuente GL SC CM F P

SEMANAS 2 1375,16 687,58 116,33 0,000

Error 6 35,46 5,91

Total 8 1410,062

S = 2,431 R-cuad. = 97,49% R-cuad. (ajustado) = 96, 65%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

SEMANAS N Media Agrupacidn
8 3 167,223 A

0 3 145,708 B

4 3 138,015 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: SIN DIALIZAR vs. SEMANAS

Fuente GL SC CM F P

SEMANAS 2 4667,93 2333,96 250,13 0,000

Error 6 55,99 9,33

Total 8 4723,92

S = 3,055 R-cuad. = 98,81% R-cuad. (ajustado) = 98,42%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

SEMANAS N Media Agrupacidn
0 3 147,609 A

4 3 119,295 B

8 3 91,826 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

ANOVA unidireccional: DIALIZAR vs. SEMANAS

Fuente GL SC CM F P

SEMANAS 2 3594,90 1797,45 918,36 0,000

Error 6 11,74 1,96

Total 8 3606,65

S =1,399 R-cuad. = 99,67% R-cuad. (ajustado) = 99,57%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

SEMANAS N Media Agrupacidén
0 3 98,757 A
4 3 57,822 B
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8 3 55,036 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ABTS SEMANA 0

ANOVA unidireccional: FASE GASTRICA 0: SIN DIALIZAR 0: DIALIZAR 0

Fuente GL SC CM F P

Factor 2 4714 2357 19,11 0,002

Error 6 740 123

Total 8 5454

S =11,11 R-cuad. = 86,43% R-cuad. (ajustado) = 81,91%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

N Media Agrupacidn

FASE GASTRICA 0 3 126,74 A
SIN DIALIZAR 0 3 89, 84 B
DIALIZAR O 3 71,74 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ABTS SEMANA 4

ANOVA unidireccional: FASE GASTRICA 4; SIN DIALIZAR 4; DIALIZAR 4

Fuente GL SC CM F P

Factor 2 1325,1 662,6 8,78 0,017

Error 6 452,6 75,4

Total 8 1777,8

S = 8,686 R-cuad. = 74,54% R-cuad. (ajustado) = 66,05%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
N Media Agrupacién

FASE GASTRICA 4 3 94,532 A

SIN DIALIZAR 4 3 85,310 A B

DIALIZAR 4 3 65,451 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ABTS SEMANA 8
ANOVA unidireccional: FASE GASTRICA 8; SIN DIALIZAR 8; DIALIZAR 8

Fuente GL SC CM F P

Factor 2 1022,7 511,3 9,69 0,013

Error 6 316,7 52,8

Total 8 1339,3

S = 7,265 R-cuad. = 76,36% R-cuad. (ajustado) = 68,48%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

N Media Agrupacidn
FASE GASTRICA 8 3 78,215 A
SIN DIALIZAR 8 3 63,208 A B
DIALIZAR 8 3 52,207 B
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ABTS SEMANAS
ANOVA unidireccional: FASE GASTRICA vs. SEMANAS

Fuente GL SC CM F P

SEMANAS 2 3659 1829 13,83 0,006

Error 6 794 132

Total 8 4452

s =11,50 R-cuad. = 82,17% R-cuad. (ajustado) = 76,23%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

SEMANAS N Media Agrupacién
0 3 126,74 A

4 3 94,53 B

8 3 78,22 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: SIN DIALIZAR vs. SEMANAS

Fuente GL SC CM F P
SEMANAS 2 1218,3 609,2 7,08 0,026
Error 6 516,4 86,1
Total 8 1734,7

S = 9,277 R-cuad. = 70,23% R-cuad. (ajustado) = 60,31%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

SEMANAS N Media Agrupacién
0 3 89,840 A

4 3 85,310 A B

8 3 63,208 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: DIALIZAR vs. SEMANAS

Fuente GL SC CM F P
SEMANAS 2 596,7 298,4 8,98 0,016
Error 6 199,2 33,2

Total 8 796,0

S =5,763 R-cuad. = 74,97% R-cuad. (ajustado) = 66,62%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

SEMANAS N Media Agrupacién
0 3 71,745 A

4 3 65,451 A B

8 3 52,207 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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HUMEDAD

ANOVA unidireccional: HUMEDAD % vs. TIEMPO

Fuente GL SC CM F P

TIEMPO 2 0,33720 0,16860 97,25 0,000

Error 6 0,01040 0,00173

Total 8 0,34761

S = 0,04164 R-cuad. = 97,01% R-cuad. (ajustado) = 96,01%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

TIEMPO N Media Agrupacién
4 3 0,73972 A

8 3 0,60294 B

0 3 0,27818 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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