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RESUMEN EJECUTIVO

En esta investigacion se realizd la extraccion y microencapsulacion de antocianinas
obtenidas a partir de fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L), para la extraccion se utilizé una
mezcla de disolventes a una relacion 85:15 (etanol al 96 % y acido clorhidrico al 37 %),
relacion materia vegetal / volumen de disolvente 1:25 con una temperatura constante de
70+2 °C por 120 minutos. El extracto obtenido se microencapsulé mediante secado por
aspersion utilizando dos matrices poliméricas (maltodextrina y goma arabiga). El
porcentaje de eficiencia de microencapsulacion de la maltodextrina fue de 70,96 % y de la
mezcla (maltodextrina-goma ardbiga 50:50) 92,52 %. Se evaluaron las propiedades
antioxidantes de los extractos microencapsulados mediante la técnica in vitro DPPH e in
vivo mediante el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae expuesta a un estrés
oxidativo por la adicion de perdxido de hidrégeno en donde se pudo observar que los
microencapsulados protegen a la levadura de agentes oxidantes, mostrando mayor
actividad antioxidante que la vitamina C. De igual manera se determind la actividad
antiinflamatoria mediante la técnica de estabilizacion de membrana de eritrocitos en donde
se obtuvo 90,55 % a una concentracion de 1,5 mg/ml para el microencapsulado con
maltodextrina y 93,70 % a una concentracion 2,5 mg/ml para la mezcla, estos valores son
superiores al ser comparados con el farmaco utilizado como control (&cido acetil

salicilico).

Palabras claves: Microesferas, extracto, Phaseolus vulgaris, secado por aspersion.
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ABSTRACT

In this investigation the extraction and microencapsulation of anthocyanins obtained from
red beans (Phaseolus vulgaris L.) was carried out, for the extraction a mixture of solvents
was used at a ratio of 85:15 (96 % ethanol and 37 % hydrochloric acid), ratio of plant
matter / solvent volume 1:25 with a constant temperature of 70 + 2 ° C for 120 minutes.
The extract obtained was microencapsulated by spray drying using two polymeric matrices
(maltodextrin and gum arabic). The percentage of microencapsulation efficiency of
maltodextrin was 70,96 % and of the mixture (maltodextrin-gum arabic 50:50) 92,562
%. The antioxidant properties of the microencapsulated extracts were evaluated by means
of the in vitro DPPH technique and in vivo by the growth of the Saccharomyces cerevisiae
yeast exposed to oxidative stress by the addition of hydrogen peroxide where it was
observed that the microencapsulates protect the yeast of oxidative agents; The results of
the microencapsules had greater antioxidant activity than vitamin C. Similarly, the
antiinflammatory activity was determined by the erythrocyte membrane stabilization
technique where 90,55 % was obtained at a concentration of 1,5 mg / ml for Maltodextrin
and 93,70 % at a concentration of 2,5 mg / ml for the mixture, these values are higher when

compared to the commercial drug acetylsalicylic acid (aspirin)

Keywords: Microspheres, extract, Phaseolus vulgaris, spray drying.
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CAPITULO | MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

1.1.1 Descripcion de la planta
1.1.1.1 Fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L)

El fréjol (Phaseolus vulgaris L) pertenece a las plantas dicotiledoneas, de orden Fabalaes
y Familia Fabaceae, tiene diferentes centros de origen en lo que se pueden destacar
Mesoamérica y América del Sur Andina, que durante aproximadamente unos 500 afios se
han ido domesticando en cada regidn, es el tercer acervo genético de gran importancia

existente en el Ecuador y en el norte de Perd.(Garcia-Fraile et al., 2010).

Se desarrolla en climas céalidos y templados, es sensible a la humedad ambiental, se ve
afectado por cambios bruscos de temperatura, tiene una particularidad en cuanto al suelo
no es exigente, pero es susceptible a enfermedades limitandole de tal manera a la
productividad en ambientes tropicos, el umbral térmico de la especie es de 10 °C como
temperatura minima y 25 °C como temperatura maxima (Torres et al., 2014). En el
Ecuador se cultiva en mayor proporciéon en los valles de las provincias de Carchi,
Imbabura y Loja; de igual manera en la cordillera de las provincias de Chimborazo y
Bolivar. (Yanez, 2017).

El fréjol tiene un alto potencial nutricional como: proteinas, vitaminas, hierro, fésforo;
aporta también fibra, acido folico, tiamina y compuestos bioactivos que ayudan a la
prevencion de enfermedades catastroficas como el cancer. (Beaver, Kelly, & Myers,
2010). Es considerado un componente basico e importante en la alimentacién humana
pues puede sustituir las proteinas de origen animal especialmente la carne, ademas al ser
leguminosa mejora los suelos por su poder nitrificante. Posee un alto contenido de
compuestos antioxidantes y antiinflamatorios como las antocianinas que ayudan a
combatir enfermedades inmunolégicas. En la Tabla 1 se detalla la descripcion
morfologica del fréjol rojo establecida por investigadores del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias del Ecuador codificada con INIAP 484 Centenario,
proveniente de la cruza entre lineas AMPR5 de grano rojo moteado realizado en el afio
2006. (Peralta, Mazén, Rodriguez, & Murillo, 2014)
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Tabla 1.- Descripcion morfoldgica de la planta de fréjol rojo

Altura de la planta:
Color de laflor:

Color del grano:

45 a 50 cm
rosa palido

rojo moteado/ crema

Forma del grano: arriionado
Peso de 100 granos: 55a58¢g

Peso hectolitrico: 75 (kg/hl)
Tamarno del grano: grande

Dias de floracion: 42 a 45

Dias a la cosecha en tierno:  75a 95

Dias a la cosecha en seco: 90 a 110
Adaptacion: 1400 2 2400 m

Fuente: Peralta, Mazén, Rodriguez, & Murillo, 2014

Fréjol centenario

Figura 1.- Planta, flor y granos de fréjol rojo
Fuente: INIAP, 2014

La Tabla 2 representa la informacién quimica y nutricional del fréjol entre los que se
puede destacar: la cantidad de carbohidratos con un 69,1 % seguido de la cantidad de
proteina con un 25,40 % vy fibra con 17,4 % por cada 100 gramos de fréjol analizado
(Suarez-Martinez et al., 2016).



Tabla 2.- Composicion quimica y nutricional del fréjol por cada 100 gramos

Energia 337 kcal
Agua 12,10 %
Proteinas 25,40 %
Grasa 1,70 %
Carbohidratos 69,11 %
Fibra 17,4 %
Cenizas 3,78 %
Azlcar 4,41 %
Calcio 167 mg
Fosforo 463 mg
Hierro 6,24 mg
Tiamina 0,88 mg
Riboflavina 0,18 mg
Niacina 2,48 mg

Fuente: Suarez- Martinez et al., 2016

1.1.2 Taxonomia
Segun ( Valladares, & Ceiba, 2010); (De la Torre, Navarrete, Muriel, Macia, &
Balslev, 2008) la taxonomia del fréjol se clasifica de la siguiente manera:



Tabla 3.- Taxonomia del fréjol

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Orden: Fabales
Superorden: Rosanae
Familia: Fabaceae
Género: Phaseolus L
Especie: vulgaris
Nombre binomial: Phaseolus vulgaris L
Nombres comunes: Fréjol, frijol, poroto,

habichuela, judia, ejote

Fuente: www.tropicos.org; Valladares & (2010); de la Torre et al. (2008).

1.1.3 Compuestos fitoquimicos de Phasolus vulgaris L.

Las sustancias fitoquimicas son compuestos producidos por las plantas, se encuentran
principalmente en frutas, verduras, granos, fréjoles y en otras plantas, existen mas de 2000
fitoquimicos en las plantas; se clasifican de acuerdo a su funcidén y caracteristicas
estructurales, lo mas estudiados son los terpenos, fenoles y los tioles.(Guillamon, 2018).
El objetivo principal de las sustancias fitoquimicas es proteger a las células del dafio que
podria terminar en enfermedades cronicas como el cancer. Algunas de las sustancias
fitoquimicas benéficas son: los carotenoides, polifenoles y las antocianinas
exclusivamente de alimentos que poseen pigmentacion roja, morada, negra entre
otros.(Rodriguez & Fernandez, 2004). EIl fréjol tiene compuestos fitoquimicos como
proteinas, carbohidratos, fibra, minerales, vitaminas como timina, riboflavina, niacina y
compuestos bioactivos como los fenoles que tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antitumorales segun estudios realizados por (Ramirez-Pérez,
DiazRuiz, Jacinto-Hernandez, Paredes-Sanchez, & Garza Garcia, 2018), también
establece que la pigmentacion roja del frejol es reflejada por la presencia y concentracion

de antocianinas, flavonoides y taninos condensados. Mediante anélisis de HPLC-
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DADMSS3 se ha determinado que el fréjol rojo posee el mayor contenido de antocianinas
que pertenece al tipo cianidina especificamente cianidina-3-glucosido (Ver figura 2)
(Bouvier, Stragier, Morales, Re, & Gutierrez, 2008). El contenido nutracéutico del
fréjol es influenciado por varios factores como: el desarrollo de la planta, factores
ambientales y condiciones de almacenamiento; es considerado uno de los mas completos
a nivel de plantas por poseer un alto contenido de proteinas, carbohidratos y fibra que

ayuda considerablemente en la dieta alimenticia

OH
OH
s [
HO 0]
Y
O 7 OH
0 0
OH HO OH
HO (Leyva Daniel, 2009)

Figura 2.- Estructura de la antocianina glucosilada (Cianidina-3-glucésido)

Fuente: Leyva Daniel, 2009

1.1.4 Antocianinas

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas (aglicona) pertenecientes a la familia
de los flavonoides considerado como un grupo de pigmentos hidrosolubles vacuolares
distribuidos ampliamente en el reino vegetal. En su estructura tiene dos anillos aromaticos
A (benzopirilio) y B (anillo fenolico) unidos por una cadena de 3 carbonos, de la variacion
estructural del anillo B resultan seis antocianinas que se conoce como las mas importantes
(pelargonidina, delfinidina, cianidina,petunidina, peonidina, malvidina), la combinacion
de las antocinaninas antes mencionadas con diferentes azucares se realiza mediante un

enlace B-glucdsido que genera aproximadamente 150 antocianinas.(Ortiz et al., 2011)

La aglicona o también denominada flavilio o 2-fenilbenzopirilio es la estructura mas
importante de las antocianinas debido a que contiene dos enlaces conjugados que se
encarga de la absorcion de la luz a una determinada longitud de onda permitiendo de tal

manera observar los colores caracteristicos de las antocianinas. (Ferreira, Stringheta, &
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Cano, 2007). Las antocianinas pueden ser penta-sustituidas (3,5,7,3",4") o hexasustituidas
(3,5,7,3°,4°, 57) difieren en el niumero de grupos hidroxilo y metoxilo en el anilla B del
cation flavilio, en la Tabla 4 se puede observar las diferentes estructuras de las antocininas
mas importantes que tienen caracteristicas menos solubles y estables en agua.(Rein, 2005)

Tabla 4.- Estructura basica de las antocianinas mas importantes

Antocianina Estructura basica R1 R2 Rs (_Zolc_)r Fuentes
principal
Manzana, sauco,
Cianidina -OH | -OH -H | Naranja-rojizo _nectarlno, mora,
ciruela, melocoton,
frijoles
Delfinidina -OH | -OH | -OH | Pdrpura, azul Uvas, berenjena
Pelargonidina i -H -OH -H Naranja Rabanos, frijoles
3|
Malvidina ; -OH | -OCHjs; Parpura Uvas
Peonidina -OH -H Rojo-parpura Arandano§, ciruelas,
uvas, maiz morado
i Rojo-oscur _
Petunidina -OH |-OCHs; OJO,OSCU 0o Uvas, vayas rojas
pUrpura

Fuente: Rein, 2005

La expresion de color de las antocianinas en diferentes partes de la planta (tallo, hojas,
flores y fruto) se ve influenciada por factores como los sustituyentes quimicos que
contiene la molécula, de igual manera la posicion y orientacion de estos en el grupo
flavilio; por tanto, si en el anillo fendlico se aumentan grupo hidroxilo el color azul se
intensifica y si se introducen grupos metoxilos genera coloraciones rojas. Existen
diferentes factores que afectan la coloracion y estabilidad de las antocianinas como por
ejemplo la temperatura (incrementos bruscos- pérdida del azucar glicosilante y produccion
de sustancias incoloras) luz, pH (la acidez- efecto protector sobre la molécula), presencia
de copigmentos, iones metalicos etc. (Garzon, 2008).

Segun estudios realizados por (Kechinski, Guimaraes, Norefia, Tessaro, & Marczak,
2010) establecen que para la extraccion de antocianinas es aconsejable la utilizacion de
muestras secas, liofilizadas o congeladas para mejorar un rendimiento de extraccion ya
que comunmente se realizan extracciones solido-liquido cuando se utiliza material vegetal
seco, ademas se usan disolventes; es evidente que la caracteristica polar que tiene la

molécula de las antocianinas permite aprovechar una gran variedad de disolventes como




por ejemplo alcoholes, acetona. Agua o una mezcla de los disolventes antes mencionados
a diferentes relaciones, ademas se puede incorporar una pequefia cantidad de acido (15 %
HCI) con el objetivo de conseguir la forma del cation flavilio, debido a que es estable en

un medio altamente acido.

1.1.5 Actividad antioxidante de antocianinas in vitro e in vivo

Mediante diversas investigaciones se ha determinado que los frutos verduras y plantas
ricas en antocianinas tienen una alta actividad antioxidante contra los siguientes
compuestos: peroxido de hidrogeno (H202) y contra radicales: peréxido (ROO),
superperéxido (O), hidroxilo (-OH), permitiendo la captura de los radicales y evitando
un dafio oxidativo celular ya que es el principal causante de enfermedades catastroficas
como diabetes y los diferentes tipos de cancer. En los ensayos de la capacidad antioxidante
de diferentes antocianinas se ha podido evidenciar que posee hasta 3,5 veces mayor poder
antioxidante que el Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)

analogo de la vitamina E. (Burgos et al., 2016).

Actualmente existen diversas metodologias para la determinacién de la actividad
antioxidante que tiene como objetivo captar los radicales libres ya sea por técnicas in vitro
0 in vivo. Para la metodologia in vitro se puede mencionar el uso de 2,2-difenil-
1picrilhidracilo (DPPH), el &cido 2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) y la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC) que son los méas
recomendados por varios investigadores. (R. Figueroa, Tamayo, Gonzéalez, & Moreno,
2011).

El método DPPH es el més utilizado debido a que la molécula 1,1-difenil-2-picrilhizilo es
un radical libre y estable, que cuando se mezcla con una solucion de sustrato que pueda
donar un atomo de hidrégeno se forma una molécula reducida de DPPH permitiendo de
tal manera la pérdida del color violeta original, para determinar el poder antioxidante de
los sustratos se lo realiza mediante el cambio de la densidad dptica de los radicales de
DPPH a una longitud de onda de 517 nm (Guija, Camones, Ponce, & Zarzosa, 2015).

Es de gran importancia recalcar que ciertos compuestos bioactivos pueden tener mayor
poder antioxidante mediante técnicas in vitro que in vivo por ello es recomendable la
realizacion de los dos estudios ya que el DPPH es un radical ajeno al organismo y puede
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variar los resultados en cada experimento debido al efecto antioxidante y prooxidante.
(Mera, 2018).

Para la determinacion de la actividad antioxidante mediante técnicas in vivo se utiliza la
levadura Saccharomyces cerevisiae, considerada como modelo para estudios de biologia
molecular, celular y ensayos de determinacion de antioxidantes naturales provenientes de
fuentes vegetales. La levadura S. cerevisiae tiene varias caracteristicas por lo cual se le ha
considerado como modelo entre las que se puede destacar su facil manejo, rapido
crecimiento, su libre acceso y bajo costo. El peréxido de hidrégeno es utilizado como
modelo promotor de estrés oxidativo, este compuesto se forma durante la respiracion
aerobica y es usado conjuntamente con la levadura en el cual genera dafios por estrés
oxidativo, siendo una molécula de sefializacién en procesos bioldgicos. (Veal, Day, &
Morgan, 2007).

Los organismos aerobicos tiene diferentes mecanismos para la neutralizacion de radicales
libres generados en el metabolismo, las células tienen complejos enzimaticos (superoxido,
dismutasas y catalasas) y no enzimaticos (glutation) que ayudan a prevenir el dafio
oxidativo (Pelaez, 2016), de tal manera evita la generacion de sustancias perjudiciales

para la salud.

1.1.6 Actividad antiinflamatoria in vitro

La inflamacion es una respuesta protectora a la lesion tisular e implica la liberacion del
mediador a la activacion enzimatica, migracion celular, descomposicién y reparacion de
tejidos, estan generalmente dirigidos a la defensa del huésped y es activada en la mayoria
de las enfermedades. (Kumar, Bhat, Kumar, Bohra, & Sheela, 2011).

Estudios realizados por varios investigadores establecen que los efectos antiinflamatorios
de las antocianinas de tipo cianidina actian en la inhibicion de las enzimas COX
(ciclooxigenasa) y LOX (lipoxigenasa); enzimas que permiten la reaccion defensiva del
tejido frente a diferentes estimulos nocivos. En la actualidad se ha estudiado al diclofenaco
sodico como un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) estandar de referencia para la

prueba de actividad antiinflamatoria in vitro de la membrana de glébulos rojos humanos
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(HRBC) por medio de un método de estabilizacion dando resultados favorables en analisis
de diferentes antocianinas y estableciendo propiedades anticarcinogénicas. (Vareed,
Reddy, Schutzki, & Nair, 2006)

1.1.7 Microencapsulacién

Los micronutrientes son inestables en la naturaleza y pueden degradarse con facilidad bajo
condiciones ambientales efecto de pH, humedad relativa y temperatura es por ello que han
implementado procesos como la encapsulacion permitiendo atrapar los componentes
sensibles en una matriz ya sea homogénea o heterogénea para su proteccion, en la
actualidad se han implementado diversos compuestos bioactivos como: aminoécidos,
vitaminas, enzimas, minerales, edulcorantes, colorantes, antioxidantes e incluso
microorganismos probidticos dtiles para la industria alimentaria, textil y
farmacéutica.(Desai & Park, 2005).

El proceso de microencapsulacion se ve reflejado en la creacion de microparticulas con
diametros entre micrometros y milimetros con caracteristicas de peliculas delgadas o
membranas semipermeables mediante la utilizacion de matrices poliméricas (almidones,
jarbes de maiz, maltodextrina, goma arabiga carboximetilcelulosa) creando una barrera
fisica entre los diversos compuestos (Garcia, Ceja, 2012). Las matrices poliméricas mas
usadas por su alto poder de rendimiento son la Maltodextrina y la Goma arabica, en
algunos procesos se utiliza también el alginato el cual es apto para atrapar microrganismos
probiéticos. Existen diversos métodos de microencapsulacion y se dividen en dos grandes
grupos: quimicos (coacervacion y gelificacion idnica) y mecanicos (secado por aspersion,
liofilizacion, por congelacion o enfriamiento, emulsion, recubrimiento en lecho
fluidizado). Las formas y tamafios de las particulas dependen del método y el material ya
sea monomeros o polimeros. EI método mas utilizado para la microencapsulacion de
compuestos bioactivos como las antocianinas es secado por aspersion, también conocido
como Spray Drying. (Nizori, Bui, & Small, 2012). El método Spray Drying es una
operacion unitaria que tiene como principio convertir soluciones o dispersiones liquidas

en polvo (Shishir & Chen, 2017), es una de las técnicas mas utilizadas por su bajo costo,



amplia disponibilidad del equipo; ademés de proporcionar una alta calidad de

microcapsulas con un excelente rendimiento.

1.2 Hipotesis
1.2.1 Hipdtesis nula
Las antocianinas microencapsuladas del fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L) no presentan

actividad antioxidante y antiinflamatoria.

1.2.2 Hipotesis alternativa
Las antocianinas microencapsuladas del fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L) presentan

actividad antioxidante y antiinflamatoria.

1.3 Sefializacién de las variables de la hipotesis

1.3.1 Variables dependientes
Propiedades antioxidantes y antiinflamatorias del extracto

1.3.2 Variables independientes
Matrices poliméricas microencapsulantes, relacion material vegetal/ volumen de

disolvente y tiempo de extraccion.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

O Extraer y microencapsular antocianinas de fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L).

1.4.2 Objetivos especificos
» Determinar las condiciones Optimas de extraccion de antocianinas presentes en los
granos de fréjol rojo.
» Microencapsular las antocianinas extraidas mediante el proceso de secado por

aspersion con dos matrices poliméricas (maltodextrina y goma arabiga).
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Evaluar la actividad antioxidante mediante técnicas in vitro e in vivo de las
antocianinas microencapsuladas.
Determinar la actividad antiinflamatoria de las antocianinas microencapsuladas

por el método de estabilizacion de membrana de eritrocitos.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1 Materiales

2.1.1 Recursos materiales
» Granos de fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L)
« Material de vidrio: balones de aforo, matraces, Erlenmeyer, pipetas, probetas
graduadas, vasos de precipitacion, varillas de agitacion de marca Pyrex® y
GLASSCO

» Frascos &mbar

* Micropipetas regulables de 5,20, 200 y 1000 microlitros

* Magnetos Elicrom

» Papel aluminio

* Material de escritorio: computadora, esferos, papel bond, cuaderno

2.1.2 Reactivos
» Etanol al 96 % de pureza Scharlan
« Acido clorhidrico al 37 % Fisher
* Maltodextrina Roig Pharma
» DPPH (2.2-difenil-1-picrilhidracilo)
* Anticoagulante EDTA
+ Acido salicilico
« Acido ascorbico
» Solucion tampén fosfato (PBS) pH 7,4

2.1.3 Recursos Tecnoldgicos
» Balanza analitica Ohauspioneer
+ Balanza de humedad Kern MLS 50-3
* Destilador de agua QUIMIS
* Plancha de calentamiento ThermoScientific

» Refrigerador Indura
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Molino de cuchillas INOX-EQUIP

Horno secador GANDER MTN

Centrifuga (Hettich Zentrifugen, Germany)

Espectrofotdometro UV-VIS Fisher Scientific accuSkan Go
Espectrofotdmetro infrarrojo Jasco FT/IR 4100

Calibrador Pie de rey BP GOLD

Colorimetro Lovbond LC 100

pH-metro digital marca ORIOM 4202

Computador Dell Inspirion 15R con sistema operativo Windows 10
Mini Spray Dryer BUCHI-B290

Rotoevaporador IKA HB10

Software de andlisis de datos estadistico y grafico, Statgraphics XVII 64x
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2.2 Métodos

2.2.1 Obtencion de harina de fréjol rojo

Los granos de fréjol se consiguieron en el Mercado Mayorista ubicado en la ciudad de
Ambato perteneciente a la provincia de Tungurahua, la materia prima fue trasladada a la
Universidad Técnica de Ambato a la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia. Los tratamientos requeridos para la materia prima se realizaron en los
Laboratorios de la Unidad Operativa de Direccion de Investigacion y Desarrollo
(UODIDE). Se lavaron los granos de fréjol y se coloco en el horno secador (Gander MTN)
el proceso de secado se realiz6 durante 24 horas a una temperatura de 60 °C.

Luego del proceso de secado el material obtenido se sometié a un proceso de molienda en
un molino de cuchillas con el fin de obtener un polvo fino para la realizacion de pruebas

posteriores.

2.2.2 Caracterizacion fisico-quimica del fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L)

2.2.2.1 Determinacion del tamafio

Con un Calibrador Pie de rey (BP GOLD) se determind el tamarfio del fréjol (longitud y
didmetro), se tomo el registro en unidades de centimetros a 10 muestras aleatorias

diferentes.

2.2.2.2 Determinacion del peso
Con una balanza analitica (marca Ohauspioneer) con una precision de calibrado de 0,1g,
se registrd el peso de diez unidades de fréjol, posterior a la lectura de los pesos se realizo

un valor promedio de las réplicas.

2.2.2.3 Determinacion del volumen
El principio de Arquimedes establece que “El volumen del liquido desplazado por un
cuerpo al sumergirse es igual al volumen de la parte sumergida del cuerpo” es decir el

cuerpo sumergido total o parcialmente ejerce una fuerza ascendente igual al empuje del
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peso del liquido que se desplaza (Espinosa; Sdnchez, 2014). Segun lo mencionado por
Arquimedes para la determinacion del volumen del frejol se utiliz6 un vaso de
precipitacion de 25 ml, se colocé en un recipiente en el que se recogié el agua desplazada,
se introdujo el fréjol, con la ayuda de una probeta se midio el liquido desplazado (la
cantidad de agua medida es igual al volumen del frejol) este ensayo se repitié por diez

veces Y se realizé un valor promedio de las réplicas.

2.2.2.4 Determinacion de la densidad
Con los datos obtenidos de peso y volumen de fréjol se realizé el céalculo de la densidad
mediante la Ecuacion 1:

m
v

p:

Ecuacién 1 Calculo de la densidad

Donde: (p) es el simbolo de densidad, (m) es la masa en gramos y (v) el volumen en

mililitros

2.2.2.5 Determinacion del color

Con un colorimetro marca Lovinond LC 100 previamente calibrado se midié en 3 puntos
diferentes de la muestra de fréjol para la determinacion del color. Se utilizo la escala de
CIE Lab, en el cual esta establecido por tres coordenadas colorimétricas adimensionales
(L*a*b) en donde L representa la luminosidad, a componente verde-rojo y b componente
amarillo-azul (Teja, Science, & Ah-hen, 2014) este ensayo tiene similitud visual humana

y se realizo por diez veces.

2.2.2.6 Determinacion de Potencial de Hidrdgeno (pH)
Para la determinacion del potencial de hidrdgeno se utilizé un pH-metro digital marca
ORION 420 A, se realiz6 la metodologia descrita por el Instituto Ecuatoriano de
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Normalizacion (NTE INEC-1SO 1842, 2013), se midi6 directamente en una solucion de
45 ml de agua destilada con 5 g de muestra de fréjol con un previo tratamiento.

2.2.2.7 Determinacion de solidos solubles (°Brix)
Se utiliz6 un refractémetro digital (ATACO Pocket-Japdn), se realiz6 la metodologia
descrita en la norma NTE INEN-1SO 2173 para la determinacion de solidos solubles de

frutas y vegetales mediante el método refractométrico (INEN-1SO-2173, 2013).

2.2.3 Obtencion del extracto vegetal liquido

Posterior a la obtencién de la harina de fréjol rojo se realiz6 la extraccion de compuestos
bioactivos (antocianinas), en la extraccién se tomaron en cuenta dos factores: relacién
materia vegetal/ volumen de disolvente (1:20 y 1:25) y tiempo de extraccion de 60 y
120 minutos, los andlisis se realizaron con tres réplicas cada uno. Para la preparacion del
disolvente se utiliz6 etanol al 96 % de pureza y acido clorhidrico a 37 % en una relacion
85:15.

En la preparacion de la relacion de materia vegetal/ volumen de disolvente (1:20) se
pesaron 2 g de muestra en una balanza analitica (OhausPioneer) y se midié 50 ml de
disolvente; para la relacion 1:25 se pes6 2,5 g de la muestra y 50 ml de disolvente. Los
ensayos se realizaron por triplicado, se colocaron en matraces Erlenmeyer marca Pyrex®
cubiertos con papel aluminio para evitar la evaporacién del disolvente, posterior a ello se
colocaron los matraces Erlenmeyer en una plancha de calentamiento (ThermoScientific)

durante 60 y 120 minutos respectivamente a una temperatura constante de 70 °C.

Al finalizar el proceso de extraccion se centrifugd las muestras a 3000 min™ durante un
tiempo de 10 minutos, luego de la obtencion de las muestras centrifugadas se colocd el
sobrenadante en frascos ambar para evitar la reaccion de las antocianinas con la luz, y el

precipitado se desechd.

Una vez determinada la mejor relacion de extraccion y tiempo se procedié a realizar la

extraccion a mayor escala, posterior a ello se concentro el extracto en el rotoevaporador
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(IKA HB10) a una temperatura de 72 °C y una velocidad de agitacion de 150 min™*, con
una circulacion constante de agua conectado al vacio permitiendo la destilacion del
disolvente. Al finalizar el proceso de concentracion, se midio el volumen obtenido y se
almaceno en un frasco de vidrio ambar a una temperatura de 4 °C con el objetivo de evitar

la degradacion por accion de la luz y la temperatura.

2.2.4 Determinacion de solidos totales del extracto

En la determinacion de la humedad residual de cada extracto de utiliz6 una balanza de
humedad marca Kern MLS 50-3, todos los extractos se analizaron por triplicado. El valor
de porcentaje de sélidos totales extraidos (% SST) se calcul6 mediante la siguiente

Ecuacioén:

% SST = 100 — % humedad

Ecuacion 2 Determinacién de solidos totales

2.2.5 Microencapsulacién mediante secado por aspersion
Se prepar6 una dispersion para el proceso de secado previamente tomando en cuenta el

contenido de solidos totales por el analisis en la balanza de humedad, con esos datos se
procedié a calcular la cantidad necesaria de concentrado, y de las matrices poliméricas
(maltodextrina y goma arabiga) y agua destilada, se mezclé con una agitacion constante a
una temperatura a 45 °C hasta que se mezclaron por completo la matriz polimérica en el
aguay el concentrado. Finalmente se utilizé el equipo Mini Spray Dryer BUCHI-B290 en
el cual se introdujo la mezcla, se verifico la presion del equipo -50 mbar y la temperatura
de entrada sea de 150 °C y la de salida 90 °C para ello se controlo el flujo de aire y agua;
cuando los parametros mencionados anteriormente se encontraron correctamente
establecidos se realizo el proceso de secado, una vez finalizado el proceso se dejo pasar
agua hasta que llegue a una temperatura de 100 °C, se cerraron los flujos de agua y aire

para una recuperacion de las antocianinas microencapsuladas.
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Se determind la eficiencia de microencapsulacion del extracto en las diferentes matrices
poliméricas (maltodextrina y la mezcla de maltodextrina -goma arabiga) se pesé 1,5 g de
microencapsulado en 15 ml de agua destilada, se agit6é durante 10 minutos, posteriormente
se midieron las absorbancias en el espectrofotdmetro, este procedimiento se repitié con
etanol al 70 %. Se utilizo la siguiente ecuacion para la eficiencia de microencapsulacion:

[H,0] — [EtOH]
[H,0]

% EE =

Ecuacion 3 Porcentaje de Eficiencia de microencapsulacion

Donde:

% E. E= Eficiencia de microencapsulacion, porcentaje en masa (%)
[H20] =Concentracion total presente en las microcapsulas (mg/L)

[EtOH]= Concentracion superficial presente en las microcapsulas (mg/L)

2.2.6 Anélisis espectrofotométrico de los extractos

La determinacion de absorbancia de cada extracto (A) se utilizd un espectrofotometro
UVVIS Fisher Scientific accu SkanGo a una longitud de onda de 535 nm para lo cual se
utiliz6 etanol como blanco. La longitud de onda a utilizar dependi6 de la muestra analizada
debido a que corresponde al punto donde la absorbancia del analito se maximiza para ello
se analiz6 la longitud de anda mediante un barrido espectral, se utilizé un rango de 300 a
800 nm el cual permitid visualizar la variacion de la absorbancia con la longitud de onda
de radiacion electromagnética, la eleccion de la longitud de onda Optima permitid

cuantificar de una manera mas eficiente el contenido de antocianinas del extracto.

Para la cuantificacion de antocianinas se uso el modelo de con la siguiente Ecuacion.

c A Vol MW 1 106
=—X X X —————— X
e 1000 samplewt

Ecuacién 4 Concentracién de antocianinas
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Donde: (C) es la concentracion de antocianinas expresadas en mg/100 g, (A) es la
absorbancia, () es la absortividad molar del compuesto cianidina 3 glucésido 25740
(Gusti, Rodriguez, & Wrolstad, 1999), (Vol) el volumen total del extracto de
antocianinas, (MW) el peso molecular de cianidina 3 glucdsido 449 g/mol.

2.2.7 Determinacion del potencial antioxidante del extracto in vitro

La cuantificacion de la actividad antioxidante del extracto se tomd en cuenta lo descrito
por Bobo-Garcia et al., 2015, en esta técnica se utilizd DPPH (2,2 difenil-1picrilhidracilo),
que posee un electron desapareado que reacciona con el compuesto oxidante. (Bobo-
Garcia et al., 2015)

Pararealizar la curva de calibracién se utilizé como estandar una solucion madre de Trolox
de 50-500 umol L-1; el porcentaje de inhibicion del radical DPPH se calcul6 mediante la
siguiente Ecuacién:

ey & e Am _Ab
% Inhibicion DPPH = [1 — (—)] * 100
AC - Ab

Ecuacion 5 Porcentaje de inhibicion de DPPH

Donde (An) es la absorbancia de la muestra, (A») la absorbancia del blanco reactivo y (Ac)

la absorbancia del control.

2.2.8 Analisis de la capacidad antioxidante in vivo

2.2.8.1 Crecimiento celular de levaduras

Se utilizd cepas de Sacharomyces cerevisiae para la evaluacion de la actividad
antioxidante cultivadas con anterioridad en 200 ml de medio YPD (Yeast extract Peptone
Dextrose) con las siguientes caracteristicas 2 g de levadura, 4 g de glucosa y peptona,
incubadas a 28 °C con agitacion constante durante 18 horas. Para generar colonias aisladas
de levaduras se inoculé en medio YPD solidificado (YPD mas agar) y finalmente se
incubd a 28 °C durante 72 horas, se obtuvo estas cepas para el estudio de la actividad

antioxidante.

19



2.2.8.2 Evaluacion de la capacidad antioxidante
Se inoculé una sola colonia de Saccharomyces cerevisiae aislada previamente en 5 ml de
medio liquido durante 6 horas con una agitacion constante de 40 revoluciones por

minuto a 28 °C.

Se llevo a cabo una dilucion 1/10 del cultivo, se inoculd 5 uL en 3 ml de medio liquido
YPD, se agreg6 1 ml del extracto a dos concentraciones: 25 mg/ml (0,5 g de
microencapsulado en 20 ml de agua destilada) y 50 mg/ml (1 g de microencapsulado en
20 ml de agua destilada) se llevd a agitacion constante de 100 min por 18 horas con una
temperatura de 28 °C. Para los controles se sustituyeron los microencapsulados por
Vitamina C a las concentraciones antes descritas; para el control negativo se inoculé solo

la levadura en el medio liquido YPD.

Se centrifugd a 2700 min* durante 10 minutos a una temperatura de 20 °C, las células
precipitadas fueron resuspendidas en tampon fosfato (PBS pH 7,4) y finalmente se
determind la absorbancia a 600 nm hasta alcanzar una concentracion de 0,1 en cada uno

de los tratamientos.

Para la induccion del estrés oxidativo se us6 peréxido de hidrogeno (H20>) a diferentes
concentraciones (0,5 y 3 mol/l) se afiadié 1 ml de esta solucién en cada uno de los tubos
gue contenia las concentraciones de microencapsulado y antioxidante (25 mg/ml y
50 mg/ml), posterior a ello se incubd durante 1 hora a 28 °C y se centrifugd a 2700 min™
durante 20 minutos a una temperatura a 20 °C. El precipitado de células fueron
resuspendidas en 1 ml de medio YPD fresco para la evaluacion del crecimiento de la

levadura.

Se colocaron 200 uL de cada tratamiento de cultivo de levaduras, antioxidante y
microencapsulado en una placa microtituladora de 96 pocillos para la determinacion de la
capacidad antioxidante, los ensayos se realizaron por triplicado y se controld el

crecimiento durante 24 horas con una agitacion continua a 30 °C, se determind la
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absorbancia a 600 nm cada 20 minutos en el espectrofotdmetro (Ficher Scientific accu
SkanGo)

2.2.9 Analisis de Espectrofotometria Infrarroja FT-IR

El andlisis de espectrofotometria infrarroja se llevo a cabo en la Escuela Politécnica de
Chimborazo en la Facultad de Ciencias en el Laboratorio de Quimica Instrumental
mediante la utilizacion del espectroscopio infrarrojo Jasco FT/IR 4100 en el que se
analizaron los microencapsulado del concentrado con las diferentes matrices, el extracto

concentrado de antocianinas y las matrices poliméricas.

2.2.10 Determinacion de la actividad antiinflamatoria mediante el método de
estabilizacion de membrana de eritrocitos

2.2.10.1 Preparacion de la solucidn de eritrocitos al 40 %

Para la preparacion de la solucién de eritrocitos al 40 % se utiliz6 la metodologia Kumar
et al, 2011, realizando ciertas modificaciones. EIl proceso constd de varios pasos muy
importantes como: extraer 5 ml de sangre humada de personas sanas que no hayan ingerido
medicamentos antiinflamatorios en un periodo de 2 semanas antes de la realizacion del
experimento, las muestras fueron colocadas en tubos al vacio heparinizados y con
anticoagulante EDTA, seguidamente sin dejar mucho tiempo la muestra en los tubos se
llevé a la centrifuga (HettichZentrifugen, Germany) durante 5 minutos a 3000
min!, se obtuvo la separacion de fases: el sobrenadante (plasma sanguineo) se retir6 con
una micropipeta y el precipitado (eritrocitos) se afiadié 3 ml de solucion tampon fosfato
(PBS) pH 7,4; esta mezcla se llevo a la centrifuga durante 5 minutos a 3000 min
1 este procedimiento se repitié 4 veces mas, luego de los lavados se preparo la solucion
de eritrocitos al 40 % en PBS con un pH 7,4. (Kumar et al., 2011)
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2.2.10.2 Cuantificacion de la actividad antiinflamatoria mediante
espectrofotometria UV-Vis

Para la cuantificacion de la actividad antiinflamatoria del microencapsulado se aplicé la
metodologia impartida por Rashid, 2011 con algunas modificaciones. En la preparacion
de la solucién madre se utilizd extracto seco y tampodn fosfato con un pH de 7,4 y se obtuvo
una concentracion final de 40 mg/ml, partiendo de esta solucion madre se prepararon
diferentes soluciones (3 ml de solucién de microencapsulado en tampon fosfato) con
concentraciones de 1; 1,5; 2; y 2,5 mg/ml. En la preparacion de la solucion patron a una
concentracion de 40 mg/ml se utilizo aspirina (Bayer) de 500 mg a partir de esta
concentracion de realizaron soluciones estandar de concentracion 1; 1,5; 2; y 2,5 mg/ml.
Todos los ensayos se llevaron a cabo en 3 tubos de centrifuga de 25 ml con las siguientes
etiquetas: Absi, Absy, Abss cada una de siguieron condiciones diferentes que se detallan

a continuacion:

Abs;: Se afiadio 3 ml del extracto con 30 uL de la solucion de glébulos rojos al 40 %
previamente preparado y se mezclo ligeramente todo el contenido, posterior a ello se dejé

reposar durante 20 minutos y se centrifugd por 10 minutos a 3000 min.

Abs;: Se afiadié 3 ml del extracto con 30 uL de la solucion de glébulos rojos al 40 % y se
mezclé ligeramente el contenido, posteriormente se someti6 a bafio Maria a una

temperatura de 54 °C durante 20 minutos y se centrifugé por 10 minutos a 3000 min.

Abssz: Se afiadié 3 ml de tampon fosfato (PBS) pH 7,4 con 30 uL de la solucion de globulos
rojos al 40 % y se mezcld ligeramente el contenido, posteriormente se sometié a bafio
Maria a una temperatura de 54 °C por 20 minutos y se centrifugd por 10 minutos a
3000 min™.

El procedimiento antes descrito se llevo a cabo sustituyendo el microencapsulado por la
solucion de aspirina en las mismas concentraciones (1; 1,5; 2; 2,5 mg/ml), para finalizar
se midid la absorbancia de los sobrenadantes de cada ensayo en el espectrofotometro
UVVIS Fisher Scientificaccu Skan Go a una longitud de onda de 540 nm. Para la lectura
del blanco se utilizé tampon fosfato y se realiz6 ensayos por triplicado. (Rashid, 2011)
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En la determinacion del porcentaje de actividad antiinflamatoria se utilizé la siguiente
ecuacion:

Abs, — Absy

2727 TP L 100
Abs, — Absl) i

% Actividad antiinflamatoria = (1 -

Ecuacion 6 Porcentaje de actividad antiinflamatoria

2.3 Procesamiento y analisis de datos

2.3.1 Disefio Experimental

El procesamiento de datos y la seleccion del mejor tratamiento en el proceso de extraccion
de antocianinas se aplicé el disefio experimental 22 (A x B) con tres réplicas en cada uno
de los tratamientos, mediante el disefio de Superficie de Respuesta que permite al
investigador examinar una respuesta que se puede mostrar como una superficie. Se tomo
en cuenta que en el experimento se investiga el efecto de la variacién de factores

cuantitativos en los valores que puede tomar una variable dependiente o de respuesta.

En las siguientes tablas se observa los factores y combinacion del disefio experimental.
Tabla 5.- Estructura del disefio experimental
FACTORES (A x B) NIVELES

A: Relacion de materia vegetal /volumen | r1: Relacion 1:20
disolvente (EtOH y HClI relacion 85:15) - Relacion 125

B: Tiempo (minutos) t1: 60
t2: 120

Tabla 6.- Distribucién de tratamientos
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INTERACCION

TRATAMIENTO

ritl

rit2
r2tl

r2t2

Relacién 1:20, 60 minutos

Relacién 1:20, 120 minutos

Relacioén 1:25, 60 minutos

Relacién 1:25, 120 minutos

Mediante el software estadistico Statgraphics Centurion version XVI.I se analizaron los

resultados obtenidos en los diferentes tratamientos, de igual manera los resultados de la

actividad antiinflamatoria a traves de gréaficas de comparacion.

24



CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados
3.1.1 Caracterizacion fisicoquimica del fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L)

3.1.1.1 Caracterizacion fisica del fréjol

En la Tabla 7 se presentan los resultados obtenidos de longitud, diametro, peso, volumen
y densidad de la materia prima utilizada para la extraccion de antocianinas.
Tabla 7.- Caracteristicas fisicas del fréjol rojo

Peso (g) Volumen
N° Longitud Diametro Peso (9) _10 (mi) Densidad
. . unidades 10 unidades
Unidades (cm) (cm) Unidad (g/ml)
1 1,8 1,2 1,4926 16,4378 16 1,0273
2 1,9 1,3 1,6735 16,5148 16 1,0321
3 1,9 11 2,0934 16,2439 16 1,0152
4 2 1,2 1,6929 16,3245 16 1,0202
5 2 1,2 1,6808 16,4312 16 1,0269
6 1,9 1,4 1,4656 16,5614 16 1,0350
7 18 1,3 1,6208 16,2456 16 1,0153
8 2 11 1,5575 16,2434 16 1,0152
9 1,8 1,1 1,5209 16,4534 16 1,0283
10 1,9 1,3 1,6398 16,3212 16 1,0200
Promedio 1,9 1,22 1,6437 16,3777 16 1,0236

El diametro del fréjol oscila entre 1,1 y 1,4 cm; mientras que la longitud se encuentra en
un rango de 1,8 y 2 cm. Segun las investigaciones realizadas por Peralta, Mazon,
Rodriguez, & Murillo, 2014 de diferentes tipos de fréjol rojo en el Ecuador establece que
el didmetro oscila entre 0,61 y 1,3 cm y la longitud entre 0,973 y 2,2 cm. Ademas,
manifiestan que el peso de 100 unidades de fréjol tiene un rango entre 55-58 gramos. La
densidad del fréjol se realizé con 10 unidades y se obtuvo un valor promedio de
1,0236+0,007 g/ml, en estudios realizados por (Espinosa-Pérez et al., 2015) report6 un
valor similar de 1,26+0,15 g/ml.
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3.1.1.2 Determinacion del color

Mediante un colorimetro marca Lovibond LC 100 previamente calibrado se midi6 10
veces las 10 muestras de fréjol, se determinaron las coordenadas cromaticas
L*(Luminosidad),  a*(Componente rojo-verde) 'y b*(componente
amarillo-azul) basandose al espacio de color CIELab, el cual establece que dos colores
no pueden ser rojo y verde al mismo tiempo o amarillo y azul al mismo tiempo
(“Entendiendo El

Espacio de Color CIE L*A*B*,” n.d.); es por ello que para a* (+a indica rojo, -a indica
verde) de igual manera para b* (+b indica amarillo, -b indica azul) Los resultados
promedios de los parametros fueron positivos 48,2+ 1,81 para L*,34,63+3,06 para a* y
9,05+0,81 para b* (Ver anexo 1).

Ademas los resultados se evaluaron en la web mediante Encycolorpedia, que tiene como
objetivo mostrar los esquemas de colores, combinaciones y conversiones de
color.(“Esquemas de Color Hexagonal, Pesquisa de Pintura, Paletas de Colores y
Conversiones,” n.d.) su composicion fue de 67,45 % de rojo, 35,29 % de verde y
39,61 % de azul. (Ver anexo 2)

3.1.1.3 Determinacion del Potencial de Hidrdgeno (pH)

El pH se determindé mediante la utilizacion de un pH-metro digital (ORION 420A), el
valor promedio de pH fue de 6,16 (Ver Anexo 3) muy parecido a lo reportado por
(Casaubon-Garcin et al., 2018) 6,05; esto concuerda con lo establecido por la revista
Mexicana de Alimentos, la cual indica que la mayoria de los alimentos son naturalmente
acidos por presentar valores de pH menores a 7 y es sumamente importante en lo que

respecta a la seguridad alimentaria.

3.1.1.4 Determinacion de solidos solubles (°Brix)
La determinacion de solidos totales (°Brix) se realizd mediante la utilizacion de un

refractometro (ATACO Pocket-Japdn), en esta investigacion se obtuvo 3,1 °Brix; (Ver
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Anexo 3) esto significa un 3,1 % de contenido de azucar en 100 g de solucion, resultados

similares fueron reportados por (Rios & Quiros, 2015) con 3 °Brix.

3.1.2 Obtencion del extracto vegetal liquido

En el proceso de extraccion de antocianinas a partir de granos de fréjol rojo se tomo en
consideracién: Factor A (relacion material vegetal / volumen de disolvente) y Factor B
(tiempo de extraccion) para ello se cuantifico el contenido de antocianinas en cada uno de

los tratamientos. (Ver anexo 4)

Segun estudios realizados por (Heras, Alvis, & Arrazola, 2013) establece que para la
extraccion de antocianinas es ideal utilizar un disolvente de etanol acidificado en tal
estudio se realizaron extracciones con acido ortofosférico y acido clorhidrico, el
disolvente utilizado en la extraccion de antocianinas de fréjol rojo fue etanol al 96 % vy
acido clorhidrico al 37 % con una relacion 85:15 que permite extraer mayor cantidad de

antocianinas. En la figura 2 se muestra el diagrama de Pareto.

Diagrama de Pareto Estandarizado para [C] Antocianinas

A:relacion

B:tiempo

0 5 10 15 20 25
Efecto estandarizado

Figura 2. Diagrama de Pareto estandarizado

Mediante el resultado del analisis de varianza se pudieron determinar las condiciones de
extraccion en el cual se observa que tanto el factor A como el factor B tiene influencia
significativa en la extraccion con un valor de (p<0,05) con un 95 % de confianza, la
interaccion de los factores A y B no tiene una influencia significativa es decir no influye

directamente en la extraccion. Segun (Martinez Rodriguez, 2005) cuando el valor de R?
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sea mas cercano a 1 establece que el ajuste del modelo es adecuado al igual que en la
experimentacion se obtuvo un modelo con un ajuste de R2= 0,9916 muy cercano a 1
(Ver Anexo 5)

En la Figura 2 se puede observar la interaccion de los factores mediante un diagrama de
Pareto, el cual se ve influenciado el proceso de extraccion de antocianinas. El factor A
tiene mayor relevancia con respecto al factor B, es decir tiene mayor importancia la

relacién del material vegetal/ volumen disolvente que el tiempo de extraccion.

a. Grdfico de LEfectos principales para concentracion de antocianinas

TAF -

B /
68 - _
20 25 1

relacion tiempo

~
T

CAntocianinas

b. Grdfico de superficie de respuesta estimada de concentracion de antocianinas

expresada en mg/100 g

CAntocianinas

22 23 24 a5 17 tiempo
relacion

Figura 3.- a. Efectos principales para concentracion de antocianinas. b. Superficie de
respuesta estimada
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Por otra parte, en la Figura 3a se observa claramente que existe una mayor concentracion
de antocianinas a la relacion 1:25 al existir una relacion directamente proporcional,
mientras mayor es la relacion de materia vegetal / volumen de disolvente aumenta
considerablemente la concentracion de antocianinas, de igual manera ocurre con el
tiempo, en las dos horas de extraccion se obtuvo mayor cantidad de antocianinas, lo dicho
anteriormente se contrasto con el grafico de superficie de respuesta (Ver Figura 3b). La
concentracion mas alta de antocianinas se obtuvo mediante la relacion 1:25 (materia
vegetal/ volumen disolvente) durante 2 horas de ebullicion a una temperatura constante de
70 °C y es 7,3 mg/100 g. De acuerdo a investigaciones realizadas por (Salinas, Rojas, &
Sosa, 2009) establecen que la concentracién de antocianinas en diferentes variedades de
fréjol oscilan entre 10,1 y 18,1 mg/100 g, esto depende de la eleccidon del mejor disolvente

y tiempo de extraccion.

Una vez analizado la relacién materia vegetal/ volumen disolvente se establece que no
existe una saturacion evidente del disolvente por lo tanto es recomendable analizar a
mayores relaciones con el fin de obtener mayor concentracion de antocianinas que las

alcanzadas bajo este disefio.

3.1.3 Microencapsulacion mediante secado por aspersion

En la técnica de microencapsulacion mediante secado por aspersion o también conocida
como Spray drying se obtuvo un polvo fino en forma de microesferas, que engloba o
recubre compuestos bioactivos que son sensibles a la luz, pH, humedad y temperatura;
para ello se evaluaron dos matrices poliméricas que influyen directamente en la eficiencia
del proceso de microencapsulacion. Se utilizo una relacion 20:80 (matriz polimeérica/
extracto concentrado), las matrices poliméricas utilizadas fueron maltodextrina y una
mezcla de 50:50 de maltodextrina - goma arabiga para la eleccion de la mejor matriz

polimérica se realizé la comparacion de la eficiencia entre matrices.

Segun (Garcia, Gonzalez, Ochoa, & Medrano, 2014) la maltodextrina es una buena
matriz por su costo, y efectividad ademas de proporcionar baja viscosidad a una alta

proporcion de sélidos inodoros e incoloros, permite la formacion de polvos de libre flujo
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sin enmascarar el sabor original, la goma arébiga al igual que la maltodextrina tiene baja
viscosidad y ademas aporta con un bajo contenido cal6rico que lo hace ideal para la
microencapsulacion a partir de investigaciones realizadas por (Madene & Jacquot,
2006).

A continuacion, en la Figura 4 se muestran los resultados de la prueba de multiples rangos

de Duncan para la eficiencia de microencapsulacion.
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Figura 4.- Eficiencia de microencapsulacion (%) de las matrices poliméricas

Mediante la Ecuacion 3 se determind el porcentaje de eficiencia de microencapsulacion
(Ver anexo 6), se realizd el andlisis de varianza de los resultados de la eficiencia de
microencapsulacion (Ver anexo7) la comparacion entre las matrices poliméricas tiene

diferencia significativa con un 95 % de confianza.

En la Figura 4 se observa que la eficiencia de microencapsulacién con la maltodextrina
alcanz6 un valor medio de 70,76 % en estudios realizados por (P. M. Figueroa, Ceballos,
& Hurtado, 2016) presenta valores similares con 70 % en la microencapsulacion de aceite
de mora, al igual que (Arrazola, Herazo, & Alvis, 2014) obtuvo valores levemente
superiores en microencapsulacién de antocianinas de berenjena con 72,6 %. Con la mezcla
50:50 maltodextrina y goma arabiga se obtuvo un valor superior al de la maltodextrina
con un 92,52 %, al comparar con investigaciones realizadas por (L6pez, Marquez, Mayo,
Toledo, & Peérez, 2009) obtuvo un valor menor, con 90 % en la eficiencia de

microencapsulacién de aceites de semillas. (Lopera, Guzman, Catafio, & Gallardo,
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2009) presenta la mezcla de polimeros a diferentes relaciones, la mejor relacion en ese
estudio fue 50:50 (maltodextrina-goma ardbiga) con un 97 % de eficiencia de

microencapsulacion.

Es importante recalcar que en este estudio la mezcla con una relacion 50:50
(maltodextrina-goma arabiga) tuvo mejor porcentaje de eficiencia que la maltodextrina
esto se debe a que segun (Fang & Bhandari, 2011) ademas de la viscosidad de la matriz
polimérica, la pérdida de polvo durante el proceso de secado estd directamente asociada
al bajo rendimiento de microencapsulacion, debido a la acumulacion de particulas de

polvo sobre la pared de la cdmara y el ciclon.

3.1.4 Anélisis de Espectrofotometria Infrarroja FT-IR
El andlisis de espectrofotometria infrarroja se realizd en muestras de antocianinas
extraidas del fréjol rojo antes y después de la microencapsulacion, este andlisis tiene como

objetivo corroborar los resultados obtenidos en la eficiencia de microencapsulacion.
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Figura 5.- Espectrofotometria Infrarroja FT-IR

En la Figura 5a se puede observar el espectro de las antocianinas extraidas del fréjol rojo
sin la aplicacion de ninguna matriz polimérica microencapsulante, las bandas mas
representativas tienen valores de 3336,25 cm™ y 1747,19 cm™, valores semejantes fueron
publicados por (Sivam, Sun-Waterhouse, Perera, & Waterhouse, 2012) en estudios de
FT-IR de flavonoides especificamente las antocianinas. Mediante estudios realizados por
(Hussain & Mahmoud, 2011) reportan bandas similares a los obtenidos de antocianinas

extraidas de cereza 3429 grupo hidroxilo, 1724,92 cm™ para el grupo carbonilo.

En la Figura 5b y 5¢ se puede observar que la banda del grupo hidroxilo desaparece es
decir el polimero recubre al grupo funcional formando una pared que protege a las
antocianinas, en la figura 5d y 5e se representa las bandas de la matriz polimérica
maltodextrina y la mezcla de polimeros (maltodextrina y goma arabiga) respectivamente.
Se puede constatar que efectivamente se microencapsulé correctamente las antocianinas
debido a que las bandas de las figuras 5b y 5d son similares, al igual que las figuras 5¢c y
5e. Estos resultados obtenidos confirman la eficiencia de microencapsulacion mediante

la técnica secado por aspersion.

3.1.5 Determinacion del potencial antioxidante del extracto in vitro

La determinacion del potencial antioxidante tiene como objetivo la reduccion del radical
libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) en presencia de compuestos bioactivos
donadores de hidrogeno como las antocianinas que son estudiados por su alto poder
antioxidante. (Guija et al., 2015). Se realizd un analisis de varianza con un 95 % de
confianza a través del método de determinacién de potencial antioxidante in vitro DPPH,
establece un valor de (p<0,05) por tanto, existe una diferencia significativa entre las
matrices poliméricas analizadas, dando como resultado que la mezcla de polimeros tiene

un porcentaje de inhibicidn superior en comparacion con la maltodextrina.
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Figura 6.- Actividad antioxidante in vitro de los microencapsulados

En la Figura 6 se presenta mediante el diagrama de cajas y bigotes la comparacion de la
actividad antioxidante, ademas se observa el resultado de la prueba de multiples rangos de
Duncan que establece una diferencia significativa en la actividad antioxidante in vitro

entre las matrices poliméricas.

Se calculd el porcentaje de inhibicion para cada muestra con la Ecuacién 5, los valores
obtenidos se graficaron frente a la concentracion de Trolox (umol), seguidamente se
obtuvo la ecuacion de la regresion lineal (Ver anexo10), los resultados son 232,78 y 352,82
umol Trolox para la maltodextrina y mezcla respectivamente. Conviene enfatizar que los
resultados de la mezcla fueron superiores a la de la maltodextrina; en comparacién con
estudios realizados por (Alvarado-Lopez et al., 2019) presenta valores de 354 pumol
Trolox/g de extracto seco, similares a los obtenidos en la experimentacién, de igual
manera en el analisis de microencapsulado de Mashua reportaron una concentracion de
352,89 umol Trolox/g de extracto seco (Orellano Gonzales & Valverde Torres, 2017).
Ademas en la investigacion realizada por (Puertas, Mosquera-Mosquera, & Rojano,
2016) establece que en diferentes clases de fréjol existe una alta capacidad antioxidante
que incluso supera la capacidad de vitaminas, por lo tanto las antocianinas extraidas del
fréjol son utiles para la implementacion en la industria farmacéutica al reemplazar los

compuestos quimicos por naturales.
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Absorbancia (600 nm)

3.1.6 Evaluacion de la capacidad antioxidante in vivo

Los microorganismos aerobicos para cumplir sus funciones vitales necesitan de oxigeno
y obtienen energia quimica (ATP) por lo tanto, cuando la concentracién de oxigeno
aumenta se transforma en un agente toxico para la célula, es por ellos que se producen
especies reactivas del oxigeno conocidas por sus siglas en inglés ROS (Reactive Oxigen
Species), tales especies modifican su estructura y funcién cuando reaccionan con
diferentes macromoléculas, sin embargo cuando los mecanismos de defensa del
microorganismo disminuye provoca un desbalance que se lo conoce como estrés oxidativo

lo cual conduce al envejecimiento y muerte celular.(Mera, 2018)
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Figura 7.- Curvas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae para la evaluacion de la
actividad antioxidante in vivo
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En la evaluacion de la capacidad antioxidante in vivo se utilizé Saccharomyces cerevisiae
como microorganismo modelo, vitamina C como control positivo y peroxido de hidrogeno
como causante de estrés oxidativo. Mediante la investigacion realizada por (Fiallos, 2017)
establece que la turbidez es un indicador de apariencia éptica en donde esté directamente
relacionada con la concentracion de biomasa en el caldo mediante la espectrofotometria
UV-Vis, por lo tanto en la figura 7 se puede observar claramente el crecimiento de la
levadura en un periodo de 24 horas; es conveniente sefialar que en el caso de la levadura
sin ningln tratamiento oxidante (peroxido de hidrégeno) y antioxidante
(microencapsulado o vitamina C) se puede evidenciar un crecimiento normal del
microorganismo, empezando en la fase de adaptacion hasta la fase estacionaria en donde
se puede observar el punto méaximo de absorbancia de 1,133; por el contrario cuando el
microorganismo se somete a estrés oxidativo mediante la adicion de perdxido de
hidrdgeno se observa en la curva un crecimiento limitado y a pesar de no tener un agente
antioxidante alcanza un crecimiento maximo con una absorbancia de 1,008, esto se puede
corroborar con lo mencionado por (Wu et al., 2011) sefiala que la levadura
Saccharomyces cerevisiae tiene mecanismos de defensa celular en contra del peréxido de
hidrégeno, la primera barrera con los sistemas enzimaticos, entre los que se pueden
destacar a la catalasa, superdxido dismutasa y glutation peroxidasa ademas existen
sistemas no enzimaticos como flavonoides, glutation reducido y vitaminas C y D, estos

mecanismos tiene la particularidad de estabilizar los ROS.

Por otra parte, se aplicaron tratamientos antioxidantes de vitamina C y microencapsulados
de fréjol rojo a dos concentraciones diferentes 25 mg/ml y 50 mg/ml, al comparar los
valores de absorbancia entre los microencapsulados a una concentracion de 25 mg/ml se
obtuvo los siguientes valores 1,178 y 1,203 de maltodextrina y mezcla maltodextrina- y
goma arabiga respectivamente, el valor de absorbancia de la vitamina C a la misma
concentracion fue menor a la de los microencapsulados con 1,156 por lo tanto se puede
concluir que los microencapsulados tienen mayor poder antioxidante que la vitamina C
comercial. Al comparar con la investigacion de (Mejia, 2019) y (Ramos, 2019)

reportaron valores similares de absorbancia en el microencapsulado de antocianinas de
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capuli con maltodextrina 1,205 y 1,186 para antocianinas de col morada

microencapsuladas con maltodextrina.

Del mismo modo ocurri6 con los microencapsulados y vitamina C a una concentracion de
50 mg/ml, el valor de absorbancia de la vitamina C fue 1,215 menor a los obtenidos por
los microencapsulados 1,247 maltodextrina y el valor mas alto de toda la curva 1,321 de

la mezcla maltodextrina - goma arébiga.

Los resultados mencionados anteriormente evidencian que los microencapsulados tienen
una elevada actividad antioxidante permitiendo de tal manera la proteccion a la levadura
contra el estrés oxidativo que genera el peréxido de hidrdgeno. Segun (Pelaez, 2016)
asegura que los flavonoides tiene una actividad antioxidante natural que tienen como
objetivo proteger de la oxidacién de ADN y disminuir las enfermedades cardiovasculares
y degenerativas causadas por los radicales libres.

3.1.7 Determinacion de la actividad antiinflamatoria mediante el método de
estabilizacion de membrana de eritrocitos

En la determinacion de la actividad antiinflamatoria se usé acido acetil salicilico
(Aspirina), farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) como farmaco estandar de
referencia y los extractos microencapsulados de antocianinas de fréjol rojo como farmaco

de prueba.

Segun la investigacion realizada por (Garcia Lopez, 2016) establece que el incremento
de la temperatura ocasiona un aumento de la vibracién celular causando el debilitamiento
de las fuerzas intermoleculares lo que conlleva a la ruptura de la pared celular; los
extractos microencapsulados permitieron la estabilizacion de la membrana de eritrocitos
frente al factor temperatura por lo cual se pudo determinar el porcentaje de proteccion de
membrana. En la figura 8 se muestra el analisis de varianza con un 95 % de confianza
realizado a través del método de estabilizacion de membrana de eritrocitos, establece un
valor de (p<0,05), por lo tanto, existe una diferencia significativa entre los diferentes
grupos (Ver Anexoll)
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Figura 8.- Comparacion del porcentaje de actividad antiinflamatoria de los
microencapsulados con el farmaco estandar de referencia

En la Figura 8 se presentan los resultados del porcentaje de actividad antiinflamatoria
mediante el diagrama de cajas y bigotes. EI microencapsulado de fréjol rojo con la mezcla
de matrices 50:50 (Maltodextrina y Goma arébiga) a una concentracién de 1,5 mg/ml
presento un valor de 90,55 % la mayor actividad antiinflamatoria con respecto a esa matriz
polimérica al comparar con la aspirina a la misma concentracion presento un valor muy
bajo con solo 24,89 %; A la concentracion de 1 mg/ml se obtuvo un valor de 71,61 %
similar a lo reportado por (Morales, 2018) 64,11 % que evalu6 la actividad

antiinflamatoria de antocianinas de fréjol rojo moteado a la misma concentracion.

Por otro lado, el microencapsulado con la matriz maltodextrina a una concentracion de 2,5
mg/ml present6 93,70 % siendo el mayor porcentaje con respecto a las otras muestras, en
comparacion con el farmaco estandar de referencia (Aspirina) presentd un valor bajo con
56,49 % a la misma concentracion del microencapsulado antes mencionado. La Aspirina
present6 un valor de 60,96 % a una concentracion de 1 mg/ml similar a lo reportado por
(Véasquez, 2018) con 56,37 % a la mismo concentracion, el valor mas alto reportado por
la aspirina fue 73,26 % a una concentracion de 2 mg/ml. EI mayor porcentaje de actividad
antiinflamatoria se presento en la matriz polimérica maltodextrina esto se debe a que al

estar solo formado por una sola matriz permite mayor liberacion del principio activo al
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medio, aunque su variacion no fue tan elevada con respecto a la mezcla de matrices 93,70

% y 90,55 % respectivamente.

La membrana de eritrocitos es similar a la membrana lisosomica (Kumar et al., 2011) y
debido a su estabilizacion se puede establecer que los extractos microencapsulados de
fréjol también puede estabilizar membranas lisosomicas. Ademés, la membrana
lisosémica es importante para limitar la respuesta inflamatoria y evitar la liberacion de
constituyentes lisosomales de neutréfilos activados como enzimas bactericidas y proteasas

gue causan mas inflamacion y dafio tisular. (Moya, 2017)

Por lo tanto, es importante recalcar que varios estudios han demostrado que los extractos
que contienen polifenoles a partir de fuentes naturales ademas de presentar un alto poder
antioxidante poseen actividad antiinflamatoria que ayuda a combatir diferentes tipos de

enfermedades del sistema inmune que hoy en dia son mas comunes en la sociedad.

3.2 Verificacidn de la Hipdtesis
Se analizo6 los datos obtenidos en la actividad antioxidante y antiinflamatoria de los

microencapsulados de fréjol rojo

» Se rechaza la hipoétesis nula.
» Se acepta la hipétesis alternativa, es decir las antocianinas de fréjol rojo

microencapsuladas presentan actividad antioxidante y antiinflamatoria.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Las mejores condiciones de extraccion de antocianinas presentes en los granos de
fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L) son relacion 1:25 material vegetal / volumen de
disolvente, con un tiempo de 120 minutos manteniendo una temperatura constante
de 70 °C.

Se microencapsularon las antocianinas extraidas mediante secado por aspersion
con dos matrices poliméricas: maltodextrina y una mezcla de maltodextrina y
goma arabiga con una relacion 50:50, alcanzandose una eficiencia de
microencapsulacion mayor con la mezcla, siendo de 92,52 %, y con la
maltodextrina de 70,76 %, estos resultados se corroboraron al realizar el analisis
de espectrofotometria infrarroja FT-IR en donde se demostré que las antocianinas
fueron cubiertas por las diferentes matrices.

Se evalud la actividad antioxidante de las antocianinas microencapsuladas a través
de ensayos in vitro e in vivo. El ensayo DPPH (in vitro) arrojé como resultados
232,78 y 352,82 umol equivalentes de Trolox/g de microencapsulado para la
maltodextrina y mezcla respectivamente. En la técnica in vivo se utilizé
Saccharomyces cerevisiae la cual presentd curvas de crecimiento que confirman
el efecto antioxidante que proporcionan los microencapsulados al compararse con
la Vitamina C.

Se determino el potencial antiinflamatorio de las antocianinas microencapsuladas
por el método de estabilizacion de membrana de eritrocitos, las antocianinas
microencapsuladas con maltodextrina obtuvo una actividad antinflamatoria de
93,70 % a una concentracién de 2,5 mg/ml y las microencapsuladas con la mezcla
a una concentracion de 1,5 mg/ml tuvo una actividad de 90,95 %, al comparar con
el estandar de acido acetil salicilico que presenté su mayor actividad de 60,89 % a

una concentracion de 1 mg/ml.
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4.2 RECOMENDACIONES

Estudiar la extraccion con otros tipos de disolventes que ayuden a obtener la mayor
cantidad de metabolitos.

Evaluar otros tipos de matrices poliméricas para la microencapsulacion y comparar
la eficiencia de microencapsulacion.

Para el ensayo de actividad antioxidante in vivo utilizar cepas de Saccharomyces
cerevisiae certificadas para un mejor crecimiento de la levadura.

Realizar la prueba in vitro de la actividad antiinflamatoria por inhibicién de
desnaturalizacion de albumina y comparar con la estabilizacion de membrana de

eritrocitos.
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ANEXOS

Anexo 1.- Coordenadas cromaticas CIELab del fréjol rojo

a* b*
L (Componente | (Componente
Muestra | Réplica | (Luminosidad)| rojo-verde) | amarillo-azul)

1 49,5 39,5 0.1

2 45,1 39,4 9,6

3 46,3 34,7 8,2

4 45,9 371 85

5 46 36,8 9,3

! 6 454 36,7 9,3
7 46,3 375 9.5

8 46,6 37,2 9.6

9 454 375 9.1

10 44,6 36,3 8.9

1 49,5 32,2 9.4

2 49,4 32,5 9,4

3 49,1 323 9.3

4 49 32,6 9,2

5 49,2 32,1 9.1

2 6 49,1 32 9.1
7 50,1 31,9 8.2

8 50 31,9 8.9

9 50,2 318 8.9

10 50,2 318 9.1

1 47,3 39,7 9,9

2 47,3 39,9 9.9

3 3 46,2 40 9,9
4 48,1 40 9,9
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5 47,2 40 9,8
6 47,2 39,9 9,8
7 47,2 39,8 9,7
8 46,2 39,7 9,6
9 45,3 39,5 9,6
10 45,3 39,5 9,7
1 49,2 34,3 7,6
2 49,1 34,2 7,6
3 49,2 34,1 7,6
4 49,1 34 7,6
5 49,1 33,9 7,7
6 49,2 33,6 7,8
7 49,3 33,4 79
8 49,3 33,3 7,9
9 49,5 33,1 8

10 49,6 33 7,9
1 44,2 36,4 9,3
2 44,7 36,2 91
3 44,9 36 8,9
4 44,8 35,9 8,8
5 44,8 35,8 8,7
6 44,7 35,8 8,6
7 44,9 35,5 8,6
8 44,9 35,3 8,5
9 44.8 35,4 8,5
10 45 351 8,5
1 49.4 32,1 10,2
2 49.4 31,9 10,1
3 49.5 31,7 10,1
4 49.4 31,6 10
5 49.4 31,3 10,2
6 49.3 31,2 10,1
7 49.3 31 10,2
8 49.6 30,8 10,2
9 49.2 30,7 10,3
10 49.2 30,5 10,2
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1 50,4 31,1 8,1
2 50,5 31,2 8,2
3 50,5 31,1 8,3
4 50,2 31,1 8,3
5 50 31 8,3
! 6 50,3 30,9 8,2
7 50,1 30,7 8,3
8 50,1 30,5 8,2
9 50,3 30,5 8,2
10 50,2 30,4 8,2
1 47,7 36,3 8,7
2 48 36 8,8
8 3 47,9 35,7 8,7
4 47,6 35,4 8,7
5 47,7 35,2 8,6
6 47,4 35,1 8,7
7 47,4 34,7 8,9
8 47,2 34,3 8,8
9 47,2 34,1 8,7
10 47,3 34,1 8,8
1 48,5 32 8,9
2 48,9 31,7 8,8
3 49,9 31,9 8,8
4 49,5 32,2 8,7
5 48,4 32 8,7
9 6 48,6 32,1 8,5
7 48,6 32,1 8,4
8 49,7 31,9 8,4
9 49,7 31,9 8,4
10 49,7 31,9 8,4
1 49,9 38,8 10,2
2 49,2 38,7 10,4
3 48,8 38,8 10,6
10 4 48,7 38,9 10,5
5 49,1 38,7 10,4
6 48,7 38,7 10,3
7 49,1 38,6 10,3
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8 49,3 38,3 10

9 49,6 37,4 9,7
10 49,9 38,5 10,4
Promedio 48,2 34,634 9,047
Desviacion Estandar 1,81 3,06 0,81
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Anexo 2. Determinacién del color mediante el sitio Web Encycolorpedia

Encycolorpedia

acba65 Buscar ‘

Pintura e Coloresweb e Colores HTML e Colores nombrados e Ayuda

#ac5a65 codigo de color hex

El codigo de color hexadecimal #ac5a65 es una sombra de rosa-rojo. En el modelo de color

RGB #ac5a65 dicho color se compone de 67.45% de rojo, 35.29% de verde y 39.61% de azul.
En el espacio de color HSL #ac5a65 tiene un tono de 352° (grados), 33% de saturaciéony 51%
ja] ) de luminosidad. Este color tiene una longitud de onda aproximada de 675.77 nm.

AC5A65

Anexo 3.- Caracteristicas quimicas del fréjol rojo (Phaseolus vulgaris L)

N°
Unidades pH ° Brix
1 6,17 3
2 6,15 3,1
3 6,16 3,2
4 6,17 3,2
5 6,17 3,1
6 6,16 3
7 6,17 3,2
8 6,15 3,1
9 6,16 3
910 6,17 3,1
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| Promedio | 6163 | 31

Anexo 4. Datos de la extraccion y concentracion de antocianinas (Espectrofotometria UV-

Vis)
Réplica | Relacion | Cddigo | Peso | Abs Concentracién| %o de Solidos | Promedio

(9) (nm) (mg/1009) Humedad | totales

1 r 0,1869 6,50 98,109 1,89

2 t1 2,507 | 0,1869 6,50 98,232 1,77 1,79

3 0,1932 6,72 98,298 1,70

1 1:20n r2 0,1658 5,79 98,132 1,87

2 t1 t1 2,500 | 0,1790 6,24 98,035 1,97 1,96

3 0,1855 6,47 97,966 2,03

1 r3 0,1747 6,08 98,029 1,97

2 t1 2,5061 | 0,1832 6,38 98,103 1,90 1,93

3 0,1842 6,41 98,068 1,93

1 r 0,1799 6,27 97,141 2,86

2 t2 2,5033 | 0,1920 6,69 97,07 2,93 2,91

3 0,1960 6,83 97,055 2,94

1 1:20n r2 0,1851 6,44 98,603 1,40

2 t2 to 2,5067 | 0,1975 6,87 98,664 1,34 1,51

3 0,1968 6,85 98,196 1,80

1 r3 0,1711 5,96 97,577 2,42

2 t2 2,5024 | 0,1831 6,38 97,557 2,44 2,46

3 0,1851 6,45 97,499 2,50

1 r 0,1640 7,15 98,364 1,64

2 t3 2,0001 | 0,1647 7,18 98,08 1,92 1,73

3 0,1708 7,14 98,361 1,64

1 1:25r2 r2 0,1374 5,94 98,803 1,20

2 t t3 2,0188 | 0,1506 6,51 98,832 1,17 1,20

3 0,1468 6,34 98,77 1,23

1 ra 0,1602 6,92 98,535 1,47

2 t3 2,0186 | 0,1631 7,05 98,54 2,46 1,44

3 0,1711 6,92 98,591 2,41

1 r 0,1592 7,39 97,833 2,17

2 ta 2,0073 | 0,1687 7,33 97,833 2,17 2,16

3 0,1649 7,17 97,841 2,16

1 1:25r2 r2 0,1632 7,10 97,839 2,16

2 t2 ta 2,0046 | 0,1748 7,61 97,849 2,15 2,16

3 0,1768 7,70 97,843 2,16

1 0,1626 7,28 97,569 2,43
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‘t4

rs |2,0035 | 0,1686 7,34 97,43 2,57
0,1731 7,54 97,564 2,44

2,48

Anexo 5. Andlisis de varianza para la concentracion de antocianinas de fréjol rojo

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Cuadrados

A:relacion  [1,5123 1 |1,5123 599,21 |0,0000

B: tiempo 0,572033 1 ]0,572033 226,65 |0,0000

blogques 0,0184667 2 |0,00923333 3,66 0,0817

Error total  |0,0176667 7 10,00252381

Total (corr.) (2,12047 11

R-cuadrada = 99,1669 porciento

Concentracion de Antocianinas = 3,15667 + 0,142*relacion + 0,436667*tiempo

Meta: maximizar Concentracion de Antocianinas

Valor 6ptimo = 7,58

Factor |Bajo [Alto |Optimo
relacion (20,0 |25,0 (25,0
tiempo (1,0 (2,0 |20

Anexo 6.- Porcentaje de eficiencia de microencapsulacion con las matrices poliméricas

(Maltodextrina y la mezcla 50:50 maltodextrina y goma arabiga).

Disolvente 1/10 Réplica Absorbancia | Concentracion % Eficiencia de
(nm) (mg/100g) microencapsulacion
Maltodextrina
Agua 1 0,1291 2,25 70,71
2 0,1273 2,22 70,53
3 0,1287 2,24 70,54
4 0,1296 2,26 71,29
1 0,0378 0,66 -
Etanol 96% 2 0,0375 0,65 -
3 0,0379 0,66 -
4 0,0372 0,65 -
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lezcla 50:50 (Maltodextrina- goma arébiga)
Agua 1 0,2033 3,54 92,52
2 0,2067 3,60 92,35
3 0,2029 3,54 92,70
4 0,2056 3,58 92,51
1 0,0152 0,26 -
Etanol 96% 2 0,0158 0,28 -
3 0,0148 0,26 -
4 0,0154 0,27 -
Anexo 7. Anadlisis de varianza y Prueba de Multiples Rangos de la eficiencia de
microencapsulacion
Tabla ANOVA
Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 946,778 1 946,778 12731,92 0,0000
Intra grupos |0,446175 6 ]0,0743625
Total (Corr.) 947,224 7

Pruebas de Multiples Rangos

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Casos [Media |Grupos Homogéneos
Maltodextrina 4 70,7675 (X
Maltodextrina y Goma arébiga |4 92,525 X

Contraste Sig. |Diferencia
Maltodextrina - Maltodextrina y Goma * -21,7575
arabiga

* Indica una diferencia significativa.

Anexo 8.- Analisis de varianza y Prueba de Multiples rangos para determinar el potencial
antioxidante in vitro mediante el método DPPH

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos (28816,8 1 [28816,8 341,72 0,0000
Intra grupos |505,973 6 84,3288
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|T0tal (Corr.) |29322,8 |7 |

Prueba de Mdltiple Rangos

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Casos [Media |Grupos Homogéneos
FMAA 4 232,787 (X
FMGAA |4 352,822 | X

Contraste Sig. [Diferencia
FMAA - FMGAA | * -120,035
* Indica una diferencia significativa.

Anexo 9. Resultados del porcentaje de inhibicion DPPH (Método in vitro)

Matriz Polimérica % de umol equivalente

Réplica Absorbancia Inhibicion de Trolox/ g
microencapsulado

1 0,2345 56,45 233,33
Maltodextrina 2 0,2410 57,37 236,73
3 0,2492 58,25 239,98
4 0,2421 53,15 221,11
Promedio 232,78
Mezcla 50:50 1 0,1365 89,92 357,20
(Maltodextrinagoma 2 0,1523 87,09 346,74
arabiga) 3 0,1444 91,96 364,73
4 0,1463 85,98 342,62
Promedio 352,82

Anexo 10.-Curva de calibracion entre el porcentaje de inhibicion vs. umol equivalente de
Trolox
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Anexo 11.- Analisis de varianza para determinar el potencial antiinflamatorio mediante el
método de estabilizacion de membrana de eritrocitos.

Tabla ANOVA
Fuente Suma de Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos |20748,7 11 |1886,25 83,74 0,0000
Intra grupos (540,623 24 122,526
Total (Corr.) 121289,3 35
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