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RESUMEN

El trabajo de investigacion, se basdé en la extraccion, microencapsulacion y
cuantificacion de flavonoides (antocianinas) a partir de mora (Rubus glaucus), ademas
se evaluaron las propiedades antioxidantes que poseen los componentes extraidos de
la planta en estudio. Se obtuvieron tres microencapsulados utilizando como agentes
encapsulantes polimeros como: maltodextrina, mezcla en proporciones (1:1) de
maltodextrina y goma ardbiga y proteina concentrada de suero. Se alcanzaron
eficiencias de microencapsulacién de 90,81 % - 90,64 % y 89,73 %, respectivamente
con cada agente encapsulante. Mediante el analisis de espectroscopia infrarroja se
demostro que las antocianinas de mora se encontraban recubiertas por los polimeros,
en forma de microesferas. Para evaluar las propiedades antioxidantes se realizd un
analisis in vivo utilizando Saccharomyces cerevisiae en donde a través de las curvas
de crecimiento se verifico el efecto antioxidante comparado con la vitamina C como

antioxidante de referencia.

Palabras Clave: microencapsulacion de antocianinas, secado por aspersion,
flavonoides, actividad antioxidante, Rubus glaucus
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ABSTRACT

The research presented was based on the extraction, microencapsulation and
quantification of flavonoids (anthocyanins) from blackberries (Rubus glaucus). The
antioxidant properties of the plant under study were also evaluated. three
microencapsulations were obtained using 3 polymers as encapsulating agent:
maltodextrin, that is a mixture in proportions (1: 1) of maltodextrin-gum arabic and
concentrated whey protein, where through the analysis of variances of efficiency of
90.81%, 90.64% and 89.73%, were achieved respectively. with a spectroscopic
analysis it was demonstrated that the anthocyanins of blackberries were covered by the
polymers, obtaining a form of microspheres. To evaluate the antioxidant properties, a
live analysis was carried out using S. cerevisiae, where through the growth curves it
was verified that each microencapsulated had antioxidant activity and that they were

within the curves containing vitamin C as a strong antioxidant.

Keywords: anthocyanin microencapsulated, spray drying, flavonoids, antioxidant
activity, Rubus glaucus
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

1.1.1 Descripcion de la planta

1.1.1.1 Rubus glaucus

Rubus glaucus, comunmente conocida como mora de castilla, también
denominada mora andina y en otros lugares como Europa y América del Norte es
Ilamada zarzamora, originaria de las zonas altas tropicales de América. Esta
ampliamente distribuida por América Central, Colombia, Per(, Venezuela,
Ecuador y Bolivia, en Ecuador se encuentra desde los 1500 a 3500 msnm.

La morfologia de la planta es de vegetacion perenne, posee tallos rastreros que
forman una corona en la base de la planta, esta conformada por varios tallos
espinosos que pueden crecer hasta 3 m con diametros entre 1 y 3 cm. Las hojas
son trifoliadas, con bordes aserrados, ovoides de 4 a 5 cm de largo con aguijones
curvos, verdes por el haz y vellosos por el envés (ANTIA. G., 1998).

El fruto es una baya elipsoidal de 15 a 25 mm en su diametro méas ancho, con un
peso de 3 a5 g, verde cuando se forma, pasando a rojo y luego a morado oscuro
y brillante cuando esté en su estado de maduracion. Tiene bajo valor cal6rico que
lo hace un alimento muy beneficioso por su alto contenido en vitamina C, calcio
y fdésforo. Adicionalmente contiene una gran cantidad de pigmentos naturales

como carotenoides y antocianinas que sirven como antioxidantes para el
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Figura 1.- Hojas y frutos de la mora (Rubus glaucus)
Fuente: TAXONOMIA DE LAS PLANTAS, 2018

1.1.2 Taxonomia
Tabla 1.- Taxonomia Rubus glaucus

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Equisetopsida C. Agardh
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Rubus
Epiteto especifico Glaucus
Autor del epiteto especifico Benth
Nombre cientifico Rubus glaucus

Fuente: (Universidad Nacional de Colombia: Colecciones., 2018)

1.1.3 Compuestos fitoquimicos en Rubus glaucus

Un estudio fitoquimico realizado a partir de mora (Rubus glaucus), por el método
de gelificacion idnica con tripolifosfato de sodio como agente entrecruzante, en
combinacidn con agentes activos provenientes de los extractos de la fruta tropical
mora, permitio determinar, que al poseer agentes antioxidantes, expresados como
concentracion de acido galico, conceden a las nanoparticulas de quitosano la
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano ya que los compuestos
antioxidantes actlan como agentes modificantes de las nanoparticulas del
quitosano. La fruta presentd una concentracién de compuestos fendlicos de
aproximadamente 100 mg de acido galico/100 g por el método de Folin-Ciocalteu
y actividad antimicrobiana frente a bacterias gram-positivas como Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus y Streptocuccus faecalis y gram- negativas como
Serratia marcescens, ésto se comprobd por los porcentajes de inhibicién entre
10 y 60 % frente al control positivo (cloramfenicol) por el método de Kirby-Bauer

(método de difusién en agar) (Porras, 2012).

El tamizaje fitoquimico aplicado para la deteccion de los metabolitos secundarios
en mora (Rubus glaucus) permitié observar la presencia de carbohidratos
reductores y compuestos fendlicos como flavonoides, fenilpropanoides,

polifenoles, triterpenos, esteroides, iridoides, antraquinonas Yy taninos
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condensados. La presencia de los metabolitos secundarios mencionados
anteriormente fue comprobada a través de cromatografia de capa fina (Sanchez,
2010). Los cientificos otorgan a la mora de castilla propiedades bioldgicas como
la accion antimutagénica, cardioprotectora, anticarcinogénica, antimicrobiana y

antioxidante.

1.1.4 Microencapsulacion

La microencapsulacién se inicié por la National Cash Register Company en 1930,
para conservar los tintes empleando gelatina como agente encapsulante, con el
objetivo de reducir el uso del papel carbén en las copias, esto permitié que el
proceso se siga desarrollando e innovando al paso de los afios con el fin de
preservar productos de menor tamafio y obtener la méxima eficiencia del mismo
(Giamberini, 2015). La microencapsulacion es un proceso de recubrimiento por
un agente encapsulante hacia materiales solidos, liquidos y gaseosos de tamafio
menor a 1 mm, protegiéndolo del ambiente, de la reaccion con otros compuestos
0 que sufran reacciones de oxidacién debido al oxigeno o a la luz; el material
permanece estable hasta su liberacion bajo condiciones especificas, (Ghosh,
2006). Las microcapsulas estan formadas por el ndcleo y la capsula, ambos deben
poseer una alta compatibilidad ya que de ello depende su morfologia, estabilidad
y duracion, ademas del método de obtencién (Umer, 2011).

1.1.4.1 Microencapsulacion mediante secado por aspersion

La microencapsulacion mediante secado por aspersion es un método fisico, cuyo
rendimiento de encapsulacién oscila entre 85 — 90 % y se obtienen tamafios de
particulas entre 5 — 100 um. EI método se basa en dispersar en forma de gotas
muy finas la muestra que va a ser secada por una corriente de aire caliente cuya
temperatura oscila entre 100 y 200 °C, permitiendo que el agente activo quede
atrapado dentro de una pelicula de material encapsulante, formandose como
resultado particulas esféricas que tienen gran solubilidad y aspecto de espuma
desecada. A pesar de que la temperatura del aire es elevadamente alta, las
particulas solo se calientan hasta 40 °C ya que la vaporizacion del disolvente
sustrae calor y el proceso dura fracciones de segundo lo que evita la degradacion
del producto (Hernandez, 2010).
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Los principales agentes encapsulantes utilizados para este método son:
carbohidratos (almidon y derivados, maltodextrinas, jarabes de maiz, sacarosa,
dextrana, ciclodextrinas, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa,
nitrocelulosa, acetilcelulosa); gomas (arabiga, mezquite, guar, alginato de sodio,
carragenina); lipidos (ceras, parafinas, grasas, acido esteérico, tristearina, mono y
diglicéridos) y proteinas (gelatina, proteina de soya, caseinatos, suero de leche,
zeina, gluten, caseina). Estos encapsulantes deben tener la capacidad de
proporcionar una emulsién estable durante el proceso de secado por aspersion y
tener muy buenas propiedades de formacion de pelicula para proveer una capa que

proteja al ingrediente activo de la oxidacion (KaluSevié, 2017).

1.1.2 Antocianinas

Las antocianinas son polifenoles, colorantes naturales, los cuales se encuentran
distribuidos en futas y vegetales otorgando los colores como el naranja, rojo, azul.
Estos pigmentos son solubles en agua lo que les permite estar presentes en varios
sistemas acuosos alimentarios, agentes potenciales con valor agregado en la dieta
diaria humana (Kong, 2003). El interés por estos colorantes naturales se ha
incrementado en los Gltimos afios no solamente por reemplazar a los colorantes
sintéticos que han ocasionado varias enfermedades, sino también por su capacidad
antioxidante lo que los hace capaces de combatir enfermedades coronarias, cancer,
diabetes, ademas posee capacidad antiinflamatoria por lo que permite la mejora

de la agudeza visual y el comportamiento cognitivo (Garzon, 2008).

Las antocianinas son caracterizadas por poseer una privacion de electrones debido
a su estructura quimica, lo cual las hace muy reactivas frente a los radicales libres
presentes en el cuerpo. Estas actGan como antioxidantes mejorando la salud ya
que actlan atrapando los radicales libres en sistemas bioldgicos en los que pueden
donar electrones o hidrogenos a los radicales libres o atraparlos y desplazarlos en
su estructura aromatica. El caracter polar de la molécula de antocianina permite la
capacidad de ser soluble en variados disolventes, tales como alcoholes, acetona y
agua. Su estabilidad es afectada facilmente por modificaciones estructurales con

grupos hidroxilo, metoxilo, glucésidos y grupos acilos, ademas de factores como
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la temperatura y la luz (Pereira-Kechinski, Ramos-Guimar-aes, Zapata-

Norefia, Tes—saro, & Ferreira-Marczak, 2010).

1.1.3 Proceso oxidativo

El proceso oxidativo es un efecto desfavorable que perturba el equilibrio entre
antioxidantes y prooxidantes lo que causa modificaciones funcionales en las
biomoléculas; este proceso ocurre en los tejidos y en la sangre cuando hay un
exceso de alteraciones en las biomoléculas causadas por los radicales libres de
oxigeno (Halliwell, 1994).

Los radicales libres son moléculas que tienen en su Ultima Orbita un electron
desapareado lo cual los hace muy inestables y reactivos provocando que se
apareen de manera muy inespecifica con las diversas moléculas presentes en el

sistema celular; su vida es muy corta (Halliwell B, 2000).

Las especies reactivas se forman como resultado del metabolismo celular y se
encuentran dentro del sistema bioldgico como especies reactivas de oxigeno
(ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS), se producen principalmente en
las mitocondrias y células endoteliales e inflamatorias. La produccién de ROS se
basa en reacciones enzimaticas y no enzimaticas, las reacciones enzimaticas
capaces de formar ROS son aquellas que tienen relacién con la cadena
respiratoria; sin embargo, la produccién de radicales libres no enzimaticos

también puede ocurrir durante la respiracion mitocondrial (Pizzino, 2017).

1.1.4 Mecanismo de accion de un antioxidante

Existen varios sistemas de accién de un antioxidante que atacan directamente,
tales como: enzimas que eliminan y/o separan las moléculas que han sido
oxidadas, enzimas antioxidantes y sustancias antioxidantes especificas; procesos
como la quelacion de iones metalicos, co-antioxidantes, donacion de electrones o
regulacion de electrones son los adecuados para eliminar o preveer la causa de
oxidacion.

A pesar de existir varias formas en las que puede actuar un antioxidante, el
principal sistema enzimatico de defensa estda compuesto por 4 enzimas:
superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa y catalasa (Lobo,
2010).
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1.2 Hipdtesis

1.2.1 Hipotesis Nula

Las antocianinas microencapsuladas de la mora (Rubus glaucus) con los

diferentes polimeros de uso industrial no presentan actividad antioxidante

1.2.2 Hipotesis Alternativa

Las antocianinas microencapsuladas de la mora (Rubus glaucus) con los
diferentes polimeros de uso industrial presentan alta actividad antioxidante

1.3 Sefalamiento de las variables de la hipotesis

1.3.1 Variables dependientes

¢ Propiedades antioxidantes del extracto

1.3.2 Variables independientes

¢ Polimeros microencapsulantes

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

e Extraer antocianinas con actividad antioxidante a partir de muestras

microencapsuladas de mora (Rubus glaucus).

1.4.2 Obijetivos especificos

o Establecer las caracteristicas fisico-quimicas de la mora (Rubus glaucus).

e Microencapsular las antocianinas extraidas de Rubus glaucus empleando una
mezcla de diferentes polimeros de uso industrial.

e Determinar la capacidad microencapsulante de los diferentes polimeros de uso
industrial.

e Evaluar la actividad antioxidante in vivo de los extractos microencapsulados

obtenidos de la mora.
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CAPITULO II
METODOLOGIA

2.1 Materiales

2.1.1 Materiales de laboratorio:

e Algodon

o Balones de aforo

e Botellas de vidrio color ambar

e Cdapsulas de porcelana

e Celda de cuarzo (ThermoElectron 10 mm)
e Matraces Erlenmeyer

e Micropipetas

e Microplacas de 96 pocillos

e Papel aluminio

e Perade succion

e Perade succion

e pipetas

e pipetas Pasteur

o Placas de 96 pocillos (Thermo Sceintific)
e probetas graduadas

e Reactor de acero inoxidable de 4 L

e tubos de centrifuga

2.1.2 Reactivos y materias primas

e Acido clorhidrico (Thermo Scientific) 37 % pureza

e Agua destilada

o Buffer fosfato salino (PBS)

e Etanol 96 %

e Extracto de mora (Rubus glaucus) tomadas de las coordenadas latitud:

—1,23333 y longitud: — 78,6833 pertenecientes a la parroquia Quisapincha.
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Goma arabiga DE 10 MEELUNIE B.V.

Levadura

Maltodextrina DE 10 MEELUNIE B.V.

Proteina concentrada de suero DE 10 MEELUNIE B.V.

2.1.3 Equipos:

Balanza analitica Ohauspioneer

Balanza de humedad (marca: KERN MLS 50-3)

Mini Spray Dryer Biichi B-290

Calibrador pie de rey BP GOLD

Camara de cultivo celular Thermo Scientific. Modelo 1300 series A2
Centrifuga Rotina 380

Colorimetro Lovibond LC 100

Computadora laptop cargada con sistema operativo Windows 10
Espectrofotometro FT-IR

Espectrofotometro UV-visible

Estufa Grander MTN, modelo CD-160

Incubadora de laboratorio de CO». Panasonic

Molino IKA. Modelo: M 20 S003

pH-metro digital Mettler Toledo — G20

Plancha de calentamiento Corning PC-620D

Refractometro digital ATAGO Pocket-Japon

Rotoevaporador IKARV 8 V-C

Software de analisis de datos estadistico y grafico, Statgraphics XVII 64x

2.2 Métodos

2.2.1 Trabajo de campo

2.2.1.1 Recoleccién de la planta

Los ejemplares de mora (Rubus glaucus) en las mejores condiciones, se

recolectaron en las coordenadas latitud: -1,23333 y longitud: 78,6833

pertenecientes a la parroquia Quisapincha, canton Ambato, provincia de

Tungurahua. Se verifico que las muestras tomadas tuvieran un buen color, tamafio,
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no presenten dafio fisico y estén libres de deterioro causado por hongos e insectos.
Se guardaron en fundas herméticamente selladas a temperatura ambiente para un
trasporte seguro hacia el lugar de estudio, sin causar desgastes fisicos ni

bacterioldgicos.

2.2.2 Andlisis de varianza

Para determinar diferencias significativas de los 3 distintos polimeros en cuanto a
concentracion y eficiencia de las muestras microencapsuladas de mora (Rubus
glaucus) se utilizd6 un software de andlisis de datos estadisticos y gréaficos,
Statgraphics XVII 64x, empleando como variable independiente los 3 polimeros:
Maltodextrina, mezcla de maltodextrina con goma arabiga, y proteina concentrada

de suero, y como variable dependiente se planteara el valor de la concentracion.

2.2.3 Trabajo de laboratorio

2.2.3.1 Preparacién del material vegetal

Se tomaron los ejemplares recolectados de mora (Rubus glaucus) en estado de
madurez 4 basandose en el color externo de la misma, utilizando para ello la tabla
de color de la norma INEN 2427:2010 y se someti6 a secado en una estufa
(Grander MTN, modelo CD-160) a 60 °C, las muestras se extendieron en mallas
metélicas con el fin que tengan el espacio apropiado para eliminar la humedad. A
las muestras deshidratadas se procedio a triturar en un molino (IKA, modelo M

20 S003) hasta convertirlas en polvo fino.

Figura 2.- Tabla de color de la mora de castilla (Rubus glaucus)
Fuente: INEN, 2010

2.2.3.2 Caracterizacion fisico-quimica de la mora (Rubus glaucus)
2.2.3.2.1 Caracteristicas Fisicas

2.2.3.2.1.1 Determinacion de tamafio
El didmetro y la longitud de la fruta se determinaron con la ayuda de un calibrador
pie de rey (marca BP GOLD), en 10 unidades de mora.
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2.2.3.2.1.2 Determinacién de peso
Se tomaron 10 unidades de mora y se registraron las lecturas de cada una de ellas
utilizando la balanza analitica Ohauspioneer calibrada con una precision de

0,1 mg.

2.2.3.2.1.3 Determinacién de volumen

Se determind el volumen de acuerdo al método de inmersion en liquidos, en donde
el Principio de Arquimedes enuncia: un cuerpo que se encuentra sumergido total
o parcialmente en un fluido experimenta una fuerza ascendente igual al empuje
del peso del liquido desplazado, por lo tanto el volumen del liquido que se
desplaza es igual al volumen de la parte que esta sumergida del cuerpo (Ramirez,
2010).

Para ello se utilizd un vaso de precipitacién de 50 ml, el cual se colocé sobre un
recipiente para recoger el agua desplazada, se introdujo una unidad de mora y el

volumen desplazado correspondié a la unidad en cuestion.

2.2.3.2.1.4 Determinacion de densidad
Obtenidos los valores de peso y volumen se aplico la densidad mediante la

ecuacion [1]

[1]

s |3

Donde:
m= masa en gramos

v=volumen en mililitros

2.2.3.2.1.5 Determinacion de color

Para realizar la medicion del color externo de la mora se requirié de 10 unidades
de mora, utilizando un colorimetro marca Lovibond, previamente calibrado. La
medicion de color se ejecuto en 3 puntos diferentes de la misma muestra, en donde
se obtuvo como datos un promedio de los valores de L* (Luminosidad), a*
(componente rojo-verde), b* (componente amarillo-azul), croma (saturacion) y h

(tono), en base al espacio de color CIE Lab.
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2.2.3.2.2 Caracteristicas Quimicas

2.2.3.2.2.1 Determinacién de pH
El potencial de Hidrdgeno (pH) se determiné usando un pH-metro digital (Mettler
Toledo — G20), por medida directa en una solucion de agua destilada (45 ml) con

5 g de pulpa, siguiendo la metodologia descrita por Choi et al. (2011).

2.2.3.2.2.2 Determinacion de °Brix

El cociente total de materia seca (generalmente azlcares) se determind por
refractometria, mediante un refractdbmetro digital ATAGO Pocket-Japon de
acuerdo a lanorma NTE INEN-ISO 2173 (INEN, 2013).

2.2.3.3 Obtencion de extractos vegetales liquidos

Para obtener los extractos liquidos de la muestra se realiz6 una extraccion solido-
liquido en el cual el solido es la muestra de mora en polvo y el disolvente (EtOH:
HCI 1 mol/L; relacion 85:15), manteniendo la relacion 1:20, por cada 100 g de
muestra solida se emplearon 2000 ml de disolvente. Posteriormente se coloco la
solucion en un reactor de acero inoxidable de 4 L con su respectiva tapa para evitar
la evaporacion del disolvente y se mantuvo en estas condiciones a 68 °C durante
60 min en una plancha de calentamiento (Corning PC-620D) con agitacion
constante. Seguido se procedid a centrifugar para retirar el sedimento en una
centrifuga (Rotina 380) a 4000 min durante 15 min, se colectd el sobrenadante y
se llevé a un rotoevaporador (IKA RV 8 V-C) a 60 °C y 160 min™ para la
evaporacion del disolvente. Se midié el volumen total obtenido de concentrado en
donde se encuentran las antocianinas y se almacen6 a 4 °C en botellas ambar para

evitar el contacto con la luz.

2.2.3.4 Determinacion de antocianinas de mora (Rubus glaucus)

Se determinara la concentracion de antocianinas de la muestra de mora, segin
(Abdel-Aal, 1999), en donde se medira la absorbancia en un espectrofotometro
(UV-visible) a una longitud de onda de 535 nm y calcular con los resultados la

concentracion a partir de la siguiente ecuacion [2]:

__ AxMW x DF x 1000
- ex1

cmg L™

(2]

23



Donde:

C: concentracion de antocianinas mg/L™

A: absorbancia obtenida a 535 nm

e: Absortividad molar (cyanidina 3-glucésido 25965 cm™ M™)
MW: Peso molecular de cianidina 3-glucosido (449)

DF: Factor de dilucion

2.2.3.5 Determinacion de sdlidos totales

La determinacion de sélidos totales se realizd por método gravimétrico en una
balanza de humedad (KERN MLS 50-3), con este dato se realizaron los calculos
respectivos y se determind la cantidad necesaria de cada uno de los componentes
de la solucidn posterior (concentrado de antocianinas, polimero, agua destilada).
Con base al valor de humedad de cada muestra se obtuvo el porcentaje de sélidos

totales mediante la siguiente ecuacion [3]:

% Solidos totales = 100 — % humedad [3]

2.2.3.6 Microencapsulacion

La microencapsulacion de antocianinas de mora (Rubus glaucus) se realizd en la
UTA-FCIAL-UODIDE en el equipo Mini Spray Dryer Biichi B-290. Se reviso
que el equipo se mantenga en condiciones éptimas para continuar con el estudio
como: voltaje, presion, compresion de aire, estructura fisica, etc, ademas se
impusieron las condiciones de operacion como: temperatura de entrada (150 °C),
y temperatura de salida (90 °C) y bombeo (20 %). Se usaron tres polimeros
(agentes encapsulantes): maltodextrina, goma arabiga y proteina concentrada de
suero empleando una relacién antocianinas: polimeros de 20:80. Se mezclaron los
extractos liquidos con el polimero y agua destilada que actuara como disolvente
creando una mezcla homogénea, la cual se seco por aspersion en el spray dryer y

se recolectaron las microesferas obtenidas.
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2.2.3.7 Eficiencia de microencapsulacion
Para calcular la concentracién mg/L se utilizé la ecuacion 2, mientras que para

determinar la eficiencia se uso la siguiente ecuacion [4]:

%E.E = —[HZ?L‘[;;O‘”
2

* 100 [4]
Donde:

%E.E = Eficiencia de la microencapsulacion en porcentaje en masa (%)

[H20]= Concentracion total presente en las microcapsulas (mg/L)

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

2.2.3.8 Analisis por espectroscopia infrarroja FT-IR

El proceso de espectrofotometria infrarroja FT-IR se llevd a cabo en la Escuela
Superior Politécnica del Chimborazo ESPOCH, Facultad de Ciencias, Laboratorio
de Quimica Instrumental. Se observo que el equipo funcione en excelentes
condiciones, se analizaron la muestra liquida sin microencapsular, los polimeros
y las muestras sélidas microencapsuladas, al momento de procesar y corregir las
escalas leidas para cada muestra se utiliz6 el programa Spectra Analysis, el mismo
que ayudara a identificar y etiquetar los picos mas relevantes, entre otras opciones

segun lo que se requiera.

2.2.3.9 Evaluacion de la actividad antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante se utiliz6 una cepa cultivada en medio YPD
cuya composicion es: glucosa 2 % p/v, extracto de levadura 1 % p/v, peptona 2 %
p/v 'y agar 2 % p/v. Se tomd la cepa de un stock de glicerol congelado, se
inocularon en medio YPD liquido y se cultivaron a 28 °C con agitacién constante
toda la noche. Después los cultivos se diluyeron en medio YPD liquido para que
tengan un mayor crecimiento a 28 °C con agitacion constante toda la noche, y se
inocularon en placas de agar YPD y se incubaron a 28 °C por 72 h para obtener
colonias individuales.

Para determinar la concentracidn correcta de agente oxidante se realizaron varios

experimentos.
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En 5 ml de medio YPD se inocul6 una Unica cepa de levadura y se incubd durante
6 horas a 28 °C y 40 min™. Posteriormente se realiz6 una dilucion 1/10 del cultivo
liquido, se tomd 5 pL del cultivo liquido diluido 1/10 y se inoculé en 3 ml de
medio YPD, con 1 ml de microencapsulado a una concentracion de 50 mg/ml (1
g de microencapsulado diluido en 20 ml de agua destilada).

Nuevamente, se tomd 5 uL del cultivo liquido diluido 1/10 y se inoculé en 3 ml
de medio YPD, pero esta vez con 1 ml de microencapsulado a una concentracion
de 25 mg/ml (0,5 g de microencapsulado diluido en 20 ml de agua destilada).
Para el control positivo se tomé 5 pL del cultivo liquido diluido 1/10 y se inocul6
en 3 ml de medio YPD vy se afiadié 1 ml de vitamina C a una concentracion de
25 mg/ml (0,5 g de vitamina C diluido en 20 ml de agua destilada).

Para el control negativo se tomé 5 pL del cultivo liquido diluido 1/10 y se inoculd
en 3 ml de medio YPD.

Se incubaron los 4 tubos durante 18 h a 28 °C y 40 min™.

Las células se recolectaron por centrifugacion a 2700 min, durante 20 min, a
20 °C y se resuspendieron los precipitados en 3 ml de solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) pH 7.4.

Se ley6 la absorbancia a 600 nm hasta alcanzar un valor de 0,1 (afiadiendo
alicuotas de suspension de levadura) para asegurar una concentracion homogénea
y se incubd durante 30 minutos a 28 °C.

Para el proceso de estrés oxidativo, una vez alcanzada la OD de 0,1 se afiadio
1 ml de H20. 0,5 mmol/l para cada concentracion de microencapsulado, y también
se afiadio 1 ml de de H2O2 3 mmol/l para cada concentracion de microencapsulado.
Posteriormente el peroxido se elimind mediante centrifugacion a 2700 min™,
durante 20 min, a 20 °C y se realiz6 un lavado con PBS, el pellet se resuspendid
en medio YPD fresco para su posterior crecimiento registrando la absorbancia a
600 nm.

Los cultivos se distribuyeron en placas de microtitulacion de 96 pocillos con un
volumen final de 250 pl por pocillo, utilizando tres replicas para cada
combinacion. El crecimiento de la levadura se controlé a 30 °C leyendo la
absorbancia a 600 nm en un espectrofotometro con lector de placas de 96 pocillos
(Fisherbrand™ accuSkan™ GO) durante 18 h con agitacion a 600 min* antes de

cada lectura.
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Las curvas de relacion de crecimiento se calcularon para cada cepa y condicion a

las 5, 9, 12, 16 y 18 h de incubacion segun la siguiente ecuacion [5]:

curva de crecimiento del cultivo expuesto al estrés oxidativo
curva de crecimiento del cultivo no expuesto

Curva de relacion de crecimiento =

[5]
El efecto que ejerce el perdxido de hidrégeno y los agentes oxidantes se
determinaron mediante el andlisis estadistico de la grafica de curva de relacion de

crecimiento vs tiempo (Peléez, 2016).
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de resultados

En la figura 3 presenta la comparacion de concentracion de las antocianinas en

los microencapsulados de mora.
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Figura 3.- Comparacion de concentracion de antocianinas en los

microencapsulados de mora (Rubus glaucus)

De acuerdo al analisis estadistico realizado en Statgraphics utilizando la prueba
de multiples rangos se indica que no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de los 3 polimeros dado que el valor P (0,0640) de
la prueba F es mayor a 0,05 con un nivel de confianza del 95,0 %. Sin embargo; a
través del procedimiento de diferencia menos significativa (LSD) de Fisher, MD
obtuvo una media mayor respecto a los dos polimeros restantes (Anexo 1).

Se discrimind entre los pares de medias de los graficos indicando que existe
homogeneidad entre MD y PCS, entre MD-G y PCS, verificado por el gréfico de
caja y bigotes ya que cada uno tiende a sobreponerse; sin embargo, no existe
homogeneidad entre MD y MD-G.
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La figura 4 presenta la eficiencia de microencapsulacion de cada agente
encapsulante  (Maltodextrina, Maltodextrina-Goma arabiga y Proteina

concentrada de suero).
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Figura 4.- Comparacion de la eficiencia de microencapsulacion de antocianinas

de mora (Rubus glaucus)

Como se aprecia, no existe diferencia significativa entre los distintos polimeros
en cuanto a sus medias P (0,3173), pero a pesar de que no existe diferencia, se
observé que con MD se alcanza un valor de eficiencia de 90,81 %, siendo éste
superior al que se alcanz6 con MD-G de 90,64 % Yy al obtenido con PCS de
89,73 %, por lo que se selecciona la MD como la matriz que mayor eficiencia de
microencapsulacion de antocianinas proporciona.

Las eficiencias obtenidas se lograron al utilizar las condiciones correctas, siendo
asi entre los 3 polimeros utilizados maltodextrina la mas alta con una eficiencia
del 90,81 %.

La maltodextrina al ser altamente soluble forma particulas huecas en donde el
polimero tiene al agente activo atrapado durante el proceso de secado por

aspersion (Tonon, 2010).

3.1.1 Caracterizacion fisico-quimica de la mora (Rubus glaucus)

3.1.1.1 Caracterizacion fisica

En la tabla 2 se presentan los resultados de longitud, diametro, peso, volumen y
densidad de la mora (materia prima utilizada), los cuales fueron fundamentales

para iniciar el proceso de extraccion.
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Tabla 2.- Caracteristicas fisicas de la mora (Rubus glaucus)

. Longitud | Diametro Peso Volumen Densidad
N (mm) (mm) ) (cmd) g/cm?
1 25,3 18,2 4,60 4,5 1,02
2 24,2 194 4,54 4,4 1,03
3 24,3 18,5 4,51 4,5 1,00
4 24,4 18,5 5,44 51 1,07
5 25,2 18,4 5,24 5,1 1,03
6 24,5 19,3 4,56 4,5 1,01
7 25,4 19,3 4,46 4,4 1,01
8 24,2 18,4 4,35 4,3 1,01
9 24,4 19,5 5,35 5,2 1,03
10 25,3 18,3 5,47 5,4 1,01

Promedio 24,7 18,78 4,85 4,74 1,02

El diametro de la mora de acuerdo al tamafio (grande, mediano, pequefio) es: >25,
25-18, <18 respectivamente; mientras que la longitud se encuentra en el rango >25
para mora grande, 25-20 para mora mediana y <20 para mora pequefio (INEN,
2010). EI peso de la fruta se encuentra en un rango entre 4,16 y 5,48 ¢
considerando un tamafio mediano y grande (Montalvo, 2010). Puesto que se han
realizado los procedimientos correspondientes se ha demostrado
bibliograficamente que los resultados de la materia prima elegida corresponden al

rango presentado anteriormente.

El volumen y la densidad de la mora correspondientes al estado de madurez 4
estan en un rango entre 6,81+1,25 cm®y 1,01 + 0.07 g/ cm® (Ayala, 2013).

Los datos presentados en el estudio se encuentran en el rango establecido por
Avyala de acuerdo al estado de madurez 4, lo que indica que la fruta se encontraba

en dicho estado.

3.1.2.1.1.- Determinacién del color de la mora

A través de un colorimetro marca Lovibond, previamente calibrado, se realizé la
medicion de color en 3 puntos diferentes de la mora (materia prima), por lo cual
presento los siguientes resultados, en donde; L* (Luminosidad), a* (componente
rojo-verde), b* (componente amarillo-azul), croma (saturacion) y h (tono), en base
al espacio de color CIELab:
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Tabla 3.- Mediciones de color de Rubus glaucus

Estandar Muestra A
L* 100,0 15,3 -84,7
100,0 9,7 -90,3
100,0 10,8 -89,2
a* 0,0 8,2 8,2
0,0 9,2 9,2
0,0 7,5 7,5
b* 0,0 5,6 5,6
0,0 2,1 2,1
0,0 2,2 2,2
C* 0,0 10,0 10,0
0,0 9,4 9,4
0,0 7,8 7,8
h* 0,0 34,5 H" 0,0
0,0 12,6 H"0,0
0,0 16,4 H" 0,0

En base a los valores presentados en la tabla 3 de los tres puntos distintos de la
mora, mediante el programa Encycolorpedia que indica el porcentaje de color que
posee la fruta en cuestion, se demostrd que el estado de madurez al que pertenece
la mora (Rubus glaucus) es de grado 4; (Ver anexo 3) por medio de la Norma
INEN 2427 donde indica los diferentes estados de madurez que posee la fruta a
partir del color externo.

3.1.1.2 Caracterizacion quimica

3.1.1.2.1 °Brix

La cantidad de azUcares que posee la mora, fue determinada a partir de los grados
Brix, encontrandose como resultado un valor de 10 °Brix.

El ° Brix que se refiere segin la norma es mayor o igual a 9 ° Brix, lo que
demuestra que se cumple el valor especificado en la norma. (INEN, 2010).
3.1.1.2.2 pH

Por medio del procedimiento descrito anteriormente se obtuvo un pH de 3,16

indicando que tiene un pH &cido. Los valores de pH de acuerdo al estado de
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madurez varian desde 2,80 a 2,88 (Ayala, 2013); sin embargo la disminucion de
acidez presentado en este estudio (3,16) se debe a la temperatura de
almacenamiento de la mora que superé los 8 °C, por lo que el deterioro de la fruta

se encontraba en aumento.

3.1.2 Obtencion de extractos de antocianinas
Se siguio el procedimiento detallado por (Aranda, 2018) para obtener un extracto
rico en antocianinas y se obtuvo un volumen final de extracto concentrado de

antocianinas de 100 ml con un contenido de 30,05 % de sélidos totales.

3.1.3 Microencapsulacion de antocianinas

El concentrado con un contenido de solidos de 30,05 % se microencapsulo
empleando como polimeros maltodextrina de bajo equivalente (DE10), goma
ardbiga y proteina concentrada de suero mediante secado por aspersion. Se
obtuvieron polvos finos de color rosados-morados compuestos por metabolitos

dispersos en una Unica matriz polimérica (Sukla, 2018).

La concentracién de maltodextrina no interfiere con el rendimiento del proceso,
debido a la viscosidad de la mezcla. El aumento de la viscosidad probablemente
puede causar que los sélidos se aglutinen en la pared de la camara principal, lo

que podria reducir el rendimiento del proceso (Tonon R. , 2008).

3.1.4 Analisis por espectroscopia infrarroja FT-IR
En la figura 5 se muestran los espectros infrarrojos de las antocianinas sin

microencapsular y de las microencapsuladas.
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En la figura 5 A) se observa la muestra liquida sin microencapsular, B) muestra
de antocianinas de mora microencapsuladas con proteina de suero, C) muestra de
antocianinas de mora microencapsuladas con mezcla de maltodextrina y goma
arabiga.

En la figura 6 A) se indica la muestra liquida sin microencapsular, B) polimero
maltodextrina y C) polimero maltodextrina.

Como se observa en la figura, los intervalos de nimeros de onda de los grupos
funcionales (OH) de los polifenoles se encuentran entre 1710- 1635 cm™,

En el espectro de la muestra sin microencapsular se observa que las bandas
correspondientes al grupo OH estan mas intensas a comparacion con los espectros
de las muestras microencapsuladas por lo que se comprueba que las antocianinas
se encuentran recubiertas por el polimero.

Los espectros pertenecientes a las antocianinas microencapsuladas con los
diferentes polimeros presentan bandas més intensas en comparacion con el
polimero maltodextrina debido a que el porcentaje de eficiencia con dicho agente
microencapsulante fue superior a la alcanzada con los otros agentes encapsulantes,
por lo que se puede decir que a medida que la eficiencia aumente el pico del

microencapsulado va a disminuir y sera similar al del polimero.

3.1.5 Evaluacion de la Actividad antioxidante in vivo

En la figura 7 se presentan las diferentes curvas de crecimiento de la levadura S.
cerevisiae expuesta a oxidacion con peroxido de hidrogeno, comparada con la
vitamina C como antioxidante de referencia y los microencapsulados de

antocianinas en los tres polimeros de uso industrial.
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Figura 7. Curvas de antocianinas microencapsuladas en base a los diferentes

polimeros en el crecimiento de S. cerevisiae

La determinacion de la actividad antioxidante in vivo se realiz6 en base a la
levadura S. cerevisiae como modelo, a la cual se le sometié a estrés oxidativo
utilizando perdxido de hidrogeno para evaluar su capacidad de recuperacion en
presencia de antioxidantes.

En la figura 7 se observa el crecimiento de la levadura sin tratamiento (curva gris)
la cual crece normalmente con sus respectivas propiedades en fase de adaptacion,
exponencial y estacionaria debido a que se encuentra en un medio rico en
nutrientes para la misma como es caldo YPD; sin embargo, la curva de
crecimiento que contiene peroxido de hidrogeno (curva amarilla) se oxido y se
nota la deficiencia que tiene en su desarrollo. Las levaduras contienen algunos
compuestos antioxidantes como el ubiquinol &cido D-eritroascorbico, la
flavohemoglobina, &cido D-eritroascorbico, el glutation, ergosterol, las

metalotioneinas, la trehalosa y poliaminas, inclusive estd dotada de algunos
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metabolitos carotenoides, ademas poseen enzimas que detoxifican el oxigeno
activo, tales como la Cu/Zn superéxido dismutasa, peroxidasa, Mn superdxido
dismutasa, tiorredoxina peroxidasa, citocromo C, catalasa A , glutation reductasa,
tiorredoxina reductasa, tiorredoxina, y catalasa T (Jamieson, 1998); (Gibson,
2007); (Herrero, 2008); (Kaino, 2008). A pesar que la levadura contiene
peréxido como una forma de estrés oxidativo realiza su crecimiento inicial, sin
embargo a medida que pasa el tiempo su crecimiento va declinando.

Las curvas control (celeste y tomate) a pesar de contener peréxido presentan un
crecimiento normal ya que la presencia de vitamina C tiene la caracteristica de ser
antioxidante por su actuacion en la reduccion de radicales libres, disminuyendo
las reacciones continuas y previniendo dafios en los alimentos; ademas que frena
el pardeamiento de las frutas y tiene un alto valor nutricional (Bastias, 2016). La
curva de crecimiento de color azul pertenece al microencapsulado con
maltodextrina, se nota que se encuentra entre las curvas con vitamina C y esta
creciendo normalmente similar a las curvas patrén (vitamina C) por lo que se
determina gue el microencapsulado posee actividad antioxidante.

La curva verde es el microencapsulado con una mezcla de maltodextrina- goma
ardbiga y la curva azul intenso es la curva del microencapsulado con el polimero
proteina concentrada de suero. Estas curvas presentan una manera similar de
crecimiento comparando con las curvas patron que contienen vitamina C, lo que
indica que también presentan actividad antioxidante; a pesar de ello al comparar
las tres curvas de microencapsulado se determin6 que la de maltodextrina contiene
mayor actividad antioxidante por su similitud méas proxima a las curvas patron,
cuestion que puede atribuirse a que presenta también una mayor concentracion de

antocianinas y eficiencia de microencapsulacion.

3.1.6 Verificacion de la hipétesis
Por medio del andlisis de los datos obtenidos en el ensayo realizado in vivo.

Ho # 0 Se rechaza la hipotesis nula.

Ha=0 Se acepta la hipdtesis alternativa ya que se demostrd que las antocianinas
obtenidas de los extractos microencapsulados de la mora presentan actividad

antioxidante.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se determinaron las caracteristicas fisico-quimicas de la mora (Rubus glaucus),
la fruta presentd caracteristicas fisicas como longitud de 24,7 mm, didmetro
de 18,78 mm, peso de 4,85 g, volumen de 4,74 cm® y densidad de 1,02 g/cm?,
con un estado de madurez grado 4, ademas de caracteristicas quimicas como
pH 3,16 y 10 °Brix.

Se microencapsularon las antocianinas extraidas de Rubus glaucus mediante
secado por aspersion empleando diferentes polimeros de uso industrial:
maltodextrina, mezcla de goma ardbiga-maltodextrina y proteina concentrada
de suero, en una relaciéon 20:80, obteniéndose polvos de color de rosado.

Se determind la capacidad microencapsulante a través de la eficiencia de
microencapsulacion, encontrandose que todos los polimeros poseen capacidad
de microencapsular, alcanzandose para la maltodextrina la mayor eficiencia de
90,81 %, siendo ésta superior a los dos polimeros restantes cuyas eficiencias
fueron 90,64 % para la mezcla de maltodextrina-goma arébiga y 89,73 % para
la proteina concentrada de suero.

Se evalud la actividad antioxidante in vivo de los microencapsulados de
antocianinas de mora utilizando S. cerevisiae como modelo, a través de la
comparacion de las curvas de crecimiento en presencia de los
microencapsulados con diferentes polimeros y las curvas con vitamina C como
antioxidante de referencia, donde se demostrd todos poseen actividad
antioxidante, siendo ligeramente superior la del microencapsulado con

maltodextrina.
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5.2 Recomendaciones

Realizar ensayos in vivo para evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto
de Rubus glaucus microencapsulado.

Evaluar la posibilidad de reproducir el método de extraccion de antocianinas
de mora Rubus glaucus a escala industrial.

Efectuar una evaluacion de la estabilidad del microencapsulado con

maltodextrina frente a factores ambientales durante un largo periodo de tiempo.
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Anexo 1.- Tabla de multiples rangos de la concentracién de antocianinas de

mora (Rubus glaucus)

ANEXOS

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Count |Mean Homogeneous Groups

MDG |6 0.103947 |X

PCS 6 0.639823 |XX

MD 6 1.08991 X

Contrast Sig. [Difference +/- Limits

MD - MD G * 0.985961 0.81644

MD - PCS 0.450086 0.81644

MD G - PCS -0.535876 0.81644
Source Sum of Squares [Df |Mean Square |F-Ratio P-Value
Between groups 2.92372 2 1.46186 3.32 0.0640
Within groups 6.60251 15 ]0.440168
Total (Corr.) 9.52623 17

Anexo 2.- Tabla de multiples rangos de la eficiencia de antocianinas de mora

(Rubus glaucus)

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Count |Mean Homogeneous Groups

PCS 3 89.73 X

MDG |3 90.6367 |X

MD 3 90.81 X

Contrast Sig. |Difference |+/- Limits

MD - MD G 0.173333 1.69725

MD - PCS 1.08 1.69725

MD G - PCS 0.906667 1.69725
Source Sum of Squares [Df |Mean Square [F-Ratio P-Value
Between groups 2.01849 2 1.00924 1.40 0.3173
Within groups 4.33007 6 0.721678
Total (Corr.) 6.34856 8
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Anexo 3.- Resultados de las 3 mediciones para determinar el color de la mora

(Rubus glaucus) en base a Encycolorpedia.

Encycolorpedia

30f Buscar

Pintura e Colores web e Colores HTML e Colores nombrados = Ayuda
—

¥y 0 ® Boletin informativo

#34221f cédigo de color hex

imal #34221f es una sombra ¢ lo de color RGB

ra de rojo. Ene
verdey 12.1

saturacion y

g0 de color h

34221F

221f dicho color se compone de 20
de color HSL #34221f tiene un tono de 9° (grados),

de azul. En el espacio

% de rojo, 13

6 de luminosidad. Este

(1= 1= coler tiene una lengitud de onda aproximada de 597.

Encycolorpedia

Pintura e Colores web e Colores HTML « Colores nombrados = Ayuda

Yy EE® Boletin informativo

#271618 codigo de color hex

El cédigo de color hexadecimal #271618 es una sombra muy oscuro de rosa-rojo. En el modelo de

271618

1% de azul. En el

y12% de

color RGB #271618 dicho color se compone de 1

olor HSL #271618 tiene un tono de 353°

espac

uminesidad. Este color tiene una longitud de onda aproximaaca

de 680.13 nm.

Encycolorpedia

28191a Buscar
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#28191a codigo de color hex

El cédigo de color hexadecimal #28191a es una sombra muy oscuro de rosa-rojo. En el medelo de

28191A

10.2% de azul. Ene

o color se compoene de 15, e rojo, 9.8% de ver:

color RGB #28191ad

6° (grados), 23% de saturacion y

de onda aproximada de 626.64 nm
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Anexo 4.- Eficiencias del microencapsulado de las antocianinas de mora (Rubus

glaucus)
Dil 1/100 Abs Concentracion Concentracion | % E.E
(mg/L) (mg/vf)
PCS H.O 0.408 1.175890622 0.017638359 89.73
0.398 1.147069773 0.017206047
0.402 1.158598113 0.017378972
EtOH 0.039 0.112401309 0.00168602
0.041 0.118165479 0.001772482
0.044 0.126811734 0.001902176
MD H,0 0.695 2.003048976 0.030045735 90.81
0.698 2.011695231 0.030175428
0.685 1.974228128 0.029613422
EtOH 0.068 0.19598177 0.002939727
0.059 0.170043007 0.002550645
0.064 0.184453431 0.002766801
MD+G H.O 0.644 0.185606265 0.002784094 90.64
0.667 0.19223506 0.002883526
0.668 0.192523269 0.002887849
EtOH 0.068 0.019598177 0.000293973
0.061 0.017580718 0.000263711
0.056 0.016139675 0.000242095
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