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RESUMEN EJECUTIVO

El porcentaje de residuos alimentarios ha incrementado anualmente debido a que las empresas no
aprovechan correctamente la totalidad del producto. En consecuencia, se han realizado investigaciones
con el fin de aprovechar estos residuos, resaltando la naranjilla por su alto contenido nutricional, en
particular los carotenoides, siendo un compuesto bioactivo con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias capaces de evitar diversas enfermedades.

En el presente estudio se realizo la extraccion de carotenoides a diferentes relaciones material vegetal
por solvente y tiempo de extraccion. A continuacion, se aplicd un analisis estadistico para optimizar los
dos factores, obteniendo una concentracion de 2,287 mg por litro. Seguidamente, se microencapsuld
con un combinado polimérico de goma ardbiga y maltodextrina. Posteriormente, se evaluo la eficiencia
de microencapsulacion de forma cualitativa por FT-IR y cuantitativa con un 91,74 por ciento de
eficiencia. Se determiné la actividad antioxidante mediante el método DPPH consiguiendo un
porcentaje de inhibicion del 63,00 y 49,52 para el extracto y el microencapsulado, respectivamente.
Finalmente, se evalud la capacidad antiinflamatoria con un porcentaje de inhibicion de 56,42 para el
extracto y 41,42 en el microencapsulado.

Los resultados obtenidos indican que mientras mayor sea la concentracion de carotenoides en la
muestra, se conseguira mejores resultados. Por lo que, el proposito del presente estudio es aprovechar
los residuos de la naranjilla con un alto contenido de carotenoides con propiedades antioxidantes y

antiinflamatorias que pueden ser aprovechados en nuevos productos de interés industrial.

Palabras clave: Naranjilla, carotenoides, residuos agroindustriales, compuestos bioactivos,
microencapsulacion, secado por aspersion, estrés oxidativo, actividad antioxidante, capacidad

antiinflamatoria.

xiii



ABSTRACT

The percentage of food waste has due to the fact that companies do not correctly use the entire product.
Consequently, research has been carried out in order to take advantage of these waste, highlighting
naranjilla for its high nutritional content, particularly carotenoids, a bioactive compound with
antioxidant and anti-inflammatory properties capable of preventing various diseases.

In the present study, carotenoid extraction was performed out at different plant material/solvent ratios
and extraction times. A statistical analysis was then applied to optimize the two factors, obtaining a
concentration of 2,287 mg per liter. Next, it was microencapsulated with a polymeric combination of
gum arabic and maltodextrin. Subsequently, the microencapsulation efficiency was evaluated
qualitatively by FT-IR and quantitatively with 91,74 percent efficiency. The antioxidant activity was
determined using the DPPH method, achieving an inhibition percentage of 63,00 and 49,52 for the
extract and the microencapsulate, respectively. Finally, the anti-inflammatory capacity was evaluated
with an inhibition percentage of 56,42 for the extract and 41,42 in the microencapsulated.

The results obtained indicate that the higher the concentration of carotenoids in the sample, the better
results will be achieved. Therefore, the purpose of this study is to take advantage of the residues of
naranjilla with a high content of carotenoids with antioxidant and anti-inflammatory properties that can

be used in new products of industrial interest.

Keywords: Naranjilla, carotenoides, agroindustrial waste, bioactive compounds, microencapsulation,

spray drying, oxidative stress, antioxidant activity, anti-inflammatory capacity.
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CAPITULO .- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1  Justificacion

Los cultivos de la naranjilla (S. quifoense) dentro de la industria alimentaria son considerados una
especie potencial en mercados globales por su alto valor nutricional (Almanza et al., 2016). Sin
embargo, al otorgar mas importancia a su pulpa, sus desechos no son aprovechados correctamente y no
reconocen sus propiedades nutricionales (vitaminas, carotenoides, antioxidantes y antiinflamatorios)
(Cuvi et al., 2021). Ademas, pueden ser una fuente alternativa a los antioxidantes sintéticos evitando
sus efectos secundarios (Andrade et al., 2023). Los desechos alimenticios representan un problema
dentro de esta industria, por lo que, hay la necesidad de obtener subproductos que aporten a la economia

del sector industrial.

Segtin la Organizacion de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente, los desechos agroindustriales
son un problema a nivel mundial, siendo que en 2019, 931 millones de toneladas de desechos
alimentarios fueron desperdiciados (Organizacion de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
[UNEP], 2021). Estos desechos también pueden poseer un alto potencial para obtener diferentes
subproductos como suplementos alimenticios (Rezende et al., 2018), en este caso, con una alta
concentracion de carotenoides con caracteristicas antioxidantes y antiinflamatorios que pueden prevenir
algunas enfermedades cardiovasculares (Cuvi et al., 2021). En un estudio realizado por Lai et al.
(2015) se menciona que la ingesta de frutas y suplementos ricos en carotenoides, puede disminuir hasta
un 43% el indice de mortalidad por enfermedades cardiovasculares de las que no las ingieren. Sin
embargo, se sabe que los carotenoides en condiciones de estrés pueden afectar a su accesibilidad y
biodisponibilidad (Joshi et al., 2023). Siendo una alternativa la microencapsulacion para aumentar su
estabilidad, ya que contribuye a la proteccion de bioactivos y minimiza condiciones contraproducentes
(Andrade et al., 2023). La aplicacion de este método en los desechos de la naranjilla (S. quitoense)

puede favorecer tanto a la industria agroalimenticia como farmacéutica.



1.1.2 Residuos

Los residuos alimentarios son subproductos que se generan de las industrias al no ser aprovechadas y
posteriormente desechadas generando anualmente toneladas de residuos alimentarios en Ecuador
(UNEP, 2021), ocasionando un alto impacto ambiental como la liberacion de metano en vertederos que
es mas potente para el calentamiento global o si se desecha en cuerpos de agua afecta a la calidad del

agua (Tonini et al., 2018).

La gestion de estos residuos mediante la tecnologia adecuada puede favorecer a la economia circular y
convertirse en una opcion mas viable ambientalmente siendo utilizados para generar insumos como un
fertilizante organico, también como alimento para algunos animales y donaciones a granjas u
organizaciones benéficas (Al-Obadi et al., 2022). Los desechos de la naranjilla también se pueden
gestionar mediante la produccion de jugos o concentrados, ya que, a pesar de utilizar comunmente la
fruta, la cascara y la semilla tienen un alto contenido nutricional, asimismo, son utilizados para la

alimentacion animal o en compostaje para convertirlos en abono organico (Merino et al., 2019).

Los residuos de la naranjilla tienen un alto contenido nutricional tanto en las semillas como en la
cascara, teniendo propiedades antioxidantes, fibras, vitaminas, carotenoides y compuestos fendlicos que
pueden proporcionar subproductos de gran interés (Gancel et al., 2008). Por ende, estos pueden ser
utilizados en la industria alimentaria como un ingrediente natural saludable o como materia prima para
la extraccion de compuestos bioactivos, en la que, mediante la tecnologia adecuada se mejora su

durabilidad y conservacion de sus componentes activos (Loizzo et al., 2019).

1.1.3  Principales caracteristicas de la naranjilla (S. quitoense)

S. quitoense también llamado naranjilla o Iulo, es una fruta nativa de regiones andinas de Sudamérica,
teniendo registro de su primer cultivo a mediados del siglo XVII en Colombia y Ecuador (Ramirez &
Davenport, 2020). La naranjilla es una fruta tropical muy importante proveniente del género Solanum
considerado uno de los grupos de angiospermas mas grande con 1500 especies en todo el mundo y asi
mismo teniendo una alta variabilidad de taxonomia en caracteres genéticos y morfologicos (Ramirez

et al., 2018). En la Tabla 1 se indica la clasificacion taxonomica de la naranjilla (S. guitoense).

2



Tabla 1

Clasificacion taxonomica de la naranjilla (S. quitoense).

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie Solanum quitoense

Nota. Informacion obtenida de Rojas (2017).

Su apariencia es similar a una naranja en forma ovoide de 4 a 8§ cm de diametro de color naranja con
pequenas y finas espinas, cultivadas en altitudes de entre 800 y 1500 msnm a climas templados y
humedos con temperaturas que oscilan entre 16 y 24 °C (Norton, 2017). Es una planta perenne que
alcanza alturas de 1 a 2 m siendo una planta con tallos robustos y extendidos, que se vuelven fragiles y
lefiosas al pasar el tiempo, mientras que sus hojas tienen un color verde en la parte superior con ptrpura
en la parte inferior creciendo hasta los 60 cm de longitud dependiendo de la variedad (Ramirez et al.,

2018).

La naranjilla tiene en su interior cuatro compartimientos divididos por una membrana llamada tejidos
placentarios, en donde se encuentra su pulpa jugosa de caracteristica citrica y aromatica, asi mismo, sus
semillas duras y planas (Cuvi et al., 2021). En la Figura 1 se puede apreciar el fruto con un corte
transversal identificando tres zonas: la piel o exocarpo, la pulpa que esta conformada por el mesocarpo

y endocarpo, los tejidos placentarios compuesta por la placenta, el gel locular y sus semillas.



Piel o exocarpo

mesocarpo
Pulpa 3 endocarpo

Placenta

Tejidos placentarios gel locular

semillas

Figura 1. Corte transversal de la fruta naranjilla (Solanum quitoense)
Nota. La figura indica un corte trasnversal para poder apreciar las partes que contiene la narajilla siendo

principalmente la piel, pulpa y tejidos placentarios. Adaptado de Cuvi et al. (2021)

Su estado de floracion comienza a partir de los tres a cuatro meses después de la siembra, después, pasa
a su estado de madurez a partir de los seis meses en ambientes de baja elevacion, mientras que en
ambientes calidos su estado de maduracion tarda entre los ocho a nueve meses. Por otro lado, en
ambientes con condiciones mas frias y de gran altitud su maduracioén tarda entre 12 a 13 meses,

asimismo, en plantaciones de invernadero (Ramirez & Davenport, 2020).

1.1.4 Componentes nutricionales de S. quitoense

Los cultivos de la naranjilla han ido teniendo reconocimiento internacional a poseer propiedades
nutricionales y organolépticas siendo una fuente esencial de nutrientes, entre los que mas se puede
destacar es la vitamina C, polifenoles, carotenoide, calcio, hierro, entre otros (Tabla 2). Ademas, tiene
un exquisito sabor que cautiva a todos los consumidores del mundo (Viera et al., 2021). Asi mismo
contiene fibras, minerales y bioactivos como carotenoides y polifenoles convirtiéndose en una materia
prima de interés para las industrias alimentarias y farmacéuticas, esto debido a que presentan otros
compuestos bioactivos como acidos clorogénicos, compuestos fenolicos y aminas bioactivas que son

de interés dentro del campo de la salud (Obregon et al., 2023).



Tabla 2

Composicion nutricional de la naranjilla (S. quitoense).

Componente nutricional Resultado
Calcio (mg/100 g) 10
Potasio (mg/100 g) 293,36

Magnesio (mg/100 g) 15,89
Zinc (mg/kg) 1,51
Hierro (mg/kg) 1,79
Vitamina C (mg/kg) 47,2
Polifenoles (mg GAE) 67,24
Carotenoides (mg) 1,67

Nota. mg: miligramo; mg/100 g: miligramos por cada 100 gramos; mg/kg: miligramos por kilogramo;
mg GAE: miligramos de equivalentes de acido galico por gramo. Informacion obtenida de Obregon et

al. (2023)

Su utilizacién es aprovechada mas en la industria alimentaria, siendo usada en jugos, postres, gelatinas
y en bebidas alcohdlicas, mientras que en la industria alimentaria es usada en piensos para ganado,

fertilizantes o sustratos agricolas (Hinestroza et al., 2020).

1.1.5 Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos de color amarillo, naranja, rojo y purpura, siendo los mas comunes en
la naturaleza presentes en bacterias fotosintéticas (Tonini et al., 2018). Constan de ocho unidades de
isopreno con un esqueleto de 40 carbonos (tetraterpenos), siendo, su estructura general una cadena de
polieno con nueve enlaces dobles conjugados y un grupo final en ambos extremos de la cadena de
polieno (Maoka, 2020). Cabe mencionar que los humanos no pueden sintetizar carotenoides, sin
embargo, son necesarios para realizar funciones fisiologicas importantes, por lo cual, se deben consumir

de diferentes fuentes ricas en carotenoides (Tonini et al., 2018).

Se pueden clasificar segiin su composicion quimica como carotenos (carotenoides de hidrocarburos) o
xantofilas (carotenoides que contienen oxigeno), entre los mds conocidos esta el P-caroteno y la

astaxantina que son utilizados como colorantes alimentarios y como aditivos para piensos (Gonzalez



et al., 2023). De la misma manera, la luteina, la zeaxantina y el licopeno, han atraido una gran atencion
debido a sus efectos beneficiosos en la salud humana como la prevencion de enfermedades cronicas y
de enfermedades cardiovasculares (Misawa, 2010). Los carotenoides para la dieta humana se derivan
principalmente de raices, hojas, semillas y frutas en las que se han identificado alrededor de 60 tipos

carotenoides (Fraser, 2004).

1.1.6  Aplicaciones de carotenoides

Los carotenoides al ser un grupo importante de pigmentos naturales son aplicados de forma especifica
como colorantes, suplementos alimenticios y nutracéuticos. Ademas, no solo son ftiles para la
coloracion, también al tener propiedades fotoquimicas distintivas son usados como componentes
nutricionales para la prevencion de enfermedades como el cancer (Kirti et al., 2014), siendo usados,

asi también, con fines médicos, cosméticos y biotecnologicos.

Dentro del campo farmacéutico, al ser compuestos bioactivos naturales tienen un potencial uso para
avances en la creacion de nuevos medicamentos para la prevencion de enfermedades respiratorias
(vitamina C, vitamina E y P-caroteno), enfermedades oculares (vitamina A) o enfermedades

neurodegenerativas (Li et al., 2024).

Singh y Mukherjee (2022) mencionan que los carotenoides se pueden usar para una energia sostenible
y electronica ecoldgica, ya que son ideales para dispositivos que requieren fotosensibilizacion y
conduccion eléctrica controlada, esto mediante el uso de células solares sensibilizadas con tintes a base

de carotenoides.

En las industrias, especialmente en la alimentaria son muy utilizadas debido a sus funciones
provitaminicas y antioxidantes por lo que son importantes dentro de la nutricion y la salud humana,
asimismo, son utilizados como colorantes naturales para alimentos, piensos y cosméticos (Zakynthinos
& Varzakas, 2016). De igual manera, los carotenoides pueden ser incorporados en matrices

alimentarias con el objetivo de conservar y enriquecer dichos productos (Roll et al., 2022).



1.1.7 Meétodos de extraccion de carotenoides

La extraccion es un proceso que separa diferentes componentes de una mezcla en funciéon de su
solubilidad entre dos solventes no miscibles entre si o por su afinidad por un absorbente (Kultys &
Kurek, 2022). La eleccion correcta del método de extraccion de carotenoides es importante ya que
existen diferentes factores que influyen como la polaridad, su oxidacién y su naturaleza hidrofobica,

siendo los mas utilizadas varios métodos convencionales y no convencionales (Saini & Keum, 2018).

1.1.7.1 Extraccion Soxhlet

Este método convencional utiliza solventes a temperaturas de ebullicion y baja presion para la
extraccion selectiva de compuestos de interés, siendo uno de los métodos mas utilizados para la
recuperacion de carotenoides (Saini & Keum, 2018). La extraccion se realiza en un equipo llamado
Soxhlet, que consiste en un matraz de destilacion, un soporte de muestra, un siféon y un condensador.
En este método, se coloca una pequeia cantidad de muestra seca en el dedal (soporte de muestra) dentro
del matraz de destilacion junto con el solvente de interés. Una vez que el nivel de desbordamiento se
alcanza, la disolucion es aspirada por un sifon y llevada al matraz de destilacion. Este proceso se repite

ciclicamente hasta lograr la extraccion completa (Rakhee et al., 2018).

A pesar de ser ampliamente utilizado para la extraccion de compuestos bioactivos este metodo lleva
mucho tiempo y cantidades importantes de solventes, ademas de que al exponerse por un largo tiempo
a altas temperaturas existe la posibilidad de degradacion térmica e isomerizacion cis-trans de los

carotenoides (Saini & Keum, 2018).

1.1.7.2 Extraccién asistida por microondas (MAE)

Este método se basa en la absorcion de la radiacion provocada por el microondas por las particulas de
la sustancia que se quiere extraer los compuestos bioactivos (Kultys & Kurek, 2022). El microondas

induce el rompimiento de la membrana celular, ademas la evaporacion que se produce ejerce presion



en las paredes celulares descomponiendo y provocando la liberacion de los compuestos en el solvente

organico (Cotas et al., 2023).

La principal ventaja es que es un proceso rapido y reduce el consumo de solventes lo que resulta
adecuado para la extraccion rapida de bioactivos, sin embargo, si el tiempo de extraccion aumenta puede

causar la degradacion térmica de los compuestos (Senapati & Behera, 2023).

1.1.7.3 Extraccion asistida por ultrasonido (UAE)

Consiste en la extraccion mediante tension mecanica induciendo la cavitacion y la degradacion celular
en el medio liquido dentro de un bafio ultrasonico (Rakhee et al., 2018). La cavitacion es la formacion
de microburbujas dentro de un liquido sometido a ondas sonoras en frecuencias mayores a 20 kHz
provocando colision entre las moléculas dafiando la pared celular permitiendo la lixiviacion de

carotenoides intracelulares (Kultys & Kurek, 2022).

Las ventajas de este método de extraccion son su simplicidad, el consumo de menor tiempo y utilizacion
de pocos solventes, ademas, se puede realizar a temperatura ambiente, previniendo la oxidacion y

descomposicion de los bioactivos de interés (Louie et al., 2020).

1.1.7.4 Extraccion con solventes

La extraccion por solventes es mediante el empleo de un solvente especifico con el sustrato en donde
la diluciéon puede ser liquido-liquido o so6lido-liquido. El proceso de extraccion se comienza con la
muestra triturada, el polvo homogéneo obtenido se mezcla con un solvente adecuado al bioactivo que
se desea obtener, después se la temperatura adecuada y agitacion para una distribucion uniforme y

finalmente se filtra la mezcla (Costa et al., 2012).

La extraccion de bioactivos mediante solventes se pueden dividir en cuatro etapas: primero, el solvente

penetra en la matriz sélida; luego, el compuesto se disuelve en el solvente; después, el soluto se dispersa

8



fuera de la matriz solida; y finalmente, se recolecta los solutos extraidos (Zhang et al., 2018). Es
importante seleccionar adecuadamente el solvente que se va a utilizar ya que existe diferentes tipos para
compuestos bioactivos especificos, por ejemplo, para compuestos hidrofilicos se utiliza metanol, etanol
o acetato de etilo, mientras que para lipofilicos, se utiliza diclorometano o una mezcla

diclorometano/metanol (Awad et al., 2021).

Esta extraccion tiene una amplia aplicacion en la industria alimentaria, y en el area investigacion es
muy utilizada debido al uso de solventes no toxicos y baratos, sin embargo, al no optimizar
correctamente los parametros experimentales (pH, tiempo, temperatura, agitacion y relacion

biomasa/solvente) se puede tener inconvenientes en la extraccion (Jassim, 2020).

La utilizacion correcta de extraccion ayudara a preservar las funciones de los compuestos bioactivos,
sin embargo, estos siguen siendo sensibles a diferentes factores, en especial los carotenoides, ya que
debido a sus acciones y funciones biologicas de dobles enlaces conjugados son mas susceptibles a la
degradacion por la exposicion al oxigeno, la luz y el calor (Pinto et al., 2018). Por tal razon, se busca

reducir estos efectos negativos mediante la técnica de microencapsulacion.

1.1.8  Microencapsulacion

La microencapsulacion se define como un proceso de encapsulacion de particulas en estados solido,
liquido o gaseoso en las que estan rodeadas por un material de recubrimiento homogéneo o heterogéneo
creando pequefias capsulas con varias utilidades (Gupta, 2023). Mediante esta tecnologia se pueden
microencapsular microparticulas de entre 1 a 1000 um de didmetro, siendo muy utilizado en campos
como la medicina, en cosméticos, alimentos, textiles y materiales avanzados (Campos et al., 2013). Su
ventaja principal es que el material central va a estar completamente recubierto del exterior, por ende,
no afectaria las propiedades del material siempre que se elija el método de preparacion adecuado (Fu

& Hu, 2017).

El material microencapsulante normalmente son biopolimeros no dafiinos para el cuerpo o el medio
ambiente por lo que tiene un enfoque notable en la utilizacion de medicamentos debido a su

permeabilidad, la inhibicion de degradacion y condiciones adversas que podrian afectar el compuesto



activo (Parente et al., 2022). Los biopolimeros comtiinmente mas usados son los de origen natural
debido a su accesibilidad, solubilidad en agua, capacidad de emulsionar con aceites y control en la

administracion de farmacos, al contrario de lo sintéticos que pueden ser toxicos (Bhatia, 2016).

Los mas utilizados son la maltodextrina con diferentes equivalentes de dextrosa y la goma arabiga, sus
variaciones en la cantidad y el tipo de biopolimero usado dara como resultado diferentes eficiencias de
microencapsulacion (da Silva Junior et al., 2023). La goma arabiga es un agente encapsulante mas
utilizado en microencapsuacion formando por D-galactosa, L-arabinosa, proteinas, Ca**, Mg*" y K',
ademas, tiene un alto contenido de fibra soluble, efecto prebidtico y bajo valor caldrico (Rigon &
Zapata, 2016). La maltodextrina es un producto de almidon que se obtiene por hidrdlisis enzimatica
acida siendo polimeros de D-glucosa unidos por enlaces a-(1,4) y a-(1,6). Mediante este polimero la
microencapsulacion puede mejorar el color, el aroma, el sabor de los productos, la solubilidad y la

estabilidad (Xiao et al., 2022).

1.1.9 Técnicas de microencapsulaciéon

Fu y Hu (2017) mencionan que la seleccion de la técnica de microencapsulacion depende tanto del
polimero como del farmaco, por lo que se debe seleccionar cuidadosamente la técnica a emplear, siendo
tres categorias en las que se puede dividir: fisicos, quimicos y fisicoquimicos. En la Tabla 3 se describe

especificamente las técnicas de cada categoria.

Tabla 3
Meétodos especificos de técnicas de microencapsulacion.
Categoria Método especifico
Fisico Secado por aspersion, enfriamiento por aspersion, combinacion envolvente,

extrusion, solucion supercritica, centrifuga porosa, union electrostatica,
evaporacion de solventes, separacion rotatoria.
Quimico Polimerizacion interfacial, polimerizacion in situ, perforacion-solidificacion.
Fisicoquimico Coacervacion simple, coacervacion compleja, separacion de fases, bafio de secado,
molienda en lecho de polvo, fusion-dispersion-condensacion, intercambio capsula-
nucleo.

Nota. Informacion obtenida de Fu y Hu (2017).
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La variedad de métodos de microencapsulacion se debe a las diferentes caracteristicas de cada material
que se va a encapsular, la solubilidad del material que forma la pared, el tamafio de la particula, la tasa
de liberacion y las propiedades fisicas de las sustancias (Bruschi, 2015). Ademas, se debe considerar
la posible influencia del procedimiento en la estabilidad y la actividad farmacodinamica del farmaco,
la eficiencia y carga de la encapsulacion de la sustancia, la facil administracion al sitio objetivo y la
liberacion del medicamento deseado con el fin de aumentar la eficacia terapéutica (Krajisnik et al.,

2017).

En los métodos fisicos, la pared de la microcapsula se realiza mecanicamente alrededor de su nucleo,
siendo el mas utilizado en la industria alimentaria debido a su facilidad de preparacion y beneficios
economicos. Ademas, se pueden combinar con los métodos quimicos y fisicoquimicos (da Silva et al.,
2022). Asimismo, se ha utilizado en la encapsulacion de compuestos bioactivos como carotenoides,
polifenoles, betalainas, flavonoides, con el fin de preservar sus caracteristicas principales, ya que en

condiciones ambientales suelen degradarse con facilidad (Mehta et al., 2022).

1.1.10 Secado por aspersion en carotenoides

La microencapsulacion por secado por aspersion es una de las técnicas mas utilizadas en la industria
debido a su bajo costo, flexibilidad, produccion de particulas de buena calidad y funcionamiento
continuo (Liang et al., 2013). Consiste en encapsular sustancias activas o ingredientes en una matriz
de material encapsulante mediante la pulverizacion de una solucién o suspension en una corriente de
aire caliente (Binesh et al., 2023). El principio de funcionamiento de la técnica se puede definir como
una operacion en que la mezcla se alimenta a través de tuberias y se atomiza mediante una boquilla;
luego, se elimina el agua de la solucion utilizando aire caliente y finalmente se obtiene un polvo fino
en el fondo del secador (Eun et al., 2020). En la Figura 2 se puede apreciar graficamente el proceso

mencionado.
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Figura 2. Esquema representativo del método de microencapsulacion de secado por aspersion.

Nota. Las partes que componen el equipo de la microencapsulacion de secado por aspersion es:
1 = alimentador, 2 = agitador magnético, 3 = bomba peristaltica, 4 = entrada de aire caliente/gas,
5 = boquilla del atomizador, 6 = camara de secado, 7 = extractor de gas, 8 = ciclon y 9 = colector de

particulas. Informacion adaptada de da Silva et al. (2022).

La técnica de microencapsulacion por secado por aspersion ha sido muy utilizada en diferentes
industrias, como en la alimentaria, para sintetizar productos en polvo e incluso en jugos de diversas
frutas (Pifién et al., 2020). Asimismo, en la industria farmacéutica, se ha utilizado para la creacion de
particulas esféricas cargadas de un farmaco especifico con un bajo contenido de humedad y un alto

rendimiento de eficiencia (Mishra et al., 2021).

Los carotenoides debido a su estructura altamente conjugada son bastante inestables a la oxidacion
térmica y quimica, por lo que se pueden degradar facilmente al ser expuestos a la luz, el oxigeno y el
calor durante el almacenamiento de alimentos (Zakynthinos & Varzakas, 2016). Segiin Correa-Filho

et al. (2019), la estabilidad de los carotenoides podria mejorarse mediante la microencapsulacion por
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secado por aspersion siendo protegidos por las condiciones ambiente externas. Ademas, la simplicidad
y la flexibilidad del secado por aspersion permiten el aumento de la proteccion, el rendimiento y eficacia

de los carotenoides (Janiszewska-Turak, 2017).

Para su estabilidad y rendimiento, también se deben utilizar los biopolimeros adecuados como la goma
arabiga, que es un material muy utilizado debido a sus excelentes propiedades de emulsificacion, su
baja viscosidad en medios acuosos, su alta estabilidad oxidativa y buena retencion de volatiles (Jafari
et al., 2016). De igual forma, la maltodextrina es otro biopolimero comiinmente utilizado en la
microencapsulacion por secado por aspersion por su alta solubilidad en agua, asimismo, tienen una alta
estabilidad térmica y de congelacion, siendo ideal para la proteccion de los carotenoides (Xiao et al.,

2022).

1.1.11 Actividad antioxidante

El estrés oxidativo es una de las principales causas de diversas enfermedades cronicas, incluyendo
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, pulmonares y diabetes. Por lo tanto, la presencia
de antioxidantes en el cuerpo humano, como los carotenoides, es crucial para reducir el riesgo y la

progresion de estas enfermedades (Fiedor & Burda, 2014).

Los carotenoides también pueden actuar como antioxidantes, siendo muy importantes para la salud
humana, ya que estos tienen la capacidad de extinguir el oxigeno singlete y eliminar los radicales libres
toxicos, lo que previene el dafio a las células vivas (Srivastava, 2021). Sin embargo, las investigaciones
solo se han centrado mas en algunos tipos de carotenoides como [-caroteno, luteina y licopeno, siendo

asociados a la reduccion de enfermedades cardiacas (Young & Lowe, 2018).

Los carotenoides actiian como agentes protectores de los trastornos relacionados con la piel, por ende,
estos pueden ser usados como eliminadores eficientes de los estados de tripletes excitados de los
fotosensibilizantes endogenos como la protoporfirina (Fiedor & Burda, 2014). Ademas, los efectos

antioxidantes dependen de varios factores como su concentracion, la interaccidn con otros
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antioxidantes, su estructura molecular y los métodos utilizados para inducir su actividad (Srivastava,

2021).

1.1.12 Técnicas para la evaluacion de la actividad antioxidante

Los radicales libres de oxigeno (ROS) pueden definirse como especies quimicas asociadas a un electron
extrafio o desapareado que pueden causar diferentes enfermedades degenerativas (Alam et al., 2013).
Por lo que, el cuerpo humano ha desarrollado un sistema para neutralizar estos radicales libres, sin
embargo, la cantidad de antioxidantes generadas no puede ser suficientes para neutralizarlos, es ahi,
que hay un interés de la industria alimentaria para desarrollar antioxidantes naturales a partir de
materiales vegetales, asimismo, técnicas in vitro que logren determinar la capacidad antioxidante de

estas muestras (Boligon et al., 2014).

Las técnicas para la evaluacion de la actividad antioxidante estan basadas en identificar el dafio
oxidativo provocado por un agente oxidante, mismo que es inhibido por la accion de un antioxidante
(Christodoulou et al.,, 2022). Estas técnicas se dividen en tres categorias distintas: técnicas
espectrofotométricas, ensayos electroquimicos y cromatograficos, métodos que se detallan en la

Tabla 4.

Tabla 4

Técnicas de evaluacion de la actividad antioxidante.

Categoria Técnica Principio de la Determinaciéon  del
técnica producto final
Espectrofotométricas DPPH Reduccion del radical Colorimetria

DPPH por un
antioxidante

ABTS Reaccion antioxidante Colorimetria
con un radical cation

organico.
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Técnica

Principio de la

técnica

Determinacion del

producto final

electroquimicas

Cromatograficas

ORAC

FRAP

CUPRAC

Voltametria

Amperometria

Gas cromatografia

Reaccion antioxidante
con radicales libre de
oxigeno, inducida por
AAPH.

Reaccion antioxidante

con un complejo Fe

(110).

Reduccion de Cu (II) a
Cu )] por
antioxidantes.

La reduccion u
oxidacion de un
compuesto en la
superficie de  un
electrodo de trabajo en
el potencial aplicado
apropiado, dando el
transporte masico de
nuevo material a la
superficie del electrodo
generando una
corriente.

El  potencial  del
electrodo de trabajo se
fija a un valor
constante en relacion
con uno de referencia.
La separacion de
compuestos se da en la
reparticion de una fase
estacionaria liquida y
una fase movil

gaseosa.

Pérdida de
fluorescencia de
fluoresceina
Colorimetria
Colorimetria
Medicion de la

corriente del pico

catddico/anodico

Medicion de la
corriente generada por

la oxidacidon/reduccion

de un analito
electroactivo
Deteccion de

conductividad térmica




Categoria Técnica Principio de la Determinaciéon  del
técnica producto final
Cromatografia liquida La  separacion de Deteccion  UV-Vis,
de alto rendimiento compuestos se da en la deteccion
reparticion de una fase fluorimétrica,
estacionaria solida y espectrometria de
una fase movil liquida masas o deteccion
con diferentes electroquimica

polaridades a alta
caudal y presion de la
fase movil

Nota. DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; ABTS: acido 2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-acido

sulfonico]-sal de diamonio; ORAC: Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno; FRAP: Capacidad
antioxidante para reducir el ion férrico, CUPRAC: capacidad antioxidante reductora del ion cuprico.

Informacion obtenida de Munteanu y Apetrei (2021).

La técnica de DPPH utiliza el 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), un radical libre con la capacidad de
aceptacion de un atomo de hidrogeno o electron para los antioxidantes, por lo que es utilizado para la

evaluacion de la actividad antioxidante de plantas, frutas u otro sustrato biologico (Singh et al., 2021).

El radical DPPH es caracteristico por su color violeta profundo con una absorciéon méaxima de 515 nm,
que al reaccionar con un antioxidante (AH) u otras especies de radicales (R-) puede donar un atomo de
electron o hidrégeno reduciéndolo a 2,2-difenil-1-hidrazina (DPPH-H) lo que provoca un cambio de

color a incoloro o amarillo palido, la cual es medida mediante un espectrofotometro (Mfotie, 2021).

Esta técnica es ampliamente utilizada para la evaluacion de antioxidantes debido a su simplicidad,
economia y rapidez en comparacion con otros ensayos. Ademas, el radical puede reaccionar
eficazmente con antioxidantes débiles y también los resultados son repetibles y extremadamente
precisos, por lo que se puede evaluar una gran cantidad de muestras y sustancias bioactivas como

polifenoles, carotenoides, flavonoides, entre otros (Christodoulou et al., 2022).
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1.1.13 Capacidad antiinflamatoria

La inflamacion es el mecanismo de proteccion del cuerpo humano contra lesiones o infecciones
causadas por organismos invasores, agentes quimicos o microbianos nocivos (Chandra et al., 2012).
Este proceso implica cambios en el flujo sanguineo, aumento de la permeabilidad de los tejidos
vasculares y la destruccion de tejidos mediante la migracion y activacion de leucocitos (Anyasor et al.,
2019). Los farmacos comunmente utilizados son los antiinflamatorios no esteroides, sin embargo, estos
medicamentos estan asociados a efectos secundarios graves no deseados, principalmente la ulceracion
gastrointestinal (Shaikh et al., 2016). Esto ha llevado a nuevas alternativas, especialmente en
medicamentos a base de diferentes especies de plantas, frutas y sus principios terapéuticos activos como

polifenoles, flavonoides y carotenoides (Anyasor et al., 2019).

Los carotenoides tienen un potencial antiinflamatorio, ya que son capaces de ser divididos
enzimaticamente por lipoxigenasas, evitando la oxidacion de radicales y fotoxidacion, proporcionando
fotoproteccion al ojo y a la piel, ademas de estar relacionados con la prevencion de la degeneracion

macular (Kawata et al., 2018).

Ademas, se ha comprobado que los carotenoides inhiben la inflamacion de la retina de bebés prematuros
y células retinianas murinas, por lo que desempefian un papel importante como agentes
antiinflamatorios en el sistema nervioso a través de su inhibicion (Kabir et al., 2022). Asimismo,
pueden promover la funcién cognitiva eficiente al aumentar la eficiencia neuronal en las membranas
neuronales. De igual modo, una mayor ingesta de carotenoides puede estar relacionado a un menor

porcentaje de tener depresion, ansiedad y tension emocional (Rasmus & Kozlowska, 2023).

1.1.14 Evaluacion de la capacidad antiinflamatoria

La evaluacion de la capacidad antiinflamatoria se define como la capacidad que tiene una sustancia
quimica o natural que sea capaz de reducir la inflamacion inducida del tratamiento (Sun et al., 2024).
Puede determinarse mediante métodos in vivo y métodos in vitro. El método in vivo consiste en exponer
un modelo animal a un tipo de inflamacién con un compuesto antiinflamatorio con el fin de medir su

capacidad inhibidora, mientras que un método in vitro simula las condiciones de una inflamaciéon en un
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laboratorio conjuntamente con un compuesto antiinflamatorio y observa como lo afecta (Oppong et

al., 2024).

Uno de los métodos in vivo es el modelo de edema de pata, en el que consiste la induccion de edema en
un modelo animal como la carragenina y evaluar la eficacia del compuesto antiinflamatorio durante un
periodo de tiempo (Basit et al., 2023). La prueba de granuloma en bolitas de algodon es otro método
adecuado para estudiar la eficiencia de farmacos contra la fase de proliferacion de la inflamacion, esto
se realiza con una implantacion subcutanea de una bolita de algodén en un modelo animal, lo que resulta

en un granuloma (Dzoyem et al., 2017).

La desnaturalizacion de la proteina es uno de los métodos in vifro que mas se ha utilizado debido a su
rapidez, simpleza y relativamente barato. Consiste en provocar la desnaturalizacion mediante factores
externos como el calor, un acido o base fuerte, solventes organicos o sales inorganicas concentradas, lo
que significa que la estructura de la proteina esta desorientada, provocando que las enzimas pierdan su
actividad, ya que los sustratos no pueden adherirse al sitio activo (Dharmadeva et al., 2018). La
desnaturalizacion de la proteina de la albumina de huevo es un modelo utilizado para detectar la
capacidad antiinflamatoria de varios extractos de plantas, esto se realiza mediante su exposicion a
condiciones que degraden la proteina y rompan los enlaces de su estructura original, después de su
desnaturalizacion se evalua la capacidad del compuesto bioactivo para inhibir dicho proceso (Chaiya

et al., 2022).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

e Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria de carotenoides microencapsulados a partir

de los residuos de la naranjilla (Solanum quitoense).

1.2.2  Objetivos especificos

e Microencapsular carotenoides de los residuos de la naranjilla (Solanum quitoense) mediante

secado por aspersion.
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e Determinar la actividad antioxidante del microencapsulado in vitro mediante el método DPPH.

e Evaluar la capacidad antiinflamatoria de los carotenoides microencapsulados.

1.3  Hipotesis

Hipotesis nula

El extracto y microencapsulado de carotenoides a partir de residuos de naranjilla (S. quitoense) no

presentan actividad antioxidante y antiinflamatoria.

Hipdtesis alternativa

El extracto y microencapsulado de carotenoides a partir de residuos de naranjilla (S. quitoense)

presentan actividad antioxidante y antiinflamatoria.

1.4 Variables

Variables dependientes

- Concentracion de carotenoides.

- Propiedades antiinflamatorias y antioxidantes del extracto microencapsulado.

Variables independientes

- Proporcién del material vegetal/solvente de extraccion.
- Tiempo de extraccion.

- Polimeros microencapsulantes.
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CAPITULO I1.- METODOLOGIA

2.1 Materiales

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental llevandose a cabo en los laboratorios de
investigacion de la UODIDE de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la
Universidad Técnica de Ambato. A continuacion se listara en la Tabla 5 los reactivos, materiales y

equipos empleados durante la investigacion.

Tabla 5

Recursos materiales para el proyecto de titulacion.
Material Cantidad
Reactivos
Etanol (96%) 4 gal
Agua destilada 4L
Goma arabiga 30g
Maltodextrina 30¢g
2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DDPH) 100 mL
Trolox 100 mL
PBS 100 mL
Diclofenaco sodico (50 mg) 3
Material Fungible
Vasos de precipitacion 250 mL 2
Botellas ambar 1000 mL 4
Tubos eppendorf 6
Probeta volumétrica 50 mL 1
Tubos Falcon 45 mL 16
Balones de aforo 100 mL 1
Micropipetas 20 pL — 200 pL — 1000 pL 1
Puntas de micropipeta 20 pL —200 uL — 1000 uL. 1 caja
Papel aluminio 3 paquetes
Bolsas de polietileno 12 u 1 paquete
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Material Cantidad

Equipos
Deshidratador por conveccion SMART HEAT 1
Molino de cuchillas 1

Plancha de calentamiento (Corning-PC420D) 1

Balanza analitica OHAUS (Adventurer-Pro) 1
Rotaevaporador (IKA-HB100) 1
Refrigerador (Indurama-N2BE8U) 1
Espectrofotometro UV-VIS Fisher Scientific 1
(Accuskan Go)

Mini spray dary (BUCHI-B290) 1
Balanza de humedad (KERN MLS 50-3) 1
Incubadora (Memmert-IN30) 1
Homogeneizador 1
Centrifuga (Rotina 380) 1

Espectrometria Infrarroja con Transformada de 1

Fourier (FTIR) (PERKIN ELMER)

2.2 Meétodos

2.2.1 Microencapsular carotenoides de los residuos de la naranjilla (S. quitoense) mediante

secado por aspersion

2.2.1.1 Recoleccion y obtencion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal fue realizada en la empresa Inalpev de la ciudad de Ambato. Para
la obtencion del material vegetal, se seleccionaron pequefios pedazos y se sometio a un proceso de
secado en un deshidratador por conveccion SMART HEAT a una temperatura de 50 °C durante
55 horas para eliminar la mayor cantidad de humedad. Después, se utilizéo un molino de cuchillas con
la finalidad de obtener particulas finas, las cuales se colocaron en fundas de polietileno para su

conservacion (Urbina et al., 2020).
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2.2.1.2 Extraccion de carotenoides de los residuos de la naranjilla

Para la extraccion de los carotenoides se utilizo la metodologia de Siregar y Margareta (2019) con
algunas modificaciones. Primero, se aplico un método convencional utilizando los residuos de la
naranjilla con etanol al 96 % con tres relaciones de 1:60, 1:70 y 1:80 del material vegetal (residuos de
naranjilla) por volumen de solvente (etanol al 96%) a 50 °C, con agitacion a 400 rpm por tres intervalos
de tiempo: 30, 60 y 90 minutos en una plancha de calentamiento (Corning-PC420D). Durante el
procedimiento, el vaso de precipitacion se envolvid con papel aluminio. Finalmente, se utilizo la

centrifuga (Rotina 380) para recolectar el sobrenadante y el extracto se almacen6 en frascos ambar.

2.2.1.3 Analisis del extracto

Para el calculo del porcentaje de humedad se utilizo la balanza de humedad (KERN MLS 50-3), la cual
consiste en un método termogravimétrico basado en la pérdida de peso del extracto al momento de

eliminar el contenido de agua (Urbina et al., 2020).

Una vez que se obtenga el contenido de humedad se determinara los solidos totales (SST) mediante la

ecuacion:

SST = 100 — % humedad €))

2.2.1.4 Cuantificacion de carotenoides

La cuantificacion de los carotenoides se realizdO mediante la medicion de la absorbancia en el
espectrofotometro UV-VIS Fisher Scientific (Accuskan Go) a una longitud de onda de 472 nm

utilizando como blanco el etanol.
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Para el calculo de su concentracion se utilizo la siguiente formula:

_ Ajmax*10*
= Aamar 10t @
icm

En donde, Ajmqy €s la absorbancia del extracto y A1 el coeficiente de absortividad del solvente

(etanol) de 3950, la cual, el resultado se expresé en mgL™' (Strati & Oreopoulou, 2011).

2.2.1.5 Analisis estadistico

El analisis que se empled fue para determinar la mejor relacion entre el material vegetal/volumen del
solvente y el tiempo de extraccion, con un disefio experimental 3% con tres réplicas, es decir, que van a
intervenir tres niveles con dos factores. Ademas, se realizd un analisis de varianza ANOVA para
determinar la varianza de las variables independientes y asi evidenciar cual de los tratamientos es mas

eficaz. En la Tabla 6 se detallan los factores.

Tabla 6
Diseiio experimental 3° para el proceso de extraccion.
Factor A (material vegetal/volumen del Factor B (tiempo)
solvente)
al: 1 gramo:60 mililitros b1: 30 minutos
a2: 1 gramo:70 mililitros b2: 60 minutos
a3: 1 gramo:80 mililitros b3: 90 minutos

Nota. Factor A: material vegetal/volumen del solvente y Factor B: tiempo. al: nivel 1 del factor A
(relacion 1:60 residuos de naranjilla/etanol al 96%); a2: nivel 2 (relacion 1:70 residuos de
naranjilla/etanol al 96%); a3: nivel 3 (relacion 1:80 residuos de naranjilla/etanol al 96%); bl: nivel 1
del factor B (tiempo de 30 minutos); b2: nivel 2 (tiempo de 60 minutos); y b3: nivel 3 (tiempo de 90

minutos).

Después de realizar la cuantificacion de carotenoides por espectrofotometria, se eligio el mejor
tratamiento con una mayor concentracion de carotenoides. Posteriormente, el mejor extracto se llevo a

los procesos que se lleva a cabo en los siguientes puntos.
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2.2.1.6 Microencapsulacion de carotenoides

Para la microencapsulacion del extracto, de acuerdo al método descrito por Urbina et al. (2020).
Primero, se realizo la separacion del etanol al 96 % mediante el rotoevaporador (IKA-HB100) a una
temperatura de 50 °C a una velocidad de 200 rpm. A continuacién, se prepard una emulsion utilizando
35 % de maltodextrina, 35 % de goma arabica y 30 % del extracto concentrado de carotenoides. La
emulsion se agitd con la ayuda de un homogeneizador. Después, se realizdo el proceso de
microencapsulacion mediante la utilizacion del equipo Mini Spray Dryer (BUCHI B-290) con una
temperatura de entrada de 120 °C y de salida de 80 °C. Finalmente, se recolectd el microencapsulado

en fundas de polietileno para su preservacion.

2.2.1.7 Analisis por espectrofotometria infrarroja

Se analiz6 de forma cualitativa el extracto sin microencapsular, los polimeros y el microencapsulado
mediante un espectroscopio infrarrojo FTIR (PERKIN ELMER) para la obtencion de espectros, los
cuales ayudaron a identificar los picos de interés y evaluar la eficiencia del microencapsulado (Junaedi

et al., 2021).

2.2.1.8 Eficiencia de microencapsulaciéon

Segun Lakkis (2016), para el calculo de la eficiencia de microencapsulacion, se realizo la relacion entre
el microencapsulado de la concentracion del extracto de carotenoides al disolver en agua destilada y en
etanol en relacion 1:10 con una agitacion por 10 minutos. Después, se midio la absorbancia a 472 nm,

y para el calculo se aplico la siguiente formula:

Concentracion en agua—Concentracion en etanol al 96 %

% EE =

3)

Concentracion en agua
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2.2.2 Determinacion de la actividad antioxidante del microencapsulado in vitro mediante el

método DPPH.

2.2.2.1 [Evaluacion de la actividad antioxidante del concentrado microencapsulado mediante el

método DPPH

Para la evaluacion de la actividad antioxidante del concentrado y del microencapsulado se tomo de
referencia la investigacion de Bobo et al. (2015). Se utiliz6 el método de DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) empleando una placa de 96 pocillos en microplacas, en la cual se diluy6 20 uL de la
muestra en 180 uL de solucion DPPH (150 pmol L), para el blanco 20 puL de agua con 180 metanol-
agua (80:20, v/v), y para el control 20 puL de agua con 180 pL de solucion DPPH. Finalmente, se agito
durante 60 segundos en la microplaca. Después de 40 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente,
se midio la absorbancia a 515 nm en el lector de microplacas de un espectrofotometro UV-VIS Fisher
Scientific (Accuskan Go). Luego, se utilizo Trolox como estdndar a 50 — 500 umol L™ para generar una
curva de calibracion. Cada muestra se repitié 3 veces, tanto para el microencapsulado y el extracto

concentrado. Finalmente, para el porcentaje de DPPH se calcul6 usando la Ecuacion 4:

% Inhibicién DPPH = |1 — (Sruestrazfblanco; | , 109 &)

Acontrol- Ablanco

En donde: A, e5trq €8 12 absorbancia de la muestra, Ay nco €5 1a absorbancia del blanco y Aconeror €8

la absorbancia del control.

2.2.3 Evaluar la capacidad antiinflamatoria de los carotenoides microencapsulados.

2.2.3.1 Evaluacién de la capacidad antiinflamatoria del concentrado microencapsulado

mediante la desnaturalizacion de la albamina.

El proceso se inici6 con la extraccion de la albimina del huevo fresco, siendo el proceso de separacion

de la yema de la clara, una vez obtenida la clara se procedio a afiadir 100 ml de agua destilada. Luego
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se agito suavemente hasta la formacion de un precipitado. Finalmente, se llevo a la centrifuga durante

15 minutos a 400 rpm, en la que se recuper? el sobrenadante (Rajesh et al., 2019).

Para la evaluacion de la capacidad antiinflamatoria del concentrado microencapsulado se llevo a cabo
la metodologia descrita por (Banerjee et al., 2014). Para llevar a cabo el procedimiento, se combind
0,2 ml de albimina de huevo fresco, 2,8 ml de solucion salina tamponada con fosfato (pH = 6,4) y 2 ml
del extracto obtenido a diferentes concentraciones (100, 200, 500, 1000 pg/mL), obteniendo un
volumen total de 5 ml. Después, se utilizo el mismo procedimiento con el diclofenaco sodico a las
mismas concentraciones para el control positivo. Ademas, se utilizo agua destilada como control

negativo.

Posteriormente, las mezclas se incubaron a 37 °C durante 15 minutos. Luego, se calentd en bafio maria
a 70 °C durante 5 minutos, para después dejarlo enfriar a temperatura ambiente durante 15 minutos. La
absorbancia de cada mezcla de reaccion se midid antes y después de la desnaturalizacion de cada
concentracion a 660 nm. Cada prueba se repitioé tres veces obteniendo un promedio. El porcentaje de

inhibicion de la desnaturalizacion se determiné mediante la siguiente ecuacion:

0D,_ 0D
0D;_ 0D,

% Inhibicion = [1 — ( )| * 100 (5)

Donde, OD; es la absorbancia antes de la desnaturalizacion, OD, es la absorbancia después de la

desnaturalizacion y OD; es la absorbancia control después de la desnaturalizacion.
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados

3.1.1 Obtencion de las condiciones 6ptimas de extraccion de carotenoides

Para el proceso de extraccion de carotenoides, se empled la técnica de extraccion por solventes,
utilizando etanol al 96%. En un estudio realizado por Menezes et al. (2023) se menciona que se utilizo
etanol como solvente debido a su naturaleza polar, aunque su eficacia puede estar limitada por la
naturaleza lipofilica de los carotenoides. Aunque, al combinarlos con otros solventes como acetona o
acetato de etilo puede aumentar su biodisponilidad. De igual manera, Kultys y Kurek (2022) destacan
que el uso de etanol a temperaturas elevadas puede mejorar la obtencion de un extracto rico en
carotenoides en diversas matrices vegetales. No obstante, temperaturas excesivas pueden tener un

efecto adverso como la degradacion e isomerizacion de los carotenoides.

Para establecer las condiciones adecuadas de extraccion de carotenoides de los residuos de la naranjilla
(S. quitoense), se llevaron a cabo varios tratamientos, evaluando la relacion material vegetal/solvente
con el tiempo de extraccion. Los resultados de la concentracion de carotenoides de cada tratamiento
(Anexo 2) se detallan en la Tabla 7. Posteriormente, se realizé un analisis estadistico que incluy6 una

prueba ANOVA de comparacion de medias y determinar si hay diferencias significativas entre los

tratamientos.
Tabla 7
Cuantificacion de carotenoides totales de cada tratamiento.
Tratamiento Concentracion de carotenoides (mg/L)
T1 1,063 £ 0,018
T2 1,147 £ 0,006
T3 1,974 +£ 0,221
T4 1,204 + 0,004
T5 1,537 £ 0,025
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Tratamiento Concentracion de carotenoides (mg/L)

T6 2,238 £ 0,289
T7 0,940 £0,118
T8 1,956 £ 0,016
T9 2,203 £ 0,039

Nota. Resultados obtenidos de la cuantificacion de carotenoides de los residuos de la naranjilla a una

longitud de onda de 472 nm. mg/L: miligramos por litro.

En la Tabla 7 se puede apreciar que la mayor concentracion de carotenoides se obtiene en un tiempo
de 90 minutos, y con una relacion material vegetal/solvente entre 1:70 y 1:80. Strati y Oreopoulou
(2011) mencionan que la relacidon correcta entre material vegetal/solvente y temperatura, son
paradmetros cruciales, ya que una relacion incorrecta puede llevar a la saturacion o insuficiencia del
solvente para la extraccion. Ademas, el aumento de la temperatura en un rango de 25 a 70 °C puede
incrementar el rendimiento de los carotenoides obtenidos. De manera similar, Gan et al. (2020)
plantean que un mayor tiempo de extraccion estda relacionado con mejores resultados en la

concentracion de carotenoides.

El calculo de la concentracion de carotenoides arrojo valores entre 0,940 + 0,118 mg/L y 2,238 + 0,289
mg/L, como se indica en la Tabla 7. Segiin Popescu et al. (2022), la cuantificacion de carotenoides en
los residuos de tomate presenta valores entre 1,323 mg/L y 2,959 mg/L. Asimismo, Rodrigues et al.
(2013) registran valores similares, entre 0,3 mg/L y 7,15 mg/L en la fruta cocona, la cual pertenece a la
familia de las solanaceas. Por lo que, el aumento de la concentracion podria deberse al uso de la fruta
completa en lugar de los residuos, ya que estos pueden perder sus compuestos bioactivos al pasar por

diferentes procesos de manipulacion (Hinestroza et al., 2020).

La longitud de onda utilizada para medir los extractos fue de 472 nm. Udensi et al. (2022) mencionan
que el rango de longitud de onda también dependera del solvente utilizado, pero normalmente los
carotenoides absorben la luz en la region visible desde los 200 nm a 500 nm. Menezes et al. (2023)
indican que, en este rango de longitud de onda es donde se muestra su mayor absorcion de luz,
presentando colores amarillos, anaranjados o rojos. Esto permite identificar los principales tipos de

carotenoides como la luteina, B-caroteno, licopeno y astaxantina.
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Mediante los diferentes tratamientos realizados y la prueba estadistica ANOVA (Tabla 8), se demostro
que tanto la relaciéon material vegetal/solvente como el tiempo de extraccion tienen un efecto
estadisticamente significativo con un nivel de confianza del 95 % (p < 0,05). Esto indica que ambos
factores influyen en la concentracion de carotenoides. Mientras que, sus interacciones no muestran
efectos significativos. Por lo tanto, se puede concluir que la relacion del material vegetal junto con el
solvente juega un papel importante en la extraccion de carotenoides. Como mencionan Saini y Keum
(2018), la concentracion de carotenoides dependera de la polaridad del solvente utilizado, asi como de

los enlaces y grupos funcionales que interactiian con la muestra vegetal.

Tabla 8
Andalisis de varianza para la cuantificacion de la extraccion de carotenoides.
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
A:Relacion 0,420139 1 0,420139 5,24 0,0337
B:Tiempo 4,12802 1 4,12802 51,46 0,0000
AA 0,29778 1 0,29778 3,71 0,0691
AB 0,0936333 1 0,0936333 1,17 0,2935
BB 0,075563 1 0,075563 0,94 0,3439
bloques 0,329985 2 0,164993 2,06 0,1554
Error total 1,52402 19 0,0802115
Total (corr.) 6,86914 26

Nota. Se observan el analisis de la varianza de dos factores y sus interacciones para la cuantificacion
de carotenoides. A: Relacion material vegetal/solvente; B: Tiempo de extraccion; Gl: Grados de

libertad.

En la Figura 3 se muestran las interacciones que influyen en la concentracion de carotenoides y los
efectos estandarizados de los dos factores: la relacion material vegetal/solvente y el tiempo de
extraccion. Se puede apreciar que el tiempo de extraccion, que cruzan la linea de significancia, influye
significativamente en la concentracion, teniendo un efecto positivo sobre la variable respuesta. Ademas,
la relacion material vegetal/solvente también es positivamente significativo, aunque en menor medida
que el tiempo de extraccion, dando a entender que los dos factores tienen importancia estadistica. Por
otro lado, las interacciones entre estos dos factores no tienen un efecto significativo sobre la

concentracion de carotenoides.
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Figura 3. Diagrama de Pareto estandarizado para la concentracion de carotenoides.
Nota. El grafico obtenido por el programa estadistico Statgraphics muestra las interacciones que existen

entre los diferentes factores y que tanto influyen en la concentracion de carotenoides.

En relacion con los dos factores que influyen en la concentracion de carotenoides, el tiempo de
extraccion puede tener un efecto negativo o positivo, dependiendo del solvente utilizado y la muestra.
Por ejemplo, en el estudio de Viias et al. (2023), se afirma que la extraccion de carotenoides fue mas
eficiente en tiempos cortos. Sin embargo, en el presente estudio, se observo que a mayor tiempo de
extraccion se obtuvo una mejor concentracion de carotenoides, mientras que en otros estudios la
disolucion se satura y los compuestos bioactivos se degradan. De igual manera, la relacion material
vegetal/solvente influye positivamente en la concentracion de carotenoides, indicando que una mayor
proporcién de solvente respecto al material produce resultados positivos, ya que se evita la saturacion

del solvente.

La Figura 4 representa el grafico de efectos principales, mostrando claramente como actuan los dos
factores sobre la concentracion de carotenoides. Posteriormente, se evalua por separado en qué

condiciones Optimas es la adecuada para obtener una mayor concentracion de carotenoides.
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Figura 4. Grafico de efectos principales para la concentracion de carotenoides.
Nota. El grafico indica los dos factores individualmente en que valores se obtienen la mejor

concentracion de carotenoides.

En la Figura 4, se observa que la relacion material vegetal/solvente aumenta conjuntamente con la
concentracion de carotenoides. Sin embargo, entre los valores de 75 y 80 alcanza su pico maximo; una
vez alcanzando este pico, la concentracion disminuye, lo que sugiere es que el valor 6ptimo se encuentra
en este rango. Con respecto al tiempo, la concentracion aumenta continuamente hasta alcanzar los 90
minutos, evidenciando que un mayor tiempo de extraccion tiende a incrementar la concentracion de

carotenoides.

El diagrama de superficie de respuesta estimada (Figura 5) permitioé optimizar el proceso al identificar
los valores Optimos para extraer una mayor concentracion de carotenoides. Ademas, se puede observar
la interaccion entre los dos factores y como afectan la variable respuesta, que es la concentracion de

carotenoides.

31



concentracion carotenoides
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Figura 5. Diagrama de superficie de respuesta estimada para la concentracion de carotenoides.
Nota. El diagrama muestra los valores ptimos de relacion material vegetal/solvente y tiempo en la que

se obtiene una mayor concentracion de carotenoides.

En la Figura 5 se observa la interaccion entre los dos factores evaluados, corroborando lo mencionado
anteriormente en la Figura 4, donde se indica que la concentracion de carotenoides aumenta con el
incremento del tiempo. La interaccion entre la relacion material vegetal/solvente y el tiempo alcanza
un valor 6ptimo de concentracion de carotenoides entre los valores 72 y 80, con un tiempo de extraccion

de 90 minutos.

De igual forma, en la Tabla 9, que muestra la respuesta 6ptima de factores del disefio experimental, se
observa que los niveles 0ptimos para la obtencion de la maxima concentracion de carotenoides son una
relacion material vegetal/solvente de 1:75,41 (g/mL) y un tiempo de extraccion de 90 minutos. Esto
evidencia lo presentado en la Figura 5, donde el rango 6ptimo de la relacion se encuentra entre 78 y

80, con un tiempo maximo de 90 minutos.
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Tabla 9

Respuesta optima de factores en la concentracion de carotenoides.

Factor Bajo Alto Optimo
Relacion material 60,0 80,0 75,41

vegeta/solvente (g/mL)
Tiempo de extraccion (min) 30,0 90,0 90,0

Nota. Se muestra la relacion material vegetal/solvente y el tiempo Optimo para obtener una

concentracion optima de carotenoides. g/mL: gramos por mililitros; min: minutos.

En la Tabla 10 se reporta la concentracion de carotenoides obtenida bajo las condiciones optimas
identificadas mediante el programa estadistico, con un resultado de 2,287 mg/L. Por lo que se
comprueba que al aumentar el tiempo y el uso adecuado del solvente es posible aumentar la cantidad
de carotenoides en la muestra. Sin embargo, un aumento excesivo podria provocar la degradacion del

compuesto bioactivo y disminuir su concentracion (Gan et al., 2020).

Tabla 10
Concentracion de carotenoides del tratamiento optimo.
Relacion material Tiempo de extraccién (min) Concentracion de
vegeta/solvente (g/mL) carotenoides (mg/L)
1:75,41 90 2,287 £ 0,032

Nota. Los datos muestran la concentracion de carotenoides + desviacion estandar en la relacion material
vegeta/solvente y tiempo Optimo. g/mL: gramos por mililitros; min: minutos; mg/L: miligramos por

litro.

En un estudio realizado por Meena et al. (2022), se llevaron a cabo varios tratamientos con diferentes
relaciones material vegetal/solvente y tiempos, donde las concentraciones mas altas de carotenoides se
evidenciaron en valores similares a los aplicados en el presente estudio. Cabe mencionar que el uso de
un solvente adecuado y la polaridad 6ptima ayudan a obtener una mayor concentracion en la extraccion.
Por lo tanto, el uso de etanol como solvente en la extraccion se debe a su polaridad intermedia y su alta
solubilidad para los carotenoides, resultando en un alto rendimiento de extraccion (Cardona et al.,

2009)
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3.1.2 Eficiencia cualitativa de la microencapsulacion de carotenoides

Para el analisis cualitativo de la eficiencia de la microencapsulacion de carotenoides, se utilizo la
espectroscopia por transformada de Fourier (FT-IR), que permite visualizar la estructura molecular y
los enlaces caracteristicos de la muestra, con el fin de demostrar la efectividad del recubrimiento del
material encapsulante (Tang et al., 2022). La técnica FT-IR indica los picos de absorciéon comunes en
las muestras, con unidades en niimero de onda (cm™), que representan la frecuencia de vibraciones
presentes en los diferentes enlaces moleculares de la muestra, y el porcentaje de transmitancia (%T),

que es la cantidad de luz infrarroja que atraviesa la muestra (De & Madhuri, 2020).

Se obtuvieron los espectros respectivos del concentrado de carotenoides, su microencapsulado y la
mezcla polimérica utilizada, en un intervalo de 600 a 4000 cm™ y con un porcentaje de transmitancia
de 58 a 100. En la Figura 6, se analizo el concentrado de carotenoides, donde se observan vibraciones
de estiramiento O-H de picos alrededor de 3200 a 3400 cm™', caracteristicos de grupos hidroxilos (-OH)
en la muestra, lo cual es evidente debido al solvente utilizado, que fue etanol. De igual forma, se
observan picos alrededor de 1000 a 2000 cm™, correspondientes a los estiramientos de C=C presentes

en la estructura de los carotenoides.
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Figura 6. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier del concentrado de carotenoides de residuos
de naranjilla.
Nota. El circulo rojo en el diagrama muestra el pico caracteristico en la muestra concentrada de

carotenoides.
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Asimismo, la zona sefialada muestra un pico con un nimero de onda de 1041,52 cm™ y un porcentaje
de transmitancia de 67,74, correspondiente a vibraciones de estiramiento C-O, indicando la presencia
de grupos éster o también estiramientos C-H comunes en las cadenas hidrocarbonadas de los
carotenoides. En el estudio realizado por Kim et al. (2023), presenta valores similares con picos de
1086 cm™ y 1045 cm’, y la presencia de grupos funcionales ésteres en un pico de 1743 cm™,
evidenciando la existencia de carotenoides. De igual forma, Ursache et al. (2018) muestran valores
similares, con un nimero de onda de 1750 cm™, correspondiente a estiramientos de C=C tipicos de

ésteres en los carotenoides.

En la Figura 7 se pueden observar los picos representativos de la mezcla polimérica entre la goma
arabiga y la maltodextrina, utilizada en la microencapsulacion del extracto puro de carotenoides. Esta

mezcla se utilizo debido a que protege, estabiliza y libera controladamente los carotenoides.
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Figura 7. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier del combinado de biopolimeros utilizado en

la microencapsulado.
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En la Figura 7 se distingue la presencia de grupos hidroxilos (-OH) y grupos carbonilos (C=0)
alrededor del pico 3303,52 cm™ y 1633,08 cm’, respectivamente, los cuales son comunes en la
estructura de los polisacaridos. También se observan bandas de grupos metilo (C-H) con un nimero de
onda de 2928 cm™'. Asimismo, se evidencia la presencia de grupos éter y alcoholes (C-O) en los picos
1147,38 cm™y 1076,84 cm™, representativos de los biopolimeros utilizados. En el estudio realizado por
Estupifian et al. (2023), también se utiliz6 maltodextrina y goma arabiga como microencapsulantes,
con picos a 3429 cm™ y 1590 cm™ en los estiramientos de grupos hidroxilos (-OH) y grupos carbonilos
(C=0), respectivamente. De manera similar, Sarabandi et al. (2019) presentan picos caracteristicos de
los grupos funcionales éter y alcoholes (C-O) de 1148 cm™y 1078 cm™. Siendo datos muy similares a

los expuestos en el presente estudio.

En la Figura 8 se presenta el espectro obtenido del extracto concentrado de carotenoides
microencapsulado, permitiendo apreciar de manera cualitativa si el compuesto bioactivo esta dentro de

la matriz polimérica y si la microencapsulacion fue eficiente.
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Figura 8. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier del concentrado microencapsulado de
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carotenoides de residuos de naranjilla.
Nota. El circulo rojo en el diagrama muestra el pico caracteristico en la muestra concentrada

microencapsulado de carotenoides.
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La zona sefialada en la Figura 6 y en la Figura 8 muestran picos caracteristicos de los carotenoides,
con un nimero de onda de 1041,52 cm™ y 1015,74 cm™, respectivamente. En el extracto concentrado
de carotenoides, el pico tiene un porcentaje de transmitancia de 67,74, mientras que en el concentrado
microencapsulado alcanza el 67,84 %. Se aprecia una disminucion del niimero de onda y un aumento
del porcentaje de transmitancia en el microencapsulado. El porcentaje de transmitancia se asocia a la
cantidad de luz infrarroja que pasa por la muestra, por lo que en el concentrado al tener mayor contenido
de carotenoides va a ser menor que el microencapsulado, debido a que el compuesto bioactivo esta
controlado y la luz infrarroja pasara mas en la muestra, provocando el aumento del porcentaje de

transmitancia (Othman, 2022).

En la Figura 9, la sefializacion del circulo rojo representa la superposicion de los tres espectros
mencionados anteriormente, revelando picos similares en cada muestra. Este hallazgo sugiere que los
grupos funcionales de los carotenoides estan efectivamente encapsulados dentro de la matriz

polimérica, indicativo de un proceso de microencapsulacion eficiente (Mooranian et al., 2014).
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Figura 9. Espectros superpuestos de las muestras analizadas por FT-IR.

Nota. La figura indica la superposicion de los espectros del extracto y microencapsulado de

carotenoides junto a la combinacion polimérica (goma arabiga y maltodextrina).
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3.1.3 Eficiencia cuantitativa de la microencapsulacion de carotenoides

Enla Tabla 11 se detalla el calculo cuantitativo de la eficiencia de microencapsulacion de carotenoides.
Esto se logré mediante la dilucion del microencapsulado en etanol para los carotenoides superficiales y
en agua destilada para los carotenoides totales. Tras cuantificar las concentraciones, se calculd una
eficiencia del 91,74 %, respaldada por los espectros infrarrojos que evidencian que los carotenoides

extraidos estan dentro de la matriz polimérica.

Tabla 11

Porcentaje de eficiencia cuantitativa del concentrado de carotenoides microencapsulado.

Concentracion (mg/L) EM. (%)
Etanol + Microcapsula 0,623 +0,0011 91,74 £ 0,028
Agua + Microcapsula 7,545+ 0,016

Nota. El resultado muestra la eficiencia de la microencapsulacion (E.M) + desviacion estandar de los

carotenoides superficiales (Etanol + Microcapsula) y totales (Agua + Microcapsula).

Este porcentaje supera el obtenido por Pal y Bhattacharjee (2018), quienes reportaron una eficiencia
del 78,32 %. Esto podria deberse a la relacion entre los dos polimeros y la temperatura de entrada, ya
que en dicho estudio se aplico una relacion 60:40 (maltodextrina:goma arabiga) y una temperatura de
entrada de 170 °C. Otro estudio realizado por Tupuna et al. (2020) se logré una eficiencia de
70,97 %, siendo menor al estudio anterior, esto podria ser atribuido a la utilizacion de la goma arabiga
como Unico biopolimero. Por ende, la combinaciéon de goma arabiga y maltodextrina en el presente

estudio parece haber contribuido significativamente a mejorar la eficiencia de la microencapsulacion.

3.1.4 Analisis de la actividad antioxidante in vitro del extracto y microencapsulado de

carotenoides

Primeramente, se realizo una curva de calibracion estandar de Trolox, expresando el resultado en umol
de Trolox equivalente por litro para determinar si la muestra de carotenoides se encuentra dentro de la
curva de calibracion. La ecuacion de la recta resultante fue y = 0,1534x + 7,5769, con un coeficiente de

correlacion de 0,9872. Al evaluar los datos en relacion con esta recta y confirmar que los valores estaban
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dentro de la curva de Trolox, se obtuvieron los resultados de los porcentajes de inhibicion, como se

observa en la Tabla 12, que presenta el porcentaje de la evaluacion de la actividad antioxidante.

Tabla 12
Porcentajes de inhibicion de la actividad antioxidante in vitro mediante el método DPPH.

Extracto Extracto pmol TE/L MC MC pmol TE/L
% Inhibicion 63,00 £ 0,104 361,32 £ 0,68 49,52+ 0,618 273,43 £4,03

Nota. Los resultados muestran el porcentaje de la actividad antioxidante + desviacion estandar del
extracto puro y el microencapsulado de carotenoides de la naranjilla utilizando el método DPPH. MC:

Microencapsulado de carotenoides; umol TE/L: Concentracion de Trolox equivalente.

Mediante los resultados obtenidos, se puede apreciar que el extracto de carotenoides de los residuos de
la naranjilla exhibi6 un porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH del 63,00 £ 0,104. Este resultado
es considerablemente alto, indicando un contenido significativo de carotenoides en los residuos de la
naranjilla. En un estudio realizado por Urbanski et al. (2022), se aplicaron varios métodos para evaluar
la actividad antioxidante, encontrando resultados elevados en la fruta de la naranjilla con todos los
métodos aplicados. Sin embargo, la diferencia no fue muy significativa, lo que sugiere que los residuos
de la naranjilla también tienen un alto potencial antioxidante. En contraste, la investigacion de Fu et al.
(2011) report6 un 51,53 % de inhibicion en una especie diferente. Lo que evidencia que la cantidad de
carotenoides en la naranjilla puede ser mas eficiencia en la inhibicion de radicales libres con respecto a

otras especies.

Como se observa en la Tabla 12, el porcentaje de inhibicion del microencapsulado es menor al del
extracto puro de carotenoides, con un valor de 49,52 + 0,618. Esta disminucion se debe al uso de una
carga del 30 % del extracto concentrado total. Sin embargo, la disminucion no es significativa, lo que
sugiere una buena retencion de la actividad antioxidante mediante el proceso de microencapsulacion.
Este hallazgo indica que la matriz polimérica esta protegiendo los carotenoides y liberando
controladamente el compuesto bioactivo (Pintea et al., 2018). En el estudio realizado por Ferreira et
al. (2022) de un extracto de Astrocaryum vulgare Mart. rico en compuestos fenolicos, se menciona que
la inhibicion del extracto fue mayor a las microesferas, lo que confirma la disminucién de la actividad

antioxidante y la correcta proteccion del compuesto bioactivo debido al proceso de microencapsulacion.
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En otra investigacion realizado por Monicka et al. (2017), de un concentrado de carotenoides
microencapsulado obtuvo un valor de 33,4 % de inhibicion en donde sugiere que al aumentar la
concentracion del microencapsulado se obtendra mejores porcentajes. De igual forma, mencionando
que la eleccion correcta de la mezcla polimérica y la técnica de microencapsulacion son muy
importantes debido a que ayuda a preservar y liberar controladamente el compuesto bioactivo (Luana

et al., 2022).

3.1.5 Analisis de la capacidad antiinflamatoria in vitro del extracto y microencapsulado de

carotenoides

La evaluacion de la capacidad antiinflamatoria se realiz6 mediante la técnica de desnaturalizacion de
proteina de la alblimina de huevo, tanto en el extracto concentrado de carotenoides como en su forma
microencapsulada. Como se detalla en la Tabla 13 la evaluacion se realizo a diferentes concentraciones
(100, 200, 500, 1000 pg/mL) del extracto y del microencapsulado, utilizando diclofenaco sddico como
control positivo, un medicamento antiinflamatorio no esteroideo (AINE). También, se utilizo la
albimina de huevo como proteina modelo, sometiéndola a condiciones que inducen su
desnaturalizacion, como calor, pH u otros agentes, para determinar si el extracto y el microencapsulado

de carotenoides pueden prevenir o inhibir este proceso (Madhuranga & Samarakoon, 2023).

Tabla 13
Porcentajes de inhibicion de la capacidad antiinflamatoria in vitro mediante el método de

desnaturalizacion de proteina.

Inhibicion (%)
Concentracion (ng/mL) Diclofenaco sédico Extracto Microencapsulado
1000 96,62 £ 0,48 56,42 £ 0,35 41,42 £ 0,87
500 72,18 £0,26 45,85 £1,91 37,73 £ 1,16
200 52,24 £0,32 32,91 £0,48 21,56 £0,77
100 32,20+ 0,22 13,72 £ 1,03 11,74 £ 1,01

Nota. Los resultados muestran el porcentaje de inhibicion + desviacion estandar a diferentes

concentraciones utilizando diclofenaco sodico como control positivo. pg/mL: Microgramos por

mililitro.
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Los resultados mostraron que el diclofenaco sodico tuvo un porcentaje de inhibicion de la
desnaturalizacion de la albimina del 96,62 + 0,48, mientras que el extracto alcanzo6 un 56,42 + 0,35 %
y el microencapsulado un 41,42 + 0,87 % en sus concentraciones maximas de 1000 pg/mL. Se observo
que a medida que la concentracién es mayor, también lo hacia la capacidad de inhibicion de la
desnaturalizacion. En un estudio realizado por Lekouaghet et al. (2020), presenta un porcentaje similar
del 47,60 £ 0,39 en un extracto de Leuzea conifera en su maxima concentracion, mientras que Gallego
et al. (2022) obtuvieron mejores resultados en un extracto de carotenoides de microalgas a
concentraciones altas. Por ende, se evidencia que el extracto puro de carotenoides, a diferencia de sus
diluciones, va a tener una mayor concentracion del compuesto bioactivo, lo que contribuye a una mayor
capacidad antiinflamatoria. El porcentaje de inhibicion se comparo6 con otros extractos debido a que no

existen pruebas que se han realizado con un concentrado de carotenoides de residuos de S. quitoense.

En la misma Tabla 13, se observa que el microencapsulado del extracto de carotenoides sigue un patron
similar de aumento en el porcentaje de inhibicion con el incremento de la concentracion, aunque sigue
siendo inferior al del extracto puro. Esto puede atribuirse al hecho de que el microencapsulado, al
utilizar el 30 % de la carga total y estar protegido correctamente por la mezcla polimérica, su

biodisponibilidad y accesibilidad van hacer mas controladas (Stefinescu et al., 2022).

Finalmente, Ba et al. (2023) mencionan que la actividad antioxidante y antiinflamatorio de los
carotenoides estan relacionados entre si, ya que el desarrollo de una enfermedad inflamatoria puede ser
ocasionado por el estrés oxidativo. Por lo tanto, la capacidad de los carotenoides para actuar como
antioxidantes puede prevenir estas enfermedades, lo cual es acorde a los resultados obtenidos en el
estudio, donde tanto el extracto concentrado como el microencapsulado de carotenoides mostraron

porcentajes favorables en sus respectivas evaluaciones.

3.2 Verificacion de hipétesis

Conforme a los resultados obtenidos en el presente estudio se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la
hipotesis alternativa. Los resultados expuestos confirman que el extracto concentrado Yy
microencapsulado de carotenoides a partir de residuos de naranjilla (S. guitoense) presentan actividad

antioxidante y antiinflamatoria.
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4.1

CAPITULO 1V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se evaluaron nueve tratamientos variando la relacion material vegetal/solvente y el tiempo de
extraccion para cuantificar los carotenoides. Se ingreso las concentraciones de cada una al
programa estadistico Statgraphic obteniendo los valores optimos de la relacion material
vegetal/solvente y el tiempo de extraccion siendo 1:75,41 (g/mL) y 90 minutos,
respectivamente. Obteniendo una concentracion de 2,287 + 0,032 mg/L de carotenoides totales.
Estos hallazgos confirman que ambos factores influyen significativamente en la cuantificacion

de carotenoides.

Se microencapsularon carotenoides extraidos de los residuos de la naranjilla (S. guitoense)
utilizando la técnica de secado por aspersion, empleando goma arabiga y maltodextrina como
agentes microencapsulantes en condiciones de temperatura de entrada de 120 °C y una
temperatura de salida de 80 °C. La eficiencia de la microencapsulacion fue analizada de manera
cualitativa y cuantitativa obteniendo un valor de 91,74 £ 0,028 %, indicando que el combinado

biopolimérico utilizado protege adecuadamente el compuesto bioactivo.

Se evalud la actividad antioxidante tanto del concentrado como del microencapsulado de
carotenoides mediante el método DPPH. Se obtuvo un porcentaje de inhibicion del
63,00 £ 0,104 y 49,52 + 0,618, respectivamente, con equivalentes de Trolox de 361,32 £ 0,68
y 273,43 £ 4,03 umol TE/L. Comprobando el potencial uso de su actividad antioxidante en

subproductos de interés.

Se demostro la capacidad antiinflamatoria de un extracto concentrado de carotenoides y su
microencapsulado mediante el método de desnaturalizacion de la albumina de huevo. Se
observo un porcentaje de inhibicion maximo a una concentracion de 1000 pg/mL, con valores

de 56,42 £ 0,35 % y 41,42 £ 0,87 %, respectivamente. Por lo que, se puede concluir que existe
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una relacion directa entre la concentracion de carotenoides presentes en el extracto y la

inhibicién de la desnaturalizacion.

4.2 Recomendaciones

o Se sugiere realizar pruebas utilizando diferentes estados de maduracion de la naranjilla con la

finalidad de evaluar si hay una variacion significativa en la concentracion de carotenoides.

e Evaluar la eficiencia de microencapsulacion utilizando diferentes biopolimeros como
quitosano, xantano y carragenina, analizando y comparando sus respectivos porcentajes de

eficiencia.

e Aplicar métodos espectrofotométricos como el ABTS o FRAP para evaluar la actividad

antioxidante de los extractos obtenidos, comparando los porcentajes de inhibicion resultantes.

e Se recomienda realizar estudios in vivo en modelos animales para evaluar la capacidad
antiinflamatoria de los extractos concentrados y microencapsulados de carotenoides,

corroborando los porcentajes de inhibicion obtenidos en el presente estudio.
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ANEXOS

Anexo 1

Proceso de extraccion etandlico de carotenoides de los residuos de la naranjilla.

Nota. La figura muestra el proceso que se realizo para la extraccion de carotenoides. A) Residuos de
naranjilla en el proceso de deshidratacion. B) Residuos de naranjilla triturados. C) Extraccion por medio

de etanol al 96%.

Anexo 2

Tratamientos realizados para la cuantificacion de carotenoides

Tratamientos Relacion material Tiempo de extraccion (min)

vegetal/solvente (g/mL)

T1 1:60 30
T2 1:60 60
T3 1:60 90
T4 1:70 30
T5 1:70 60
T6 1:70 90
T7 1:80 30
T8 1:80 60
T9 1:80 90

Nota. La tabla indica las combinaciones que se realizd para la cuantificacion de carotenoides. g/mL.:

gramos por mililitros; min: minutos.
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Anexo 3

Proceso de la determinacion del porcentaje de humedad.

i - - 2
X o
A
/5
. ")
> -
"

4649 p@izoipg ) 8, Gacy

99.890., &
o

Nota. A) Medicion de la humedad de la muestra en la balanza de humedad. B) Muestra del extracto al

terminar el proceso.

Anexo 4

Porcentajes de solidos totales de cada tratamiento.

Tratamientos Humedad (%) Solidos Totales (%)
Tl 99,615 0,385
T2 99,519 0,481
T3 99,098 0,902
T4 99,676 0,324
T5 99,628 0,372
T6 99,441 0,559
T7 99,704 0,296
T8 99,524 0,476
T9 98,831 1,169

Nota. La tabla muestra los resultados de solidos totales de tratamientos de extraccion de carotenoides

mediante la balanza de humedad.
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Anexo 5

Concentracion de carotenoides totales de cada uno de los tratamientos.

Bloque Relacién material Tiempo de extraccion Concentracion de
vegetal/solvente (min) carotenoides (mg/L)
(g/mL)
1 1:80 30 0,88
1 1:60 60 1,15
1 1:60 30 1,07
1 1:70 30 1,2
1 1:60 90 1,83
1 1:80 90 2,19
1 1:80 60 1,94
1 1:70 90 2,05
1 1:70 60 1,55
2 1:80 30 0,86
2 1:60 60 1,14
2 1:60 30 1,08
2 1:70 30 1,21
2 1:60 90 1,86
2 1:80 90 2,17
2 1:80 60 1,96
2 1:70 90 2,09
2 1:70 60 1,55
3 1:80 30 1,08
3 1:60 60 1,15
3 1:60 30 1,04
3 1:70 30 2,2
3 1:60 90 2,23
3 1:80 90 2,25
3 1:80 60 1,97
3 1:70 90 2,57
3 1:70 60 1,51

Nota. La tabla indica la concentracion de carotenoides totales de cada uno de los tratamientos realizado

por triplicado.
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Anexo 6

Proceso de microencapsulacion del extracto de carotenoides de residuos de naranjilla.
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Nota. A) Rotaevaporacion del extracto etanolico de carotenoides para obtener un extracto concentrado.

B) Homogenizacion del extracto concentrado de carotenoides con una mezcla polimérica. C)
Microencapsulacion por secado por aspersion. D) Microencapsulado del extracto concentrado de

carotenoides.

Anexo 7

Curva de calibracion de Trolox para evaluar la actividad antioxidante.

CURVA DE CALIBRACION

90
< 80 y=0,1534x +7,5769 . *
=) 2_00R77 = @ .
£ 70 R2=0,9872 -
E60 e 2
E 0 o®
3 40 o
2
<0 e
g 30 o
220
[a W 10 [ )

0
0 100 200 300 400 500 600

Concentracion Trolox (p mol)
e Concentrado e MC

Nota. La figura indica la curva de calibracion de Trolox que se utilizo en la actividad antioxidante

presentando los valores del extracto y microencapsulado de carotenoides dentro la curva.
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Anexo 8

Evaluacion de la actividad antioxidante mediante el método DPPH.

Nota. Se observa el proceso realizado para evaluar la actividad antioxidante tanto del extracto como el

microencapsulado de carotenoides utilizando una placa de 96 pocillos y un espectrofotometro.

Anexo 9

Porcentajes de la evaluacion de la capacidad antiinflamatoria.

Control positivo Concentrado de carotenoides MC de carotenoides

Concentraciones (ng/mL)

100 200 500 1000 100 200 500 1000 100 200 500 1000

Réplical 32,49 52,07 71,98 9590 12,87 32,98 44,07 56,83 10,55 22,27 37,97 41,82
Réplica2 31,95 52,04 72,51 96,86 14,60 33,45 44,92 5598 12,97 20,57 37,70 42,01
Réplica3 32,19 52,15 72,25 96,89 12,79 3291 48,48 56,46 11,93 22,07 39,04 40,12
Réplica4 32,19 52,71 71,98 96,83 14,62 32,28 4592 5642 11,49 21,33 36,22 41,71
Promedio 32,20 52,24 72,18 96,62 13,72 32,91 4585 56,42 11,74 21,56 37,73 41,42
DE 0,22 032 026 048 1,03 048 191 035 1,01 0,77 1,16 0,87

Nota. Se observa las réplicas realizadas a diferentes concentraciones de los porcentajes de la capacidad
antiinflamatoria por el método de desnaturalizacion de albumina utilizando como control positivo el

diclofenaco sodico. DE: Desviacion estandar; MC: Microencapsulacion.
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Anexo 10

Proceso de la evaluacion de la capacidad antiinflamatoria por el método de desnaturalizacion de la

albumina de huevo.

Nota. La figura muestra el proceso que se realizo para la evaluacion de la capacidad antiinflamatorio
del concentrado y microencapsulado de carotenoides. A) Separacion de la albumina. B) Incubacion de
las muestras. C) Medicion de la absorbancia antes de la desnaturalizacion. D) Proceso de

desnaturalizacion de proteinas. E) Medicion de la absorbancia después de la desnaturalizacion.
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