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RESUMEN EJECUTIVO

Tamarindus indica es una fruta ampliamente utilizada en la elaboracion de diversos productos
comerciales generando una gran cantidad de residuos agroindustriales por afio. Las semillas del
tamarindo representan una fuente de obtencion de compuestos bioactivos de interés como los
polifenoles. El presente estudio busca aprovechar estos desechos mediante la determinacion de las
condiciones 6ptimas de extraccion y la microencapsulacion de los polifenoles para evaluar su capacidad
antioxidante y antinflamatoria. Se estudié la influencia del tiempo de extraccion y la concentracién del
disolvente en la obtencién de polifenoles. Las mejores condiciones de extraccion fueron a una
concentracién del disolvente de 53 por ciento durante un tiempo de 80 minutos, proporcionando un
contenido de polifenoles de 516,521 mg GAE por gramo de material vegetal. La microencapsulacion
de secado por aspersion utilizando maltodextrina como agente encapsulante evidencié un porcentaje de
eficiencia del 87.066 por ciento. La eficiencia de la microencapsulacién también fue evaluada por medio
de espectroscopia infrarroja (FT-IR). Se aplicé el método de DPPH para establecer el potencial
antioxidante del extracto y el microencapsulado, alcanzando valores de 80,085 por ciento y 48,916 por
ciento, respectivamente. Finalmente, la actividad antiinflamatoria se determiné a través del porcentaje
de inhibicion de la desnaturalizacién de albumina de huevo y de suero bovino (BSA), obteniendo
porcentajes de inhibicién en cada una de las concentraciones estudiadas. Los resultados obtenidos en
esta investigacion evidencian el potencial de los residuos de tamarindo con actividades biolégicas y su

posible aplicacién en diferentes industrias.

Palabras clave: Tamarindo, residuos agroindustriales, polifenoles, microencapsulacién, actividad

antioxidante, actividad antiinflamatoria.
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ABSTRACT

Tamarindus indica is a fruit widely used in the production of various commercial products, generating
a large amount of agroindustrial waste per year. Tamarind seeds represent a source for obtaining
bioactive compounds of interest such as polyphenols. The present study seeks to take advantage of these
wastes by determining the optimal conditions for extraction and microencapsulation of polyphenols to
evaluate their antioxidant and anti-inflammatory capacity. The influence of extraction time and solvent
concentration on obtaining polyphenols was studied. The best extraction conditions were at a solvent
concentration of 53 percent for a time of 80 minutes, providing a polyphenol content of 516.521 mg
GAE per gram of plant material. Spray-drying microencapsulation using maltodextrin as the
encapsulating agent evidenced a percentage efficiency of 87.066. The efficiency of microencapsulation
was also evaluated by means of infrared spectroscopy (FT-IR). The DPPH method was applied to
establish the antioxidant potential of the extract and microencapsulation, reaching values of 80.085
percent and 48.916 percent, respectively. Finally, the anti-inflammatory activity was determined
through the percentage of inhibition of the denaturation of egg albumin and bovine serum albumin
(BSA), obtaining inhibition percentages in each of the concentrations studied. The results obtained in
this research show the potential of tamarind residuals with biological activities and their possible
application in different industries.

Key words: Spray-drying, extraction, tamarind, phenolic compounds, antioxidant activity, anti-

inflammatory activity, maltodextrin.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes investigativos

1.1.1. Justificacion

Los residuos o subproductos agroindustriales provenientes de alimentos representan una gran cantidad
de las emisiones de gases de efecto invernadero a nivel mundial (Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y Agricultura [FAO], 2022). El procesamiento de frutas como el tamarindo
(Tamarindus indica) genera alrededor del 50 al 70 % de residuos que incluyen partes como cascaras,
fibras y semillas (Mota et al., 2020). En la mayoria de los casos, estos no son desechados de forma
adecuada, lo que contribuye a la contaminacion del medioambiente y representa una pérdida en cuanto
a su potencial y compuestos bioactivos de interés (Kandemir et al., 2022). T. indica es considerada una
planta multipropésito con propiedades farmacoldgicas y actividades antioxidantes y antinflamatorias,
ademas de componentes nutricionales como proteinas, minerales y compuestos polifendlicos
(Cvetanovic et al., 2020; Thamaraiselvi et al., 2013).

La actividad antioxidante representa un amplio campo de interés en la comunidad cientifica debido a
gue neutraliza los radicales libres en la célula evitando que se genere un dafio (Abuajah et al. 2015).
De esta manera, ayuda a combatir el avance de enfermedades cardiovasculares, cardiacas,
neurodegenerativas, cancerigenas y la inflamacion, pues potencia el sistema inmunoldgico (Zehiroglu
& Ozturk, 2019). En la investigacion de Sajid et al., (2019) se destaca el perfil polifenélico que poseen
las semillas de T. indica evidenciando un valor nutricional y nutracéutico a un costo reducido. La
conservacion de estos componentes bioactivos se puede lograr mediante la microencapsulacion que es
una técnica que ha ganado relevancia en la Gltima década, debido a que ayuda a capturar los compuestos
solidos protegiéndolos de factores como el oxigeno, luz y humedad que pueden degradarlos
(Kulandasamy et al., 2023). Por tal motivo, el aprovechamiento de estos residuos es fundamental para
la transicion hacia sistemas agroalimentarios sostenibles que contribuyan con el uso eficiente de los

recursos reduciendo su impacto en el planeta (FAO, 2022).

Por lo tanto, considerando lo expuesto anteriormente, el presente estudio busca dar solucién a la
problematica planteada por medio del aprovechamiento de los compuestos bioactivos que poseen los
residuos de T. indica mediante la microencapsulacion y el analisis de su capacidad antioxidante y

antinflamatoria con la finalidad de establecer posibles aplicaciones en diferentes &ambitos industriales.



1.1.2. Tamarindo (Tamarindus indica)

1.1.2.1. Generalidades

T. indica es una especie leguminosa perteneciente a la familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae,
su fruta posee una pulpa de color marrén con sabor caracteristico agridulce (Rodrigues et al., 2018).
El nombre tamarindo proviene del vocablo arabe que significa “datil de la India”, su &rbol brinda una
sombra extensa y generalmente se planta en parques abiertos y como arbol de camino en zonas
tropicales. Aunque, todas las partes de la planta como la madera, raices, hojas, corteza y sus frutos son
utilizados para el comercio, especialmente para la subsistencia de poblaciones rurales (Abdalbasit,
2019).

1.1.2.2. Origen y distribucion

La planta de tamarindo es autoctona de Africa tropical, fue conocida en Asia por los comerciantes
arabes debido a su sabor. Mas tarde el tamarindo lleg6 al nuevo mundo desde Africa Occidental. Sin
embargo, se ha extendido por todo el mundo debido a su facil adaptabilidad y su rapida polinizacién de
semillas, encontrandola asi, en el sur de Asia, el norte de Australia y Oceania. Actualmente se produce
comercialmente en diferentes estados de México. Asimismo, el tamarindo crece en todas las islas del
Caribe como Jamaica y Cuba. Existen plantaciones comerciales Brasil y en naciones latinoamericanas

como Per(, Venezuela, Ecuador, entre otros (Abdalbasit, 2019).

1.1.2.3. Requerimientos agroecoldgicos

Los arboles de tamarindo se adaptan a condiciones tropicales semiaridas, aunque se desarrollan también
en zonas tropicales himedas con elevadas precipitaciones estacionales. Los arboles jovenes pueden ser
afectados por las heladas, pero los arboles maduros resistiran breves periodos de -2 °C sin sufrir dafios
graves. Se desarrolla en diferentes tipos de suelos y tolera temperaturas de hasta 47 °C. El clima seco

es importante durante la etapa de maduracion de los frutos (Rodrigues et al., 2018).



1.1.2.4. Descripcion morfolégica

Es un arbol de hojas perennes y una copa extendida que puede llegar a medir hasta 24 m de altura
(Figura 1A). El tallo estd compuesto por una corteza rugosa de color gris (Figura 1B). Sus hojas estan
distribuidas de forma alterna, con foliolos opuestos y pelos finos en el peciolo y el raquis (Figura 1C).
El racimo de la inflorescencia es pequefio, de 5 a 10 cm de largo, es de color verde claro o naranja
amarillento (Figura 1D) (Pal & Mukherjee, 2020). El fruto es una vaina subcilindrica aterciopelada de
forma irregular que contiene en su interior de 3 a 10 semillas duras y brillantes (Figura 1E) (Komakech
et al., 2019). En su interior se encuentra la pulpa de color marron oscuro (Figura 1F). Su estructura se
divide en cuatro partes: la cascara, de color marrén que posee grietas horizontales y verticales; fibras
lefiosas que se fijan a la pulpa; la pulpa de color marrén, dulce o &cida; y las semillas, ubicadas en el
interior de forma ovalada y larga que miden entre 1,6 cm de largo y 0,6 cm de ancho aproximadamente
(Figura 1G) (Azad, 2018).

Figura 1. Morfologia botanica de Tamarindus indica.

Nota: Figura adaptada del Sistema Global de Informacion sobre Biodiversidad [GBIF] (2024).



1.1.2.5. Taxonomia

En la Tabla 1 se describe la clasificacion taxondmica de T. indica.

Tabla 1.
Clasificacion taxonomica del tamarindo.
Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Caesalpinoideae
Tribu Detarieae
Género Tamarindus
Especie Tamarindus indica

Nota: Informacidn extraida de GBIF (2023).

1.1.2.6. Composicién

T. indica es considerada como una fuente natural de varios macrominerales y oligoelementos, como se
aprecia en la Tabla 2 y Tabla 3, pues en diferentes partes de la planta como las semillas se encuentran
minerales tales como Mg, Na, Ca, Fe, Zn y P, carbohidratos, acidos, proteinas y vitaminas A y C.
Mientras que la pulpa contiene entre el 30 y 40 % de azucares reductores, acido tartarico y trazas de
minerales. Esta composicién puede variar dependiendo de la fertilidad del suelo y condiciones de
cultivo (Okello et al., 2018). En cuanto a la composicion quimica de esta especie, se ha corroborado
la presencia de aminoacidos y acidos grasos en diferentes partes de la planta. Es posible que estos
valores difieran debido a la etapa de madurez en la que fueron cosechadas las partes de la planta, las
condiciones de crecimiento aplicadas, técnicas de recoleccién y manipulacion (Mansingh et al., 2021).
Varias investigaciones han determinada un alto contenido de proteinas en la semilla del tamarindo, a
diferencia de otras partes del fruto, este hecho se debe a la presencia de una elevada cantidad de
amino&cidos esenciales y no esenciales, entre los cuales se destacan la metionina, serina, triptéfano,
isoleucina, lisina, histidina, acido aspartico, fenilalanina, leucina, treonina, arginina, tirosina, entre otros
(Martins et al., 2020).



A continuacion, en la Tabla 2 y Tabla 3 se detallan la composicion mineral y quimica de T. indica.

Tabla 2.

Composicion mineral de la semillay la pulpa de tamarindo.
Minerales Semilla (mg/100g) Pulpa (mg/100g)
Zinc (Zn) 13,2 3,3
Hierro (Fe) 37,0 15,6

Magnesio (Mg) 196,0 84,7

Faésforo (P) 21,8 13,8
Sodio (Na) 168,4 80,8
Potasio (K) 11,3 20,9
Calcio (Ca) 161,1 117,1

Nota: Informacion extraida de Mansingh et al. (2021).

Tabla 3.
Composicion quimica de la semillay la pulpa de tamarindo.
Constituyentes % Semilla de tamarindo % Pulpa de tamarindo
Humedad 30,0 35-8,8
Acido tartarico 13,0 87-11,1
Proteinas 13,3 2,4
Almidon - 20,0-413
Cenizas 2,1 21-3,3
Grasa 2,9 0,14
Energia Kcal/100g 3241 216,8

Nota: Informacidn extraida de Manmohan et al. (2016).

Los nutrientes de una matriz vegetal pueden ser utilizados como fuente de energia, mientras que los
compuestos bioactivos tienen diferentes aplicaciones potenciales. Los compuestos bioactivos de interés
asociados al tamarindo se identifican en la Figura 2, donde se aprecian los componentes presentes en
las partes de la cascara y de la semilla, entre ellos se encuentran los fenoles, polifenoles, acidos grasos,
saponinas y polisacaridos (Bubalo et al., 2018). En un estudio realizado se demostré que los polifenoles
se encuentran en altas concentraciones en las semillas del tamarindo, identificando principalmente
flavonoides como la epicatequina (Prakash et al., 2019). Por otro lado, en la investigacion desarrollada
por Natukunda et al. (2015) se determin6 que los principales antioxidantes fendlicos de las semillas

del tamarindo corresponden a 3,4-dihidroxibenzoato de metilo, 3,4 -acetato de dihidroxifenilo y 2-



hidroxi-3',4'-dihidroxiacetofenona. A continuacion, en la Figura 2, se detallan los principales

compuestos bioactivos encontrados en el Tamarindo

Semilla

+ Acidos grasos
« Polifenoles
(taninos y

flavonoides)

« Polisacaridos/

Monosacaridos

Fibras

Cascara

« Terpenoides Pulpa
« Polifenoles
« Saponinas

Figura 2. Principales componentes bioactivos identificados en los subproductos T. indica (cascara y
semilla).
Nota: Figura adaptada de Martins et al. (2020).

1.1.2.7. Usos

El tamarindo ha sido ampliamente utilizado, pues varias partes de la planta incluidos los frutos, hojas,
semillas y corteza son empleadas para el tratamiento de una variedad de afecciones como el asma,
diabetes, sarampion, lepra, picaduras de insectos y serpientes, inflamacion, entre otros. (Kaur et al.,
2023). Resulta efectivo como medicamento para regular los niveles de azlcar en la sangre, ayudando a
tratar enfermedades cardiacas. La fruta se utiliza para curar afecciones intestinales y reducir la fiebre.
Ademds, presenta propiedades antioxidantes, antiflngicas, antimicrobianas, antibacterianas,

antiinflamatorias y antidiabéticas (Rodrigues et al., 2018).

También es usada como especia, pues contiene azucares reductores y &cido tartarico, que le conceden
su caracteristico sabor (Rao & Mathew, 2012). Ademas, se emplea en la elaboracion de varios
productos de interés comercial como pulpa congelada, jugos, frutas deshidratadas, dulces y gelatinas
(De Caluwe et al., 2010). Estos subproductos representan una fuente valiosa de nutrientes, debido a su

contenido en minerales, proteinas, carbohidratos y vitaminas (Mota et al., 2020). El tamarindo es usado



como materia prima para la elaboracion de varios productos industriales como pectina, alcohol, la
semilla de tamarindo en polvo que se utiliza como conservante, adhesivo de papel, estampado textil y
tejido y la fabricacion de productos de yute. La semilla también es utilizada como relleno adhesivo en
la industria del contrachapado y como estabilizador en las industrias ladrilleras (Rodrigues et al.,
2018).

1.1.3. Residuos

1.1.3.1. Residuos agroindustriales de T. indica

En la actualidad, los subproductos generados por la industria alimentaria representan una fuente de
contaminacién ambiental critica, pues existen pérdidas de alimentos durante toda la cadena de
suministro, produciendo asi, un aproximado de 1.300 millones de toneladas anuales. Una gran parte de
los desechos agroindustriales son procedentes del procesamiento de frutas y verduras, utilizadas
especificamente en la elaboracién de jugos y otros productos, donde se incluyen pulpas, cascaras, hojas,
frutas de descarte y semillas (Marcillo et al., 2021). Una de estas frutas es el tamarindo, que genera un
aproximado del 50 al 70 % de residuos correspondientes a semillas, fibra y cascara (Mota et al., 2020).
En la mayoria de los casos, estos no son desechados de forma adecuada, lo que contribuye a la
contaminacién del medioambiente y representa una pérdida en cuanto a su potencial y compuestos
bioactivos de interés (Qdais et al., 2019).

En la actualidad existen métodos de gestion de residuos agroindustriales deficientes, pues la gran
mayoria se descartan en el medio ambiente, siendo eliminados en vertederos o incineradores (Mir-
Cerda et al., 2023). Este hecho ocasiona un impacto ambiental significativo, debido a que se generan
emisiones de gases como el metano y el diéxido de carbono. Una de las actividades postproduccion es
la eliminacion de residuos de sistemas agroalimentarios que representan un tercio del total de las

emisiones de gases de efecto invernadero (FAO, 2023).

En este contexto, el Objetivo 12 de Desarrollo Sostenible se basa en garantizar modalidades de consumo
y produccion sostenibles, con principal interés en el aumento de la eficiencia de recursos y promover
estilos de vida sostenibles. Esto se relaciona con el aprovechamiento de los residuos agroindustriales
de T. indica para fomentar el consumo sostenible mediante la elaboracion de nuevos productos
(Naciones Unidas, 2023). La transformacion de estos desechos en productos alimenticios de alto valor
podria contribuir con la mitigacion de las pérdidas de subproductos agroindustriales, debido a que,

pueden ser aprovechados como una fuente de compuestos bioactivos de interés (Socaci, 2017).



1.1.4. Antioxidantes

1.1.4.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es ocasionado por un desequilibrio en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) entre las cuales se encuentran los radicales superéxido (O2), el oxigeno singlete (10.), el
peréxido de hidrégeno (H202) y los radicales hidréxido (-OH), estos se generan como subproductos
metabdlicos a partir de sistemas bioldgicos. Al aumentar la produccion de ROS, se evidencian efectos
nocivos en las estructuras de las células importantes como las proteinas, acidos nucleicos y lipidos
(Pizzino et al., 2017). Diversos procesos dependen de una adecuada produccion de ROS, como la
activacion de factores transcripcionales, la apoptosis, la fosforilacion de proteinas, la inmunidad y la
diferenciacion, ademas, es importante que se encuentre en un nivel bajo dentro de las células para evitar
el dafio celular. Se conoce que las reacciones de radicales libres con participacion de radicales
oxidativos estan involucradas en varios procesos biolégicos que causan dafio a membranas celulares
(Wu et al., 2013). Diferentes estudios demuestran que el estrés oxidativo es capaz de influir en la
progresion de varias enfermedades como el céncer, lesiones inflamatorias, enfermedades

cardiovasculares, diabetes, aterosclerosis y trastornos metabdélicos (Taniyama & Griendling, 2003).

1.1.4.2. Actividad antioxidante

Los antioxidantes son grupos de compuestos que poseen la capacidad para atrapar y neutralizar las
especies reactivas de oxigeno y los radicales libres presentes en las células (Abuajah et al. 2015). De
esta manera, ayudan a combatir el avance de enfermedades cardiovasculares, cardiacas,
neurodegenerativas, cancerigenas y la inflamacion, pues potencia el sistema inmunoldgico (Zehiroglu
& Ozturk, 2019). Los antioxidantes se clasifican en antioxidantes naturales y sintéticos. Sin embargo,
es importante mencionar que varios de los antioxidantes sintéticos han demostrado ser toxicos a largo
plazo ocasionando efectos secundarios no deseados. Por tal motivo, es esencial la busqueda de
antioxidantes naturales que puedan ser utilizados de forma segura. Principalmente se han investigado
extractos de algunas plantas medicinales con una fuerte actividad antioxidante que pueden ser aplicadas

en la prevencion y tratamiento de enfermedades vinculadas con el estrés oxidativo (Mo et al., 2021).



1.1.5. Antiinflamatorios

1.1.5.1. Respuesta inflamatoria

La inflamacidn es una reaccion de defensa ante la generacion de estimulos dafiinos que incluyen traumas
fisicos, infecciones o irritaciones, sustancias quimicas perjudiciales, virus y bacterias (Villagémez
etal., 2019). La inflamacion en niveles descontrolados conduce al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas inflamatorias, artritis reumatoide, diabetes, aterosclerosis, hepatitis cronica y asma
(Baek et al., 2020). En este proceso bioldgico intervienen el sistema inmunoldgico innato y adaptativo.
La inflamacion comienza con la migracién de las células inmunitarias desde los vasos sanguineos y la
liberacion de mediadores, a continuacion, se acumulan las células inflamatorias y se secretan las
especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrogeno (RNS) y citoquinas
proinflamatorias (Tsvetanova, 2024).

Las especies reactivas de oxigenos (ROS) se definen como metabolitos de oxigeno parcialmente
reducidos que poseen una elevada capacidad oxidativa. Desempefian un papel importante en la
progresion de trastornos inflamatorios. Son una clase de sustancias quimicas producidas después de la
reduccién incompleta del oxigeno molecular. En niveles moderados, las ROS actllan como una
molécula de sefializacién y mediadora de la inflamacion. Sin embargo, en niveles elevados, las ROS
causan efectos tdxicos, dafian el ADN y oxidan directamente macromoléculas biol6gicas, como

proteinas, acidos nucleicos y lipidos (Mittal et al., 2014).

1.1.5.2. Actividad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria es la capacidad que presenta una sustancia o tratamiento para disminuir
la inflamacion en el cuerpo, a través de mediadores inflamatorios que se sintetizan y secretan durante
las respuestas inflamatorias y la inhibicion de enzimas que inducen esta condicién. Generalmente, los
medicamentos empleados para su tratamiento son antiinflamatorios no esteroides (AINE) y los
esteroides (Gonfa et al., 2023). Sin embargo, estos pueden ocasionar efectos secundarios graves, por
lo tanto, se requiere la creacion de alternativas antiinflamatorias nuevas y confiables. Los extractos de
plantas se consideran como una excelente fuente de compuestos biol6gicamente activos que puede
actuar como agentes antiinflamatorios y han sido utilizados como materia prima para el desarrollo de

sustancias puras que ayuden a tratar diferentes enfermedades (Villagémez et al., 2019).



1.1.6. Polifenoles

1.1.6.1. Generalidades

Los compuestos polifendlicos pertenecen a una amplia categoria de compuestos quimicos que destacan
por sus estructuras complejas, caracterizadas por contener al menos un anillo aromatico y uno o mas
sustituyentes hidroxilo (Esquivel et al., 2015). Estan formados por un monémero fundamental que es
el anillo fendlico, a su vez, estos se clasifican en acidos y alcoholes fendlicos (Ye et al., 2024). Se han
identificado alrededor de 8000 compuestos fendlicos diferentes, que pueden ser clasificados en cuatro
categorias de acuerdo con su estructura quimica: flavonoides y no flavonoides, de acuerdo con el
nimero de anillos aromaticos que posee, el esqueleto de carbono y la estructura quimica basica
(Gutiérrez & Nollet, 2018).

Estos compuestos se presentan de manera natural principalmente en verduras, frutas y cereales. Es
posible encontrarlos en diversas frutas como las cerezas, bayas, uvas, peras y manzanas. Los productos
gue son elaborados a partir de estas frutas poseen una cantidad importante de polifenoles (Pandey &
Rizvi, 2009). Los compuestos polifendlicos como flavonoides estan presentes en casi todas las partes
de la planta de tamarindo incluyendo sus hojas, pulpa, semillas y corteza, lo que convierte a T. indica
en una potencial fuente para la obtencién de fenoles (Ganesapillai et al., 2017). De igual manera, se
han aislado diferentes fitoquimicos activos de varias partes del arbol de tamarindo, entre estos
compuestos fendlicos resaltan triterpenos como lupanona y lupeol; componentes de aceites como b-
sitosterol y n-hexacosano; acido tartarico, acido 1-(-)malico, &cidos grasos y proteinas (Rana &
Sharma, 2018).

Existen diferentes procesos para la extraccion de polifenoles que son aplicados dependiendo de las
propiedades fisicas y quimicas por las cuales este compuesta la matriz vegetal. Generalmente, el
procedimiento mas empleado es la extraccién con disolventes organicos, por su simplicidad y
versatilidad, debido a que utilizan temperaturas no muy elevadas durante menores periodos de tiempo,
proporcionando un mayor rendimiento en la cantidad de polifenoles extraidos (Sridhar et al., 2021).
De igual manera se han aplicado otros métodos no convencionales que incluyen la extraccion asistida
por ultrasonido, extraccion asistida por microondas, extraccion con fluidos supercriticos, alta presion
hidrostatica, entre otros. No obstante, el uso de estas tecnologias suele representar un mayor costo de
inversion (Oroian & Escriche, 2015). Los compuestos polifendlicos han demostrado poseer una
amplia gama de actividades biolégicas que incluyen propiedades antiinflamatorias y antioxidantes

(Tavanappanavara et al., 2023).
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1.1.6.2. Capacidad antioxidante de polifenoles

Estos compuestos han sido objeto de estudio durante los Gltimos afios, pues presentan multiples
beneficios, uno de ellos es su capacidad antioxidante, misma que se ha demostrado en diferentes
investigaciones. Las propiedades antioxidantes de los polifenoles se deben principalmente a su
potencial redox, puesto que, actlan como agentes reductores, donadores de hidrégeno, quelantes de
metales y captadores de oxigeno singlete. (Sookying et al., 2022). Los estudios realizados han evaluado
el contenido de polifenoles a través del uso de diferentes materiales vegetales, tal es el caso de
Limnophila aromatica (Diem et al., 2014), Euterpe edulis M. (Silva et al., 2017), Ocimum basilicum
L. (Zlotek et al., 2016), Castanea sativa Mill. (Vella et al., 2017), Physalis peruviana L. (Torres-
Ossanddn et al., 2018), entre otros. En ellos se corrobora que los polifenoles extraidos de diferentes
fuentes naturales presentan una elevada capacidad antioxidante, puesto que, previenen la formacion de
radicales libres, y pueden ser utilizados en diferentes industrias como la alimenticia, farmacéutica,

quimicas y cosmética para el desarrollo de diferentes productos de interés (Tril et al., 2014).

1.1.6.3. Capacidad antiinflamatoria de polifenoles

Los polifenoles son capaces de inhibir el proceso inflamatorio, puesto que, intervienen en los sistemas
enzimaticos y de sefalizacién involucradas en la respuesta inflamatoria. Existen multiples
investigaciones que han estudiado la actividad antiinflamatoria de los polifenoles de origen natural a
través de ensayos in vivo e in vitro empleando especies vegetales como Antirhea borbénica (Veeren
et al., 2021), Curcuma longa (Sangiovanni & Dell’Agli, 2021), Matricaria chamomilla (Drummond
et al., 2012), Cydonia oblonga (Yahfoufi et al., 2018), Hibiscus sabdariffa L. (Kao et al., 2009), entre
otros. Estos estudios respaldan el potencial efecto antiinflamatorio de los polifenoles, pues se ha
comprobado satisfactoriamente que presentan la capacidad de modular la respuesta inmune, activar

factores de transcripcion que combaten la inflamacion y bloguear citocinas proinflamatorias.

1.1.7. Microencapsulacion

1.1.7.1. Generalidades

La microencapsulacion es una técnica que permite almacenar compuestos sensibles por medio de un
agente encapsulante que crea una barrera fisica que los recubre, reduciendo asi la reaccion con agentes
externos, permitiendo una liberacion controlada (Gaonkar et al., 2014). Se utiliza principalmente para

la proteccion de ingredientes activos, evitando su degradacion como resultado de la exposicion a
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factores ambientales como luz, agua, oxigeno y calor, ademas mejora la vida Util del material activo
(Ozkan et al., 2019).

La seleccidn del material de pared empleado en la microencapsulacion es de gran importancia, pues
determina la eficiencia de la encapsulacion y la estabilidad de las microcapsulas (Schoubben et al.,
2010). El material debe contar con una baja viscosidad en concentraciones mas altas, capacidad de
formacion de pelicula para la funcionalidad requerida, alta solubilidad y emulsién considerable
(Gharsallaoui et al., 2007). Los materiales de pared mas relevantes y comunes incluyen compuestos a
base de polisacéridos, gomas de polisacaridos naturales y compuestos a base de proteinas (Samborska
et al., 2021). Entre ellos se encuentra la maltodextrina que mejora el aroma, sabor y color de los
compuestos bioactivos aportando una mayor estabilidad (Xiao etal., 2022). Por lo tanto, la
microencapsulacién es una tecnologia prometedora aplicada en diversas industrias como la
farmacéutica, quimica, alimentaria, cosmética y agricola, garantizando efectos eficientes y seguros,
puesto que, permite la microencapsulacion de agentes bioldgicos, complementos alimenticios, enzimas

y antibiéticos (Tomaro-Duchesneau et al., 2013).

1.1.7.2. Microencapsulacién de secado por aspersién

El secado por aspersion consiste en atomizar el liquido a través de una corriente caliente de aire para la
obtencion de un polvo seco de pequefias particulas. Es decir que, se basa en la disolucién de un
compuesto bioactivo en una matriz polimérica, esta formulacion liquida es bombeada por medio de una
boquilla fina, produciendo la atomizacion en la camara de secado, donde se transforma en un spray de
gotas muy pequefias. El aire caliente que entra fluye alrededor de las gotas, ocasionando la evaporacion
del disolvente de forma rapida y dando como resultado la formacion de microparticulas solidas (Pifidn-
Balderrama et al., 2020). Este proceso consta de diversas etapas que incluyen: la alimentacion del
flujo, secado del medio, formacion de particulas, y, finalmente, la separacion del producto del aire de
secado. Las caracteristicas del producto obtenido van a depender de forma directa de todas las etapas,

incluyendo las condiciones de operacion (Mohammed et al., 2020).

Este método presenta ventajas como una produccién a gran escala con bajos costos, simplicidad,
reproducibilidad, alta velocidad, adaptabilidad de las condiciones de operacion y la disponibilidad a
escala industrial y de laboratorio (Baltrusch et al., 2022). Debido al posible deterioro de compuestos
extremadamente termosensibles, es esencial controlar la temperatura de entrada de aire (150 a 220 °C),
caudal, velocidad y temperatura del material de entrada, asi como enfriamiento luego de la evaporacion

de la capa liquida en la que la temperatura debe ser inferior a 100 °C (Zuidam & Shimoni, 2010).
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1.1.7.3. Microencapsulacion de compuestos polifendlicos

Los compuestos polifendlicos son inestables y de facil degradacion durante su almacenamiento y
procesamiento, debido a que son sustancias sensibles al calor y sus propiedades bioldgicas pueden
resultar afectadas por condiciones elevadas de temperatura. Por lo tanto, es necesario el uso de una
alternativa que brinde una solucién eficaz para mejorar su estabilidad y garantizar que su mecanismo
de accion sea efectivo. En este contexto, es posible aplicar la técnica de microencapsulacion de secado
por aspersion para dar solucidn a esta problematica, pues, ayuda a capturar los compuestos sélidos
protegiéndolos de factores externos que pueden degradarlos (Xu et al., 2019). Ademas, contribuye a
optimizar las propiedades bioadhesivas, que resultara en una mayor bioaccesibilidad al interactuar con
microparticulas de mayor tamafio (Shishir & Chen, 2017).

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

- Evaluar la capacidad antioxidante y antiinflamatoria de polifenoles microencapsulados

procedentes de los residuos de tamarindo (Tamarindus indica).

1.2.2.  Objetivos especificos

- Realizar la microencapsulacion de un extracto con polifenoles mediante secado por
aspersion.

- Analizar la actividad antioxidante in vitro de los compuestos polifendlicos
microencapsulados.

- Determinar el potencial antiinflamatorio in vitro de los compuestos polifenélicos

microencapsulados.
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1.3. Hipotesis

1.3.1. Hipdtesis nula

El extracto y microencapsulado con compuestos polifendlicos procedentes de los residuos

de tamarindo no presentan actividad antioxidante ni antiinflamatoria.

1.3.2. Hipdtesis alternativa

El extracto y microencapsulado con compuestos polifendlicos procedentes de los residuos

de tamarindo presentan actividad antioxidante y antiinflamatoria.

1.4.Variables

1.4.1. Variables independientes

En la Tabla 4 se establecen las variables independientes aplicadas en el proceso de extraccion de

polifenoles de T. indica.

Tabla 4.
Variables independientes en el proceso de extraccion.
Variables Niveles
Concentracion de etanol 30 %
50 %
70 %
Tiempo de extraccion 20 min
50 min
80 min

1.4.2. Variables dependientes
Concentracion de polifenoles, eficiencia de la microencapsulacion, porcentaje de inhibicion

del radical DPPH, porcentaje de inhibicion de la desnaturalizacion de albimina.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA

2.1. Materiales

El presente trabajo de titulacion fue de tipo experimental y se llevé a cabo en los laboratorios
académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad
Técnica de Ambato. En la Tabla 5, Tabla 6 y Tabla 7, se enlistan los reactivos, material fungible y

equipos que se utilizaron durante la investigacion.

2.1.1. Reactivos

Tabla 5.
Listado de reactivos de laboratorio para el proyecto de investigacion.
Reactivos Cantidad

Etanol (96 %) 4L
Carbonato de sodio (Na,CQs) 10¢g
Acido galico 59
Reactivo de Folin-Ciocalteu 10 mL
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) 1lg
Maltodextrina 100 g
Goma arabiga 100 g
Trolox (C14aH1804) 19
Tampon fosfato 100 mL
Diclofenaco sodico 150 mg
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2.1.2. Material fungible

Tabla 6.
Listado de material fungible para el proyecto de investigacion.
Material fungible Cantidad

Vasos de precipitacion (500 mL) 3u
Varilla de agitacion lu
Botellas &mbar (1000 mL) 2u
Probeta volumétrica (100 mL) lu
Tubos Eppendorf (1.5 mL) 6u
Tubos de centrifuga (45 mL) 6u
Tubos de ensayo (10 ml) 4u
Embudo de filtracion lu
Balones de aforo (100 mL) lu
TermoOmetro lu
Micropipeta (20-200; 1000 pL) lu
Puntas de micropipeta (20-200; 1000 L) 1 caja
Papel filtro 1 paquete
Papel aluminio 1 paquete
Bolsas Ziploc de aluminio 1 paquete

2.1.3. Equipos

Tabla 7.

Listado de equipos de laboratorio para el proyecto de investigacion.

Equipos Cantidad

Deshidratador por conveccién

Molino

Plancha de calentamiento (Corning G PC- 6200)

Balanza analitica (OHAUS Adventurer-Pro)

Balanza de humedad (KERN MLS 50-3)

Rotoevaporador (IKA HB10)

Incubadora

Mini Spray Dryer LabPlant (SD-Basic)

Espectrofotometro UV-VIS (Fisher scientific Accuskan Go)

N

N
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Centrifuga (Rotina 380) 1
Espectroscopio Infrarrojo Transformada Fourier (FTIR) 1
(Perkin Elmer Spectrum Two)

Refrigerador 1

2.2. Métodos

2.2.1. Obtencién y desinfeccién de la materia prima

Los residuos de tamarindo fueron obtenidos de la empresa Inalpev ubicada en la ciudad de Ambato,
provincia de Tungurahua. Los residuos se almacenaron en bolsas ziploc a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realiz6 un lavado minucioso con agua para la eliminacion de componentes
contaminantes y se separaron las semillas del resto de residuos, estas se conservaron en refrigeracion a
4 °C (Gaitonde & Ramesh, 2018).

2.2.2. Secado y pulverizado de los residuos de tamarindo

El proceso de secado se realiz6 por medio de un deshidratador durante un ciclo de 48 horas a una
temperatura de 50 °C para la eliminacién de la humedad existente en el material vegetal. A
continuacion, se trituraron los residuos secos por medio de un molino hasta obtener un polvo fino que

se almacend en bolsas ziploc para protegerlo de la humedad (Panicker & Sahu, 2021).

2.2.3. Obtencion del extracto vegetal

Para la obtencidn del extracto se emplearon soluciones acuosas de etanol a diferentes concentraciones
(%Vv/v): 30,50y 70. En este caso se utiliz6 una relacién 1:20, es decir, una parte de los residuos y veinte
partes de la solucion de etanol, por lo tanto, se pesaron 5 g del material vegetal en 100 mL de disolvente,
con una agitacion de 400 min? a la temperatura de 60 °C (Cardoso et al., 2016; Cvetanovi¢ et al.,
2020). Por medio de este procedimiento se evalud el rendimiento de la extraccion a diferentes tiempos:
20, 50 y 80 min, para cada una de las concentraciones. Los tratamientos aplicados se detallan en la
Tabla 8.
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Tabla 8.

Tratamientos de extraccion.

Interaccion Tratamiento
Al1B1 Relacion 1:20; etanol 30 %; 20 min
Al1B2 Relacion 1:20; etanol 30 %; 50 min
A1B3 Relacion 1:20; etanol 30 %; 80 min
A2B1 Relacion 1:20; etanol 50 %; 20 min
A2B2 Relacidn 1:20; etanol 50 %; 50 min
A2B3 Relacion 1:20; etanol 50 %; 80 min
A3B1 Relacion 1:20; etanol 70 %; 20 min
A3B2 Relacion 1:20; etanol 70 %; 50 min
A3B3 Relacion 1:20; etanol 70 %; 80 min

Nota: En la presente tabla se describen las condiciones aplicadas en cada uno de los tratamientos de

extraccion.

2.2.4. Célculo de solidos totales (SST) del extracto

Para la estimacion de los s6lidos totales que se encuentran en el extracto obtenido, se utiliz6 una balanza
de humedad, donde se colocaron 4,5 mL de cada extracto de los residuos del tamarindo por triplicado
y se recolectaron los valores proporcionados por la balanza (Torun et al., 2015). El célculo del
porcentaje de SST se determind por medio de la siguiente ecuacion:

% SST = 100 — % Humedad

2.2.5. Determinacion de los polifenoles totales (TPC)

El analisis del contenido de polifenoles totales (TPC) se llevd a cabo mediante el reactivo Folin-
Ciocalteu que se basa en la capacidad que presentan los compuestos fenolicos para reaccionar con
agentes oxidantes. En una placa de 96 pocillos se colocaron 130 L de agua destilada, 10 L del extracto
y 10 pL de la solucién Folin-Ciocalteu, luego se Ilevé incubacion en oscuridad por 6 min a temperatura
ambiente para que el reactivo actle de manera adecuada. Posteriormente, se afiadieron 100 pL de
carbonato de sodio y se colocd nuevamente en incubacion por 90 min. Después, por medio del
espectrofotometro se medio la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 765 nm. Se realizé
una curva de calibracion con &cido galico (50 a 500 mg/mL) para determinar el contenido de polifenoles
mediante la ecuacion de la recta proporcionada. Para el contenido de polifenoles totales se tomé en

cuenta la determinacion de sélidos totales de cada una de las muestras y se expreso en miligramos de
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acido galico equivalentes por gramo de material vegetal (mg GAE/g material vegetal) (Saravanan &
Parimelazhagan, 2014; Alara et al., 2020).

2.2.6. Microencapsulacion del extracto mediante secado por aspersion

Una vez establecido el extracto con un mayor contenido de polifenoles, se realizd una extraccion a
mayor escala, luego se concentrd la solucion por medio de un rotavapor a una temperatura de 70 °C a
230 min. El extracto concentrado de los residuos de tamarindo obtenido se almacené en un frasco

ambar en refrigeracion a 4 °C (Cvetanovi¢ et al., 2020).

Para el proceso de microencapsulacién se aplicd el método de secado por aspersion, para lo cual se
prepard una mezcla del extracto concentrado, maltodextrina como agente encapsulante y agua destilada,
se utilizé una proporcién de 20:80 de la solucion activa y el polimero, respectivamente. Luego, con
ayuda de una varilla se agit6 para disolver el polimero y obtener una mezcla homogénea. Seguidamente,
se encendio el equipo Mini Spray Dryer LabPlant (SD-Basic) y se coloco la mezcla que alimentd la
camara de secado, con un flujo de aire de 600 L/h, se configuro la temperatura de entrada (150 °C) y
salida (80 °C). Finalmente, el microencapsulado obtenido se almacend en bolsas herméticas a
temperatura ambiente (Baltrusch et al., 2022; Gbur et al., 2023).

2.2.7. Andlisis cualitativo de la eficiencia de la microencapsulacién

En esta seccion se determino la eficiencia de la microencapsulacién mediante espectroscopia infrarroja
(FTIR), se analizaron las muestras del microencapsulado obtenido, del extracto vegetal concentrado y
la matriz del polimérica de maltodextrina, para poder comparar los espectros obtenidos (Pashazadeh,
2021).

2.2.8. Determinacion cuantitativa de la eficiencia de la microencapsulacion

Para la determinacion de la eficiencia de la microencapsulacion de forma cuantitativa se tomaron en
cuenta los compuestos polifendlicos totales y los compuestos polifenolicos superficiales. En el caso de
los fenoles totales se realizdé una mezcla con una solucion de agua destilada y el microencapsulado,
mientras que, para los compuestos polifenolicos superficiales se preparé una solucion de etanol y el
microencapsulado luego se llevé a centrifugacion por 5 min a 3000 min? y se extrajo el sobrenadante.
Posteriormente, la cuantificacion de los polifenoles se realiz6 a través de la técnica de Folin Ciocalteu
(Baltrusch et al., 2022).
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La eficiencia de microencapsulacion (EM) se determind aplicando la siguiente ecuacion.

CFtotales - CFsuperficiales

% EM = x 100

CF, totales

Donde:
CF;oraies= CONcentracion de fenoles totales

CFsuperficiates= CONceNtracion de fenoles superficiales

2.2.9. Método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Para el andlisis de la capacidad antioxidante se utilizd el método de DPPH (2,2 difenil-1-picrihidracilo).
Se realiz6 una curva de calibracion de Trolox utilizando diferentes concentraciones de 50 a 500 umol/L.
Se prepar6 una solucion stock a una concentracion de 150 pumol/L de DPPH con 100 mL de metanol al
80 %. A continuacion, el proceso se desarrollé en una placa de 96 pocillos en la cual se coloco la
muestra con 180 uL de la solucion de DPPH y 20 pL de extracto en diluciones de 1:50, 1:100 y 1:500
con el objetivo de evaluar qué concentracién esta acorde a la curva de concentracion de Trolox. Para la
preparacion del blanco se afiadieron 180 pL de metanol-agua y 20 puL de agua destilada. Mientras que,
para el control se utilizaron 180 ul de DPPH y 20 uL de agua destilada. La placa terminada se agitd
durante 60 segundos y se llevo a incubacion a temperatura ambiente por 40 minutos. Posteriormente se
coloco la placa en el espectrofotometro para medir la absorbancia a 515 nm (Bobo-Garcia et al., 2015;

Sirivibulkovit et al., 2018). El porcentaje de inhibicion se determiné por medio de la siguiente férmula:

A —A
% Inhibicién DPPH = [1 — ( muestra b’“""")] x 100

Acontrol - Ablanco

Donde:
Apmuestrq= absorbancia de la muestra
Apranco= absorbancia del blanco

Acontroi= absorbancia del control

2.2.10. Desnaturalizacion de albdmina de huevo

En primer lugar, para obtener la ovoalblimina se extrajo la clara de un huevo y se mezcl6 con 100 mL

de agua destilada en un vaso de precipitacion. Posteriormente la muestra se llevé a centrifugacion a
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4000 min durante 10 min y se conservo el sobrenadante (Rajesh et al., 2019). Cabe recalcar que se
utiliz6 como control una solucion de diclofenaco sédico que corresponde a un farmaco antiinflamatorio.
Por lo tanto, se prepararon concentraciones de 100, 200, 500 y 1000 pg/mL del extracto, el
microencapsulado y del farmaco. Se mezclé en tubos de ensayo, 2 mL de la muestra (extracto o
diclofenaco sddico), 2,8 mL de tampdn fosfato PBS (pH 6,4) preparado previamente y 0,2 mL de
albimina de huevo. Se utiliz6 agua destilada como control. Se dejé reaccionar en incubacion durante
15 min a 37 °C. A continuacion, se indujo la desnaturalizacion de las muestras sometiéndolas a un bafio
térmico a una temperatura de 70 °C durante 10 min y se dejé enfriar por 15 min. Finalmente se midi6
la absorbancia a 660 nm (Nguyen, 2023).

Para calcular el porcentaje de la inhibicién de la desnaturalizacidn de la albimina se utiliz6 la siguiente

ecuacién descrita por Adekola et al., (2022).

ODZ - ODl

% Inhibicion = (1 — m

) X 100%

Donde:
0D, = absorbancia de la muestra antes de la desnaturalizacion
0D,= absorbancia de la muestra después de la desnaturalizacion

0D5= absorbancia del control después de la desnaturalizacion

2.2.11. Desnaturalizacion de albumina de suero bovino (BSA)

Se prepararon concentraciones de 100, 200, 500 y 1000 pg/mL del extracto, el microencapsulado y del
farmaco. Se mezcl6 en tubos de ensayo, 2 mL de la muestra (extracto o diclofenaco sodico), 0,05 mL
de tampdn fosfato PBS (pH 6,4) preparado previamente y 0,45 mL de albdmina bovina. Se utiliz6 agua
destilada como control. Se dejé reaccionar en incubacién durante 15 min a 37 °C. A continuacion, se
indujo la desnaturalizacion de las muestras sometiéndolas a un bafio térmico a una temperatura de
70 °C durante 5-10 min y se dej6 enfriar por 10 min. Finalmente se determind la absorbancia a 660 nm
(Varghese et al., 2024). EIl efecto protector de las muestras contra la desnaturalizacion de BSA se

presentd como porcentajes de inhibicion calculados mediante la siguiente férmula:

0D2 - 0D1

% Inhibiciéon = (1 - m

) X 100%

Donde:
0D, = absorbancia de la muestra antes de la desnaturalizacion
0D,= absorbancia de la muestra después de la desnaturalizacién

0D5= absorbancia del control después de la desnaturalizacién
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2.2.12. Andlisis estadistico de datos

Para el andlisis de los datos obtenidos sobre el proceso de extraccion se desarrollé un disefio
experimental 32, mediante el cual se estudiaron los efectos de las dos variables independientes aplicadas:
la concentracién del disolvente y el tiempo de extraccidn con tres niveles diferentes en cada uno de
ellos, sobre la variable de respuesta. De tal forma, fue posible determinar como afectan estos factores a
la variable dependiente correspondiente a la concentracién de compuestos polifendlicos presentes en el
extracto de los residuos de tamarindo. Para ello, se analizaron 9 tratamientos de extraccion y 9
repeticiones en cada caso. Se aplico un analisis ANOVA de los datos obtenidos, que permiti6 establecer
como influyen las variables independientes y sus interacciones, y si existen diferencias significativas
entre los tratamientos, demostrando asi, cuél de ellos resulta ser mas efectivo. Ademas, los resultados
fueron representados en un grafico de superficie de respuesta donde se detallan las condiciones éptimas
de extraccion. Para este andlisis se empled la version de prueba de 30 dias del programa estadistico
Statgraphics.
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CAPITULO II1.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

3.1.1. Determinacion cuantitativa de polifenoles

Durante el proceso de extraccion de polifenoles a partir de residuos agroindustriales de T. indica, se
realizaron diversos tratamientos para determinar las condiciones dptimas de extraccion. Se evaluaron
dos factores: la concentracion del disolvente y el tiempo de extraccion, manteniendo una proporcion de
1:20 de material vegetal. Mediante el disefio experimental aplicado, se cuantificé el contenido total de
polifenoles en mg equivalentes de acido galico por gramo de material seco (mg GAE/g de material

vegetal). La Tabla 9 indica la media del contenido de polifenoles para cada tratamiento.

Tabla 9.
Contenido polifendlico de cada tratamiento de extraccion.
Tratamiento Concentracion de Tiempo de extraccion TPC (mg GAE/g
etanol (% v/v) (min) material vegetal)
AlB1 30 20 430,31+ 19,34
Al1B2 30 50 44451 + 11,90
Al1B3 30 80 471,18 £ 24,49
A2B1 50 20 503,90 + 11,84
A2B2 50 50 463,82 + 20,86
A2B3 50 80 532,09 + 13,41
A3B1 70 20 509,59 + 18,05
A3B2 70 50 472,36 £ 18,71
A3B3 70 80 494,81+ 11,17

Nota: En esta tabla se presentan los promedios + desviacion estandar del contenido de polifenoles

totales (TPC) determinado en cada tratamiento a través del método de Folin-Ciocalteu.

De acuerdo con los resultados de la cuantificacién de compuestos polifendlicos, se obtuvieron valores
que oscilan entre 430,31 + 19,349 y 532,09 £ 13,411 mg GAE/g material vegetal. Estos valores pueden

compararse con estudios previos que indican rango de 222,16 mg GAE/g (Cvetanovic et al., 2020)
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hasta 742,919 + 50,360 mg GAE/g (Ha etal., 2022). Se considera que los estudios cualitativos y
cuantitativos de compuestos bioactivos empleando materiales vegetales dependen en gran medida del
método de extraccion seleccionado (Sasidharan et al., 2011). Los factores mas comunes que inciden
en los procesos de extraccion son las condiciones de temperatura, el disolvente y las propiedades de la
matriz vegetal. Por lo tanto, el contenido polifendlico total puede variar de acuerdo con el tipo de
disolvente utilizado, la concentracion y el residuo de tamarindo empleado. De igual manera, la cantidad
de polifenoles en T. indica puede cambiar ampliamente de acuerdo con la parte de la planta, las
condiciones ambientales y geogréficas. Por lo general, las semillas poseen un contenido polifenélico
mayor en comparacién con la pulpa. Adicionalmente, los factores agroecoldgicos tienen un impacto
significativo, debido a que el tamarindo cultivado en zonas mas calidas y secas tiende a tener una mayor

cantidad de polifenoles (Amararathna et al., 2015).

Los datos obtenidos fueron ingresados en el programa estadistico para su respectivo analisis. A
continuacion, en la Figura 3 se muestra el diagrama de Pareto donde se incluyen los efectos
estandarizados con base en los valores absolutos de la tabla ANOVA (Anexo 4).

Diagrama de Pareto Estandarizada para Concentracién Polifencles

T T T T T
A:Concentracién disolvente g +
EB |
= |
AB ‘
B:Tiempo
. . . . .

Efecto estandarizado

Figura 3. Diagrama de Pareto estandarizado de las variables de analisis.

Nota: En esta figura se presenta el efecto de los factores que influyen en el proceso de extraccion de
compuestos polifendlicos: la concentracion del disolvente y el tiempo. Donde AA y BB son las
interacciones de cada factor, mientras que AB corresponde a la interaccion entre estos dos factores.

Imagen obtenida de Statgraphics.

Se realiz6 una comparacion de los efectos desde el menor hasta el mayor rango de significancia, ademas,

se visualiza una linea azul de referencia para indicar los efectos que son estadisticamente significativos.
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De acuerdo con el diagrama, se infirid que tanto el tiempo de extraccion como la concentracion del
disolvente tienen un nivel elevado de importancia y, por lo tanto, la relacion entre ambos factores es
determinante en el contenido polifendlico. La significancia estadistica de las variables fue corroborada
por medio de los datos del P-value en la tabla ANOVA, pues se obtuvieron valores menores a 0,05, lo

gue indica que tienen influencia significativa para un nivel de confianza del 95,0 %.

En el proceso de extraccion y determinacién cuantitativa de los polifenoles se utiliz6 como disolvente
una mezcla de agua y etanol, en base al andlisis de los datos se establecioé que la variabilidad en las
concentraciones utilizadas afecta de forma significativa, obteniendo asi valores que sobrepasan los
500 mg GAE/ g material vegetal empleando una concentracion de etanol del 50 %. Referente a ello, en
un estudio donde se analiz6 el contenido polifendlico de extractos utilizando como disolventes etanol y
agua, se determin6é que el rendimiento de la extraccién tendié a aumentar con la polaridad del
disolvente. Los extractos acuosos presentaron mayores rendimientos, seguidos de los etanélicos, debido
a que el agua al ser méas polar que el etanol tiene la capacidad de formar puentes de hidrogeno fuertes
(Garmus et al., 2014).

Reforzando esta premisa, en el estudio de Riafio et al. (2020) se establecié que al utilizar agua como
disolvente se obtuvo una mejor cinética de extraccién, puesto que, se crea un medio con mayor
polaridad que facilita el proceso de extraccién de compuestos polifenélicos. Sin embargo, una mezcla
de agua y etanol en concentraciones no muy elevadas pueden solubilizar una mayor cantidad de
polifenoles. Por el contrario, si se utiliza una concentracion alta de etanol podria ocasionar la
desnaturalizacion de los compuestos bioactivos, impidiendo la disolucién de los polifenoles e
influyendo en la extraccion (Carciochi et al., 2018). En el mismo sentido, en la investigacion de Socaci
etal. (2018) se encontr6 que al aumentar la concentracion de etanol del 60 % al 68 %,
aproximadamente, el contenido polifendlico aumentd, mientras que, al exceder el 68 % en la

concentracion de etanol, desencadend en una disminucion gradual de la cantidad de polifenoles.

Para analizar los factores de la concentracion del disolvente y el tiempo de extraccion y determinar su
influencia en la obtencion de los polifenoles, se evaluaron diferentes componentes, y de esta manera se
logré obtener una respuesta optimizada, como se observa en la Tabla 10, donde se muestra la

combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza la concentracion de polifenoles.
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Tabla 10.
Optimizacion de respuesta para la concentracion de polifenoles.

Factor Bajo Alto Optimo
Concentracion de etanol 30,0 70,0 52,6
Tiempo de extraccion 20,0 80,0 80,0

Nota: La meta de este analisis es maximizar la concentracion de polifenoles, obteniendo un valor

optimo de 519,5 mg GAE/g material vegetal.

La influencia de los factores anteriormente mencionados también se puede observar en la Figura 4,
presentada a continuacidn, que corresponde al grafico de superficie de respuesta, el cual es utilizado
generalmente para demostrar la relacion entre una variable respuesta de interés y dos o més variables
independientes y de esta manera poder optimizar procesos o sistemas complejos. De tal manera, se
determind que las condiciones adecuadas para obtener un mayor contenido en la extraccion de

polifenoles de T. indica es durante 80 min a una concentracién de etanol del 53 % aproximadamente.

560
530}
500}
470}

440}

410

Concentracion Polifenoles

40

Concentracion disolvente

Figura 4. Superficie de respuesta estimada.
Nota: En esta figura se presenta la influencia de las variables de extraccidn, el tiempo y la concentracion
del disolvente con respecto a la concentracion de polifenoles en cada uno de los tratamientos para

optimizar el contenido polifendlico.

Es importante mencionar que, para comprobar los resultados proporcionados por el paquete estadistico
sobre la optimizacion del proceso, se realizd la determinacion del contenido de polifenoles totales a la

concentracién y tiempos establecidos (Tabla 11).
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Tabla 11.
Concentracion de polifenoles totales para el tratamiento 6ptimo.

Concentracion de etanol (%  Tiempo de extraccion (min) TPC (mg GAE/g material
VIv) vegetal)
53 80 516,521 + 11,30

El tiempo es un factor de gran relevancia que influye considerablemente en el proceso de extraccion de
polifenoles y su contenido total. Ademas, representa un pardmetro de interés que debe ser establecido
minuciosamente para minimizar los costos energéticos que requiere el proceso. En diferentes estudios
se ha demostrado que los tiempos de extraccién mas prolongados, por lo general, conducen a la
obtencién de un mayor rendimiento de polifenoles. La influencia negativa o positiva del tiempo
dependera también de la solubilidad del disolvente y la estabilidad que presente el compuesto de interés.

Este hecho resalta la importancia de optimizar el tiempo de extraccion (Jovanovi¢ et al., 2021).

En el estudio de DruBbzynska et al. (2024) se muestra la influencia de diferentes tiempos de
extraccion, obteniendo que los valores mas elevados de polifenoles se alcanzaron en 60 min, mientras
gue las concentraciones menores se obtuvieron en un tiempo de 20 min. Adicionalmente, Zargar et al.
(2017) mencionan que el aumento en la obtencion del contenido polifendlico corresponde a la capacidad
de liberacion de polifenoles hasta llegar al punto de ebullicién, mientras que la disminucion del
contenido polifenélico puede ser atribuido a la aplicacion de temperaturas elevadas, lo que desencadena
la degradacion de estos compuestos. También puede deberse a que las sustancias fendlicas presentan
una diferente solubilidad ocasionando que estos sean liberados de forma lenta durante el tiempo de

extraccion.

Por otro lado, la temperatura utilizada también influye en el proceso de extraccion, puesto que, varios
estudios han demostrado que a altas temperaturas los compuestos bioactivos se pueden degradar y
alterar su estructura, mientras que las temperaturas bajas contribuyen a conservarlos y retarda el proceso
de liberacion (Zakaria & Kamal, 2016). En el caso de este trabajo experimental se utiliz6 una
temperatura de 60 °C debido a que, comUnmente, en los procesos de extraccion se ha determinado un
mayor rendimiento de polifenoles al trabajar con un rango de temperatura de 50 °C a 70 °C (Antony &
Farid, 2022). De igual manera, se ha corroborado que el hecho de utilizar temperaturas superiores a
80 °C el rendimiento polifendlico tiende a disminuir, demostrando asi a sensibilidad al calor de estos

compuestos ocasionando reacciones de oxidacion en ciertos casos (Juhaimi et al., 2018).
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3.1.2. Microencapsulacion

En diferentes industrias farmacéuticas, cosméticas y de alimentos se ha aplicado la microencapsulacion
como un meétodo para proteger compuestos sensibles incorporando una sustancia de interés
(componente bioactivo) a un sistema de recubrimiento o material de pared (agente encapsulante) (De
Meneses Costa Ferreira et al., 2022). Por lo tanto, la microencapsulacion se ha convertido en una
alternativa prometedora que permite brindar una proteccion a los compuestos bioactivos de interés

como los polifenoles por medio del uso de una matriz polimérica (Otélora et al., 2022).

En la presente investigacion, el proceso de microencapsulacion se realizé mediante secado por aspersion
utilizando como agente encapsulante la maltodextrina. Esta técnica permite transformar una suspension
fluida en particulas secas mediante la atomizacion (Da Silva Junior et al., 2023). Se emple6 una mezcla
del extracto concentrado de polifenoles de T. indica, agua destilada y maltodextrina, ademas se
establecieron las condiciones de operacion necesarias en cuanto a las temperaturas de entrada y de salida
que fueron de 150 °C y 80 °C respectivamente, obteniendo asi las microesferas con el compuesto
bioactivo de interés en su interior. Mohammed et al. (2020) mencionan que la temperatura del aire de
entrada en este proceso, generalmente se encuentra en un rango de 150 a 200 °C produciendo una
evaporacion instantanea. Es importante considerar que las bajas temperaturas de entrada generan una
baja tasa de evaporacion lo que conlleva a la obtencién de microesferas con caracteristicas poco
deseadas como baja fluidez, densidad elevada, alto contenido de humedad y aglomeraciones. Este hecho
conduciria a la obtencion de un bajo porcentaje de eficiencia, pues las particulas presentarian facilidad
para adherirse a la pared interna de la camara de secado. Por el contrario, temperaturas de entrada de
aire demasiado elevadas ocasionan una vaporizacion extrema generando aberturas en las membranas

provocando una liberacion precoz de los compuestos y degradandolos (Gharsallaoui et al., 2007).

La eficiencia de la microencapsulacién es un aspecto importante a considerar, puesto que, evalGa la
cantidad de material que ha sido encapsulado de manera correcta y se encuentra dentro de las
microesferas, en comparacion con la cantidad total de material utilizado al inicio del proceso. Existen
varios factores que influyen directamente en la eficiencia de la microencapsulacion, entre ellos se
destacan los parametros del proceso de secado por aspersion donde se incluyen la temperatura de aire
de entrada y salida, las condiciones de humedad, las propiedades que presenta la emulsion de
alimentacion que debe permanecer estable todo el tiempo del procesamiento y las caracteristicas de los

materiales de pared y del nicleo (Mohammed et al., 2020).

Una vez obtenido el microencapsulado, es posible evaluar la eficiencia de la microencapsulacion a

través de varias técnicas, una de ellas es la Espectroscopia Infrarroja por la Transformada de Fourier
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(FT-IR) que se implementa cominmente en este tipo de procesos. Pues que, es un método donde se
emplea la Transformada de Fourier para la obtencion de espectros, los cuales corresponden a una
representacion grafica que se genera al registrar la cantidad de luz absorbida por una muestra en un
rango de frecuencias. Este espectro se considera Unico de cada muestra, por lo que es posible
identificarlo y caracterizarlo (Fadlelmoula et al., 2022). Ademés, FT-IR proporciona informacion
acerca de la estructura molecular o enlaces quimicos que conforman la muestra analizada por medio de

la determinacion de la absorbancia vibratoria de los grupos funcionales (Shi et al., 2010).

La técnica de Espectroscopia Infrarroja por la Transformada de Fourier (FT-IR) ha sido ampliamente
utilizada por la comunidad cientifica, pues se ha convertido en una alternativa a otros métodos
tradicionales de mayor complejidad como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) que
requiere de una preparacion mas extensa de la muestra y un mayor tiempo de para analizarla, mientras
que FT-IR presenta facilidad para evaluar muestras tanto liquidas como sélidas, siendo una técnica
rapida que requiere de una minima cantidad de muestra y tiempo para su evaluacion (Popa et al., 2021).
Es por esta razdn, que en la presente investigacion experimental se realizé un andlisis de espectroscopia
infrarroja utilizando un Espectroscopio Infrarrojo (FTIR) Perkin Elmer para determinar de forma
cualitativa la eficiencia de la microencapsulacion. De tal manera, se evalu6 el extracto concentrado con
polifenoles de T. indica y la matriz polimérica empleada. Este analisis permitié comparar las bandas de
los espectros vy las frecuencias obtenidas en cada caso. En la Figura 5 se visualiza el espectro con las
longitudes de onda obtenidas para el extracto concentrado con polifenoles, de esta forma se identificaron

los grupos funcionales presentes y sus tipos de enlaces.
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Figura 5. Espectroscopia infrarroja del extracto concentrado con polifenoles de los residuos de

T. indica.



La banda presentada en uno de los picos adquiri6 un valor de frecuencia de 3315,30 cm™, esta se asocia
con la vibracion de estiramiento correspondiente al grupo hidroxilo (O—H) debido a que se halla dentro
del rango de 3600 — 3200 cm. Por otro lado, una de sus bandas obtuvo un valor de longitud de onda
de 1630,80 cm™, que se encuentra en el rango de 1800 — 1600 cm™, por lo tanto, se puede relacionar
con la presencia del grupo aromatico (C=C), teniendo en cuenta el estiramiento de estas bandas, se es
posible asociarlo principalmente con la presencia de compuestos fendlicos (Santos et al., 2019). Estos
valores fueron comparados con otra investigacion donde se realizd la evaluacién de compuestos
fenolicos en polvo de moringa por medio del FT-IR obteniendo picos alrededor de 3427 y 3317 cm™
que se relaciona la presencia del grupo funcional hidroxilo (O—H) y de 1613 cm™ correspondiente al
estiramiento (C=C), lo que confirma la presencia de compuestos fenolicos en las muestras analizadas,

debido a que se encuentran dentro de los rangos establecidos (Joshi et al., 2021).

Asimismo, se obtuvo el espectro del FT-IR correspondiente al microencapsulado con polifenoles de los

residuos de T. indica que se observa en la Figura 6.
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Figura 6. Espectroscopia infrarroja del microencapsulado con polifenoles de los residuos de T. indica.
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Al realizar una comparacion del espectro correspondiente al microencapsulado con el extracto
concentrado sin microencapsular de la Figura 5, se determin6 que tanto el extracto liquido como el
microencapsulado mostraron bandas relacionadas con la presencia de polifenoles. Esto se reflejo en los
picos que alcanzaron una longitud de onda alrededor de 1600 cm™ lo que se debe a la vibracién del
grupo funcional C=C producido por el estiramiento del anillo aromatico fendlico (Escobar-Avello
etal., 2021).

En la Figura 7, presentada a continuacion, se detallan las longitudes de onda que corresponden al

espectro obtenido para la matriz polimérica empleada.
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Figura 7. Espectroscopia infrarroja de la matriz polimérica (maltodextrina).

Con respecto al grafico del espectro del polimero que se observa en la Figura 7, se obtuvieron valores
de frecuencias caracteristicos de 3317,90 cm* (estiramiento del grupo hidroxilo O-H), 2925,43 cm™
(estiramiento del grupo carboxilo C-H) y 1641,20 cm* (estiramiento del grupo carbonilo C=0). Estos
valores se compararon con los resultados obtenidos por Tatasciore et al. (2024), donde se determinaron
picos con frecuencias de 3320 cm?, 2925 cm y 1644 cm, respectivamente. Estos resultados son muy

similares a los obtenidos en la presente investigacion.
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La eficiencia cualitativa del proceso de microencapsulacion se determind mediante la comparacion de
los espectros obtenidos. Mediante este andlisis se obtuvo que el espectro correspondiente al
microencapsulado de la Figura 6 se encuentra mas cercano y similar al del polimero empleado en la
Figura 7, a diferencia del extracto concentrado, con el cual se identifica una diferencia entre bandas.
Esto se produjo debido a que los compuestos bioactivos han sido recubiertos con el polimero durante

el proceso de microencapsulacion.

Por lo tanto, al comparar de mejor manera en la Figura 8, donde se presentan las bandas obtenidas para
el extracto concentrado, la maltodextrina y el microencapsulado es posible observar que existen picos
similares en el caso de la matriz polimérica y del microencapsulado, lo que demuestra de
microencapsulacion se ha llevado a acabo de forma correcta. De igual manera, las semejanzas entre
estos espectros son producidas por los compuestos polifendlicos residuales que se hallan en la superficie
de las microesferas (Lopez Hernandez et al., 2022).

1015
100

%T

75

TH

piom 3500 3000 2500 2000 1500 1000 550
cm-1

Maltodextrina 15-7 Sample 221 By Administrator Date viernes, julio 15 2022

Exto Tamarindo Muestra 408 Por Administrator Fecha lunes, mayo 06 2024

ME Exto R Tamarindo  Muestra 410 Por Administrator Fecha lunes, mayo 06 2024

Figura 8. Espectroscopia infrarroja de la comparacion del extracto concentrado con polifenoles de los

residuos de T. indica (rojo), el microencapsulado (azul) y la matriz polimérica (negro).
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La eficiencia de la microencapsulacion también se determind de forma cuantitativa a través del método
de Folin-Ciocalteu, obteniendo los valores presentados en la Tabla 12 donde se observan los resultados
del contenido de polifenoles en el microencapsulado disuelto con agua y con etanol.

Tabla 12.
Eficiencia de la microencapsulacién.
Muestra Concentraciones (mg Eficiencia
GAE/ L) (%)
Microencapsulado + agua 92.496 £ 0.824 87.066 £ 0,699
Microencapsulado + etanol 11.966 + 0.715

Como resultado de la eficiencia de la microencapsulacion, se aprecia en la Tabla 12 que la concentracion
de polifenoles en el microencapsulado con agua fue de 92,496 + 0,824 mg GAE/ L, mientras que, para
el microencapsulado con etanol el valor determinado fue de 11,966 + 0,715 mg GAE/ L. La diferencia
entre estos valores radica en que el polimero utilizado, es decir, la maltodextrina, es soluble en agua
permitiendo que se liberen los compuestos polifendlicos, obteniendo asi un valor mayor, mientras que,
tiene una minima capacidad para disolverse en etanol, recubriendo la pared de las microesferas
(Alpizar-Reyes et al., 2022). De esta manera fue posible determinar de forma cuantitativa la eficiencia

de la microencapsulacion.

El porcentaje de eficiencia de la microencapsulacion determinado fue del 87,066 + 0,699 % empleando
como agente encapsulante la maltodextrina, el cual es un valor que se encuentra dentro del rango
establecido para la eficiencia de la microencapsulacion que va del 70 al 90 % (Tolun et al., 2016). En
la investigacion de Mohammed et al. (2020) se destacan los beneficios de la maltodextrina como un
material de pared, debido a que mejora la estabilidad del encapsulado, proporciona una barrera fuerte
evitando la oxidacion de los componentes bioactivos y previene su degradacion por la accion de factores

externos como la humedad.

Previamente se han desarrollado diferentes metodologias para la microencapsulacion de polifenoles del
tamarindo. De acuerdo con la investigacion de Alpizar-Reyes et al. (2022) se realiz6 el proceso de
microencapsulacién mediante secado por aspersion utilizando el mucilago de la semilla de tamarindo y
aceite de sésamo, utilizando como encapsulante maltodextrina, obteniendo una eficiencia del 81,22 %.
Por otro lado, en el estudio de Bhusari et al. (2014) se emple6 la pulpa del tamarindo y se realizaron

diferentes ensayos utilizando como materiales de revestimiento maltodextrina, goma arabiga y

33



concentrado de proteina de suero a diferentes concentraciones, lo que proporcion como resultado una
eficiencia que oscil6 entre 68,08 %y 79,63 %. Por otro lado, se obtuvo un valor similar en la eficiencia
de la microencapsulacion de polifenoles de Vaccinium, de igual manera se usé maltodextrina como
agente encapsulante y los porcentajes de eficiencia se encontraron entre 79 %y 81 % (Stefanescu et al.,
2022).

3.1.3. Evaluacion de la capacidad antioxidante

Se considera que los compuestos polifendlicos presentan una fuerte capacidad antioxidante debido a
que permiten neutralizar los radicales libres mediante la donacién de un electrén o de un atomo de
hidrégeno (Yang et al., 2020). Los antioxidantes pueden eliminar los radicales libres como el DPPH
mediante tres diferentes mecanismos: el primero se refiere a la transferencia de atomos de hidrégeno
en un solo paso (HAT) donde se dona un dtomo de hidrégeno por parte del antioxidante al radical libre;
el segundo consiste en transferir un solo electron seguido de la transferencia de protones (SET-PT) y el
tercero consiste en la trasferencia de forma secuencial de electrones con pérdida de protones (Craft

etal., 2012).

Los polifenoles acttan suprimiendo la produccion de radicales libres, lo cual se logra al inhibir la
formacion o desactivar las especies reactivas de oxigeno y precursores de los radicales libres,
disminuyendo asi el margen de oxidacién (Tsao, 2010). Cabe destacar que la capacidad antioxidante
de los polifenoles es conferida por las estructuras moleculares que posee, dependiendo del nimero y la
posicién de los grupos hidroxilo, asi como la naturaleza de las sustituciones de los anillos aromaéticos.
El sistema altamente conjugado y algunos patrones de hidroxilacién, como el grupo denominado 3-
hidroxi que se encuentra en ciertos polifenoles, son considerados relevantes en la actividad antioxidante.
Generalmente, intervienen captando los radicales directos provenientes de las reacciones en cadena de
peroxidacion lipidica. Los rompedores de cadenas donan un electrén al radical libre, consiguiendo
neutralizar los radicales y transformandose ellos mismos en radicales estables, es decir, menos

reactivos, lo que permite detener las reacciones en cadena (Yamauchi et al., 2024).

En la presente investigacion se realiz6 el analisis de la capacidad antioxidante in vitro mediante el
método de DPPH, tanto para el extracto concentrado con polifenoles de tamarindo como para el
microencapsulado. En la Tabla 13 se detallan los resultados obtenidos expresados como porcentaje de
inhibicion del radical DPPH.
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Tabla 13.
Resultados obtenidos en la evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro.

Muestra % de Inhibicion Concentracion
(umol Equivalente Trolox/L)

Extracto 80,085 + 0,262 472,671+ 1,707

Microencapsulado 48,916 + 0,880 269,484 + 5,735

Nota: En esta tabla se muestran los porcentajes de inhibicion utilizando el método de DPPH, para el

extracto y el microencapsulado de tamarindo.

En la Tabla 13 se aprecia que el porcentaje correspondiente al microencapsulado de T. indica es de
48,916 + 0,880 % equivalente a 269,484 £ 5,735 umol Trolox/L, el cual es menor al porcentaje obtenido
del extracto. Sin embargo, se debe considerar que el porcentaje de carga de polifenoles utilizado para
la microencapsulacién fue del 20 %, lo que indica que estd demostrando mayor actividad en
comparacion con el extracto. Estableciendo una relacion con el porcentaje obtenido del extracto
concentrado, se esperaba que el microencapsulado presentara un valor de 16,01 % de inhibicién del
radical, sin embargo, el valor obtenido fue de 48,916 + 0,880 %, es decir, que el proceso de
microencapsulacion increment6 la actividad antioxidante esperada. Es importante mencionar que la
microencapsulacion de compuestos polifenélicos se considera como una mejor opcion a largo plazo,
pues permite conservar estos compuestos bioactivos, generando una mayor estabilidad y ayudando a
conservar su calidad funcional. Ademas, contribuye a incrementar la vida Gtil de los compuestos

microencapsulados en condiciones adecuadas de almacenamiento (Bellucci et al., 2022).

El porcentaje de inhibicion obtenido para el extracto concentrado fue de 80,085 + 0,262 % equivalente
a472,671+ 1,707 umol Trolox/L, es posible comparar este resultado con la investigacion realizada por
Bayoi et al. (2021), en la cual se evaluaron diferentes extractos de hoja de tamarindo, obteniendo un
porcentaje de inhibicién del radical DPPH de 41,4 + 0,01%. En este caso, el porcentaje de inhibicion es
menor al porcentaje obtenido en el presente estudio, este hecho puede ser atribuido a las condiciones
empleadas para la extraccion. De tal manera que, al realizar el método de DPPH se identificé el cambio
de coloracion morada a amarilla, producido por los compuestos polifendlicos que se hayan en el
tamarindo, los cuales actian como agentes reductores de este radical, proporcionando electrones que lo

neutralizan (Munteanu & Apetrei, 2021).

El agente encapsulante utilizado para la microencapsulacion es un factor relevante que influye en la
actividad antioxidante, debido a que les permite estabilizar los compuestos bioactivos, reduciendo la

susceptibilidad a reacciones de oxidacion que podrian desencadenar la reduccién de la capacidad
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antioxidante (Hussain et al., 2018). En el anélisis de De Meneses Costa Ferreira et al. (2022) se
microencapsularon extractos con compuestos fendlicos del coproducto de almendras de tucuma
(Astrocaryum vulgare Mart) mediante secado por aspersion, utilizando maltodextrina, donde se obtuvo
como resultado un porcentaje de inhibicion del 40,14 + 0,31 % para el extracto crudo y 61,87 + 1,25 %
en el microencapsulado, concluyendo asi que la maltodextrina como agente encapsulante brindd
proteccién a los compuestos fendlicos propensos a degradarse y mantuvo la actividad bioldgica.
Mientras mayor sea la proporcion del grupo hidroxilo en la muestra analizada con la capacidad de donar
hidrégeno, su capacidad antioxidante serd mayor. En este sentido, es importante mencionar que una
proporcion adecuada del agente encapsulante permite minimizar el contenido de polifenoles presentes

en la superficie de las microesferas, aumentando la estabilidad de estas (Medfai et al., 2023).

3.1.4. Evaluacién de la capacidad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria in vitro se determind por medio del ensayo de inhibicion de la
desnaturalizacién de proteinas que presentan tanto el microencapsulado como el extracto concentrado
de tamarindo, utilizando como control, el diclofenaco sédico que es un farmaco antinflamatorio
estandarizado. Este andlisis se realiz6 empleando albumina de huevo y también alblmina de suero
bovino (BSA). En las Tabla 14 y Tabla 15 se aprecian los resultados obtenidos para este método,
expresados como porcentaje de inhibicion de la desnaturalizacion de albumina de huevo y de albimina

se suero bovino.

Tabla 14.
Actividad antiinflamatoria empleando albimina de huevo.
% de Inhibicion

Concentracion

(ng/mL) Diclofenaco sodico Extracto Microencapsulado
1000 96,889 ¢ + 1,03 68,723% + 1,11 56,355% + 0,49
500 72,928 %+ 0,64 39,3267 + 1,54 30,491% + 0,84
200 52,173 + 1,46 27,553¢ + 1,87 19,304¢ + 0,95
100 32,4084 +0,72 15,8914 + 1,48 11,4584 + 0,44

Nota: Se presentan los resultados del extracto concentrado y microencapsulado de los residuos de T.
indica, asi como del farmaco estdndar. Los valores reportados corresponden a los promedios + la
desviacion estandar, * ® ¢ 9 Valores con letras diferentes presentan diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes concentraciones empleadas sobre la actividad antiinflamatoria,

trabajando a un nivel de confianza del 95 % (p < 0,05).
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Tabla 15.
Actividad antiinflamatoria utilizando albdmina de suero bovino (BSA).

Concentracion % de Inhibicion
(ng/mL) Diclofenaco sédico Extracto Microencapsulado
1000 92,114% + 0,75 63,6724 +£0,31 51,616% £ 0,93
500 69,2337 +1,31 36,2722 £ 0,25 23,6382 £ 0,72
200 47,195¢ £ 0,57 23,345¢ £ 0,27 16,145+ 0,76
100 28,307% + 0,48 11,7084 £ 0,52 6,354 4+ 0,56

Nota: Se presentan los resultados del extracto concentrado y microencapsulado de los residuos de T.
indica, asi como del farmaco estandar. Los valores reportados corresponden a los promedios + la
desviacion estandar. * ® © 9 Valores con letras diferentes presentan diferencias estadisticamente
significativas entre las diferentes concentraciones empleadas sobre la actividad antiinflamatoria,
trabajando a un nivel de confianza del 95 % (p < 0,05).

Por medio de la metodologia aplicada para ambos casos se determiné la capacidad que presentan el
extracto y el microencapsulado provenientes de los residuos del tamarindo para inhibir la
desnaturalizacién de los dos tipos de proteinas utilizando temperaturas elevadas que simulan
condiciones de estrés. De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 14 y Tabla 15 se observo
gue existe una actividad antiinflamatoria para cada una de las concentraciones analizadas (100, 200,
500 y 1000 pg/ml). Los resultados evidencian que el diclofenaco alcanzé el porcentaje mayor en
comparacion con el extracto y el microencapsulado, debido a que se trata de un antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) que ha sido ampliamente utilizado y su mecanismo de accion se encuentra bien
establecido, por lo tanto, fue posible comparar la eficacia de los polifenoles de los residuos de T. indica

empleando este estandar de referencia como control positivo (Ahmed et al., 2020).

Los porcentajes maximos de inhibicion de la desnaturalizacion para la albimina de huevo (Tabla 14)
fueron obtenidos a una concentracion de 1000 pg/ml, para el extracto concentrado el valor fue de
68,723 £ 1,11 %y para el microencapsulado fue de 56,355 + 0,49 %, mientras que el diclofenaco sédico
presentd un porcentaje mas elevado de 96,889 + 1,03 %. De igual manera, en el caso de la
desnaturalizacion de la albimina de suero bovino (Tabla 15), los porcentajes de inhibicién més altos se
obtuvieron a la concentracion de 1000 pg/ml, para el extracto concentrado la inhibicion fue de
63,672 £ 0,31%, para el microencapsulado fue de 51,616 + 0,93 % y para el diclofenaco sddico fue de
92,114 £ 0,75 %. Al analizar estos datos, es posible apreciar que el porcentaje de inhibicion es
directamente proporcional a la concentracion utilizada, puesto que, al aumentar la concentracion,
aumenta el porcentaje. Es preciso mencionar que la diferencia obtenida entre los porcentajes de

inhibicion de la proteina, entre el extracto y el microencapsulado, se debe a que se ha utilizado un 20 %
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de carga de polifenoles, lo que sugiere que el microencapsulado presenta una actividad antiinflamatoria
mayor en contraste con el extracto. Con base en lo expuesto anteriormente, estos valores indican que
tanto el extracto concentrado con polifenoles procedentes de los residuos del tamarindo como el
microencapsulado presentan capacidad antinflamatoria, destacando la técnica de microencapsulacion,
pues resulta efectiva a largo plazo, favorece la biodisponibilidad y la conservacién de los compuestos

bioactivos (Lescano et al., 2015).

La desnaturalizacion de las proteinas de la albumina de huevo y de la albimina de suero bovino es un
proceso en el cual la estructura tridimensional sufre una alteracion debido a la accion de factores
externos como temperaturas altas, cambios en el pH o la adicién de agentes quimicos como una base o
acido fuerte, ocasionando la ruptura de los enlaces débiles que mantienen estas estructuras
(Kumarasinghe et al., 2018). Al inducir un cambio elevado de temperatura en las muestras, se produjo
la ruptura de los enlaces no covalentes correspondientes a los puentes de hidrégeno e interacciones
hidrofdbicas. A su vez, este hecho ocasiona que se vea afectada la estructura inicial de la proteina
convirtiéndola en insoluble, lo cual se evidencié en la coagulacion de la proteina (Madhuranga &
Samarakoon, 2023).

La capacidad antiinflamatoria de T. indica puede ser atribuida a los polifenoles como los flavonoides y
taninos. Los flavonoides identificados incluyen catequinas, luteolina y procianidinas. Estos compuestos
son capaces de disminuir las reacciones inflamatorias, puesto que, inhiben la enzima 5-lipoxigenasa, la
cual es fundamental para suprimir la biosintesis de leucotrienos que amplifican y prologan la respuesta
inflamatoria (Komakech et al., 2019). De igual manera, los taninos han demostrado una potente
capacidad para inhibir la produccién o la accion de mediadores proinflamatorios, mediante la supresion

de vias de sefializacién y proteinas quinasas activadas por mitdgenos (Park et al., 2013).

En este trabajo de investigacion se aplicaron dos métodos para determinar la capacidad antiinflamatoria
con la finalidad de obtener resultados mas robustos, pues la ovoalbimina proveniente de la albimina
de huevo puede presentar una estructura inicial con mayor susceptibilidad a sufrir desnaturalizacion
més facilmente en determinadas condiciones, lo que podria desencadenar en la obtencion de un
porcentaje mayor de inhibicion (Chaiya et al., 2022). Esto se ve reflejado en los resultados obtenidos,
pues estos varian entre un 3 % a 7 % mas con respecto a los obtenidos por la desnaturalizacion de la
albUmina de suero bovino. Mientras que, la BSA al ser un reactivo estandarizado, posee una estructura
bien definida y caracterizada, ademas, sus funciones son ampliamente conocidas, lo que permite que

los resultados obtenidos puedan ser reproducibles y comparables. Sin embargo, gracias a su gran
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estabilidad podria requerir condiciones mas severas que puedan provocar su desnaturalizacion
(Belahcene et al., 2023).

Es importante destacar que la actividad antiinflamatoria también se encuentra relacionada de manera
directa con la actividad antioxidante, pues el estrés oxidativo es capaz de producir respuestas
inflamatorias. Se ha demostrado que los polifenoles pueden disminuir la inflamacion, debido a que
tienen la capacidad de neutralizar las especies reactivas de oxigeno y los radicales libres debido a la
actividad antioxidante que presentan (Goryanin et al., 2022). Este hecho se comprobd en la presente
investigacion donde se determind que tanto el extracto concentrado como el microencapsulado
presentan una mayor capacidad antioxidante lo que y se evidencio el potencial antiinflamatorio en cada
una de las concentraciones evaluadas. Por otro lado, en el estudio desarrollado por Aly et al., (2022),
se analizo la actividad antiinflamatoria de diferentes partes de la planta de T. indica como corteza, hojas,
semillas y frutos, obteniendo un porcentaje de inhibicién de 53,97 + 5,89 %, el cual es un valor similar
al obtenido en la presente investigacion. Este resultado refuerza la premisa de que los residuos
provenientes de diferentes partes del tamarindo pueden ser aprovechados en beneficio de la salud
humana en lugar de ser descartados.

3.2. Verificacion de Hipdtesis

Ho # 0 Se rechaza la hipdtesis nula.

Ha = 0 Se acepta la hipétesis alternativa y se concluye que el extracto y microencapsulado con
compuestos polifendlicos procedentes de los residuos de tamarindo presentan actividad antioxidante y

antiinflamatoria.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

e El extracto concentrado con compuestos polifendlicos y el microencapsulado obtenidos a partir
de los residuos de T. indica muestran porcentajes significativos en cuanto a su actividad
antioxidante y antinflamatoria. Los valores de inhibicion obtenidos fueron ligeramente
superiores en comparacién con estudios similares. La microencapsulacion demostré ser
eficiente, preservando los compuestos bioactivos de interés, y aumentando la actividad
antioxidante y antiinflamatoria, de tal manera, esta técnica presenta un gran potencial para ser
aplicada en el desarrollo de productos en las industrias farmacéutica y alimentaria, ofreciendo
una alternativa valiosa para el aprovechamiento de desechos agroindustriales.

e Se evaluo la influencia de las variables independientes, tanto la concentracién del disolvente
como el tiempo de extraccion sobre la variable de respuesta correspondiente al contenido total
de polifenoles, obteniendo que ambos factores presentan un nivel elevado de significancia vy,
por lo tanto, son determinantes en el proceso de extraccion de estos compuestos. Las
condiciones Optimas para la extraccion se establecieron en un tiempo de 80 minutos y una
concentracién del disolvente del 53 %. La eficiencia de la microencapsulacion se demostro
cualitativa y cuantitativamente a través de FT-IR, identificando los espectros de las bandas para
el extracto, el microencapsulado y la matriz polimérica, presentando una eficiencia de la
microencapsulacion de 87,066 + 0,699 %.

e El extracto concentrado con polifenoles y el microencapsulado demostraron un significativo
porcentaje de inhibicion del radical DPPH, indicando un amplio potencial antioxidante. EI uso
de la maltodextrina como agente encapsulante durante el proceso de microencapsulacion
aument6 la actividad antioxidante. Es importante destacar que la microencapsulacion
representa una alternativa viable a largo plazo para conservar la actividad biol6gica y
estabilidad de los compuestos bioactivos.

e Sedetermind la actividad antiinflamatoria del extracto concentrado y del microencapsulado de
T. indica mediante su capacidad para inhibir la desnaturalizacion de la albiumina de huevo y la
albimina de suero bovino (BSA), utilizando diclofenaco sddico como control. El extracto
mostrd un porcentaje de inhibicion de la desnaturalizacion de albdmina de huevo del 68,72 %
y el microencapsulado del 56,35 % a una concentracion de 1000 pg/mL. En el caso de la BSA,
los porcentajes de inhibicion fueron del 63,67 % para el extracto y del 51,61 % para el
microencapsulado. La comparacion entre estos dos métodos proporciond resultados mas
robustos, demostrando la eficacia antiinflamatoria tanto del extracto como del

microencapsulado.
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4.2. Recomendaciones

e Comparar la influencia de factores como la relacion del material vegetal y el tipo de disolvente
utilizado en el proceso de extraccién de polifenoles.

e Evaluar la actividad antioxidante por medio de técnicas como ABTS y FRAP que permitan
establecer si existen diferencias con los porcentajes de inhibicion obtenidos.

o Realizar el proceso de microencapsulado utilizando diferentes agentes encapsulantes, tanto
naturales como sintéticos, para analizar como influyen en la eficiencia del proceso.

e Analizar la capacidad antiinflamatoria del extracto y del microencapsulado mediante el uso de
ensayos in vivo que contribuyan con la obtencién de resultados robustos y de relevancia para el
desarrollo de productos con posibles aplicaciones terapéuticas.

e Establecer el tiempo de vida util y la estabilidad del microencapsulado con la finalidad de

garantizar la conservacion de sus propiedades y caracteristicas durante su almacenamiento.
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ANEXOS

Anexo 1.

Porcentaje de solidos totales en cada uno de los extractos.

Tratamiento % Humedad % Solidos totales
AlB1 98,523 1,477
AlB2 98,613 1,387
A1B3 98,833 1,167
A2B1 98,607 1,393
A2B2 98,630 1,370
A2B3 98,770 1,230
A3B1 98,417 1,583
A3B2 98,473 1,527
A3B3 98,523 1,477

Nota: Los datos corresponden al porcentaje de humedad y sélidos totales de cada uno de los

tratamientos, colocando 4.5 mL de muestra en la balanza de humedad.
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Anexo 2.

Compuestos polifendlicos totales de cada tratamiento de extraccion.

Nivel Concentracion etanol  Tiempo Concentracion de polifenoles
(%) (min)  (mg GAE/g material vegetal)
1 50 80 516,61
1 30 20 410,96
1 70 20 491,55
1 50 20 497,06
1 50 50 442,96
1 30 80 446,69
1 70 50 453,65
1 30 50 437,64
1 70 80 488,36
2 50 80 539,84
2 30 20 430,31
2 70 20 509,59
2 50 20 497,06
2 50 50 463,82
2 30 80 471,18
2 70 50 472,36
2 30 50 437,64
2 70 80 488,36
3 50 80 539,84
3 30 20 449,66
3 70 20 527,64
3 50 20 517,57
3 50 50 484,67
3 30 80 495,67
3 70 50 491,08
3 30 50 458,24
3 70 80 507,71
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Anexo 3.

Curva estandar de acido gélico para la cuantificacion de polifenoles.

Curva de Calibracion de Polifenoles (765 nm)
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Anexo 4.
Analisis de Varianza para Concentracién de Polifenoles.
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon- Valor-
Cuadrados Medio F P
A: Concentracion 8550,4 1 8550,4 4950 0,0000
etanol
B: Tiempo de 147352 1 1473,52 8,53 0,0088
extraccion
AA 5213,05 1 5213,05 30,18 0,0000
AB 232297 1 232297 13,45 0,0016
BB 5430,84 1 5430,84 31,44  0,0000
Bloques 4588,99 2 2294 5 13,28  0,0002
Error total 3282,01 19 172,737
Total (corr.) 30861,8 26

R-cuadrada = 89,3655

porciento

Concentracion Polifenoles = 251,686 + 9,61822*Concentracion etanol - 1,8818*Tiempo -

0,0736903*Concentracion etanol"2 - 0,0231889*Concentracion etanol*Tiempo

0,0334284*Tiempo”2
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Anexo 5.
Curva estandar de acido gélico con etanol para establecer la eficiencia de la microencapsulacion.

Curva de calibracion de etanol con acido galico (765 nm)
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Anexo 6.
Curva estandar de 4cido galico con agua para establecer la eficiencia de la microencapsulacion.

Curva de calibracion de agua con acido galico (765 nm)
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Anexo 7.
Curva estandar de Trolox para evaluar la capacidad antioxidante.

Curva estandar de Trolox
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Anexo 8.

Proceso de microencapsulacion del extracto concentrado de T. indica.
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