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RESUMEN

Las hojas de guanabana y arandanos poseen metabolitos bioactivos de interés nutricional
que necesitan ser conservados para su uso terapéutico. En este estudio se evalud el efecto
de la microencapsulacion mediante secado por atomizacion de extracto de hojas de
Annona muricata “guandbana” y Vaccinium corymbosum ‘“‘ardndano azul” en el
contenido de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante. Para esto se analizaron las
hojas secas de ambos en términos de composicion proximal, compuestos fendlicos totales
y capacidad antioxidante. Se elaboraron 5 extractos acuosos con diferentes proporciones
de las hojas. Posteriormente se determind la combinacion Optima de los extractos
microencapsulados por atomizacion en funcién a la conservacion de la capacidad
antioxidante (método DPPF 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) y el contenido de
compuestos fenolicos (método de Folin-Ciocalteu). Finalmente se analiz6 el extracto
microencapsulado 6ptimo con el fin de cuantificar la presencia de compuestos fenolicos
y capacidad antioxidante. Las hojas de guanédbana presentaron un contenido inferior
(60,77 mg QE/g) de compuestos fendlicos en comparacion a las hojas de arandano (74,97
mg QE/g), sin embargo, la capacidad antioxidante fue superior en las hojas de guanabana
(22,33 mM TE/g). Asimismo, la combinacién de extractos con mayor capacidad
antioxidante y contenido de compuestos fendlicos fue la proporcion 70:30 (v/v), con
98,63 mM TE/g y 44,27 mg QE/g respectivamente. La microencapsulacion mediante
secado por atomizacion permitio conservar compuestos fitoquimicos presentes en ambos

extractos relacionados a beneficios para la salud.

Palabras clave: annona, antioxidante, compuestos fendlicos, vaccinium,

microencapsulacion.
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ABSTRACT

Soursop and blueberry leaves have bioactive metabolites of nutritional interest that need
to be preserved for therapeutic use. In this study, the effect of microencapsulation by
spray drying of Annona muricata “soursop” and Vaccinium corymbosum “blueberry” leaf
extract on the content of phenolic compounds and antioxidant capacity was evaluated.
For this, the dry leaves of both were analyzed in terms of proximal composition, total
phenolic compounds, and antioxidant capacity. Subsequently, the optimal combination
of the microencapsulated extracts by atomization was determined based on the
conservation of the antioxidant capacity and the content of phenolic compounds. Finally,
the optimal microencapsulated extract was analyzed to quantify the presence of phenolic
compounds and antioxidant capacity. Soursop leaves had a lower content (60.77 mg
QE/g) of phenolic compounds compared to blueberry leaves (74,97 mg QE/g), however
the antioxidant capacity was higher in soursop leaves (22,33 mM TE/ g). Likewise, the
combination of extracts with the highest antioxidant capacity and content of phenolic
compounds was 70:30 (v/v) with 98.63 mM TE/g and 44,27 mg QE/g respectively. Spray
drying microencapsulation allowed preserving phytochemical compounds present in both

extracts which are related to health benefits.

Keywords: annona, antioxidant, phenolic compounds, vaccinium, microencapsulation.
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I. INTRODUCCION

El desarrollo economico y la esperanza de vida de los seres humanos ha generado en la
poblacién una profunda preocupacion sobre la salud y la nutricién. La forma en que se
gestiona, administra y se valora su atencion médica, los conduce a buscar productos
beneficiosos, complementarios y/o alternativas para evitar el costo elevado de un
tratamiento de alta tecnologia que puede ser invasivo y toxico, es asi que hoy en dia existe
una demanda de productos nutracéuticos como una alternativa para disminuir el riesgo de
distintas enfermedades, estos productos se caracterizan por tener compuestos y

metabolitos con una actividad celular especifica que neutralizan el incremento de

El incremento de radicales libres en el organismo es un proceso conocido como estrés
oxidativo, se denomina asi al dafio que origina la pérdida del equilibrio entre moléculas
derivadas del oxigeno y el sistema de defensa antioxidante que poseen los seres vivos,
dicho mecanismo aumenta la inestabilidad celular y posee una estrecha relacion con el
desarrollo y evolucién de una gran variedad de procesos degenerativos, enfermedades y
sindromes. Los antioxidantes como las antocianinas son compuestos que disminuyen
dicho proceso centrado principalmente en disminuir y/o contrarrestarlas por medio de los
sistemas de defensa antioxidante que posee la célula generando estabilidad celular, dicha
antioxidante de un alimento es consecuencia de los compuestos fenolicos, estos
metabolitos provenientes de plantas participan en distintas reacciones metabodlicas

celulares durante los procesos de oxido-reduccion.

1
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Entre las fuentes vegetales naturales de compuestos fendlicos y alimentos ricos en
capacidad antioxidante se encuentran las hojas de arandano y guanabana; en la actualidad
se comercializan éstas ultimas debido a su comprobado efecto para prevenir
enfermedades como el cancer, disminuir el riesgo a accidentes cardiovasculares,
neutralizar radicales libres, reducir el colesterol e hipertension, prevenir la trombosis,

entre otros efectos (Lopez & Mach, 2012).

Un estudio realizado por Anuragi et al. (2016) determind que, para los pacientes con
algun padecimiento de los mencionados anteriormente, una alternativa natural es la
guanabana (Annona muricata), que ha demostrado en varios estudios presentar
(2014), propuso que los compuestos de la planta, especialmente las acetogeninas,
poseen propiedades antioxidantes, estos compuestos actilan especificamente contra
tumores, como en pacientes con cancer, y contribuyen al metabolismo de los glucosidos,

mejorando asi la sensibilidad a la insulina en pacientes diabéticos.

Asimismo, el arandano azul (Vaccinium corymbosum) es un fruto conocido por su
beneficio para la salud, alto valor nutricional y una buena calificacion sensorial; dicho
alimento se compone de dos grupos de compuestos fendlicos: flavonoides
(isoflavonoides, antocianidinas, flavanoles, flavonoles, flavanonas y flavonas), presentes
en recursos naturales como las frutas, hortalizas y otros alimentos, y no flavonoides que
cumplen funciones bioldgicas importantes como la capacidad de capturar radicales libres,
lo que les confiere propiedades antioxidantes. Ademas, se les atribuyen beneficios
antialérgicos, antiinflamatorios, preventivos contra el cancer y enfermedades

neurodegenerativas, asi como efectos positivos en la salud cardiovascular y el retraso del

2
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envejecimiento celular, favorecen la actividad cardiovascular, disminuyen la incidencia

de enfermedades alimentarias, entre otras propiedades (Chiorcea et al. 2020).

Actualmente se dispone de diversos métodos de conservacion de dichos compuestos, esto
con la finalidad de preservar su estabilidad y viabilidad frente a condiciones ambientales,
una de ella es la microencapsulacion. Esta técnica consiste en el atrapamiento selectivo
de uno o varios compuestos de interés dentro de una matriz polimérica dando como
resultado particulas de tamafo microscopico. Una vez que el principio activo es retenido,
permanece estable en el tiempo hasta su posterior liberacion a condiciones especificas y
controladas. La microencapsulacion puede realizarse a través de liofilizacion,

coacervacion, o secado por aspersion.

El proceso de secado por aspersion (o atomizacioén) se destaca por su capacidad para
producir microcapsulas esféricas de distribucion granulométrica estrecha, como lo sefiala
Goula & Adamopoulos (2004). Esta versatilidad, junto con los breves tiempos de
residencia y el efecto de enfriamiento por evaporacion, lo convierten en una herramienta
valiosa en la industria alimentaria y produccion de nutracéuticos. No obstante, la
temperatura empleada puede ocasionar la degradacion de metabolitos de interés en

diversos grados.

Por lo expuesto, esta investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de la
microencapsulacion mediante atomizacion en el contenido de compuesto fendlicos y

capacidad antioxidante del extracto de hojas de arandano azul y hojas de guanébana.

3
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II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

(Tropaeolum tuberosum) mediante secado por atomizacion utilizando maltodextrina
como agente encapsulante, dicho compuesto se utiliz6 al 5y 10% para dos evaluaciones
a diferentes temperaturas de entrada (120 °C y 160 °C) y velocidades de atomizacion de
30,000 rpm y 35,000 rpm respectivamente, se hallé 543,96 umol TE/g de polvo en el
extracto evaluado a 120 °C y 5 % de concentracion. Este estudio destaca la importancia
de optimizar las condiciones de procesamiento para preservar los compuestos bioactivos

de la mashua, un tubérculo andino con propiedades antioxidantes significativas.

eficaz para la conservacion de compuestos bioactivos; en dicho estudio, aplicado a
extracto de cascara de Ciriguela (Spondias purpurea L.) se utiliz6 maltodextrina como
agente encapsulante, logrando una eficiencia de 98,83 % y un contenido mas elevado de

compuestos fendlicos totales (476,82 mg GAE/g) en comparacion a la liofilizacion.

En un estudio realizado por Xu ef al. (2019) evaluaron la estabilidad de antocianinas de
arandanos microencapsuladas mediante secado por atomizacion. Encontrando que la
estabilidad térmica de las antocianinas que fueron sometidas a la microencapsulacion a
temperaturas mayores a los 100 °C presentaban menor capacidad antioxidante; asimismo,

recomendoé la B-ciclodextrina y la goma arabica como encapsulantes idoneos para este

compuesto.

4
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Un estudio realizado por Diaz ef al. (2017) tuvo como objetivo evaluar la estabilidad y
biodisponibilidad de los compuestos fendlicos encontrados en el extracto
microencapsulado de Pitahaya Amarilla en fase intestinal simulada, y concluyo que la
maltodextrina como agente encapsulante tiene mayor efectividad en la prolongacion de
la biodisponibilidad de biocomponentes (polifenoles y antioxidantes); asimismo, la
capacidad antioxidante se ve beneficiada debido a que este proceso garantiza la

disponibilidad de este compuesto en el intestino delgado.

acuosos de hojas de Morus alba L. a diferentes concentraciones mediante el ensayo 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), dicho estudio obtuvo valores entre 7,8 — 10,5 mMTE/g
hojas secas, lo cual evidencia que los extractos etandlicos al 60% son los Optimos.
Asimismo, en extracto acuoso se pudo evidenciar que la concentracion de material
encapsulante al 7,5 % (p/v) contiene mayor cantidad de flavonoides a diferencia de los

resultados obtenidos con concentraciones de 2,5y 5,0 % (p/v).

de Vaccinium spp. en distintas estaciones del afio 2017 utilizando el ensayo DPPH,
encontrando valores entre 23,2 — 124,8 mMTE siendo el Vaccinium ashei en la estacion
de invierno el de mayor capacidad antioxidante. Dicho estudio evidencia a la geografia y

la estacion de cosecha de las hojas como factores fundamentales de su composicion.

Un estudio realizado por Jordan (2019) determind al secado por atomizacion como la

técnica de secado mas eficaz para la encapsulacion de extracto de hojas de guandbana en

5
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comparacion con la liofilizacion; a 140 °C la solubilidad de las microcdpsulas aumentd y
la humedad disminuyo, ademas demostrd ser eficaz en la conservacion de anonacina,

compuesto activo relacionado con la apoptosis de células cancerosas pulmonares.

antioxidante del extracto acuoso de hojas de guanabana. Para ello, prepararon un extracto
acuoso y etandlico a partir de las hojas y evaluaron su capacidad antioxidante mediante
el ensayo DPPH. Los resultados obtenidos revelaron capacidad antioxidante del 94,93 +

0,40 %, superior al extracto etandlico (91,45 + 0,19).

corozo (Bactris guineensis) mediante secado por aspersion operado a una temperatura de
entrada de aire de 120 °C, una temperatura de salida de 80 °C y un caudal de aire de 10
mL/min. Se empleo acido citrico y maltodextrina como agente encapsulante obteniendo
asi 1,307 = 0,004 dicho proceso resultd eficaz para preservar las propiedades

antioxidantes y la estabilidad de las antocianinas del corozo.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Actividad antioxidante

en pequefias concentraciones, menores a los de la fraccion oxidable y que retrasa los
procesos oxidativos, se presentan en forma de enzimas (como el superdxido dismutasa o
la catalasa) o metabolitos secundarios (como los compuestos fenolicos). Esta diversidad

estructural les permite actuar en diferentes lugares y de diferentes maneras dentro del

6
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organismo. La capacidad antioxidante se mide indirectamente, esta se determina por los
efectos del compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion controlada; dicha muestra

oxidante se utiliza para valorar la actividad antioxidante.

El ser humano cuenta con un sistema antioxidante formado tanto por sustancias que
produce internamente como por los compuestos antioxidantes que obtiene a través de su
dieta. En este contexto, se pueden clasificar como antioxidantes endogenos aquellos
compuestos que la célula produce, y como antioxidantes exdgenos a las sustancias que se

ingieren mediante la alimentacion (Guija et al., 2015).

e Sistema antioxidante endégeno enzimatico

Los principales componentes de este sistema comprenden las siguientes enzimas:

El superoxido dismutasa (SOD) es una enzima encargada de convertir el anioén superoxido
(O2¢-) en peroxido de hidrogeno. Existen tres isoformas principales de esta enzima: la
SOD1 (Cu/Zn), que es la principal isoforma y actia en el citosol y en el espacio
intermembrana mitocondrial; la SOD2 (Mn), que tiene su funcién en la matriz
mitocondrial, reaccionando con el oxigeno, y la SOD3 (Cu/Zn), localizada en el liquido

extracelular (Seclén et al., 2006).

El glutation peroxidasa (GPX) es una enzima que ayuda a eliminar sustancias dafinas
como el peroxido de hidrogeno (H20:) y los hidroperoxidos, los cuales se producen
cuando las grasas se oxidan. Para funcionar correctamente, esta enzima necesita dos
elementos esenciales: el glutation (GSH) y el selenio. Existen diferentes tipos de GPX, y

el mas comun en el cuerpo es el llamado GPX1 (Hernandez, 2024).

7
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La tiorredoxina (TRX) es una enzima con actividad oxidorreductasa basada en grupos
tiol-disulfuro. Esta enzima puede reducir proteinas como el ribonucleétido reductasa y
diversas peroxidasas. Se presentan dos formas principales: la TRX1, que se ubica en el
citosol y también se encuentra en el espacio extracelular, y la TRX2, que esta localizada

en la mitocondria (Perez et al., 2013).

La peroxirredoxina (Prx) es una enzima antioxidante que cataliza la reduccion del
peroxido de hidroégeno y los hidroperoxidos, transformandolos en agua y alcohol,
respectivamente. Ademds, esta enzima controla la concentracion de perdxido de
hidrégeno, lo que le permite influir en las vias de sefializacion celular involucradas en la
accion del TNF-a y en diversos factores de crecimiento. Se distinguen tres tipos de

peroxirredoxina: Prx 1, Prx 2 y Prx 3 (Picazo et al., 2023).

La catalasa (CAT) es una enzima ampliamente distribuida en el organismo humano,
encontrandose en mayor cantidad en el higado y los rifiones. Su alta actividad catalitica
le permite descomponer el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Sin embargo,
cuando las concentraciones de peroxido de hidrogeno son bajas, la catalasa también puede
oxidar compuestos fendlicos, demostrando una actividad peroxidasica (Castro et al.,

2006).

El glutation reductasa es una enzima que transforma el glutation oxidado (GSSG) en dos
moléculas de glutation reducido (GSH) utilizando el cofactor NADPH. Su funcion es
crucial para reponer el GSH, ya que una alta proporcion de GSSG frente a GSH puede

resultar toxica para la célula. Ademas, niveles adecuados de GSH son esenciales para que

8
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el glutation peroxidasa elimine de forma eficaz el peroxido de hidrogeno (Denzoin et al.,

2013).

a La glutarredoxina (Glrx) es una enzima que separa el glutation de la proteina a la que esta
unido, permitiendo que la proteina disponga de sus grupos sulfhidrilo libres. Junto con el
o glutation S-transferasa, desempenia un papel clave en el mantenimiento del ciclo de
sefalizacion redox celular, complementando la accion de las tiorredoxinas. Ademas, esta
enzima interviene en el control de la apoptosis, ya que inhibe la accion de Fas y activa las

vias de Akt y NF-kB (Picazo et al., 2023).

a La tiorredoxina reductasa (TrxR) es una enzima antioxidante que reduce la tiorredoxina
(TRX) y la proteina disulfuro isomerasa (PDI) utilizando NADPH como coenzima. En su
sitio activo también intervienen cofactores como el selenio (Se) y el FAD. Se han
identificado diversas isoformas: la TrxR1, que se encuentra en el citosol; la TrxR3,
localizada en la mitocondria; y la tiorredoxina glutation reductasa (TGR), que se expresa

de manera especifica en el testiculo (Picazo et al., 2023).

o e Sistema antioxidante endégeno no enzimatico

Este sistema abarca una amplia gama de antioxidantes, entre ellos el glutation (GSH) que
° es utilizado por el glutation peroxidasa para eliminar hidroperoxidos, reaccion en la cual
se convierte en glutation oxidado (GSSG). Para regenerar el GSH, es necesario que el

glutation reductasa actie con ayuda del cofactor NADPH (Lushchak, 2012).

Por su parte, la mioglobina es una proteina que cumple principalmente la funcidon de

° almacenar oxigeno en el tejido muscular; ademas, se ha descrito que puede neutralizar la

9

z"-.l turnitin Pagina 30 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838



z"-.l turnitin Pagina 31 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838

accion del radical libre 6xido nitrico. Una de las funciones mas relevantes de la ferritina
es regular el equilibrio intracelular del hierro, impidiendo que este metal genere radicales
libres. Las metalotioneinas, proteinas de bajo peso molecular, se caracterizan por poseer
multiples grupos sulfhidrilo que les permiten reaccionar con el anion superoxido y los

radicales hidroxilos (Seclén et al., 2006).

espermidina y putrescina protegen las membranas celulares de radicales peroxilo,
peroxido de hidrégeno y radicales superoxidos, entre otros. La melatonina, por su parte,

bloquea la accion dafiina de los radicales hidroxilos, el 6xido nitrico y el peroxinitrito.

trivalente con una alta afinidad), evita que este metal participe en reacciones que forman
radical hidroxilo. De manera similar, el 4cido urico, producto final del metabolismo de
las purinas, funciona como un antioxidante eficaz al bloquear el radical hidroxilo, el

peroxinitrito y los peroxidos lipidicos.

grupos sulfhidrilo, dicha proteina plasméatica con multiples funciones tiene la capacidad
para unirse a la homocisteina y la bilirrubina. Asimismo, se ha reportado que esta ultima

exhibe una elevada accidn antioxidante.

e Sistema antioxidante exogeno

Este grupo abarca compuestos como los polifenoles, carotenoides, algunas vitaminas y

elementos traza, entre otros.

10
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Los polifenoles son sustancias orgéanicas producidas naturalmente por las plantas, que se
caracterizan por contener anillos aromaticos con uno o varios grupos fendlicos. Su accion
esta asociada con la prevencion de enfermedades cronicas no transmisibles entre las que
figuran cancer, psoriasis, aterosclerosis, diabetes mellitus, hipertension arterial y
obesidad. Se han identificado mas de cuatro mil tipos de polifenoles, distinguiéndose
quimicamente a partir de moléculas como los compuestos fenolicos, ademas de otros
polifenoles con estructuras ligeramente diferentes, como los estilbenos, lignanos y

flavonoides (Rasouli ef al., 2017).

Las frutas y verduras son una fuente esencial de polifenoles. Entre estos compuestos,
destacan los derivados del acido hidroxibenzoico, como el 4cido galico, presente en la
grosella negra, y el acido protocaquético, que se halla en la mora y, de manera notable,
en las hojas del té, las cuales pueden contener hasta 4,5 g/kg en hojas frescas. Ademas,
se encuentran derivados del &cido hidroxicindmico: el acido cumarico aparece en la
ciruela, el kiwi y el café; el acido clorogénico se detecta en la cereza; y el acido sinapico

se localiza en la manzana, la pera, la papa y el café (Juurlink et al., 2014).

Los flavonoides representan un grupo destacado de compuestos naturales con
propiedades antioxidantes, lo que ha llevado a un considerable interés en su estudio. Estos
compuestos se pueden clasificar en seis subgrupos principales: flavonoles, flavanonas,

flavonas, flavanoles, isoflavonas y antocianidinas.
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2.2.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

o Método DPPH
o Para medir la capacidad antioxidante de las frutas o bayas (como los ardndanos), se utiliza
comunmente una prueba de decoloracion llamada DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina)
o desarrollada por Blois (1958). Esta es una prueba espectrofotométrica, cuyo principio se
basa en la disminucion del valor de absorbancia medido a 515 nm en la solucion
@ alcoholica del radical DPPH en el extracto de muestra, utilizando como blanco la solucion
DPPH, esta ultima al reaccionar con un sustrato antioxidante (con capacidad de donar un
atomo de hidrogeno), se decolora pasando del violeta a un color amarillo (reduccion del
radical libre por antioxidantes). La pérdida de pigmentacion es proporcional al grado o
porcentaje de captacion de radicales DPPH, midiendo adecuadamente la capacidad

antioxidante de la muestra utilizada (Teixeira et al. 2013).

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (radical libre) 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)

Morado Amarillo

Figura 1. Principio del ensayo de capacidad de eliminacion de radicales DPPH

Fuente: Mishra ef al. (2012)

Los resultados del ensayo DPPH se expresan de diferentes maneras. Una de ellas consiste
@ en expresar los resultados como el valor de concentraciéon maxima inhibitoria (IC50),
definido como un parametro fundamental. Un IC50 bajo sugiere una alta capacidad

antioxidante, ya que se requiere una menor concentracion de la sustancia para inhibir el

12
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50% del radical DPPH. Este valor se determina a partir de la grafica de inhibicion

porcentual versus concentracion del extracto.

2.2.3. Compuestos fenolicos

Existen miles de compuestos bioactivos diferentes en el reino vegetal, en su mayoria
provenientes de plantas y frutos que tienen variaciones dependiendo del genotipo,
especie, condiciones ambientales, grado de madurez, composicion del suelo y ubicacion
geografica; entre estos destacan los compuestos fenolicos, también conocidos como
fenoles, son un extenso grupo de metabolitos secundarios que se caracterizan por poseer
uno o mas grupos hidroxilo (-OH) unidos a un anillo aromético (grupo fenol) (Valencia-

Avilés et al., 2017).

Segun Garcia et al. (2002), estas moléculas se producen en varios organulos de la célula
vegetal, como las mitocondrias, los cloroplastos, las paredes celulares y los peroxisomas.
Debido al aumento de especies reactivas de oxigeno en las células, con el fin de prevenir
dafios celulares, las plantas producen compuestos que actian como antioxidantes y

restablecen el equilibrio fisiologico.

Con respecto a esto ultimo, un estudio desarrollado por Vivanco et al. (2005), indica que
las plantas producen compuestos polifendlicos con fines de defensa cuando se encuentran
bajo un mayor estado de estrés bidtico o abidtico; también pueden denominarse
"pesticidas naturales". Otro grupo actia como soportes mecanicos, atrayendo a los
responsables de polinizar y esparcir la fruta, absorber la radiacion ultravioleta o reducir

el desarrollo de las plantas cercanas.
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Una funcidn caracteristica de los compuestos fenolicos es la capacidad antioxidante frente
a los radicales libres provocados por el metabolismo regular de las plantas, los radicales
libres se generan en las células en forma de especies reactivas de oxigeno (ROS), donde
cada atomo de oxigeno tiene un nivel de excitacion diferente de electrones (al igual como
ocurre en el ser humano) tal como lo afirma Taiz et al. (2014), quien indica que entre las
especies reactivas del oxigeno figuran los radicales H>O; (peroxido de hidrégeno), O>

(superoxido), HO» (hidroxiperoxilo) o el OH (hidroxilo).

2.2.4. Determinacion del contenido de compuestos fendlicos

La determinacion del contenido de compuestos fendlicos implica un conjunto de métodos
analiticos para medir la cantidad de dichos compuestos presentes en una muestra, uno de
esos métodos es el ensayo Folin-Ciocalteu que se basa en la reaccion de los compuestos

fendlicos con dicho reactivo produciendo un color azul que se puede cuantificar

El ensayo Folin-Ciocalteu se usa para cuantificar el contenido total de compuestos
fenodlicos en los vegetales. El método se basa en la reaccion de los fenoles en condiciones
de pH basico, que da lugar a un color azul cuya intensidad se mide mediante
espectrofotometria a 765 nm. Este reactivo contiene dos componentes importantes: el
wolframato de sodio y el molibdato de sodio, estos compuestos reaccionan con los fenoles
presentes en la muestra. El 4cido fosfomolibdotingstico, de coloracion amarilla, al ser
reducido por los compuestos fenodlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya

intensidad es proporcional a la concentracion de polifenoles (Gozzi, 2011).
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2.2.5. Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios se agrupan en fenilpropanoides, acetogeninas, terpenoides y
alcaloides en funcion de sus rutas biosintéticas. Los fenilpropanoides surgen a partir de
la fenilalanina que se forma en el camino del &cido shikimico, dicho fenol se clasifica en
funcion de su ruta biosintética. Otro tipo de metabolitos secundarios son los acetogeninas,
los terpenoides y los alcaloides. Los 4cidos fendlicos y algunos azicares pueden formar

polifenoles, como los taninos, que son solubles en agua y tienen la capacidad de unirse a

2.2.6. Guanabana
2.2.6.1. Origen

La guanabana (Annona muricata L.), pertenece a la familia Anonacea (Tabla 1), es
originaria de Sudamérica, es una fruta climatérica susceptible al frio, prospera en las
tierras himedas tropicales por debajo de los 1000 metros sobre el nivel del mar, es un
arbusto pequefio (3 - 8 metros de altura). Las ramas son redondeadas y finamente
arrugadas. Las hojas son biseriadas, de peciolos cortos, oblongas — ovaladas y enteras con
la base aguda y presentan coloracion verde oscuro y brillante. Las flores son regulares,

de olor fuerte, los seis pétalos se encuentran en dos hileras (Rosero, 2012).

2.2.6.2. Taxonomia

Las hojas de guanabana son simples, alternas, de forma oblonga a eliptica, con apice

agudo y base obtusa. El margen de la hoja es entero y ligeramente ondulado. El color de
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las hojas es verde brillante en el haz y verde palido en el envés. Presentan una textura

coriacea y son glabras en ambas superficies (Leiva et al., 2018).

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de la guanabana

Taxon Categoria
Reino Plantae
Nombre comun Guanabana
Clase Magnoliopsida
Orden Magnoliales
Familia Annonaceae
Subfamilia Annonoideae
Genero Annona
Especie Annona muricata

Fuente: Liogier (1974)

2.2.6.3. Composicion nutricional

Las semillas y las hojas de guanabana tienen uso en la medicina tradicional por su notable
capacidad antitumoral, antiparasitaria y antidiarreica. Arroyo et al. (2009) determinaron
que las propiedades anticancerigenas de la “guandbana” Annona muricata, aumentan el
nutritivos para 100 g de la parte comestible de la “guanabana” son: 63 calorias; 83,1 g
agua; 1,0 g proteina; 0,4 g grasa; 14,9 g carbohidratos totales; 0,6 g cenizas; 2 mg Ca.;
0,13 mg Cu; 28 mg P; 0,5 mg Fe; 20 mg Mg; 275 mg K; 14 mg Na; 0,34 mg Zn; y las
vitaminas tiamina (0,07 mg); riboflavina (0,0.5 mg); niacina (0,9 mg); B6 (0,06 mg);

acido ascorbico (26 mg) (Vit et al., 2014).
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2.2.6.4. Composicion quimica

Segun Fadaeinasab et al. (2015) los principales fitoconsituyentes de las hojas de
guanabana se detallan a continuacion: Alcaloides (ALKs), Megastigmanes (MGs),
Flavonol triglycosides (FTGs), Fenodlicos (PLs), Ciclopéptidos (CPs), Minerales: K, Ca,
Na, Cu, Fe, Mg, Aceites esenciales, Acetogeninas (ACGs) y otros elementos y nutrientes

esenciales.

e Acetogeninas
Las acetogeninas de las anonaceas (ACGs) son los principales compuestos activos de la
metabolitos secundarios derivados de una cadena larga de acidos grasos de secuencia

policétida.

Segun Yiallouris et al. (2015), las acetogeninas anonaceas mas estudiadas presentes en
las hojas de guanabana son las siguientes: Anocatalina, anohexocina, anomonicina,
anomontacina, anomuricatina A & B, anomuricina A thruE, anomutacina, anonacina,
anonacinone, anopentocina A thru C, cisanonacina, ciscorosolonea, desde cohibina A
hasta D, corepoxylona, coronina, corosolina, corosolone, donhexocina, epomuricenina A
& B, gigantetrocina, gigantetrocina A & B, gigantetrocinone, gigantetronenina,
goniotalamicina, iso-anonacina, javoricina, montanacina, montecristina, desde muracina
A hasta G, muricapentocina, muricatalicina, muricatalina, muricatenol, uricatetrocina A
& B muricatina D, desde muricatocina A hasta C, muricina H, muricina I, muricoreacina,
murihexocina 3, desde murihexocina A hasta C, murihexol, murisolin, robustocin,

rolliniastatin 1 & 2, saba-delin, solamin, uvariamicin I & 1V, xylomaticin.
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Dichos compuestos estan relacionados directamente a efectos sobre células tumorales y

cancerigenas, en la Tabla 2 se presenta la actividad bioldgica especifica de cada

acetogenina:

Tabla 2. Acetogeninas presentes en las hojas de Annona muricata y su actividad

biologica

Acetogenina

Actividad biolégica

Annomuricina A y B

Annomuricina C

Muricatocina C

Annomuricina E

Muricapentocina

Annomutacina
(2,4-cis)-10R-annonacina-A-uno

(2,4-trans)-10R-annonacina-A-uno

Annohexocina

Muricatocina A 'y B

Annopentocina A

Annopentocina A

Toxicidad contra células cancerigenas de
pulmoén A549, pecho MCF-7 y colon HT-29
de artemias (Wu et al. 1995)

Toxicidad contra células cancerigenas de
pulmoén A549, pecho MCF-7 y colon HT-29
de artemias (Wu et al. 1995)

Toxicidad contra células cancerigenas
pancreaticas MIA PaCa-2 y de colon HT29
(Kim et al. 1998)

Toxicidad contra células cancerigenas de

pulmén A549 (Wu et al. 1995)

Toxicidad contra células cancerigenas de

artemias (Wu et al. 1995)
Toxicidad contra células cancerigenas de

pulmén A549 (Wu et al. 1995)

Toxicidad contra células cancerigenas

pancreaticas MIA PaCa2 (Zeng et al. 1996)

Toxicidad contra células cancerigenas

pancreaticas MIA PaCa2 (Zeng et al. 1996)

Z'I-_I turnitin Pégina 39 de 105 - Engrega de integridad

18

Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838



Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838

z'l-_l turnitin Pagina 40 de 105 - Engrega de integridad

Tabla 2. Continuacion

Acetogenina

Actividad bioldégica

Annopentocina By C

Cis-annomuricina-D-unotrans-

annomuricina-D-uno

Murihexocina A y B

Murihexocina C

Muricoreacina

Ciscorossolone
Annocatalinna
Corossolona

Solamina

Annocatacina B

Anonaina

Annonacina

Gigantetrocina A

Muricatetrocina A 'y B

Toxicidad contra células cancerigenas de
pulmén A549 (Zeng et al. 1996)
Toxicidad contra células cancerigenas de
pulmoén A549, de colon HT-29 y de pancreas
MIA PaCa-2 (Zeng et al. 1996)
Toxicidad en contra de diferentes células

cancerigenas (Zeng et al. 1996)

Toxicidad en contra de diferentes células

cancerigenas (Kim ef al. 1998)

Toxicidad en contra de células hepatomas
humanas (tumor hepatico), toxicidad en
contra de células anticancerigenas orales KB
y larvas de artemias, antileismanial toxicidad
en contra de células anticancerigenas orales

KB y células "normal kidney VERO"

Toxicidad en contra de células hepatomas
humanas (tumor hepatico) (Chang et al.

2003)

Neurotoxica (Fofana et al. 2012)

Neurotoxica, inhibidora del complejo

mitocondrial I (Wu et al. 1995)

Toxicidad en contra de células cancerigenas

de colon HT-29 (Rieser et al. 1993)
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2.2.6.5. Actividad biolégica

El estudio de Fadaeinasab et al. (2015) logr6 identificar las siguientes actividades
bioactivas para las hojas de guandbana: antiparasitaria, insecticida, antimicrobiana,
antiplasmoddica, antifingica, antiartritica y antireumatica, anticonvulsionante y
antineuralgica, antidiabética e hipolipimédica, antiinflamatoria y antinociceptiva,
hepatoprotectiva, gastroprotectiva, moluscoscicidal, y principalmente antitumoral y

anticancerigena. A continuacion, se desarrollan algunas de ellas:

e Antioxidante
Las hojas de guanabana contienen compuestos con propiedades antioxidantes, como la
acetogenina annonacin. Estos compuestos ayudan a proteger las células del dafio causado
moléculas que promueven el dafio célular y contribuyen al desarrollo de enfermedades

como el cancer, las enfermedades cardiacas y el Alzheimer.

e Anticancerigeno
Algunos estudios han demostrado que las acetogeninas provenientes de las hojas de
guandbana tienen propiedades anticancerigenas. Las acetogeninas pueden inhibir el
crecimiento de células cancerosas y estimular la apoptosis (muerte celular programada)
muricata L. desencadena apoptosis en células hepaticas tumorales a través de la via del

estrés del reticulo endoplasmatico.
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e Antimicrobiano
Las hojas de guanabana también tienen propiedades antimicrobianas y pueden ser
efectivas contra bacterias y hongos. Las acetogeninas y los alcaloides de las hojas de
guandbana tienen actividad contra bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus

aureus y Candida albicans (Fadaeinasab ef al., 2015).

e Antiinflamatorio
Las acetogeninas y los flavonoides de las hojas de guanabana pueden inhibir la
produccion de prostaglandinas, que son moléculas que participan en la inflamacion
celular (Schlie et al, 2009). Asimismo, la presencia de flavonoides con actividad
antiinflamatoria por inhibicion de la peroxidacién del acido araquidénico también se

evidencié como posible responsable de la actividad antiinflamatoria (Poma et al., 2011).

e Analgésico
Las hojas de guanabana también se han utilizado tradicionalmente como analgésico para
aliviar el dolor. Las acetogeninas y los alcaloides de las hojas de guanabana pueden tener
actividad analgésica similar a la de los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos

(AINEs) (Nieto, 2021)

2.2.7. Arandano

2.2.7.1. Origen

El ardndano, cuyo nombre cientifico es Vaccinium corymbosum L., es un arbusto frutal

de la familia Ericaceae (Tabla 3), originario del este y medio oeste de América del Norte,
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donde se le conoce comunmente como "Highbush blueberry". Esta especie, ampliamente
cultivada a nivel mundial, se caracteriza por su naturaleza caducifolia, presentando hojas
que, con la llegada del otofio, adquieren una distintiva coloracion escarlata, afiadiendo un

atractivo estético al paisaje (Garcia ef al., 2002).

Desde el punto de vista morfologico, V. corymbosum se distingue por su porte vertical,
alcanzando alturas de hasta 1,8 metros. Sus flores, de tamafio reducido y color rosa palo
palido, se agrupan en inflorescencias péndulas, lo que facilita la polinizacion y posterior
fructificacion. El fruto, una baya de color negro-azulado intenso, es apreciado por su
sabor dulce y ligeramente acido, asi como por su tamafio relativamente grande en

comparacion con otras especies de arandanos (Garcia et al., 2002).

2.2.7.2. Taxonomia

Las hojas de Vaccinium corymbosum L. son de caracter perenne, lo que significa que
permanecen en el arbusto durante todo el afio, aunque pueden experimentar cambios de

coloracion y textura segun la temporada.

Tienen un tamafio que oscila entre 1 y 8 centimetros de longitud, presentando una forma
lanceolada-ovalada, con una base redondeada y un apice que puede ser agudo u obtuso
(Mesa, 2015). Su textura es coridcea, similar al cuero, lo que les proporciona resistencia
y durabilidad. La lamina foliar se caracteriza por tener margenes enteros, es decir, sin
divisiones ni dientes, y ligeramente revolutos, lo que significa que estan enrollados hacia

la cara abaxial (inferior) de la hoja (Palomares, 2010).
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En cuanto a su coloracion, las hojas de ardndano presentan un contraste entre sus dos
caras. La cara abaxial muestra un color verde claro, mientras que la cara adaxial (superior)
es de un verde mas oscuro e intenso. Es importante destacar que las hojas de arandano
experimentan cambios de coloracién a lo largo del afio. Durante la etapa de crecimiento
activo, cuando las temperaturas son mas calidas, las hojas presentan un color verde
intenso y vibrante. Sin embargo, con la llegada de la temporada de latencia, caracterizada
por temperaturas mas frias, las hojas adquieren un color marrén rojizo, como resultado
de una adaptacion para protegerse de las bajas temperaturas y reducir la pérdida de agua

(Palomares, 2010).

Tabla 3. Clasificacion taxonomica del arandano azul

Taxon Categoria
Reino Plantae
Nombre comun Arandano
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Ericaceae
Subfamilia Vaccinioideae
Genero Vaccinium
Especie Vaccinium corymbosum L.

Fuente: Cronquist (1981) y Lobos (2011)

2.2.7.3. Morfologia de las hojas

De acuerdo con Garcia (2010), las hojas de ardndano azul son simples, alternas y de forma
eliptico-lanceolada, con un tamafio aproximado de 5 cm de longitud. Presentan margenes

ligeramente dentados y nerviacion fina, mas visible en la cara abaxial. Su textura es

coriacea y su color varia de verde palido a verde intenso, tornando a rojizo en otofio.
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2.2.74. Composicion nutricional

Los frutos de los ardndanos han sido ampliamente investigados por el contenido de
antioxidantes y vitaminas como las de complejo B, C y E, lo cuales son micronutrientes

esenciales para diversas funciones en el organismo. Véase Tabla 4.

Tabla 4. Valor nutricional del arandano azul (Vaccinum corymbosum)

Componente  Valor por 100 g.
Energia 60 kcal
Proteina 0,74 g
Lipidos 0,33 g
Carbohidratos 1449 ¢
Azucares 9,96 g
Fibra dietética 24¢
Cenizas 0,21 ¢g
Agua 84,61 mg
Calcio 6,0 mg
Hierro 0,17 mg
Magnesio 5,0 mg
Fosforo 10,0 mg
Potasio 79,0 mg
Sodio 6,0 mg
Zinc 0,11 mg
Vitamina C 9,7 mg
Tiamina 0,05 mg
Riboflavina 0,5 mg
Niacina 0,36 mg
Vitamina B6 0,4 mg
Vitamina E 1,0 mg

Fuente: USDA Base de datos de nutrientes (2007)

Z'I-_I turnitin Pégina 45 de 105 - Engrega de integridad

24

Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838



z"-.l turnitin Pagina 46 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838

2.2.7.5. Composicion quimica

Segun Pokorny et al. (2005), debido a los antioxidantes identificados, estos ejercen
actividades bioldgicas y funciones sobre la salud como la prevencion de enfermedades
cronicas, cardiovasculares y cerebrovasculares, arterioesclerosis y/o diabetes; asimismo
promueve y/o retrasa el desarrollo células tumorales. Los principales compuestos

fenolicos de las hojas de ardndano azul se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Compuestos fenolicos del arandano (Vaccinum corymbosum)

Familia Fitoquimico

Antocianinas Cianidina
Delfina
Malvidina
Pelargonidina

Peonidina

Flavan-3-oles (+)-catequina
(-)-epilagocatequina

(-)-epicatequina

Flavonoles Kaempferol
Miricetina
Quercetina

7 a 10 monomeros

Proantocianidinas Mondmeros
Dimeros
Trimeros
4 a 6 monomeros

7 a 10 monomeros
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2.2.7.6. Actividad biolégica

En la Tabla 6 se describen las principales propiedades bioactivas asociadas a las hojas de

arandano.

Tabla 6. Compuestos fenolicos de las hojas de arandano (Vaccinum corymbosum)

Antibacteriano Contienen proantocianidinas, estos son compuestos que minimizan
la adhesion de las bacterias a las paredes del tracto urinario,

conllevando a la prevencion de infecciones urinarias (ITU).

Antiinflamatorio  Presentan propiedades antiinflamatorias. Las proantocianidinas y
los flavonoides de las hojas de arandano azul pueden inhibir la
produccion de prostaglandinas, que son moléculas que participan en

la inflamacion.

Antioxidante Contienen flavonoides y acido ascorbico, que son compuestos con
propiedades antioxidantes. Los antioxidantes protegen las células

del dafio causado por los radicales libres.

Diurético Exhiben propiedades diuréticas, lo cual incrementa la produccion
de orina, y por ende ayudan a eliminar toxinas del cuerpo y aliviar
la retencion de liquidos.

Fuente: (Williams et al., 2023)

2.2.8. Microencapsulacion

La microencapsulacion es una alternativa tecnologica para proteger y conservar un
principio activo atrapandolo con un material que lo aisla de condiciones ambientales
como luz, aire, temperatura y humedad (Matioli & Rodriguez-Amaya, 2003). Este
proceso produce particulas micrométricas que en su interior contienen compuestos
bioactivos como farmacos, nutrimentos, aditivos alimentarios entre otros; estos

compuestos se conservan dentro de matrices que prolongan su periodo de vida y
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funcionalidad permitiendo la liberacion controlada del compuesto encapsulado (Vidal et

al., 2013).

2.2.9. Secado por aspersion

Es una técnica de secado utilizada para la microencapsulacién que se basa en la
atomizacion de una matriz liquida, compuesta por el compuesto activo a encapsular y un
material de recubrimiento, dentro de una camara de secado. La matriz, previamente
homogeneizada, se introduce a presion a través de una boquilla o disco rotatorio,
generando pequefias gotas que entran en contacto con una corriente de aire caliente. La
rapida evaporacion del disolvente da como resultado la formacion de microcapsulas
esféricas, no porosas, donde el compuesto activo queda atrapado en el interior de la matriz

polimérica (Rios-Aguirre & Gil-Garzon, 2021).

Las microcapsulas, tras pasar por un ciclon para separar las particulas solidas del aire, se
recogen en un colector. Este método, ampliamente utilizado en la industria alimentaria y
farmacéutica, permite encapsular una variedad de compuestos, como sabores,
ingredientes alimenticios, vitaminas, aceites esenciales, entre otros. Su popularidad radica
en su bajo costo, simplicidad operativa y capacidad para procesar materiales sensibles al
calor debido al corto tiempo de exposicidon a altas temperaturas (Gomez & Jimenez,
2014); ademas de ser el mas econdomico y de su simplicidad de operacion, una de las
grandes ventajas que ofrece, es que es apropiado para materiales sensibles al calor, puesto
que el tiempo de exposicion a temperaturas elevadas es muy corto (Salazar-Gonzélez et

al., 2019).
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Do: Diametro inicial
De: Diametro de la particula

Di: Diametro interno

Temperatura de la gota

g Calentamiento
Etapa 2 final
-

p Etapa 1
Il

Tiempo de secado

Figura 2. Representacion de gotas/particulas durante las etapas del proceso de secado.

Fuente: Adaptado de Mezhericher et al. (2012).

2.3. Definicion de términos

e Acetogeninas: Son un grupo diverso de compuestos bioactivos pertenecientes a
la clase de los policeritidos, caracterizados por una cadena alifatica larga con
diversos anillos y un grupo final de lactona a-metilada insaturada. Dichos
compuestos son objeto de intensa investigacion debido a su gran potencial como
agentes terapéuticos en el tratamiento del cancer y otras enfermedades (Aguilar et

al., 2022).

e Antioxidantes: Un antioxidante es una molécula que inhibe o retarda las
reacciones de oxidacion, evitando la formacidon de radicales libres que pueden
dafiar componentes celulares como lipidos, proteinas y ADN. Estos compuestos
actian neutralizando especies reactivas de oxigeno (ROS), protegiendo asi la
integridad celular y previniendo el estrés oxidativo. Los antioxidantes pueden ser
endogenos, como el glutation, o exdgenos, obtenidos a través de la dieta, como
las vitaminas C y E, y diversos polifenoles presentes en frutas y verduras.
(Atavillos, 2019).
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e Antocianinas: Son un tipo de flavonoides, pigmentos naturales solubles en agua
que se encuentran en las vacuolas de las células vegetales, son potentes
antioxidantes que pueden proteger a las células del dafio oxidativo causado por
los radicales libres. El estrés oxidativo se ha relacionado con una serie de
enfermedades cronicas, como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y las

neurodegenerativas (De la Rosa et al., 2022).

e Biodisponibilidad: Se refiere a la fraccion de un nutriente o compuesto que es
absorbido por el cuerpo y esta disponible para su uso en los procesos metabodlicos;
es decir, la cantidad de un nutriente o compuesto que llega al torrente sanguineo

y puede ser utilizado por los tejidos del cuerpo (Lutz, 2013).

e Capacidad antioxidante: Se define como la habilidad de una sustancia o
compuesto para retrasar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. Se mide como
la eficacia para neutralizar los radicales libres y otras especies reactivas de

oxigeno (ROS) que pueden causar dafio celular (Coronado et al., 2015).

e Compuestos fendlicos: También conocidos como fenoles, son un grupo de
metabolitos secundarios de las plantas que se caracterizan por tener uno o mas
grupos hidroxilo (-OH) unidos a un anillo aromatico (grupo fenol). Dichos
compuestos son importantes para la salud humana y vegetal. Se han asociado con
una serie de beneficios para la salud, como la reduccion del riesgo de
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y algunos tipos de cancer

(Vifa & Ringuelet, 2013).
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e Composicion Quimico Proximal: Se refiere a la determinacioén cuantitativa de
los principales componentes quimicos de un material, generalmente un alimento
o un tejido vegetal. Estos componentes se clasifican en organicos (proteinas,

grasas y carbohidratos) e inorganicos (humedad y ceniza) (Méndez, 2020).

e Espacio CIELAB: El espacio CIELAB es un sistema de coordenadas
tridimensional que representa los colores de manera mds uniforme con la
percepcion visual humana. Se compone de tres coordenadas: L* indica la
luminosidad (de 0 para negro a 100 para blanco), a* representa la escala de verde
(valores negativos) a rojo (valores positivos), y b* va de azul (valores negativos)
a amarillo (valores positivos). Esta representacion permite una descripcion

numérica precisa del color, facilitando la comparacion y el anélisis (Kraujalyte et

e Estrés oxidativo: El estrés oxidativo es una condicion fisiologica caracterizada
por un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
y la capacidad del organismo para neutralizarlas mediante su sistema antioxidante.
Este desbalance puede provocar dafio en componentes celulares como lipidos,
proteinas y ADN, contribuyendo al desarrollo de diversas enfermedades y al

proceso de envejecimiento (Vasconcelos ef al., 2022).

e Microencapsulacion: Se define como el revestimiento de liquidos, s6lidos o

gases con una capa delgada protectora o pared de algun material, la cual inhibe la
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volatizacion del compuesto en cuestion protegiéndolo del deterioro quimico

(Esquivel-Gonzalez et al., 2015).

e Radical libre: Un radical libre es una especie quimica (&tomo o molécula) que
contiene al menos un electron desapareado en su orbital mas externo, lo que le
confiere una alta reactividad e inestabilidad. Estas especies pueden generarse
durante procesos metabolicos normales o por exposicion a factores externos como
radiacion ultravioleta, contaminacién y humo del tabaco. Su elevada reactividad
les permite interactuar con componentes celulares como lipidos, proteinas y
acidos nucleicos, potencialmente causando dafio celular y contribuyendo al

desarrollo de diversas enfermedades (Avello & Suwalsky, 2006).

e Secado por atomizacion: Es el proceso de pulverizar una solucion o suspension
en una corriente de aire caliente que los deshidrata en forma casi instantanea

(Siccha & Lock de Ugaz, 1995).
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@ III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

o Este estudio fue desarrollado en las instalaciones de la Universidad Le Cordon Bleu,
ubicada en Av. Salaverry 3180, distrito de Magdalena, durante enero y diciembre del
2023. El anélisis quimico proximal de las hojas secas de guanabana y arandano azul fue

realizado en un laboratorio externo a través de un servicio contratado.

3.2. Materiales

Insumos
- Hojas frescas de arandano azul
- Hojas secas de guandbana

- Maltodextrina (DE 12)

Reactivos

- Agua destilada

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
- Trolox
- Quercetina
° - Reactivo Folin Ciocalteu
- Etanol
- Metanol

- Carbonato de sodio
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Equipos y utensilios

- Balanza analitica

- Espectrofotometro UV-VIS

- Balanza de humedad

- Micropipetas de 100 uL, 200 uL y 1000 uL
- Puntas pipetas

- Gradillas

- Tubos de ensayo

- Vasos de precipitados

- Probetas

- Tamizador de 0.60 nm

- Espatula cuchara

- Bolsas de polietileno transparente de 500 g
- Sellador térmico

- Deshidratador

- Licuadora (Oster®)

- Equipo de Secado por Atomizacion

3.3. Disefio experimental

En este estudio se empled un disefio completo al azar (DCA) conformado por 5

tratamientos, como se muestra en la Tabla 7.
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Tabla 7. Diserio experimental

Extractos
Hojas secas Extractos frescos
reconstituidos
G G
AA AA
G
G30/70AA G30/70AA
AA

G50/50AA G50/50AA
G70/30AA G70/30AA

G: Guanabana, AA: Arandano azul

3.4. Acondicionamiento de materia prima

A continuacion, se describen las etapas para el acondicionamiento de las hojas de

guanabana (secas) y arandano (frescas).

a. Recoleccion

Se adquirieron presentaciones comerciales de las hojas de guanabana, mientras que las
hojas de ardndano fueron procedentes de plantaciones del norte del pais (Lambayeque),
teniendo como requisitos: hojas grandes, verdes, enteras y de buen estado. Luego fueron

envasadas herméticamente hasta el lugar de estudio.

b. Seleccion

Se selecciond 120 g. de muestra en 10 bolsas de polietileno para cada tratamiento por

repeticion.
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c¢. Lavado

Para el lavado se utilizé agua destilada con el fin de eliminar los residuos solidos que

estas contengan.

Figura 3. Lavado de hojas frescas de arandano

d. Secado

Para esta etapa se peso 120 g. de muestra previamente lavada, luego se coloco en bandejas

de acero inoxidable y se deshidraté a 50 °C por 30 min con ventilacién constante.

Figura 4. Secado de hojas frescas de guanabana y arandano azul
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o e. Molienda

Una vez obtenida la muestra seca, se realizd una molienda mecanica en licuadora hasta

obtener un polvo homogéneo.

f. Almacenamiento

Las muestras se almacenaron al vacio en bolsas de polietileno previamente esterilizadas

con luz UV.

Figura 5. Almacenamiento al vacio de hojas de arandano (A) y guandbana (B) secas y

molidas

3.5. Caracterizacion de materia prima
° 3.5.1. Composicion quimico proximal

Se realizd el analisis quimico proximal de las hojas secas de guandbana y arandano azul,

o en un laboratorio externo; los analisis realizados fueron humedad, carbohidratos, ceniza,
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grasa, fibra cruda y proteina de acuerdo con los métodos indicados en la Tabla 9. El

informe del ensayo detallado puede ser visualizado en los Anexos 1y 2.

3.5.2. Determinacion de compuestos fendlicos totales

Para la cuantificaciéon de compuestos fendlicos en las hojas secas de guanabana y
arandano se utiliz6 el método de Folin — Ciocalteu, de acuerdo con el procedimiento de
Slinkard & Singleton (1977) descrito por Ces (2016). Para ello se realizaron 3
extracciones sucesivas a partir de 3 g de hojas secas con 50 mL de etanol (70 %),
empleando un agitador magnético a 30 °C a 500 rpm durante 30 min. Posteriormente se

procedi6 a centrifugar el extracto (2500 rpm x 10 min) previo a su analisis.

Se mezclaron 100 pL del sobrenadante con 2,5 mL de reactivo de Folin — Ciocalteu
(MERK®, Alemania), disuelto diez veces. Posteriormente, se anadié a cada tubo 2 mL
de Na;CO3; (MALLINCKRODT®) al 7 %, y se enraso con agua destilada hasta 6 mL.
Los tubos fueron dejados durante 30 minutos en oscuridad; periodo después del cual se
realiz6 la lectura de la absorbancia a 760 nm empleando un espectrofotometro UV-VIS
(THERMO SCIENTIFIC® modelo GENESIS 10S). La concentracion se calculd a partir
de una curva de calibracion empleando volumenes crecientes (100 — 500 uL) de

Quercetina (0.1 mg/mL), véase Figura 6.
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Figura 6. Curva de calibracion para determinacion de compuestos fenolicos

3.5.3. Determinacion de capacidad antioxidante total

Se prepar6 una solucion del compuesto DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) al 0,1 mM
empleando metanol al 70 %. Para la curva de calibracion se prepar6 una solucién stock
al 1 mM disolviendo 2,503 mg de 4cido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2- carboxilico
97 % (Trolox), en 10 mL de metanol, luego se prepararon diluciones a concentraciones
crecientes en el rango de 0,005 y 0,03 mM. Se tomaron 2900 pL del reactivo de DPPH a
temperatura ambiente y se le adiciond 100 pL de las diluciones de Trolox, esta mezcla se
dej6 en reposo 30 min en la oscuridad, y se ley6 la absorbancia a 517 nm. La actividad
antioxidante de las muestras se midié de igual forma que en los patrones y los resultados

fueron expresados en mM Trolox/mL (Guija et al., 2015).
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Figura 7. Curva de calibracion de Trolox para la determinacion de capacidad

antioxidante por el método DPPH

3.6. Elaboracion de los extractos

En una balanza de precision (HENKEL®) se pes6 7 g de las hojas secas de guandbana y
arandano azul en matraces de 250 mL respectivamente, luego se agreg6 252 mL de agua
destilada conservando una relacion 1:21 (p/v), segtn el procedimiento descrito por Jordan
(2019). Posteriormente las mezclas se colocaron en bafio Maria (Digital Water Bath HH-
6 Premiere) a 70 °C por 30 min. Finalizado el tiempo se aplico un shock térmico con bafio
de hielo y se filtr6 usando una fibra sintética. Luego se realizé un centrifugado a 3500
rpm por 20 minutos, posteriormente se filtro el sobrenadante empleando papel de filtro

N°5 (WHATMAN®). Los extractos filtrados se mezclaron siguiendo las combinaciones

presentadas en la Tabla 8.
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Tabla 8. Proporciones para la mezcla de extractos

Extractos
Tratamientos
Hojas de guanabana Hojas de arandano azul
1 - 100%
2 100% -
3 30% 70%
4 50% 50%
5 70% 30%

3.7. Microencapsulacion de los extractos mediante secado por aspersion

3.7.1. Preparacion de la mezcla

Se prepararon mezclas de los extractos con maltodextrina al 10% (p/p). Luego se agitod

con la ayuda de un mixer a 5000 rpm por 5 minutos hasta la disolucion del polimero.

3.7.2. Proceso de atomizacion

La microencapsulacion de los extractos se realizd6 empleando un equipo Spray Dryer,
utilizando un flujo de aire de 6,0 m/s. La mezcla se alimentd a la camara de secado con
una bomba peristaltica a razéon de 7,5 mL/min y un caudal del aspirador del 100%
(capacidad méaxima). La temperatura de entrada y salida fue 160 y 80 °C respectivamente,
de acuerdo con los tratamientos mostrados en la Tabla 8. Los polvos obtenidos se

envasaron en bolsas al vacio y se almacenaron a en un lugar seco a temperatura ambiente.
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3.8. Determinacion de capacidad antioxidante de los extractos
3.8.1. Extractos frescos

Se mezcld 100 pL de los tratamientos 1, 2, 3, 4 y 5 (Tabla 8) compuestos por la mezcla
de extractos de guanabana y arandano azul, con 2900 uL de la solucién DPPH en tubos
de ensayo (15 mL) y se dejo reaccionar a temperatura ambiente en oscuridad por 30 min,

al término de los cuales se procedi6 a medir la absorbancia de la mezcla a 517 nm.

3.8.2. Extractos reconstituidos

Los extractos microencapsulados fueron reconstituidos con agua destilada (1:25)
mediante agitacion con un mixer a 5000 rpm durante 5 minutos. Se mezcl6 100 pL de los
extractos reconstituidos con 2900 mL de la solucion DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)
en tubos de ensayo de 15 mL y se dejo reaccionar a temperatura ambiente por 30 minutos
en oscuridad; posteriormente se procedi6 a medir la absorbancia de la mezcla a 517 nm

(Chang et al., 2003).

3.9. Determinacion de compuestos fenolicos de los extractos
3.9.1. Extractos frescos y reconstituidos

Se mezcld 100 pL de los tratamientos 1, 2, 3, 4, 5y 6 (Tabla 8) del extracto de guanabana
y arandano azul, en un tubo de ensayo de 15 mL con 2500 puL de la soluciéon Folin, 2000

uL de Carbonato de Sodio y enras6 con agua destilada hasta 6000 uL, se dejo reaccionar

41

Z"-.I turnitin Pagina 62 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838



z"-.l turnitin Pagina 63 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838

durante 30 minutos en ausencia de luz a temperatura ambiente, seguidamente se procedio

a medir la absorbancia de la mezcla a 760 nm (Singleton & Rossi, 1965).

3.10. Caracterizacion de las microcapsulas
3.10.1. Humedad

La humedad de los extractos microencapsulados fue determinada a partir de 1 g de

muestra, empleando una balanza de humedad (AND MX-50, Japon).

3.10.2. Color

El color de los extractos microencapsulados se midio a través de los parametros de color
(luminosidad, y las coordenadas a y b) de la escala CIELab empleando un dispositivo
movil (iPhone 12) a través de la aplicacion Carolina RGB Colorimeter. Previo al analisis
se realizd una calibracion sobre una placa blanca de porcelana (R:255, G:255, B:255) a
42 cm del lente e iluminacion (111 1x) ubicada a 70 cm del objetivo, este ensayo se realizod

por triplicado (Ciaccheri et al., 2023).

3.10.3. Morfologia

La morfologia de las microcapsulas se analiz6 mediante un microscopio 6ptico (MICROS
AUSTRIA® modelo MCI100LED) a una magnificacion de 200x; previamente las
muestras se colocaron en un portamuestras de vidrio y fueron tefiidas con Lugol

(Ostrézka-Cieslik, 2022).
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3.10.4. Determinacion del porcentaje de inhibicion (IC50)

El IC50 se determind a partir de la grafica del porcentaje de inhibicion y corresponde a
la concentracion en la que se neutraliza el 50 % de los radicales libres del DPPH. La
capacidad antioxidante se expresd como porcentaje de inhibicidn, calculado mediante la
Ecuacion 1 (Pistia-Brueggeman & Hollingsworth, 2001), los resultados se expresaron en
mg equivalente de Trolox/g de las muestras, para lo cual se utilizd6 una curva de
calibracion lineal de Trolox (y = -32,378x + 1,0953) en concentraciones de 0,025-0,25

mg/mL y una linealidad de R* = 0,9921.

% de inhibiciéon = % X100 oo, Ecuacion 1
0

Donde:
Ao = Absorbancia del control

A= Absorbancia de la muestra

3.11. Procesamiento y analisis de datos

Los datos procedentes de la determinacion de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante se realizaron por triplicado, y fueron evaluados por andlisis de varianza
(ANOVA), seguido de una prueba de comparaciéon multiple utilizando el método de
Tukey al 95% de confianza para identificar diferencias significativas entre los
tratamientos, estos andlisis se ejecutaron empleando el paquete estadistico

STATGRAPHICS CENTURION 19 (version de prueba).

43

Z"-.I turnitin Pagina 64 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838



z"-.l turnitin Pagina 65 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Composicion quimico proximal y caracteristicas fisicoquimicas de las hojas

secas de guanabana y arandano azul

En la Tabla 9 se compara la composicion quimica de las hojas de guandbana y arandano,
ambas son fuentes ricas en nutrientes, especialmente fibra y antioxidantes, los cuales son
beneficiosos para la salud. Sin embargo, presentan algunas diferencias significativas. Las
hojas de guanabana sobresalen por su mayor contenido de proteina, fibra y capacidad
antioxidante total, mientras que las hojas de ardndano tienen una concentracion de

compuestos fenolicos superior.

Tabla 9. Composicion quimico proximal y caracteristicas fisicoquimicas de las hojas

secas de guanabana y arandano azul

Componente Hojas de Guanabana Hojas de Arandano

Humedad (%) 8,89+£0,18 10,88 £ 0,03
Proteina (g) 10,43 9,42
Grasa (g) 4,43 4,38
Carbohidratos (g) 67,19 66,97
Fibra (g) 19,75 16,44
Ceniza (g) 9,06 8,35
Energia total (Kcal) 351 345
Compuestos fenodlicos totales (mgQE/g) 60,77 £ 0,94 74,97 + 1,42
Capacidad antioxidante (mMTE/g) 22,33 11,96
Capacidad antioxidante (mgTE/g) 6,13 3,36

El contenido de humedad de hojas de guanabana (8,89 %) y cenizas (9,06 %) se encuentra

dentro de los valores normales para hojas secas de Annona muricata L. Un estudio
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y cenizas (8,43 £ 0,21) para hojas de guanabana respectivamente; por el contrario, Vit et
al. (2014) reportd porcentajes similares de humedad de 9,87 £+ 0,01, mientras que los
valores de cenizas y proteinas fueron de 7,17 £ 0,01 y 13,92 £+ 0,20 respectivamente,

cercanos al del presente estudio.

La capacidad antioxidante de las hojas de guanébana y hojas de arandano fue de 22,33 y
11,96 (mM TE/g) respectivamente. De acuerdo con un estudio realizado por Choi ef al.
(2023) se reportaron valores de 17,22 — 28,48 (mM TE/g) en variedades de hojas de
Hydrangea macrophylla L. Cabe senalar que los resultados de capacidad antioxidante son
dependientes de condiciones empleadas durante la extraccion como el tipo de solvente,
temperatura, relacion solido:liquido, entre otros. Por ejemplo, Minaya (2019) evalu¢ la
capacidad antioxidante de hojas secas de ardndano azul empleando tres métodos de

extraccion distintos, encontrando valores desde 128,54 a 1147,95 mM TE/g.

4.2. Contenido de compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante de las

hojas secas de arandano azul y guanabana
4.2.1. Contenido de compuestos fenolicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales de las hojas secas de guandbana y ardndano
se visualizan en la Tabla 9, la literatura normalmente expresa estos valores en
equivalentes de 4cido galico; sin embargo, existen otros estandares de referencia como la
quercetina. De acuerdo con los resultados se observa que las hojas de arandano contienen
mas compuestos fenolicos que las hojas de guanabana. El estudio de Cayra (2019) obtuvo

22,09 £ 24,07 (mg GAE/100 g) para hojas de guanabana, empleando como solvente de
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extraccion etanol (90 %) en un bafio de ultrasonido por 20 min., ejecutando condiciones
similares a este estudio. Por el contrario, Porta (2022) tuvo como resultado 372,97 (mg
GAE/100 g) utilizando metanol al 80 % durante 24 horas de maceracion en refrigeracion,

evidenciando que los resultados estan sujetos a las condiciones utilizadas en cada estudio.

Para hojas de arandano, Stefanescu et al. (2020) obtuvo como resultado valores minimos
de 10,520 (mg GAE/100 g) y un valor méximo de 15,583 (mg GAE/100 g) en materia
seca de hojas empleando para la extraccion una mezcla hidroalcohdlica al 40% en un
bafio de ultrasonido a 24 °C; el estudio sefiala que dichos valores estan sujetos a la

temporada de recoleccion de las hojas y la variedad de la especie.

4.2.2. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de las hojas secas de guandbana y ardndano se visualizan
también en la Tabla 9; de acuerdo con los resultados se observa que las hojas de
guandbana presentan mayor capacidad antioxidante que las hojas de arandano.
Evidenciando lo expuesto, el estudio de Cayra (2019) quien evalu6 los parametros de
secado de las hojas de guanabana obtuvo 69,78 + 78,17 (umol TE/g), siendo este ultimo

un valor similar al del presente estudio.

La capacidad antioxidante de las hojas de arandano azul (Tabla 9), tuvo como resultado
11,96 (mM TE/g). Este valor es inferior a lo reportado por Pascoa et al. (2019) quienes
registraron valores de 124,8 + 2,5 (mM TE/g) el mas optimo y 22,6 + 0,7 (mM TE/g) el

mas bajo, para hojas recolectadas en distintas estaciones.
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4.3. Contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de los

extractos frescos de arandano azul y guanabana
4.3.1. Contenido de compuestos fenolicos de extractos frescos

El contenido de compuestos fendlicos en los extractos acuosos varid entre 38,53 — 44,83
(mg QE/100mL), correspondientes a los extractos de hojas de ardndano y hojas de
guanabana respectivamente. De acuerdo con Jordan (2018), se reporta un contenido de
compuestos fendlicos de 136,2 (mg AGE/100mL) de extracto, usando como referencia
acido galico. Cabe sefalar que la variabilidad en los valores depende del método de
extraccion empleado, variables del proceso (ejemplo: temperatura, tiempo, entre otros),

tipo de solvente y relacion materia prima:solvente (Diaz et al., 2017).

4.3.2. Capacidad antioxidante en los extractos frescos

La capacidad antioxidante de los extractos frescos vari6 entre 90,68 + 2,63 y 100,49 +
7,22 (mM/100 mL) correspondientes a los extractos de hojas de arandano y guanabana,
mientras que para los extractos reconstituidos fluctuo6 entre 55,71 — 71,09 (mM/100 mL)
de acuerdo los tratamientos evaluados, evidenciando la superioridad de las hojas de

guanabana.
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4.4. Contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de los

extractos microencapsulados
4.4.1. Contenido de compuestos fenolicos de extractos microencapsulados

El contenido de compuestos fendlicos en los extractos microencapsulados varié entre
235,14 £ 6,52 y 346,60 £ 3,96 (mg QE/g), correspondientes a los extractos de hojas de
arandano y hojas de guandbana respectivamente. Un estudio de Jovic et al. (2023),
utilizando como referencia el mismo método de extraccion empleado y variables del
proceso para hojas de Pistacia lentiscus, reportd un contenido de compuestos fendlicos
de 67,93 + 10,91 (mg GAE/g) de extracto microencapsulado. Por el contrario, Akther et
al. (2023) reportd 0,336 (mg GAE/g) correspondiente a pulpa de mango secada por
atomizacion. Esta heterogeneidad de resultados evidencia que el contenido de
compuestos fenolicos varia segun el recurso vegetal empleado, asi como la parte de la

planta que da origen al extracto.

4.4.2. Capacidad antioxidante en extractos microencapsulados

La capacidad antioxidante del extracto microencapsulado fue 17,77 £ 0,13 y 13,93 £ 0,96
(mM TE/g) para hojas de guanabana y hojas de arandano respectivamente (Tabla 10). Al
respecto, Peanparkdee et al. (2015), obtuvieron resultados entre 14,0 — 16,7 (mg TE/g
microcapsula) correspondientes a hojas de mulberry (Morus alba L.) siendo similares a
este estudio. En general, el contenido la capacidad antioxidante del género Vaccinium

comparten dicha similitud.
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Tabla 10. Contenido de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante de los extractos

microencapsulados
Compuestos Capacidad antioxidante
Tratamiento fenolicos
(mg QE/g) (mM TE/g) (mg TE/g)
1(G) 346,60 + 3,96 17,77 £ 0,13 4,45+0,03
2 (AA) 235,14 £ 6,52 13,93 £ 0,26 3,52 £ 0,06
3 (G30/70AA) 292,16 £ 10,79 15,50 + 1,27 3,89 £ 0,32
4 (G50/50AA) 271,86 £ 15,13 14,80 £ 0,31 3,70 £ 0,08
5 (G70/30AA) 301,67 £ 13,61 17,53 £ 0,08 4,39 £ 0,02

G: Guanabana, AA: Arandano azul

Akther et al. (2023) reporto 1,104 (mg TE/g) utilizando como referencia el mismo método
de extraccion empleado y variables del proceso para pulpa de mango secada por
atomizacion, cabe sefialar que en dicho estudio se emple6 maltodextrina (=5 %). Por otro
lado, Picco et al. (2023) encapsularon compuestos fitoquimicos (cannabidiol y
cannabigerol) procedentes de Cannabis sativa L. alcanzando valores de 23,7+ 1,5y 28,4
+ 1,2 (mg TE/g). De igual manera estos resultados reflejan que la capacidad antioxidante

es dependiente de los metabolitos presentes en los extractos a encapsular.

Asimismo, existen estudios que reportan la capacidad antioxidante en mM. Prueba de ello
es el estudio de Do Nascimento Remigio et al. (2022), quienes hallaron valores de 30,87
—39,01 (mM/100 g), valores inferiores a la presente investigacion debido a la naturaleza
de la materia prima (Bauhinia ungulata L. var. obtusifolia), 1o cual queda demostrado en

extracto seco empleando hojas de guandbana. Por el contrario, Jovic et al. (2023)

49

Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838

Z'I-_I turnitin Pégina 70 de 105 - Engrega de integridad



Z"-.I turnitin Pagina 71 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838

reportaron 2,24 (mM TE/100 g) utilizando como referencia el mismo método de

extraccion empleado y variables del proceso para hojas de Pistacia lentiscus.

4.5. Contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de los

extractos reconstituidos
4.5.1. Contenido de compuestos fenolicos de extractos reconstituidos

El contenido de compuesto fenolicos en los extractos microencapsulados reconstituidos
vari6 entre 13,86 £ 0,16 y 38,53 £ 3,06 (mg QE/100 mL), correspondientes a los extractos
de hojas de guanabana y hojas de ardndano respectivamente. De acuerdo con Costa
Ferreira et al. (2022) se reporta un valor de 26,1 (mg GAE/100 mL) del extracto
microencapsulado de Astrocaryum vulgare reconstituido usando una mezcla de 2 mL de
metanol, acido acético y agua (50:8:42). Por el contrario, Li et al. (2018) reportaron un
valor de 115,6 (mg GAE/100 mL) de extracto microencapsulado de Prunus salicina

Lindl. reconstituido usando una mezcla de etanol (61 %).

En contraste con otros estudios, Cilek (2012) encontr6 un contenido de 456,5 miligramos
de acido galico equivalente por cada 100 mililitros en extractos microencapsulados de

Prunus cerasus L. reconstituidos con una mezcla de etanol y agua en partes iguales.

Un estudio de Cereceres-Aragén et al. (2018) sugieren que la ingesta de compuestos
fendlicos en la poblacion adulta mayor varia considerablemente, oscilando entre 280 +
130 mg/dia y 2,771 £ 1,552 mg/dia. Estudios sugieren que un consumo diario de 322 +

153 mg/dia a 2,861 mg/dia de estos compuestos podria brindar proteccion frente a

50

Z"-.I turnitin Pagina 71 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838



7) turnitin

Pagina 72 de 105 - Engrega de integridad

Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838

enfermedades cronicas no transmisibles como las enfermedades cardiovasculares, el

sindrome metabdlico y la diabetes en este grupo poblacional.

4.5.2. Capacidad antioxidante en extractos reconstituidos

La capacidad antioxidante de los extractos microencapsulados reconstituidos de hojas de

guanabana y hojas de arandano vari6 entre 71,09 £ 0,52 y 55,71 £ 1,03 (mM TE/100 mL),

respectivamente. Lo anterior evidencia la superioridad del extracto de guandbana en

comparacion a las hojas de ardndano posterior al proceso de atomizacion. En la Tabla 11

se muestran los resultados obtenidos para los compuestos fenolicos y capacidad

antioxidante de los extractos frescos y reconstituidos de las hojas de Annona muricata y

Vaccinium corymbosum.

Tabla 11. Contenido de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante de los extractos

reconstituidos

Compuestos fenolicos

Capacidad antioxidante

(mg QE/100 mL) (mM TE/100 mL)
Tratamiento
Extracto Extracto
Extracto fresco Extracto fresco

reconstituido reconstituido
1(G) 44,83 £2,18 13,86 £ 0,16 100,49 + 7,22 71,09 £ 0,52
2 (AA) 38,53+ 3,06 941+ 0,26 90,68 + 2,63 55,71 £1,03
3 (G30/70AA) 40,27 £1,75 10,87 £ 0,61 93,57 £ 2,83 59,19+ 1,24
4 (G50/50AA) 42,52 +0,47 11,69 + 0,43 97,66 + 5,07 62,01 £5,10
5 (G70/30AA) 44,27 £ 0,48 12,07 £ 0,54 98,63 £ 6,49 70,12 + 0,33
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4.6. Caracteristicas fisicoquimicas de los extractos microencapsulados
4.6.1. Humedad

La humedad de los extractos microencapsulados se presenta en la Tabla 12; se observa
que los valores fluctuaron entre 7,15y 7,68 %. Respecto a estos resultados, Lingua et al.
(2020) reportaron humedades entre 3,4 — 4,6 % para extractos de ardndano encapsulados
con MD (20 —30 %), siendo inferiores a este estudio. Por el contrario, un estudio realizado
por Airouyuwa & Kaewmanee (2019) report6 valores entre 5,21 — 8,61 % para extractos
de moringa encapsulados con proteinas aisladas. En general, el contenido de humedad es
una de las caracteristicas fisicas mas importantes de los polvos, debido a la estabilidad
microbioldgica de los futuros productos (Kuzmanovic ef al., 2015). También la humedad
cumple un rol importante de acuerdo al uso posterior que se le quiera dar al polvo

microencapsulado.

Tabla 12. Porcentaje de humedad de los extractos microencapsulados

Tratamiento Humedad (%)
1(G) 7,56 = 0,04
2 (AA) 7,22 £ 0,02
3 (G30/70AA) 7,68 £ 0,04
4 (G50/50AA) 7,53 £ 0,04
5 (G70/30AA) 7,15+0,19
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La humedad juega un papel crucial en la calidad y estabilidad de un extracto
microencapsulado, influyendo en diversos aspectos como propiedades organolépticas,
vida util y principalmente la degradacion y permeabilidad del material encapsulado, esto
ultimo influyendo en la liberacion del compuesto activo. Se ha evidenciado que existe
una relacion en la velocidad de absorcion, encontrando que a menor tamafio de las

particulas existe mayor absorcion de humedad (Stoklosa et al., 2012).

4.6.2. Color

Los resultados del anélisis de color en escala CIELab se presentan en la Tabla 13. Se
aprecia que tonalidades caracteristicas de los extractos de hojas de guandbana y
arandanos; sin embargo, a raiz de su combinacion, se manifiestan diversas tonalidades de
gris y beige, destacando los microencapsulados se vuelven mas oscuros a medida que
aumenta la proporcion de extracto de guandbana. La saturacion y el tono también
aumentan a medida que el color se oscurece (Tabla 13). El color es usualmente empleado
como un indicador indirecto de la eficiencia de encapsulacion, dado que mientras mas

oscuro es el polvo, la eficiencia de encapsulacion es mas baja.

4.6.3. Morfologia

El andlisis visual permitid evidenciar a la maltodextrina como el agente encapsulante
optimo para lograr la esfericidad y heterogeneidad de las microparticulas. De acuerdo con
los tamafios encontrados (0,08 a 240 pm) para los extractos de hojas de guandbana y
arandanos se determind que las particulas se encuentran dentro de un tamafo

microencapsulados.

53

Z"-.I turnitin Pagina 74 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838



7 turnitin

Pagina 75 de 105 - Engrega de integridad

Tabla 13. Colorimetria de los extractos microencapsulados
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GG AA G30/70AA GS50/S0AA G70/30AA
2
3
73
<
L’ 91,40 £ 0,20 88,07 £0,35 82,57+ 1,19 86,80 = 0,50 86,00 = 0,27
a’ -0,17+£0,78 -1,55+ 0,00 -0,17+ 1,44 -2,36 + 0,60 -2,40 £ 0,27
b’ 7,77 £ 0,55 13,74 £ 0,02 15,70 £ 0,93 12,58 £ 0,65 13,11 £0,29
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MD G AA
G30/70AA G50/50AA G70/30AA

MD = Maltodextrina, G = Extracto de guanabana microencapsulado, AA = Extracto de arandano microencapsulado, G30/70AA = Extracto de guanabana y arandano microencapsulado
(30%/70%), G50/50AA = Extracto de guandbana y arandano microencapsulado (50%/50%) y G70/30AA = Extracto de guanabana y arandano microencapsulado (70%/30%).

Figura 8. Morfologia de los extractos microencapsulados
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4.7. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto optimizado

Las caracteristicas fisicoquimicas del extracto optimizado se muestran en la Tabla 14; se
observa que los valores de pH para el extracto fresco y el extracto con MD alcanzaron
6,1 y 5,8 respectivamente, similar a un analisis realizado por Vergara ef al. (2018) quien
tuvo valores de 6,00 = 0,02 para extracto acuoso de Annona muricata L. Asimismo, el
valor porcentual de solidos solubles y sélidos totales del extracto fresco en comparacion

con el extracto con MD aumento6 considerablemente.

Tabla 14. Caracteristicas fisicoquimicas del extracto optimizado

Parametro Extracto fresco Extracto con MD
pH 6,1 5,8
Solidos solubles (°Brix) ND 9
Solidos totales (%) 0,78 12,03

ND: No detectado

4.8. Porcentaje de inhibicion (IC 50)

El contenido de compuestos fendlicos en las microcapsulas vari6 significativamente entre
los tratamientos (Tabla 10). La mezcla de hojas guandbana y ardndano (G70/30AA) tenia
un contenido de compuestos fendlicos mas alto siendo 18,98 mg/mL. Los resultados de
IC50 son proporcionales al contenido de compuestos fenolicos en los polvos, lo que
sugiere que estos metabolitos tienen un papel importante en la determinacion de la
capacidad antioxidante en el extracto. Para un mayor contenido de compuestos fenolicos
se requieren menos miligramos de polvo para inhibir el 50 % de los radicales libres de

modo que el contenido inicial de compuestos fenolicos en la mezcla a encapsular tendra

56

z"-.l turnitin Pagina 77 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838



Zﬂ turnitin Pé4gina 78 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega  trn:oid:::16851:530794838

una relacidon directa con la actividad antioxidante de la microcapsula obtenida después

del secado.

El estudio de capacidad antioxidante de la mezcla de las hojas de guandbana y ardndano
(70/30) presento porcentajes de inhibicion entre 17,21 — 62,86 %, siendo 613,6 pg/mL la
concentracion equivalente al IC 50. En base a este hallazgo se calcul6 el IC 50 para los

otros tratamientos encontrando valores de 605,31 pg/mL; 772,18 pg/mL; 693,96 png/mL

y 726,78 ug/mL para los tratamientos 1 (G), 2 (AA), 3 (G30/700AA) y 4 (G50/50AA),

respectivamente.
70
60
e y=-10.921x + 69.9
50 e R? = 0.9545
S =
< 40
S | B . e
23 N @ . .
<
IS
» N B B O )
) l
0

0.000666667 0.0006 0.000533333  0.000466667 0.000333333
Concentracion (g/mL)

Figura 9. Curva de inhibicion para IC 50

Ladesta Millinia et al. (2024), obtuvo un valor IC 50 de 3397,55 ug TE/mL para extracto
microencapsulado de Hibiscus sabdariffa L. lo cual indica poca capacidad antioxidante.
extracto microencapsulado de N. sativa y C. caudatus K., dicho estudio emple6 la misma

metodologia de la presente investigacion. En contraste con este estudio, Costa Ferreira et
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al. (2022), obtuvieron un valor IC 50 de 24,12 ug TE/mL para extracto microencapsulado
de Astrocaryum vulgare Mart. 1o cual indica mayor capacidad antioxidante.

Segun Zhang et al. (2015), la capacidad antioxidante se atribuye a la suma de vitamina
C, E, compuestos fendlicos, entre otros fitoquimicos, para neutralizar radicales libres y

evitar el dafio oxidativo en las células.

En relacién con lo mencionado anteriormente, Diaz ef al. (2017) compararon el estrés
oxidativo (EO) y la capacidad total antioxidante (CTA) en 14 atletas de balonmano, se
dividieron en dos grupos (ingesta de jugo de zarzamora y placebo) y se midid en cuatro
momentos: reposo, precompetencia, al finalizar y 24 horas después. Tras una semana
tomando zarzamora, el EO disminuy¢ significativamente antes de competir, mientras que
el grupo placebo solo mostr6 aumentos en la CTA antes y al terminar la competencia, lo
que indica que una dieta rica en antioxidantes atenua el EO en el periodo previo a la
competicion. Dicho estudio fue realizado con ensayos d-ROMs (Derivatives-Reactive

Oxygen Metabolites) y PAT (Plasma Antioxidant Test).

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la microencapsulacion
mediante atomizacidn es una técnica viable para estabilizar los compuestos fitoquimicos
responsables de la bioactividad de las hojas de guandbana y ardndano, lo cual facilita su

incorporacion en formulaciones con fines terapéuticos.
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V. CONCLUSIONES

e La composicion proximal de ambas hojas fue similar, destacando un mayor valor de
humedad para las hojas de arandano (10,88 %) y mayor contenido de fibra para las
hojas de guanabana (19,75 %). Ademas, las hojas de arandano presentaron un mayor
contenido de compuestos fenolicos (74,97 mg QE/g) en comparacion a las hojas de
guanabana (60,77 mg QE/g); no obstante estas ultimas exhiben una capacidad
antioxidante significativamente superior (22,23 mM TE/g) asociado a la presencia
de otros metabolitos.

e El secado por atomizacion a 160 °C empleando maltodextrina al 10% permiti6 la
encapsulacion de los extractos de hojas de guandbana y arandano, siendo la
combinacion de G70/30AA aquella que presentd mayor contenido de compuestos
fenolicos (301,67 mg QE/g) y capacidad antioxidante (17,53 mM TE/g), con un IC50
equivalente a 613 pg/mL.

e La microencapsulacion de extractos de hojas de guanabana y arandano mediante
secado por atomizacidn asegura la conservacion de compuestos bioactivos, lo que
facilita su futura incorporaciéon en formulaciones con fines terapéuticos o

nutricionales.
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VI. RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio para evaluar el efecto de diferentes temperaturas de atomizado
en la conservacion de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante.

e Identificar los compuestos responsables de la caramelizacion del extracto de hojas
de arandano durante el proceso de atomizacion.

e Explorar la microencapsulacion del extracto optimizado empleando otros agentes
encapsulantes, como goma arabiga, goma xantana, almidones modificados,
alginatos, entre otros.

e Realizar un andlisis cualitativo mediante HPLC para identificar los compuestos
fenolicos presentes en los extractos de hojas de guanabana y ardndano, al igual que
la mezcla optimizada (antes y luego de su atomizacion).

e Realizar ensayos in vitro para evaluar la bioactividad de los extractos

microencapsulados usando cultivos celulares.
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- Anexo 1. Analisis Quimico Proximal de las hojas de guanabana
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- Anexo 2. Analisis Quimico Proximal de las hojas de arandano
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- Anexo 3. Protocolo de extraccion

e Preparacion del radical DPPH. Se pes6 4 mg del radical DPPH en un matraz
aforado previamente tarado y protegido contra la luz. Se disolvio en 100 mL de
metanol al 70%. La solucion se coloc6 en una centrifuga durante 15 minutos con
la finalidad de lograr una adecuada disolucion, posteriormente se comprob6 que
esté a una absorbancia de 517nm.

e Preparacion del Trolox. Se prepar6 una solucion stock 1 mM disolviendo 2,503
mg de acido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromo-2- carboxilico 97% (Trolox), en
10 mL de metanol, luego se prepararon diluciones con rangos de concentracion
entre 0,5 y 0,03 mM como, con el fin de realizar la curva de calibraciéon. Como
blanco de calibracion del equipo se empled metanol.

e Preparacion de la curva de calibracion. Para la determinacion de la curva de
calibracion, se adiciono 2,9 mL de la solucion de DPPH en una cubeta y se midio
su absorbancia a 517 nm y luego se adicion6 1 mM, 0,5 mM, 0,25 mM, 0,125 mM
y 0,1 mM de las diluciones de Trolox, se agitd vigorosamente y se mantuvo en la
oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente, para después realizar la lectura
en un espectrofotometro a 517 nm.

e Capacidad antioxidante. Para la medicion de la capacidad antioxidante del
extracto microencapsulado de hojas de guandbana y ardndano azul se procedio a

diluir 4gr de las mezclas en 100 mL de agua destilada.
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- Anexo 4. Atomizador

- Anexo 5. Elaboracion de los extractos
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- Anexo 6. Extractos mezclados

- Anexo 7. Extractos reconstituidos
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- Anexo 8. Extractos antes del filtrado

- Anexo 9. Centrifuga

82

z'l_.l turnitin Pagina 103 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838



z'l_.l turnitin Pagina 104 de 105 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::16851:530794838

- Anexo 10. Hojas secas de arandano azul

- Anexo 11. Hojas secas de guanabana
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- Anexo 12. Secado de las hojas frescas
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