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Resumen

Los acidos clorogénicos poseen propiedades favorables para la salud humana y pueden ser
encontrados en altas cantidades en el extracto vegetal de Vernonanthura patens, llex
guayusa Yy residuos de Theobroma cacao; sin embargo, por su vulnerabilidad a condiciones
ambientales variables, se requiere un mecanismo de proteccion que permita la entrega
efectiva de su funcionalidad. El objetivo de este trabajo fue disefiar un formulado
microencapsulado mediante secado por aspersion de un extracto de V. patens, |. guayusa y
residuos de T. cacao con distintos materiales pared, evaluar su eficiencia y la bioaccesibilidad
de los compuestos fenodlicos especificos durante la digestién gastrointestinal (DGI). El
extracto vegetal concentrado al 20 % y 40 % de carga fue microencapsulado con
maltodextrina (MD), mezclas de maltodextrina con goma arabiga (MD-GA) y maltodextrina
con pectina (MD-P). Los resultados sefialaron que el formulado que presentd las
caracteristicas mas destacadas fue MD-GA 1.5:1(p/p) cargadas al 20%, que se presentaron
como microparticulas con fluidez moderada y cohesividad intermedia y alcanzaron 61.8 +4.5
% de rendimiento, 91.1 + 8.3 % de eficiencia, con CPT de 13.5 £ 5.2 mg EAG / g, CFT de
258 £+ 0.1 mgeQ / g y para DPPH 50.4 = 1.4 pymolET/g. SEM, DSC y FTIR mostraron
microcapsulas con morfologia irregular con superficie rugosa y sin fisuras, que fueron
térmicamente mas estables y formaron complejos de inclusion. Ademas, durante la DGI
simulada la mayor bioaccesibilidad se produjo en la mucosa gastrica, mostrando la viabilidad

para preparar un producto nutracéutico microencapsulado a mayor escala.

Palabras clave: microencapsulacion, secado por aspersion, material de

pared, &cidos clorogénicos, bioaccesibilidad

Oscar Paul Rodriguez Conterén



Abstract

Chlorogenic acids have favorable properties for human health and can be found in high
amounts in the plant extract of Vernonanthura patens, llex guayusa and residues of
Theobroma cacao; however, due to its vulnerability to variable environmental conditions, a
protection mechanism is required that allows the effective delivery of its functionality. The
objective of this work was to design a microencapsulated formulation by spray drying an
extract of V. patens, |. guayusa and T. cacao residues with different wall materials, evaluate
its efficiency and the bioaccessibility of specific phenolic compounds during gastrointestinal
digestion (GID). The concentrated plant extract at 20 % and 40 % load was microencapsulated
with maltodextrin (MD), mixtures of maltodextrin with gum arabic (MD-GA) and maltodextrin
with pectin (MD-P). The results indicated the formulation that presented the most outstanding
characteristics was MD-GA 1.5:1(p/p) loaded at 20%, which appeared as microparticles with
moderate fluidity and intermediate cohesiveness and reached 61.8 + 4.5% yield, 91.1 £ 8.3 %
efficiency, with TPC of 13.5 + 5.2 mg EAG/g, TFC of 25.8 £ 0.1 mgEQ/g and for DPPH 50.4
1.4 umolET/g. SEM, DSC and FTIR showed microcapsules with irregular morphology with a
rough and seamless surface, which were more thermally stable and formed inclusion
complexes. Furthermore, during simulated GID the greatest bioaccessibility occurred in the
gastric mucosa, showing the feasibility to prepare a microencapsulated nutraceutical product

on a larger scale.

Keywords: microencapsulation, spray drying, wall material, chlorogenic acids,

bioaccessibility
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guayusa Y RESIDUOS DE Theobroma cacao CON DISTINTOS
MATERIALES DE PARED
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1. Introduccién

En la actualidad, cada vez es mas recurrente el acudir a formas naturales que sirvan como
fuente de compuestos bioactivos y que presenten potenciales propiedades de interés
nutracéutico para uso comercial (Castro-Lépez et al., 2020; Piccolella et al., 2019; Taroncher
et al., 2021). Estos pueden encontrarse en numerosas plantas o residuos vegetales
agroindustriales (Abdullahi R & Mainul, 2020; Matth&aus, 2002; Varzakas et al., 2016). En
particular, los componentes fitoactivos de los extractos de plantas pueden incluirse de manera
natural en cualquier régimen de dieta y consiguen prevenir ciertas enfermedades no
transmisibles (Ben-Shabat et al., 2020; Piccolella et al., 2019).

Existen algunas investigaciones de las propiedades medicinales de mezclas optimizadas de
distintos extractos de plantas que, por efecto sinérgico, se mejora su actividad terapéutica y
brinda perfiles sensoriales adecuados (Crespo et al., 2019; Vieira et al., 2019; Y. Yang et al.,
2014). Recientes estudios destacan a lllex Guayusa, Vernonanthura Patens y ciertos residuos
agroindustriales como la cascarilla de Theobroma cacao por poseer un alto contenido de
metabolitos secundarios poco aprovechados. Entre estos metabolitos se destaca el acido
clorogénico (ACG) (Arteaga-Crespo et al., 2020; Manzano et al., 2017, 2021; Manzano
Santana et al., 2018), que es un éster formado por el acido cindmico y &cido quinico. EI ACG
presenta varios isomeros, siendo el mas abundante el 5- acido cafeoilquinico (5-CQA)

(Loaiza-Campifio et al., 2020; Santana-Galvez et al., 2017). Este compuesto afecta el
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metabolismo de lipidos y glucosa en los desordenes metabdlicos (Meng et al., 2013; Ramli et
al., 2021). Varios trabajos han indicado la accién nutracéutica del ACG para la prevencion del
sindrome metabdlico, por sus caracteristicas multifuncionales como antioxidante,
antinflamatorio, antidislipidémico, antidiabético y antihipertensivo (Ramli et al., 2021;
Yamagata, 2018). Ademas, se ha indicado que el uso de extractos acuosos de V. patens, |.
guayusa Yy residuos de T. cacao como base para una bebida funcional que contiene
compuestos polifenélicos tales como acidos clorogénicos y quercetina. Asi también,
alcaloides como cafeina y teobromina que brindan efectos coadyuvantes para la prevencion
de enfermedades asociadas con el sindrome metabdlico (Paladines-Santacruz et al., 2021;
Taroncher et al., 2021).

Los acidos clorogénicos y acido cafeico posiblemente sean las moléculas fitoquimicas de tipo
fendlico més abundantes presentes en extractos del género llex y Vernonanthura (Gebara et
al., 2017; Gugliucci et al., 2009; Igual et al., 2013). Sin embargo, estos compuestos son
inestables por ser propensos a la oxidacién cuando estan expuestos a la luz, temperaturas
altas, pH y contenido de humedad (Cegledi et al., 2021; Cutrim et al., 2019; Hussain et al.,
2018). Ademas, estos compuestos presentan sabor amargo y su incorporacién directa se
dificulta en productos de consumo humano (Costamagna et al., 2017; Ferreira-Santos et al.,
2021; Loaiza-Campifio et al., 2020), por lo cual, es necesario eliminar los solventes presentes
en los extractos con el fin de estabilizarlos antes de su incorporacién en productos
alimenticios para facilitar su manipulacion (Sawale et al., 2017). Consecuentemente, se torna
necesario acudir a distintas técnicas de presentacion de productos terminados para el
mejoramiento de su biodisponibilidad (Corréa-Filho et al., 2019; Grgi¢ et al., 2020). En este
contexto, cada vez es mas popular el uso de la microencapsulacién como una alternativa de
conservacion y estabilidad fisica durante el procesamiento, almacenamiento y administracion

de compuestos bioactivos (Castro-Lopez et al., 2020; Mohd Yusop et al., 2017).

La microencapsulacién es un proceso en el que se enmascara el principio activo en una matriz
de revestimiento, generalmente polimérica, capaz de liberar su contenido a velocidades
controladas bajo condiciones especificas (Murugesan & Orsat, 2012; Pudziuvelyte et al.,
2019). A su vez, el secado por aspersion es una técnica de microencapsulacion popularizada
por mostrar bajo costo, rapidez, efectividad, facil escalado, disponibilidad y proteccion
(Bahrim et al., 2020; Sun et al., 2020). Conjuntamente con la eleccion de un material
enmascarante 6ptimo, sea natural o sintético, que asegure la formacién de una matriz
biodegradable, resistente a la oxidacion, no ser reactivo con el nicleo, mostrar estabilidad de
emulsién y que extienda la duracién del producto final, influye directamente en la eficiencia

del proceso de enmascaramiento (Corréa-Filho et al., 2019; Lourenco et al., 2020).
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Existen estudios de la utilizacién de algunos tipos de agentes microencapsulantes para la
produccién de microcapsulas utilizando polimeros de carbohidratos, proteinas y lipidos (Dadi
et al., 2019; Ferreira-Santos et al., 2021). Entre los mas usados, se destacan maltodextrinas
y la goma arabiga que pertenecen a la categoria de polisacaridos (Hussain et al., 2018;
Rezende et al., 2018). Igualmente, el manejo de goma arabiga es muy recurrida al tratarse
de un material de pared eficaz debido a su formacidn estable de emulsién y buena retencién
de volatiles (Corréa-Filho et al., 2019; Grgi¢ et al., 2020).

Ciertos trabajos indican la preparacion de mezclas de compuestos que actlien como matriz
encapsulante para proveer mejoramiento de las propiedades de encapsulacién y su eficiencia
(Dadi et al., 2019; Sun et al., 2020). De esta forma, se reporta el uso de la combinacién de
maltodextrinas con otros polimeros activos, como la goma arabiga, como materiales de pared
(Ahmadian et al., 2019; Akhavan Mahdavi et al., 2016; Rezende et al., 2018). No obstante,
son escasas las investigaciones que incentivan el empleo de extractos de residuos vegetales
para el desarrollo de productos funcionales con alentadoras propiedades terapéuticas y

dispuestas en forma de microparticulas (Pattnaik et al., 2021).

Adicionalmente, es importante una vision integral para comprender el proceso fisioldgico
relacionado con la bioaccesibilidad de acidos clorogénicos en las diversas etapas digestivas
en el sistema gastrointestinal humano (Rojo-Poveda et al., 2020; Stefanescu et al., 2022).
Esto se puede lograr mediante metodologias de digestién simulada que utilizan modelos in
vitro; como los estaticos, que son los mas descritos y manejados (Bernardes et al., 2019;
Castro-Lépez et al., 2020). Para ello, se utilizan una proporcién estandarizada de enzimas y
concentraciones de sal, pH y tiempo de digestion para cada fase digestiva para recrear
exactamente las condiciones in vivo (Ferreira-Santos et al., 2021; Iturri et al., 2021; Rojo-
Poveda et al., 2020).

Por lo tanto, los propositos de este estudio fueron: 1) Disefiar un formulado microencapsulado
con potencial nutracéutico a base de distintos materiales de pared; 2) Evaluar la técnica de
microencapsulacion de un extracto de hojas de Vernonanthura patens, llex guayusa y
residuos de Theobroma cacao empleando distintos materiales encapsulantes con la medicion
de su eficiencia mediante técnicas fisicas y analiticas especializadas; y 3) Estimar la
bioaccesibilidad del extracto microencapsulado mediante simulacion géastrica para la

liberacion de sus compuestos polifenélicos mas abundantes.
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2. Materiales y métodos

Para cumplir con los objetivos propuestos, se presenta el anexo A, que describe el esquema

resumido de trabajo experimental.
2.1. Materiales

La maltodextrina (Foodchem, China), goma ardbiga (Samchon Chemical, Corea), y pectina
citrica (Foodchem, China) se utilizaron como materiales de pared. Los reactivos de fenol de
folin ciocalteu 2 N, 2.2-difenil-1-picrililhidracilo (DPPH), cloruro de aluminio hexahidratado
(AICI3.6H20), quercetina, acido galico, acido 6-hidroxi-2.5.7.8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(Trolox), nitrito de sodio (NaNO,), carbonato de sodio (Na,COs3), hidréxido de sodio (NaOH),
acido clorhidrico (HCI) y metanol (CHsOH) se adquirieron de la casa Sigma-Aldrich (San.
Louis, EEUU). Los estandares de 4cido neoclorogénico (5-CQA), acido criptoclorogénico (4-
CQA), acido clorogénico (3-CQA) y acido cafeico fueron comprados a Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). El agua ultra purificada se obtuvo mediante el purificador de agua
(Barnstead International, EEUU). Se utilizaron solventes grado cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) como metanol (Sigma-Aldrich, Canada), &cido acético y acetonitrilo
(Sigma-Aldrich, Francia). Las soluciones madre de electrolitos de cloruro de potasio (KCI),
fosfato monopotasico (KH2PO.), bicarbonato de sodio (NaHCO3), cloruro de sodio (NacCl),
cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl..6H,0), carbonato de amonio ((NH4).COs) y
cloruro de calcio dihidratado (CaCl..2H,0) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (San. Louis,
EEUU), al igual que la pepsina porcina, pancreatina y sales biliares se adquirieron de Sigma-

Aldrich (Steinheim, Alemania).
2.2. Material vegetal

La mezcla de material vegetal estuvo compuesta de hojas de llex guayusa. (Aquifoliaceae),
(herbario nacional de Ecuador Codigo QCNE-Quito: CIBE020), obtenido de la ciudad de
Taisha, Morona Santiago; hojas de Vernonanthura patens. (Asteraceae), (CIBE037), obtenido
del cantéon Marcabeli, El Oro; y la cascarilla de cacao provisto por Maquita Cushunchic
(MCCH), Guayaquil, Guayas. De esta mezcla se obtuvo el extracto acuoso optimizado de |I.
guayusa, V. patens y cascarilla de T. cacao del Departamento de Bioprocesos y Bioproductos
de ESPOL, que ha sido registrado como secreto comercial 11591SECRETOCIBE (Paladines-
Santacruz et al., 2021). Posteriormente, con la finalidad de aumentar los sélidos solubles
totales, el extracto se concentré al 20 y 40 % de su volumen inicial en un evaporador rotatorio

(modelo Laborota 4001; Heidolph, Alemania) a 70 °C con bomba de vacio acoplada (modelo
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TE-058; Tecnal). La mezcla vegetal se protegi6 de la luz y se almacend en un congelador a
—20 °C (Boyano-Orozco et al., 2020; Krishnaiah et al., 2012).

2.3. Preparacion de las dispersiones

El extracto vegetal optimizado se microencapsulé con maltodextrina (MD), mezcla
maltodextrina con goma arabiga (MD-GA) 1.5:1 (p/p) y mezcla maltodextrina con pectina (MD-
P) 1.5:1 (p/p) como agentes encapsulantes. La dispersion se prepard utilizando el extracto
concentrado al 20 y al 40 % (p/v); y agregando los materiales pared en proporciéon 1:1.5 (p/
p) y 1:4 (p/ p) respectivamente. La mezcla resultante se agité con un agitador de velocidad
constante a 300 rpm durante 90 minutos a 40 °C hasta obtener un sistema homogeneizado
(Ahmadian et al., 2019).

2.4. Proceso de microencapsulacion

Para la microencapsulacién mediante secado por aspersion se utilizé un mini secador por
pulverizacion (modelo FT-30, ARMFIELD Labplant, Reino Unido) con un atomizador de fluido
(diametro interior de 5 mm). Las condiciones de secado para el experimento fueron de 180 +
2 °C para la temperatura de entrada de aire caliente y 60 = 5 °C para temperatura de salida
de aire caliente, con 4 bar de presién y un flujo de alimentacion de 7.5 ml/min (Ferreira-Santos
et al., 2021).

2.5. Caracterizacion fisico-quimica de los microencapsulados
2.5.1. Contenido de humedad

Se pesaron con precision 2 g de cada uno de los microencapsulados y se secaron en un
horno de aire caliente a 105 £ 2 °C hasta un peso constante. El contenido de humedad (%)
se calculé como la diferencia entre el peso inicial y el peso seco dividido por el peso inicial
del microencapsulado (AOAC, 1990).

2.5.2. indice de Carr y Relacion de Hausner

Se pesaron 2 g de las microparticulas del extracto vegetal secados por atomizacion y se
colocaron cuidadosamente en una probeta graduada de 10 ml sin tocar la pared interior. El
volumen que estaba ocupado por las microparticulas se registr6 como Vo. El mismo cilindro
lleno de las microparticulas se golpeé manualmente 100 veces, y el nuevo volumen ocupado
se registr6 como Vf. Se calcul6 la densidad aparente (pa) y compacta (pc) utilizando las
ecuaciones (1) y (2), respectivamente (Chen et al., 2021).
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9\ _ masadelpolvo

pa (ml) - Vo (1)
g masa del polvo

pe () = " @)

La fluidez de los microencapsulados se expresé como indice de Carr (IC) y para la
cohesividad se uso6 a la relacion de Hausner (RH), que fueron calculados de acuerdo con las

ecuaciones (3) y (4), respectivamente (Pudziuvelyte et al., 2019).

Ic =222 x 100 (3)
pc
_ pe
RH == (4)

2.5.3. Humectabilidad

La humectabilidad se evalu6 como el tiempo necesario para que una masa del
microencapsulado (50 mg) colocada en la superficie de un volumen fijo de agua destilada (20
ml) se sumerja completamente sin agitacion. Las pruebas se realizaron a 20 °C (Lourenco et
al., 2020).

2.5.4. Solubilidad

Una masa de 100 mg de cada microencapsulado se dispers6é en 10 ml de agua destilada
utilizando un agitador magnético (ARE, Velp) durante 5 minutos a 20 °C. A continuacion, la
solucién se centrifug6 (Hettich, modelo EBA20, Alemania) a 5100 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se transfirié a una capsula de porcelana previamente pesada y se secé al horno
a 70 °C durante la noche. La solubilidad de las microencapsulados (%) se determinaron por
la relacion entre la masa de sobrenadante seco y la masa inicial de las microparticulas

afiadidas (Lourenco et al., 2020).
2.6. Caracterizacion bioquimica de los microencapsulados

2.6.1. Contenido de polifenoles totales

El contenido de polifenoles totales (CPT) de las microcapsulas del extracto vegetal fueron
cuantificados con el reactivo folin-ciocalteu (Waterhouse AL, 2002). Se anadieron 100 pl del
reactivo, 200 pl de la muestra y 1580 ul de agua al tubo de ensayo, luego la solucion se agité
y se dejo reaccionar durante 1 minuto. Posteriormente, se agregaron 300 pl de 1 N Na;COs

y volvié a agitar. La solucién se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas en la
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oscuridad. La absorbancia se midié a 765 nm utilizando un espectrofotémetro (Synergy™ 5,
BioTek). Se utiliz6 una curva de calibracion de acido gélico (anexo B) para estimar el
contenido fendlico de las muestras. La ecuacion obtenida de la curva de calibracién del &cido
gdlico fue y =0.008x + 0.0016 (R?=0.9998). La concentracion fendlica total se expresoé en

mg de equivalente de acido galico (EAG) por g de peso seco (mg EAG / g).
2.6.2. Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales de los extractos microencapsulados fueron determinados
mediante el ensayo colorimétrico del cloruro de aluminio (Min et al., 2012). Para ello se
hicieron reaccionar 250 pl de muestra diluidas con 1 ml de Agua MilliQ y 75 pl de NaNO: al 5
% durante 5 minutos con agitacion. Posteriormente se adicionaron 150 pl AICIs en agitacion
constante durante 6 minutos, y finalmente se agregaron 500 ul de NaOH 1 M con 500 pl de
agua ultra purificada. La mezcla fue llevada al vortex y centrifugada a 4500 rpm por 10
minutos. Se midié la absorbancia de la mezcla a 510 nm utilizando un espectrofotémetro de
microplaca (Synergy™ 5, BioTek). Se utiliz6 una curva de calibraciéon de quercetina (anexo
C) para estimar el contenido flavonoides de las muestras. La ecuacién obtenida de la curva
de calibracién de quercetina fue y = 0.0005x + 0.0027 (R?=0.9978) y los resultados se
expresaron como mg de equivalente de quercetina (EQ) por g de peso seco (MgEQ / g).

2.6.3. Determinacién actividad antioxidante

Se transfirieron 200 pl de cada microencapsulado por triplicado y se afiadieron 3.2 ml de una
solucion de 2.2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) 0.004% en etanol (p/v) en una microplaca de
96 pocillos. La mezcla de la reaccion se incubd durante 30 minutos en la oscuridad a
temperatura ambiente. La capacidad de los microencapsulados para eliminar el radical DPPH
se evalud midiendo la disminucién de la absorbancia a 517 nm en un lector de microplacas
multidetectores (Synergy™ 5, BioTek). Se utilizé una curva de calibracion con trolox (anexo
D) para estimar la actividad antioxidante de las muestras. La ecuacion obtenida de la curva
de calibracion de trolox fue y = 9.3616x -6.1808 (R?=0.9982) Los resultados se expresaron
en micromoles de equivalente Trolox por gramo de microparticulas (UMoIET/g) para la

solucion inicial a ser microparticulas secas y reconstituidos (Deng et al., 2011).
2.8. Rendimiento del proceso de microencapsulacién

Se determiné el rendimiento del proceso mediante la relacion entre la masa del extracto
vegetal de |. guayusa, V. patens y cascarilla de cacao microencapsulado obtenido y la masa
de sélidos del extracto vegetal presente en el liquido alimentado al secador, expresandola en

porcentaje (Calero et al., 2008).
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2.9. Eficiencia de microencapsulacion

La eficiencia de microencapsulacion (EM) se determind pesando 100 mg de cada
microencapsulado en 2 ml de agua destilada. Posteriormente, se sonic6 durante 10 minutos,
luego se centrifugd a 4500 rpm durante 10 minutos para la obtencion de CPT y se midieron
las absorbancias en el espectrofotometro. Este procedimiento se repitié con etanol al 70 %
para la obtencion de polifenoles superficiales (CPS) (Sawale et al., 2017). Se utilizé la
siguiente ecuacién para la eficiencia de microencapsulacion.

_ CPT—CPS

EM (%) CPT

x 100 (5)
2.10. Caracterizacion cualitativa de la eficiencia de microencapsulacion
2.10.1. Morfologia de las microcapsulas

Se obtuvieron micrografias que muestran la caracterizacion morfolégica del
microencapsulado que presentd el mejor rendimiento y eficiencia de microencapsulacion
utilizando un microscopio electrénico de barrido (SEM Vega LM, Tescan, EEUU) con un
voltaje de excitacion de 15 kV y con incrementos de 100 a 1.500 veces para una mejor
visualizacién. Las microcapsulas fueron fijadas en trozos de cinta adhesiva de doble cara y
recubiertas con una fina capa de oro (Sharma et al., 2017).

2.10.2. Anélisis térmico

Se realizaron analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC) del extracto vegetal seco,
material de pared MD-GA y el microencapsulado MD-GA al 20% de carga utilizando un DSC
NETZSCH 204F1 Phoenix (Netzsch Geratebau Gmbh, Graz, Austria). Cada muestra (2 a 5
mg) se coloco en un mini crisol de aluminio sellado y se calentd de 20 a 400 °C a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min bajo purga constante de nitrégeno a un caudal de
50 ml/min (Kang et al., 2019).

2.10.3. Analisis de las interacciones intermoleculares

Para verificar el proceso de encapsulado, el extracto atomizado, la mezcla de encapsulantes
y extracto microencapsulado fueron analizados mediante Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR) utilizando un espectrometro Spectrum TwoFT-IR (Perkin
Elmer, EUA) con rango de longitud de onda de 4000 hasta 550 cm™ (Mazuco et al., 2018).
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2.11. Cuantificacion de los polifenoles en el microencapsulado

Para este propésito, muestras de 20 mg del extracto microencapsulado al 20 y al 40 % de
carga con MD-GA, como material de pared, fueron homogenizados con 1.5 ml de una solucion
de metanol/agua 50:50 (v/v). Inmediatamente, las mezclas fueron sonicadas en un bafio
ultrasénico (Branson, modelo 3510RDTH, EEUU) durante 15 minutos a temperatura ambiente
(23 + 2 °C). Posteriormente se filtraron con una jeringa acoplada a un filtro de membrana
(0.22 ym de diametro). Luego se realizo una dilucion 1/10 (100 ul de extracto reconstituido y
900 pl de una solucién de metanol/agua 50:50 (v/v)) y se depositoé en viales ambar para ser

analizado por el equipo de HPLC (Pilatti-Riccio et al., 2019).

El analisis cromatografico se llevd a cabo en un sistema HPLC Serie 1200 (Agilent
Technologies, St. Clara, CA, EE. UU.), provisto de una bomba cuaternaria, automuestreador
con termostato y acoplado a un detector de arreglo de diodos DAD equipado con una columna
Zorbax C18 (250 mm x 4.6 mm x 5 pym) (Agilent Technologies, St. Clara, CA, EE. UU.) a una
temperatura de 30 °C. El volumen de inyeccién fue de 10 pl, con un caudal de 1 ml/min y se
empleé como fase movil A una solucién acuosa acidificada con acido acético al 0.3% (v/v),
como fase mévil B una mezcla 50:50 (v/v) de acetonitrilo/agua acidificada con acido acético
0.3% (v/v) y fase movil C de acetonitrilo. La separacion se realizd6 con una elucién tipo
gradiente que consistio con inicio de 10 % de la fase mdvil B hasta 2 minutos, seguido de un
incremento al 55 % B hasta los 27 minutos, manteniéndolo hasta los 37 minutos.
Posteriormente 100% C desde los 39 minutos, manteniéndolo hasta los 43 minutos, para
finalmente regresar a las condiciones iniciales de 10% B a los 43 minutos, mantenidos por
0.5 minutos adicionales para su equilibracién. La deteccién se realiz6 a una longitud de onda
de 254, 280 y 320 nm. Para el analisis, se utilizo el software Chemstation (Agilent
Technologies, St. Clara, CA, EE. UU.) (Saquicela Carpio, 2018). Los compuestos fendlicos
individuales se identificaron tentativamente en base de sus espectros caracteristicos UV-
Visibles y los tiempos de retencién de los estandares. Para su cuantificacion se conto con los
estandares de &cido neoclorogénico (5-CQA), &cido criptoclorogénico (4-CQA), é&cido
clorogénico (3-CQA) y acido cafeico. Todas las muestras fueron extraidas por triplicado e

inyectadas tres veces. Los resultados fueron expresados como mg.gde microencapsulado.
2.12. Bioaccesibilidad de los microencapsulados mediante digestion in vitro

Las muestras microencapsuladas del extracto vegetal con MD-GA se sometieron al modelo
de digestién simulada para investigar la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos mas

abundantes. Se sigui6 el método de digestion estéatica in vitro INFOGEST que implicé de tres
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etapas distintas: fase oral, fase gastrica y fase intestinal (Brodkorb et al., 2019). Las

digestiones simuladas se llevaron a cabo por triplicado.

Para la fase oral (FO), se homogenizaron 500 mg de cada microencapsulado en 5 ml de agua
ultra purificada y fue digerida con una relacién estandarizada de 1:1 (v/v) de muestra a fluido
oral simulado. El fluido salival simulado (FSS) estaba compuesto por soluciones madre de
electrolitos de KCI, KH,PO4, NaHCO3;, MgCl,.6H,0, (NH4).CO3 y agua, con una solucién
afiadida de CaCl;(H20). y ajustado a un pH de 7. Las muestras se sometieron a fase oral
durante 2 minutos a 37 °C en una incubadora de agitacion (Heidolph, modelo Unimax 1010,

Alemania) a 95 rpm.

Para la fase géstrica (FG), el fluido gastrico simulado (FGS) se precalentd a 37 °C y se afiadi6
a la mezcla obtenida previamente en la fase oral en una proporcién de 1:1 (v/v). El FGS
contenia soluciones electroliticas KCI, KH,PO4, NaHCO3;, MgCl,.6H,0, NaCl, (NH4),COs,
junto con una solucién de CaClz(H20). (0.03 M), solucién de pepsina porcina (2000 U/ml en
la mezcla de digestion final) y agua. El pH de las muestras se ajust6 a 3 afiadiendo HCI (1 M)

y la mezcla se homogeneizé e incubd durante 2 horas en una incubadora de agitacion (95

rpm).

Durante la fase intestinal (Fl), se agregdé fluido intestinal simulado (FIS) precalentado a la
mezcla obtenida en la fase gastrica para lograr una relacion final de 1:1 (v/v). FIS estaba
compuesto por soluciones madre de electrolitos como se describe en el protocolo INFOGEST,
con solucion de sales biliares y pancreatina afiadida. El pH se fijé en 7 utilizando NaOH (1 M)
y la mezcla se homogeneiz6 e incub6 durante 2 horas a 37°C en una incubadora de agitacion
a 95 rpm (Brodkorb et al., 2019).

Se recogieron muestras de las tres fases de digestion simuladas y se centrifugaron
inmediatamente durante 10 minutos a 3400 rpm (Hettich, modelo EBA20, Alemania) para
minimizar la actividad enzimética y eliminar el material no digerido. El sobrenadante,
considerado como el que contiene los compuestos fendlicos liberados de las microcapsulas,
se filtro (filtro de nylon Millipore de 0,22 um) para separar la fraccion micelar y se sometié a
un andlisis de fenoles especificos mediante HPLC-DAD, como se describi6 en la previamente
(seccién 2.11.). Los valores de los compuestos fendlicos individuales encontrados (5-CQA,
4-CQA, 3-CQA y acido cafeico) se normalizaron para el factor de dilucién inducido por la

adicién de fluidos digestivos.

Finalmente, se determind la bioaccesibilidad (%) evaluando el efecto después de la

composicion de la matriz sobre la digestion de los principales acidos clorogénicos y acido
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cafeico (Vilas-Boas et al., 2020). El porcentaje de bioaccesibilidad se calculé de acuerdo con

la Ecuacion (6)
Bioaccesibilidad (%) = % x 100 6)

Donde, A es el compuesto bioactivo (mg/g) cuantificado en cada etapa de la digestién y B es

el compuesto bioactivo (mg/g) cuantificado en la matriz no digerida.
2.13. Andlisis Estadistico

Los resultados se presentaron como el promedio + desviacion estandar de los tres
experimentos independientes (n=3). Se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis con
el post hoc para todos los parametros; caracterizacion fisico-quimica del microencapsulado
(humedad, IC, RH, humectabilidad, solubilidad), caracterizacion bioquimica (CPT, CFT,
DPPH), el rendimiento, eficiencia de microencapsulacién, contenido de bioactivos especificos
(5- CQA, 4CQA, 3CQA y acido cafeico) y bioaccesibilidad de compuestos fendlicos
predominantes. Para todos los andlisis estadisticos se aplicoé un nivel de significancia del 5%

y fueron realizados en el software SPSS version 21.
3. Resultados y Discusion
3.1. Caracterizacion fisico-quimica de los microencapsulados

Debido a la complejidad que presentan los materiales granulares en su caracterizacion por el
inadecuado contenido de humedad, tendencia a la aglomeracion, desgaste de particulas,
pegajosidad, etc.(Cuq et al., 2011); se utilizan distintos parametros para la mediciéon de su
calidad (Aliakbarian et al., 2015; Hussain et al., 2018; Piccolella et al., 2019).

La tabla 1 muestra los valores de humedad, indice de Carr, relacion de Hausner,
humectabilidad y solubilidad presentados por las microparticulas del extracto vegetal micro

encapsuladas mediante secado por aspersion con MD, MD-GA y MD-P.
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Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica de los microencapsulados

Matriz Carga Humedad Indice de Carr Relacion Humectabilidad Solubilidad
(%) (%) (%) Hausner (s) (%)
MD 20 4.3+0.32 25.0+1.52 1.3+0.02 355.7+2.52 99.0+0.02
40 4.3+0.52 23.3+0. 7® 1.3+0.02 130.3+8.52 99.0+0.02
MD+GA 20 3.4+0.1° 21.4+1.73%¢ 1.3+0.0%° 288.3+4.77 99.0+0.02
(1.5:1)
40 4.0+0.32 18.7+1.8¢ 1.2+0.0° 251.0+4.42 99.0+0.02
MD+P 20 2.7+0.3° 13.2+3.0¢ 1.1+0.0°¢ 1076.345.5P 99.0+0.42
(1.5:1)
40 2.7+0.2° 17.0+0.8% 1.2+0.0°¢ 227.3+4.22 98.4+0.62

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma
columna difieren significativamente (p<0.05). Matriz: material pared utilizado, MD: maltodextrina, GA:
goma arabiga P: pectina, (1.5:1): proporcion de matriz en la mezcla pared, Carga: concentracion
extracto vegetal, s: segundos.

3.1.1. Contenido de Humedad

El contenido de humedad presente en las microparticulas del extracto vegetal sefialaron el
agua disponible en el sistema alimenticio microencapsulado, determiné la estabilidad y
condiciones de almacenamiento del producto (Hussain et al., 2018; Rezende et al., 2018).
Asi, un bajo contenido de humedad fue imprescindible para evitar la formaciéon de grumos,
evitando de esta manera la aglomeracién de las particulas que a su vez pudo afectar tanto el
flujo como la retencion del principio activo (Akhavan Mahdavi et al., 2016; Zorzenon et al.,
2020).

Los valores de humedad de las microparticulas obtenidas, variaron entre 2.7 £ 0.2y 4.3+ 0.5
% (tabla 1). Todos los valores de contenido de humedad presentados cumplieron con los
estandares establecidos para uso industrial, considerando una humedad igual o menor al 5
% como Optima para reducir suficientemente la contaminacién por microorganismos (Fenoglio
et al., 2021; Sun et al., 2020; B. Yang et al., 2022). Dichos valores sefalaron una adecuada
transferencia de calor y masa que se reflejé en una evaporacién acelerada del agua atribuidas
a las condiciones de procesamiento (Fenoglio et al., 2021; Pudziuvelyte et al., 2019). Por lo
tanto, el contenido de humedad de las microcapsulas producidas en este estudio no alteraria
desfavorablemente la capacidad del microencapsulado para almacenarse de manera

confiable durante un periodo prolongado de tiempo (B. Yang et al., 2022).

Por otro lado, en este estudio se evidencio que los agentes microencapsulantes utilizados,
actuaron de forma éptima respecto al contenido de humedad ya que un menor contenido de

dicho parametro limité la capacidad del agua a incorporarse en la estructura quimica del
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material de pared (Tolun et al., 2016; J. Zhang et al., 2020). Es probable que las fuerzas
hidréfobas entre grupos metoxilo de la mezcla MD-P hayan otorgado una mayor estabilidad
reflejada en valores mas bajos de humedad (de Moura et al., 2018; Sansone et al., 2011), a
diferencia del uso de MD o mezcla MD-GA gque tienen un alto nimero de ramificaciones con
grupos hidréfilos, y por ende lograrian unirse facilmente a las moléculas de agua del ambiente
durante la manipulacién de las microparticulas después del proceso de secado (Jimenez-
Gonzalez et al., 2018; Tolun et al., 2016; Xiao et al., 2021).

3.1.2. ICYRH

Las microparticulas generadas mediante secado por aspersion fueron sometidas a un analisis
de control de calidad tomando en cuenta factores como la fluidez y cohesividad mediante la
estimacion del IC y RH, respectivamente (Baranauskaite et al., 2017; Pudziuvelyte et al.,
2019). Los valores de estos parametros presentaron diferencias significativas (p<0.05) con
respecto al material de pared utilizado. En la tabla 1 se muestra un rango de 13.2 + 3.0 a
25.0+£0.3% paraellCyunintervalode 1.1 +0.0a 1.3 +0.0 para RH.

El IC mas bajo manifiesté una mejor fluidez del microencapsulado, mientras que una alta RH
mostré que las microparticulas fueron mas cohesivas y con menor capacidad de fluir
libremente (Chen et al.,, 2021; Nawas et al., 2019). De tal manera, las microcapsulas
preparadas con la mezcla MD-P y 20 % de carga fueron encasilladas como polvos con muy
buena fluidez (15 %> IC >11 %), seguidas de las mezclas MD-P, MD-GA al 40 % de carga
gue mostraron buena fluidez (20 %> IC >14 %) vy, finalmente, las microparticulas que
contenian MD-GA con el 20 % de carga; junto con las que contenian MD sola al 20 y 40 %
de carga presentaron flujo moderado (35 %> IC >19 %). Mientras tanto, para RH todos los
microencapsulados siguieron una cohesividad intermedia (1.4> RH >1.2), excepto para MD-

P, 20% de carga que presenté alta cohesividad (RH >1.4%) (Lourenco et al., 2020).

Las diferencias expuestas podrian ser explicadas por la formacion de fuerzas de Van der
Waals y fuerzas electrostaticas generadas por la gran superficie de contacto entre las
microparticulas y su morfologia permitiendo una mayor cohesion y menor fluidez
(Baranauskaite et al., 2017; Dadi et al., 2019; Lourencgo et al., 2020). Adicionalmente, se notd
que la incorporacion de P o GA al material de pared mejoro la fluidez y cohesividad. Ademas,
se evidencio la influencia del contenido de humedad de las muestras microencapsuladas.
Mientras mayor fue el contenido de humedad, mayor pudo haber sido la fuerza entre
microparticulas debido a la formacion de puentes liquidos en la etapa de aspersién del
proceso de microencapsulaciéon (Chen et al., 2021; Simons et al., 2004), que resultaron del

primer contacto de la solucién de material de pared y extracto vegetal acuoso para la
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generacion de microcapsulas finas que colisionaron entre siy que al evaporarse dieron lugar
a enlaces solidos, permitiendo que las microparticulas permanezcan pegadas entre si
(Arenas-Jal et al., 2020; Lourenco et al., 2020), lo que pudo admitir la formacién de una nueva
estructura aglomerada contribuyendo asi a una menor fluidez (Basyigit & Hayoglu, 2019;
Chen et al., 2021).

3.1.3. Humectabilidad

La humectabilidad fue relacionada con la propiedad de las microcapsulas para absorber agua
en su superficie como primer paso de su reconstitucion (Nawas et al., 2019; Pudziuvelyte et
al.,, 2019). En este estudio se observaron diferencias significativas en el tiempo de
humectabilidad de las diferentes microparticulas (p<0.05), los mismos que variaron entre
130.3 £ 8.5y 1076.3 £ 5.5 s (tabla 1). Respaldandose en que mientras menor fue el tiempo
para que las microparticulas se disuelvan en agua, mejor seria su atributo fisico en la calidad
del microencapsulado como producto para el consumidor (Lourenco et al., 2020; Mahdi et al.,
2020).

Se reveld que las microparticulas producidas con matrices de MD-P presentaron menor
humectabilidad, mientras que las que solo contenian MD fueron las mas humectables.
Igualmente, aquellas que presentaron mayor concentracién de material de pared prolongaron
su tiempo de humectabilidad (Jahan & Onay, 2020; Pudziuvelyte et al., 2019). Estos hallazgos
sugirieron que la concentracion ligeramente mas alta de carbohidratos en MD pudo permitir
una absorcion de humedad mas rapida en comparacién con la GA y P, que tienen partes
hidréfobas con capacidad de absorcion de humedad reducida (Basyigit & Hayoglu, 2019;
Jimenez-Gonzalez et al., 2018). Asi también, las microparticulas producidas probablemente
tuvieron mayor espacio intermicroparticular, lo que les permitiria la formacién de canales de
particulas que aceleren la incorporacion de agua y la humectacion de las microparticulas

(Jimenez-Gonzalez et al., 2018).

La mejor humectabilidad de las microcapsulas del presente estudio fue el correspondiente a
aquel preparado con MD con 40% de carga. Esta humectabilidad fue menor al compararla
con rangos reportados en la microencapsulacion de un extracto rico en polifenoles de
Glycyrrhiza glabra (180-235 s), microparticulas de orégano turco (213-733 s) y microcapsulas
de extracto de cidra (712- 866 s) (Baranauskaite et al., 2017; Basyigit & Hayoglu, 2019; Mahdi
et al., 2020).
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3.1.4. Solubilidad

El dltimo paso de la disolucion de particulas es la solubilidad en agua, que es una propiedad
importante que puede afectar la disponibilidad de los compuestos bioactivos
microencapsulados, al estar sujetos a rehidratacién cuando se usan como ingrediente
alimentario (Baranauskaite et al., 2017; Jahan & Onay, 2020; Lourenco et al., 2020).

La presencia de microencapsulados bajos en solubilidad puede causar problemas de
procesamiento (Jahan & Onay, 2020). Ademas, se genera una baja absorcién en el intestino
si los compuestos son insolubles, lo que conlleva a una baja bioaccesibilidad (Zorzenon et al.,
2020). En esta investigacion todas las microparticulas producidas mostraron buena
solubilidad en agua y no difirieron entre ellos (p<0.05). La solubilidad varié entre 98.4 £ 0.6 y
99.0 £ 0.0 %. Estos valores fueron esperados al utilizar materiales de pared altamente
solubles en agua que seguramente brindaron una mejor disponibilidad de superficie de area
entre las microcapsulas para el proceso de hidratacion (Hussain et al., 2018; Rezende et al.,
2018). Al mismo tiempo, pudieron haber incentivado la capacidad de propagacion de las
particulas, produciendo microesferas no aglomeradas, mejorando su solubilidad (Ahmadian
et al., 2019; Rezende et al., 2018).

Los valores alcanzados en el presente estudio fueron similares a los descritos en la
microencapsulacion de extractos bioactivos obtenidos de la pulpa y residuos de Malpighia
emarginata, microcapsulas de orégano turco, microencapsulado de aceite de carpa plateada
y la microencapsulacién de compuestos fendlicos extraidos de residuos de maiz mediante
secado por atomizacion y con la utilizacién de MD o mezclas binarias con MD como material
de pared (Baranauskaite et al., 2017; Nawas et al., 2019; Pashazadeh et al., 2021; Rezende
et al., 2018).

3.2. Caracterizacion bioquimica de los microencapsulados

EI CPT y CFT fueron examinados para evaluar el efecto del proceso de secado por aspersion
en los compuestos bioactivos y DPPH para su actividad antioxidante del extracto optimizado
de V. patens, |. guayusa y residuos de T. cacao. Se obtuvieron valores en mg GAE/ g peso
secode 3.8+ 0.6a189+1.2parael TPC, mg QEqg/ g pesosecode 1.8+1.2a38.0+10.5
para TFC y umolTE/g de microparticulas de 19.1 + 1.8 a 69.3 + 0.8 para DPPH, tal como se

aprecia en la tabla 2.

Las microcépsulas que presentaron mejores resultados de TPC y TFC fueron las preparadas
con MD y mezcla MD-GA al 20 y 40 % de carga (p<0.05). Esto se debi6 seguramente porque

formaron una pared mas estable que las conformadas por la mezcla con pectina (Ahmadian
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etal., 2019; Colin-Cruz et al., 2019; de Moura et al., 2018). Por lo tanto, estas microparticulas
pudieron disminuir de mejor manera la superficie de contacto con el oxigeno y otros factores
ambientales desfavorables (Navarro-Flores et al., 2020; Pilatti-Riccio et al., 2019). En
consecuencia, conservaron mayor contenido de polifenoles y flavonoides; y ain mas en
aquellas muestras con mayor proporciéon de material encapsulante al crear una pared mas
gruesa (Castro-Lopez et al., 2020; Dadi et al., 2019).

La combinacién MD-P no resulté ser la mas adecuada para retener la mayor cantidad de
bioactivos del extracto vegetal, probablemente debido a que no aumenté el grosor de la pared
de microencapsulacion o la tendencia a la gelificacién, dejando porosidades en la envoltura

de la microcapsula formada (de Moura et al., 2018; Maria et al., 2014; Sun et al., 2020).

Tabla 2. Contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante de los microencapsulados

Matriz Carga CPT CFT Actividad
(%) (mg GAE/ g peso (mg QEq/ g peso antioxidante
seco) seco) por DDPH
(umol TE/g)
MD 20 11.7+3.8%° 23.0+8.73¢ 63.418. 92
40 18.9+1.22 38.0+£10.52 68.5+0.12
GA+M D 20 13.5+5.22 25.8+0.1% 50.4+1.4°
(1:1.5) 40 14.74£3.42 35.4+14.12 69.3+0.82
P+MD 20 3.8+0.6° 1.8+1.2¢ 19.1+1.8°¢
(1:1.5) 40 4.6+1.4° 5.1+0.3% 27.4%3.0°

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma
columna difieren significativamente (p<0.05). Matriz: material pared utilizado, MD: maltodextrina, GA:
goma arabiga P: pectina, (1.5:1): proporcion de matriz en la mezcla pared, Carga: concentracion
extracto vegetal, CPT: Contenido de Polifenoles Totales con factor de dilucion 50, CFT: Flavonoides
totales con factor de dilucion 12.5 y DDPH: 2.2-difenil-1-picrilhidrazil con factor de dilucion 12.5, GAE:
equivalente de acido galico, QE: equivalente de quercetina, TE: equivalente de trolox.

Por su parte, la utilizacion de MD como agente encapsulante incentiva la interacciéon con
compuestos fenodlicos para formar complejos, los mismos que podrian incrementar su
estabilidad (Navarro-Flores et al., 2020; Tolun et al.,, 2016; J. Zhang et al.,, 2020).
Eventualmente, la carga negativa de los polifenoles y su estructura poli electrolitica involucran
la aparicion de interacciones con polisacaridos (Colin-Cruz et al., 2019; Ramakrishnan et al.,
2018). Ademas, la GA contiene varios grupos hidroxilo en su estructura, haciendo posible la
formacion de enlaces de hidrogeno con el extracto vegetal y promoviendo el contenido de los
bioactivos en las microcapsulas (Bernardes et al., 2019; Du et al., 2014; Pilatti-Riccio et al.,
2019; Xiao et al., 2021). Adicionalmente, la inactivacién de enzimas polifenol por el proceso
de calentamiento durante el secado por aspersién podria provocar la escision de la enlaces

glucosidicos de azucar fendlico, produciendo aglicones fendlicos y mejorando la reactividad
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con el reactivo folin- ciocalteau, obteniéndose una alta cantidad de bioctivos en las

microparticulas (Horuz et al., 2012; J. Zhang et al., 2020).

Por otro lado, la actividad de eliminacion de las microcapsulas en contra del radical DPPH
mostraron valores altos en los que se utiliz6 MD y mezcla MD-GA en relacién a los de MD-P.
Los resultados también indicaron que las microcapsulas con mayor efecto eliminador de
radicales libres presentaron el mayor CPT y mostraron una relacién directa entre la actividad
antioxidante y el CPT (Rezende et al., 2018; Sawale et al., 2017; Silva Faria et al., 2020). Por
ende, se sugiere que los compuestos fendlicos presentes en extractos fueron responsables

de la actividad antioxidante.

Estos hallazgos concuerdan con estudios reportados de la microencapsulacién de extractos
ricos en polifenoles utilizando MD o mezclas binarias con MD (Dadi et al., 2019; Lourenco et
al., 2020; Oracz & Zyzelewicz, 2019). No obstante, en la presente investigacion los valores
de CPT, CFT, DDPH fueron muy superiores en comparacién con un estudio previo en el que
se desarroll6 un microencapsulado del extracto vegetal con MD, debido a que los sélidos
solubles totales del extracto se concentraron al 20y 40 % y por el espesor de pared formada

en las microparticulas producidas (Quijano, 2019).
3.3.  Rendimiento y Eficiencia de microencapsulacion

Se obtuvieron valores de rendimiento del proceso de secado por aspersién que oscilaron
entre 22.4 + 1.8 a 61.8 £ 4.5 %. El rendimiento de secado se encuentra relacionado
directamente con la adhesion del microencapsulado a la camara de secado y las pérdidas del
producto debido a su pegajosidad (Di Battista et al., 2015; Nawas et al., 2019).

Como se puede apreciar en la tabla 3, el mas bajo rendimiento fue con la mezcla MD-P como
encapsulante y se le atribuye a la propiedad gelificante que provocé una mayor adhesion en
la camara del secador (Ahmadian et al., 2019). A su vez, el rendimiento més alto se mostré
con la matriz MD-GA. Se logro apreciar menores perdidas del producto microencapsulado
para las que tuvieron el 20 % de carga y fue considerado como rendimiento satisfactorio por
la recuperacion superior al 50 % como criterio para un secado a escala de laboratorio y por

ser estadisticamente diferente al resto de microencapsulados (p<0.05) (Du et al., 2014).
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Tabla 3. Rendimiento y eficiencia de microencaspulacion del extracto de Vernonanthura patens, llex
guayusa y residuos de Theobroma cacao con las distintas matrices de pared

Matriz Carga (%) Rendimiento Eficiencia de
(%) microencapsulacion (%)

MD 20 33.3+1.42 87.4+1.32

40 28.8+3.92 74.0+3.32
GA+MD 20 61.8+4.5° 91.1+8.32
(1:1.5) 40 30.4+0.72 88.8+6.12
P+MD 20 33.3t£1.42 87.00+2.22
(1:1.5) 40 22.4+1.82 89.9+2.92

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma
columna difieren significativamente (p<0.05). Matriz: material pared utilizado, MD: maltodextrina, GA:
goma arabiga P: pectina, (1.5:1): proporcion de matriz en la mezcla pared, Carga: concentracion
extracto vegetal.

En general, la mayoria de las pérdidas de las microparticulas del extracto vegetal producidas
en esta experimentacion ocurrieron debido a la adhesién hacia la pared del ciclén del secador
por aspersion, a pesar de que se utilizé un alto flujo de aire, maxima presion y alta temperatura
de entrada para crear mayor eficiencia de la transferencia de calor y masa posible para

minimizar dichas pérdidas (Woo et al., 2007).

De hecho, uno de los desafios del proceso de secado por atomizacién es la presencia de
gotas que pueden hacer que los cumulos de particulas alcancen la pared de la cAmara antes
de que se complete el proceso de secado (Mahdi et al., 2020; Navarro-Flores et al., 2020).
En este estudio ocurrieron problemas de pegajosidad, especificamente con la mezcla MD-P,
que fueron relacionados con alteraciones en la temperatura de transicion vitrea de los agentes
microencapsulantes (Di Battista et al., 2015), que cuando se exponen a altas temperaturas
de secado, estan sujetos a transformaciones, pasando de un estado vitreo a un estado

gomoso (Fontes et al., 2014).

Otros autores también refieren la mezcla MD-GA en distintas proporciones para mejorar el
rendimiento de microencapsulacion mediante secado por aspersion de distintos extractos
vegetales, alcanzando valores comprendidos entre 21y 83 % (Jimenez-Gonzalez et al., 2018;
Mahdi et al., 2020; Navarro-Flores et al., 2020; Nawas et al., 2019).

Por otro lado, la eficiencia de microencapsulacion (EM) muestra la capacidad de la matriz
portadora para encapsular los compuestos activos presentes en el extracto y esta influenciada
directamente por la composicion del material de pared usado en el proceso(Akhavan Mahdavi
et al., 2016; Sun et al., 2020; Zorzenon et al., 2020).

Los valores de EM no mostraron una diferencia significativa entre ellos en relacién a la
capacidad de atrapamiento de los polifenoles del extracto dentro de la matriz encapsulante

(p<0.05). Los resultados sugieren que el uso de un solo agente encapsulante no garantizé la
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mas alta eficiencia y que pudo ser mejorada con la utilizacion de mezclas de los materiales
de pared. Tanto las mezclas MD-GA y MD-P arrojaron eficiencias de enmascaramiento
buenas porque presentaron EM =80 % (Muhaimin et al., 2020). Los resultados obtenidos se
encuentran entre el 74.0 + 3.3 y 91.1 £+ 8.3 % que estuvieron fuertemente influenciados por la

adecuada relacion nucleo: pared y proporcion utilizada (Aliakbarian et al., 2015).

En particular, la relaciéon 1:1.5 GA: MD aument6 la EM. Este efecto podria deberse a las
propiedades emulsionantes de la GA y su capacidad para formar una matriz seca que evita
gue el material del nucleo entre en contacto con el medio ambiente (Navarro-Flores et al.,
2020) . De la misma manera, la composicién quimica de MD y GA podria haber contribuido a
su superioridad en la eficiencia de enmascaramiento. La GA es una molécula cargada que
pueden interactuar con compuestos hidrosolubles y liposolubles al proporcionar un efecto
termo protector durante su exposicion a la alta temperatura del secado (Muhaimin et al., 2020;
Tomsone et al., 2020). Este material a su vez, también contiene alrededor del 2 % de proteina
que puede unirse covalentemente al grupo de carbohidratos en la MD, formando una barrera
que protege el material nacleo (Muhaimin et al., 2020; Ramakrishnan et al., 2018; Xiao et al.,
2021).

Adicionalmente, MD y GA tienen mejores propiedades formadoras de pelicula en relacion a
la P (Dadi et al., 2019; Sansone et al., 2011). Varios estudios destacan EM mejoradas con la
utilizacion de mezclas MD:GA similares a las de la presente investigacion (Akhavan Mahdavi
et al., 2016; Mahdi et al., 2020; Ramakrishnan et al., 2018; Rezende et al., 2018; Sawale et
al., 2017; Silva Faria et al., 2020; Zorzenon et al., 2020).

3.4. Caracterizacion cualitativa de la eficiencia de microencapsulacién
3.4.1. Morfologia de las microcépsulas

Con base en los resultados previos de rendimiento, eficiencia, calidad bioguimica y fisico
guimica de los microencapsulados del extracto vegetal, se eligieron a las microparticulas
producidos con MD-GA como material pared y con carga del 20 % para su analisis

morfolégico.

Las micrografias, obtenidas en el microscopio electronico de barrido (SEM), exhibieron una
estructura irregular aglutinada y alargada probablemente por su alto contenido de moléculas
de agua y pertenecio al extracto seco sin la adicion del agente microencapsulante (figura 1a).
Mientras que, en la figura 1b, se muestra la morfologia de la mezcla de material pared MD-
GA sin el extracto; que presentd una forma irregular con mayor contraccion y presencia de

grietas en su superficie, pero con un bajo grado de aglomeracion. En tanto, la figura 1c, sefiala
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a las microparticulas enmascaradas con MD-GA al 20 % de carga que presentaron una
notable forma irregular esférica con superficie rugosay sin fisura en la superficie. Por lo tanto,
la morfologia que presentaron las microparticulas microencapsuladas con MD-GA al 20 % de
carga permitieron la encapsulacion y retencion del extracto vegetal y evité que el polifenol se
oxidara y polimerizara (Da Silva et al., 2013; Navarro-Flores et al., 2020). Asi también, la
conformacion surcada en la superficie de las microparticulas podria atribuirse a la alta tasa
de evaporacion del agua provocada por la temperatura de entrada utilizada en el proceso de
secado (180 °C) (El-Messery et al., 2019; Tolun et al., 2016).

Evidentemente, el resultado cualitativo del proceso de secado por aspersion fue la obtencion
de microcapsulas, mayoritariamente, en forma de esferas huecas. Estas fueron generadas
por la contraccion producida después del endurecimiento de la superficie externa de la
microcapsula desarrollando una deformacion o encogimiento que se visualizO como
rugosidad en su superficie (Cano-Higuita et al., 2015; B. Yang et al., 2022). También, se pudo
distinguir que dichas microesferas presentaron tamafio variado entre 2 a 6 ym y que algunas
ellas forman grupos entre particulas pequefas y grandes, tal como se aprecia en la figura 1d.
De esta manera, se constatd que se encuentran dentro del rango tipico de microparticulas de
0.2- 5000 pm (Alves et al., 2017).

Los resultados conseguidos en la presente investigacion son similares a los reportados en un
estudio de la microencapsulacion de Renealmia alpinia (Rottb.) utilizando una mezcla de MD-
GA, en la que se obtuvo un tamafio de particula que oscil6 con mayor frecuencia entre 1 a 5
um, con forma de esfera arrugadas, abolladas e irregulares (Jimenez-Gonzalez et al., 2018).
Asi mismo, varios autores reportan la obtencién de microesferas secadas por atomizacion
para diferentes extractos con similitudes morfoldgicas irregulares, principalmente de forma
circular, superficie dentada con y sin grietas y con ausencia de roturas (Alves et al., 2017;
Begum & Deka, 2017; Chen et al., 2021; A. KalusSevic¢ et al., 2017; Mazuco et al., 2018; Tolun
et al., 2016).
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Figura 1. Micrografias electrénicas de barrido del extracto microencapsulado de V. patens, |. guayusa

y residuos de T. cacao secado por atomizacion. (a) extracto seco, (b) mezcla MD-GA, (c) extracto
microencapsulado, (d) didmetro microparticulas.

Oscar Paul Rodriguez Conterén

27



DSC (mW / mg)

28

3.4.2. Anélisis térmico por Calorimetria Diferencial de Barrido

Por medio de Calorimetria Diferencial de Barrido, se realizé el estudio de DSC del extracto
vegetal y las microparticulas recubiertas con la mezcla de MD-GA con el 20 % de carga para
conocer su comportamiento térmico, las posibles interacciones entre los componentes

individuales y la estabilidad fisica de las microcgpsulas.
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Figura 2. Termogramas DSC del extracto microencapsulado de Vernonanthura patens, llex guayusa
y residuos de Theobroma cacao secado por atomizacién. (a) mezcla MD-GA, (b) extracto

microencapsulado, (c) extracto seco.
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La figura 2 indica los perfiles térmicos de la mezcla encapsulante MD-GA, extracto vegetal
seco sin micoencapsular y extracto microencapsulado que exhibieron un pico endotérmico
entre 78.8 a 94.3 °C y esta relacionado con la perdida de agua absorbida. Las diferencias
entre las posiciones e intensidades de los picos endotérmicos se le atribuye al contenido de
humedad que posee la muestra y su a la afinidad a las moléculas de agua (A. KaluSevi¢ et
al.,, 2015; Mazuco et al.,, 2018). Adicionalmente, el termograma del extracto sin
microencapsular (figura 2c) presenta dos eventos endotérmicos significativos con picos
agudos a los 223.7 °C y 286.3 °C. Esto se generé probablemente debido a eventos de fusion
de componentes activos, principalmente polifenoles y el inicio de degradacién de la muestra,

respectivamente (Ferreira-Santos et al., 2021; A. KaluSevic¢ et al., 2017; Nunes et al., 2015)

A su vez, el perfil térmico de la mezcla de pared (figura 2a) denota también sucesos
endotérmicos relevantes a los 156.1 y 218.1 °C que sefalan la fusion de GA'y MD (lturri et
al., 2021; Kang et al., 2019) . Ademas, se observo la temperatura de degradacién térmica de

la mezcla polimérica mediante la presencia de un pico exotérmico a los 244 °C.

Finalmente, el extracto microencapsulado (figura 2b) sigue una tendencia endotérmica a los
212.4 y 258.1 °C. Consecuentemente, dichos eventos térmicos de un material pared en el
perfil térmico de las microcapsulas se consideran evidencia de una verdadera inclusion
(Ferreira-Santos et al., 2021; Kang et al., 2019; Mazuco et al., 2018). Por consiguiente, los
hallazgos obtenidos confirmaron que el extracto vegetal fue recubierto satisfactoriamente con
los materiales microencapsulantes, formando complejos de inclusion y haciéndolas
térmicamente mas estables hasta los 313 °C, lo cual podria representar una mejor opcién
para disefiar formulaciones estables (Ahmadian et al., 2019; Iturri et al., 2021; Kang et al.,
2019).

3.4.3. Anaélisis de las interacciones intermoleculares

Se obtuvieron espectros FTIR de los materiales encapsulantes mezcla MD-GA, extracto al 20
% pulverizado y extracto microencapsulado con MD-GA con 20 % carga (fig. 3 a-d), para
entender las caracteristicas de las interacciones intermoleculares entre el nlcleo y el material
de pared. De tal manera, se evidencié la presencia de bandas de absorcién maxima en 329.9,
3322.9, 3297.9 cm™ para los espectros sin microencapsular, microencapsulado y la mezcla
enmascarante respectivamente (figura 3 a-c). Esto seguramente resulté ser caracteristico de
los grupos hidroxilo (-OH) y consignado a la presencia de moléculas de agua (A. M. KaluSevi¢
et al., 2017; Sablania et al., 2018; L. Zhang et al., 2018).
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Figura 3. Espectros FTIR de la microencapsulacion del extracto de Vernonanthura patens, llex guayusa y residuos de Theobroma cacao secado por aspersion.
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Por su parte, a los 2924.3 cm™ se exhibié una banda de estiramiento C-H y en regiones entre
900 y 1600 cm™" destacaron picos relacionados con ingredientes fendlicos (Gris et al., 2021).
Por ejemplo, el exhibido a los 1594.6 cm™ en extracto vegetal pulverizado (figura 4c)
pertenecié predominantemente a vibraciones de enlace C=C de ingredientes fendlicos y
aromaticos (Ballesteros et al., 2017; Pashazadeh et al., 2021). Esto puede ser atribuido
especificamente a vibraciones C=0 de estiramiento asimétricas y simétricas altamente
asociadas con el acido clorogénico y cafeina, que ciertos autores lo reportan en bandas entre
el rango de 1500 a 1700 cm (Khalifa et al., 2019; Pashazadeh et al., 2021; Sarabandi et al.,
2019; Zohreh, 2020).

Por otra parte, el analisis FTIR para la mezcla microencapsulante (figura 3a) muestra bandas
caracteristicas de la GA y MD. El pico de absorcion 2935.1 cm™ fue el modo de vibracion de
estiramiento de los enlaces C-H y 1730.3 cm™ (flexion N-H) atribuido a enlaces amida de
naturaleza proteica de la goma arabiga (He et al., 2020; Sarabandi et al., 2019). En tanto, el
observado a 1370.1 cm™ fue la vibracion de flexién de —OH, mientras que los enlaces -CH2,
-CH y =CH se asignaron a carbohidratos de maltodextrina (Sarabandi et al., 2019).
Subsecuentemente, la banda de 1147.6 cm™ encaj6 en el modo de vibracién de estiramiento
de los enlaces C-O, mientras tanto, los asignados en 1076.2 y 1012.1 cm™" fueron el modo
de vibracién de flexion de C-O-C (Li et al., 2022; Pashazadeh et al., 2021). Posteriormente,
el pico de 559.9 cm™ se propuso a las vibraciones esqueléticas del anillo piranoide que es
caracteristico de la MD (Lee & Chang, 2020; Li et al., 2022; Sarabandi et al., 2019).

Finalmente, el espectro FTIR del extracto microencapsulado (figura 3b) siguié la tendencia
del espectro de la mezcla encapsulante GA-MD pero con ciertos cambios en la intensidad y
algunos desplazamientos de bandas (Castro-Lépez et al., 2020; Lozano-Vazquez et al., 2015).
Principalmente, se pudo apreciar la ausencia del pico prominente caracteristico del extracto
pulverizado en 1594.6 cm™ y la aparicién de una banda de poca intensidad a los 1603.3 cm"
1, Esto ocurri6 probablemente debido a la interaccién entre los grupos polares de compuestos
fendlicos y los grupos hidroxilicos/carboxilicos de la mezcla del material de pared utilizado
(Ghandehari Yazdi et al., 2021; A. M. KaluSevi¢ et al., 2017; Kang et al., 2019). Por
consiguiente, el extracto estuvo incorporado en la matriz polimérica, el cual formé un
revestimiento y muestra una eficiente microencapsulacion del extracto vegetal en su interior
(Sarabandi et al., 2019).

3.5. Cuantificacion de los polifenoles mas abundantes del microencapasulado

En la Tabla 4 se puede constatar la composicidon y concentraciones de los compuestos
fendlicos presentes de las muestras del extracto Vernonanthura patens, llex guayusa y

residuos de Theobroma cacao, cargadas con el 20 y 40 % y microencapsuladas con MD-GA.
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Tabla 4. Contenido de bioactivos principales del extracto microencapsulado Vernonanthura patens,
llex guayusa y residuos de Theobroma cacao

Matriz Carga 5-CQA 4-CQA 3-CQA Ac. Cafeico
% (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
GA+MD 20 584.4+19.12 612.7+21.32 312.1+12.02 103.7+2.92
(1: 1.5)
40 2466.5+96.3° 2459.4+75.6P 1348.1+56.6° 312.5+12.7°

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n=3). Diferentes letras en la misma
columna difieren significativamente (p<0.05). Matriz: material pared utilizado, MD: maltodextrina, GA:
goma arabiga P: pectina, (1.5:1): proporcion de matriz en la mezcla pared, Carga: concentracion
extracto vegetal, 5CQA: acido neoclorogénico, 4-CQA: criptoclorogénico, 3-CQA: acido clorogénico.

Se observo que el acido cafeico y sus derivados (acidos cafeoilquinico y dicafeoilquinico)
fueron los compuestos principales en la composicién del extracto acuoso microencapsulado,
de los cuales resaltan los acidos clorogénicos (5-CQA, 4-CQA,3-CQA). Los valores obtenidos
distinguen el efecto de la concentracion del material de pared sobre la capacidad de
enmascaramiento de los bioactivos. Es notable que las microparticulas estuvieron mas
cargadas si la proporcion del material pared era menor, lo que ocasion6 la diferencia
significativa entre las muestras (p<0.05). Los maximos valores de concentracion fueron para
4 y 5 CQA que alcanzaron valores de 584.4 a 2466.5 mg/g y 612.7 a 2459.4 mg/qg,

respectivamente.

La literatura establece que el acido cafeico y, principalmente, los acidos clorogénicos
representan a los polifenoles mas abundantes en distintos extractos vegetales como guayusa,
café, mate, te negro (Garcia-Ruiz et al., 2017; Gebara et al., 2017; Naveed et al., 2018; Rojas-
Gonzalez et al.,, 2022). Adicionalmente, el proceso de microencapsulacién presenta
resultados alentadores en la concentracion especialmente de acidos clorogénicos (Pilatti-
Riccio et al., 2019; Stefanescu et al., 2022). Por lo tanto, los resultados obtenidos son
similares al ser comparados con un estudio en el que se microencapsulé un extracto de café
verde Ardbica y Robusta en una mezcla de maltodextrina y goma arabiga 1:1 (p/p) como
material de pared que alcanz6é de 60 a 64 % de abundancia y concentraciones de acido

clorogénico total mas alto de 60.8 = 7.7 mg/g (Silva Faria et al., 2020).

De igual forma, en un estudio previo en el que se utilizé el extracto vegetal optimizado
microencapsulado con maltodextrina, se sefala al acido clorogénico como el mayor
componente activo presente en el polvo vegetal seco con una cantidad de 76.0 £ 4.7 mg/Kg
(Quijano, 2019). En esta investigacion, la menor cantidad de 5CQA presente en las
microparticulas cargadas al 20 % supera en mas de 4000 veces al valor reportado
anteriormente. Esto probablemente surgi6é debido al mayor contenido de los principios activos
en las microparticulas al estar cargados con cantidades mayores del extracto vegetal (20 y

40 %), ocasionado por el proceso de concentracion del extracto que permitié obtener mayor
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cantidad de solidos disponibles para ser enmascarados y por ende aumentar las

concentraciones de los compuestos bioactivos destacados (Pilatti-Riccio et al., 2019).

Por dltimo, debido a que se ha reportado una concentracién de acido clorogénico de 225
mg/kg de peso como dosis de baja toxicidad, se podria acudir a cualquiera de las dos cargas
microencapsuladas para preparar formulaciones con potencialidad nutracéutica (Gebara et
al., 2017; Stalmach et al., 2014; Taroncher et al., 2021). Para ello, se debe tomar en cuenta
gue para su procesamiento a mayor escala se ven involucrados algunos factores, por lo tanto,
el microencapsulado de menor carga podria presentar mayor ventaja debido al rendimiento
eficiencia y calidad de sus microparticulas, resultando en el mejor aprovechamiento de tiempo

y materia prima para su produccion (Gawatek, 2021; Lourencgo et al., 2020).
3.6. Bioaccesibhilidad de los microencapsulados mediante digestién in vitro

La estimacion de la bioaccesibilidad es sumamente importante en la incorporacion de
compuestos fendlicos de sustancias microencapsuladas (Grgic et al., 2020; Vilas-Boas et al.,
2020). Para ejercer su bioactividad, los bioactivos deben ser liberados de la matriz alimentaria
y modificada en el sistema gastrointestinal (Ferreira-Santos et al., 2021; Rojo-Poveda et al.,
2020). Por consiguiente, las microparticulas que presentaron el mas alto rendimiento y
eficiencia de microencapsulacion MD-GA 20 y 40% fueron sometidas al proceso in vitro de

simulacién gastrica.
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Figura 4. Bioaccesibilidad (%) de bioactivos especificos del extracto de V. patens, |. guayusa y
residuos de T. cacao microencapsulado con MD-GA al 20 y 40% de carga después de la digestion
géastrica simulada. Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n=3). p<0.05.” 5-CQA"
4-CQA, =3-CQA, = Acido cafeico. FO: fase oral, FG: fase gastrica, FI: fase intestinal.
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Se determind la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos mas abundantes presentes en el
extracto vegetal después de cada etapa de la simulacion gastrica, tal como se aprecia en la
figura 4. El aumento de carga marcé diferencia significativa (p<0.05), especificamente para
la bioaccesibilidad del acido cafeico en la FO y también para 3 -CQA, 4-CQA y acido cafeico
en la Fl. Las diferencias de bioaccesibilidad entre cada carga de los microencapsulados
podrian haber ocurrido debido a que la envoltura formada por la mezcla MD-GA usada como
material pared en el proceso de secado por aspersion es mucho mas fina que las cargadas

al 20 %, permitiendo contener mayor cantidad de compuestos bioactivos (Jyothi et al., 2010).

Ademas, fue notable el impacto de la digestion simulada en la bioaccesibilidad de los
compuestos fendlicos caracteristicos del extracto vegetal; acidos clorogénicos y acido cafeico
presentes en las muestras. La bioaccesibilidad a través de la digestién in vitro disminuye o
incrementa de acuerdo a la etapa digestiva. Por ejemplo, en la fase gastrica se liberé el mayor
porcentaje de principios bioactivos para todas las muestras. Esto sugirié que la presencia de
la enzima pepsina, la acidez del medio y el tiempo de contacto podrian haber provocado la
ruptura de la pared de la microcapsula y la membrana celular vegetal del extracto (Ahmadian
et al., 2019; Brodkorb et al., 2019; Sousa et al., 2021). Estudios previos, destacan resultados
similares que sefialan una maxima liberacion de distintos compuestos fendlicos durante la

fase gastrica (Ferreira-Santos et al., 2021; Stefanescu et al., 2022).

Por otro lado, se noté un decremento en la bioaccesibilidad durante la fase intestinal. Los
compuestos fendlicos son muy sensibles a las condiciones alcalinas encontradas en el
intestino delgado y la secrecién de sales biliares puede causar alteraciones en las estructuras
guimicas que resultan en nuevos compuestos, con diferente biodisponibilidad y actividades

biol6gicas (Ferreira-Santos et al., 2021; Sousa et al., 2021).

En conclusion, se denoté la importancia de que las microcapsulas liberen el material
encapsulado en el sistema intestinal a través de la accion de las enzimas y las condiciones
del intestino delgado. Por lo tanto, los compuestos fendlicos pueden ser absorbidos a una
concentracion minima para ejercer sus efectos biolégicos beneficiosos (Stefanescu et al.,
2022). Asi también, la literatura sefiala que los &cidos clorogénicos y acido cafeico son
principalmente bioaccesibles en el la fase estomacal debido a su absorcion a través de la
mucosa gastrica por lo que la reduccion de los niveles de estos compuestos en el intestino
delgado estarian asociados con su degradacion en el estbmago; por lo que los resultados

obtenidos serian favorables (Sousa et al., 2021; Stefanescu et al., 2022).
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4. Conclusiones

Maltodextrina y mezclas binarias de maltodextrina con goma ardbiga y pectina fueron
estudiadas como materiales de pared para microencapsular un extracto acuoso optimizado
de V. patens, |. guayusa y residuos de T. cacao secado mediante aspersion. Las
microparticulas obtenidas se caracterizaron en términos de sus propiedades fisico-quimicas,
carga de compuestos fendlicos, flavonoides totales y capacidad antioxidante. Los resultados
obtenidos demostraron que las microparticulas preparadas con los distintos materiales de
pared alcanzaron una alta eficiencia, que pudo ser mejorada con la utilizacién de mezcla MD-
GA. Se noto que el CPT, CFT y actividad antioxidante mas altos fueron producidos con los
microencapsulados que contenian MD sola y MD-GA. Entre tanto, la caracterizacion fisico
guimica de las microcédpsulas sefalé microparticulas de buena calidad en relacion a la
humedad con flujos entre moderados a buenos, con cohesividad intermedia, alta solubilidad

y humectabilidad variada que dependié de la matriz microencapsulante utilizada.

La aspiracion a nivel industrial del procesamiento de microencapsulacién es asegurar la
capacidad méxima de produccién; por lo tanto las microparticulas, especialmente las
producidos con MD-GA al 20 % de carga, sugieren la formulacion mas adecuada por
presentar rendimiento = 50 %; CPT, CFT y actividad antioxidante considerables en relaciéon
al resto de microcapsulas procesadas, asi como también por su buena calidad con respecto
al contenido de humedad, IC, RH, humectabilidad y solubilidad de las microparticulas

generadas.

Para la caracterizacion cualitativa de la eficiencia de microencapsulaciéon de las
microparticulas producidas con MD-GA al 20 % de carga, se acudieron a las micrografias
SEM que presentaron microparticulas mayoritariamente irregulares, esféricas, rugosas sin
fisura y de tamafio variado entre 2 a 6 ym. El analisis FTIR y DSC indicaron un proceso de
microencapsulacion exitoso debido a la formacidén de complejos de inclusién extracto-material

pared y convirtiéndolas térmicamente en mas estables.

Por otra parte, la microencapsulacion del extracto optimizado de V. patens, |. guayusa y
residuos de T. cacao mostr6 altas concentraciones de acidos clorogénicos y acido cafeico
dependientes de la proporcion material pared/ extracto vegetal que, en trabajos anteriores,

ha mostrado actividad farmacoldgica

Finalmente, la digestién gastrointestinal simulada fue necesaria para la evaluacion de la
bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos individuales predominantes en los

microencapsulados (3-CQA, 4-CQA, 5-CQA y 4cido cafeico). Las acciones fisicas, quimicas
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y enzimaticas contribuyeron a una menor bioaccesibilidad de los bioactivos. Particularmente,

las microparticulas fueron mas bioaccesibles en la fase oral y mucosa gastrica.

En conclusién, los datos destacaron que el extracto acuoso de Vernonanthura patens, llex
guayusa y residuos de Theobroma cacao podria considerarse como una fuente innovadora
de polifenoles dietéticos especialmente acidos clorogénicos y acido cafeico. Asi también el
extracto encapsulado en microcapsulas de MD-GA podria ser una estrategia efectiva para su
bioaccesibilidad oral y gastrica. Por lo tanto, estos extractos microencapsulados actuarian
como un muy buen ingrediente para el desarrollo de diferentes tipos de alimentos o bebidas
con mayor valor funcional y nutracéutica basados en las propiedades del ingrediente
encapsulado y las necesidades del consumidor. Sin embargo, el tema merece un analisis
detallado, que deberia informarse en un estudio futuro de la efectividad de la formula

propuesta a mayor escala, dando resultados satisfactorios.
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Anexos

Anexo A. Esquema del desarrollo experimental para el disefio de un microencapsulado con
potencial propiedad nutracéutica a partir de un extracto optimizado de V. patens, |. guayusa
y residuos de T. cacao. MD: maltodextrina, GA: goma arabiga, P; pectina, ME:
microencapsulacion, DPPH: 2,2-Difenil-1-picrililhidracilo, SEM: Microscopia Electrénica de
Barrido, DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido, FTIR: Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier.
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Anexo B. Curva de calibraciébn Acido galico para la cuantificacion de CPT de los
microencapsulados.
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Anexo C. Curva de calibracion quercetina para la cuantificacion de CFT de los
microencapsulados.
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Anexo D. Curva de calibracion trolox para la cuantificacion de actividad antioxidante de los
microencapsulados.
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