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INTRODUCCION

La agroindustria produce millones de toneladas de residuos (Melo et al.,
2011), la mayoria de estos residuos no son tratados ni reutilizados, se eliminan
mediante la quema, vertido en el medio ambiente o en un relleno sanitario (Sadh
et al., 2018), generando asi probleméaticas ambientales en el suelo, agua y aire
(Cury et al., 2017).

A nivel nacional no existe un registro de la cantidad de residuos
generados, esta falta de informacién y el mal manejo de estos, constituye una
pérdida de fuentes naturales de compuestos bioactivos que podrian generar
productos comerciales de mayor valor afiadido (Chacon et al.,2016).

Actualmente las industrias son valoradas no solo por su desempefio
productivo sino también por su relacion con el medio ambiente, de manera que
su cuidado constituye una oportunidad y condicion de permanencia. El
aprovechamiento de los residuos generados de los procesos de la agroindustria
es una alternativa para reducir su impacto negativo en el ambiente y apoyar la
sostenibilidad (Cury et al., 2017).

La agroindustria es uno de los sectores estratégicos en el estado de
Puebla (Economia, 2018) donde en el municipio de Chiautla de Tapia se ha
desarrollado una empresa jamaiquera (“Integradora Agroindustrial de Chiautla
de Tapia, S.A. de C.V”) dedicada a la elaboracién de licor, extractos
(concentrados), y mermelada de esta planta , la cual procesa aproximadamente
7 toneladas de jamaica anualmente. Este cultivo es criollo, tiene calidad de
exportacion (Regional Puebla, 2015) y proviene de 200 hectareas del municipio
(La campifia de Puebla, 2017).

La Integradora Agroindustrial de Chiautla de Tapia produce
semanalmente de 150 a 300 kg de residuos derivados de la elaboracion de licor,
esta cantidad esta sujeta a la demanda de produccion, los cuales son utilizados
como alimento para ganado o introducidos en un sistema de compostaje
(Comunicacion personal), aunque estas alternativas son viables y tienen
beneficios ambientales (Saval, 2012), existen opciones biotecnolégicas para
valorizarlos, en este trabajo se aborda el aprovechamiento de los antioxidantes
gue poseen los residuos de jamaica (Hibiscus Sabdariffa L.) a través de la nano
encapsulacién con liposomas, lo que podria generar un beneficio econémico
para los socios de la integradora en la region Mixteca del estado de Puebla .



OBJETIVO

Objetivo general

Determinar la actividad antioxidante en el extracto de residuos
agroindustriales derivados de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) y su nano
encapsulacion en liposomas.

Objetivos especificos

1. Caracterizar fisicoquimicamente los residuos agroindustriales derivados
de Hibiscus Sabdariffa L. (pH, acidez titulable, % de humedad)

2. Determinar la concentracion de fenoles en el extracto de los residuos
agroindustriales derivados de la jamaica (Hibiscus Sabdariffa L.),
mediante la técnica Folin & Ciocalteu.

3. Determinar la actividad antioxidante en el extracto de los residuos
agroindustriales derivados de Hibiscus Sabdariffa L. mediante las técnicas
de DPPH (1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl) 'y FRAP  (Ferric
Reducing Antioxidant Power).

4. Nanoencapsular y caracterizar los extractos de los residuos
agroindustriales derivados de la jamaica (Hibiscus Sabdariffa L.) en
liposomas.

HIPOTESIS

Los residuos agroindustriales derivados de jamaica (Hibiscus Sabdariffa
L.) tienen un alto potencial antioxidante que puede ser aprovechado mediante
la nanoencapsulacion.

CAPITULO | ANTECEDENTES

1.1 Residuos Agroindustriales
1.1.1 Definicién

La agroindustria involucra actividades de manufacturacion mediante las
cuales se elaboran materias primas y productos intermedios derivados del sector
agricola (FAO, 2000). La categoria alimenticia se encarga de la transformacion
de los productos agricolas en alimentos elaborados (Rural, 2018).

México es lider en Latinoamérica en el sector agroindustrial, algunos de los
productos mas destacados son; cerveza, tequila, chocolate, jugos de frutas y
vegetales etc. En enero a julio del 2018 la balanza de bienes agroindustriales
registr0 un superavit de 1,797 millones de ddlares, en este periodo las



exportaciones fueron 20.5% mayores a las importaciones (SAGARPA & SIAP,
2018)

Los residuos generados por este sector, categorizados como
agroindustriales son productos organicos soélidos, semisolidos o liquidos
generados a partir del uso indirecto de los productos primarios o de su
industrializacion y que no pueden ser Utiles para el proceso que los genero, pero
si son susceptibles de un aprovechamiento o transformacién que genere otro
producto con valor econdmico de interés comercial y/o social (Chacon et al.,
2016).

En la llustracion 1 se muestran los diferentes tipos de residuos
agroindustriales; residuos agricolas e industriales.

Residuos Agroindustriales

Agricolas Industriales
]
I De campo I
. melaza

—=hojas .

1 cascaras

_.vainas de

. bagazo
semillas .

— tallos semillas
paja
pulpa
rastrojo
raices

llustracion 1. Tipos de residuos agroindustriales (Sadh et al., 2018).

Los residuos agricolas pueden dividirse en residuos de campo que son
aquellos que se presentan después de la cosecha. Y los residuos de proceso
presentes después de que el cultivo se ha manufacturado para convertirlo en un
recurso valioso alternativo. Los residuos industriales son residuos organicos y
efluentes producidos por industrias del procesamiento de alimentos como jugos,
papas, carne, confiteria y frutas (Sadh et al., 2018).

La composicion y cantidad de los estos residuos depende de la fuente de
materia prima, asi como de la naturaleza de los productos, operaciones y pasos
del proceso (Prasertsan et al., 2009).

En particular los residuos generados por la agroindustria jamaiquera son
agua de lavados, tallos, hojas, semillas (ilustracion 2) y una mezcla soélida de
calices. Los tallos, hojas y semillas son derivados del proceso de cosecha y
seleccién (Contreras et al., 2009). Los calices son resultado del proceso de
produccion de licor (ilustracion 3), presentan una coloracion distinta a los calices



frescos (antes de ser procesados, ilustracion 4), puede apreciarse humedad en
ellos asi como un olor a alcohol.

>, & b
L T |
) N "

S B 4 d |

i I |
llustracién 2. Cosecha y semillas de jamaica (Goolgle)

Extraccion de

L concentrado . Obtenido un
Recepcién de - iy Reposo 7 dias -
S Lavadoy por infusién, . jarabe se
materia prima . J y posterior
desinfeccion enuna . procede al
en fresco . filtrado
solucién agua envasado

y alcohol 2,9%

llustracion 3. Proceso de produccién de jamaica (“La empresa y sus productos,” n.d.)

llustracién 4. Residuo (célices) de la produccion de licor

En general los residuos de plantas constituyen un buen recurso de
carbohidratos, polisacaridos y moléculas bioactivas como proteinas, vitaminas,
minerales y antioxidantes (Kowalska et al., 2017)

1.1.2 Impacto Ambiental

Debido al alto contenido nutricional de los residuos agroindustriales estos
tienen un alto potencial para causar severos problemas de contaminacién si no
son manejados y tratados apropiadamente. El dafio que pudieran ocasionar
dichos residuos esta en funcion de sus caracteristicas fisicas, quimicas y
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bioldgicas (Saval, 2012). Esta contaminacién puede dividirse en tres categorias:
contaminacion al agua, al suelo y al aire (Prasertsan et al., 2009).

El impacto ambiental relacionado al manejo y disposicion final de los
residuos agroindustriales pude presentarse cuando estos son dispuestos sobre
el suelo sin ningun tratamiento previo y permanecen a la intemperie, su
descomposicion puede convertirlos en residuos peligrosos por la presencia de
agentes infecciosos y la produccion de metano derivado de su descomposicion
(Saval, 2012), acentuando problemas como el cambio climatico por el
incremento de gases de efecto invernadero (Sadh et al., 2018).Si no se aplicaron
las medidas de remediacion oportunamente el problema de contaminacién se
convierte en un pasivo ambiental y como consecuencia se puede presentar la
dispersion de contaminantes (Saval, 2012).

La contaminacion al agua se da en forma de descargas de residuos
organicos o peligrosos en los suministros hidricos (Silva et al., 2013). Esta suele
ser la mas seria debido al volumen usado en el proceso y a que los tipos y la
concentracion de los contaminantes es extremadamente variable, aun en el
mismo sector (Prasertsan et al., 2009).

En México estos residuos pertenecen a la categoria de manejo especial y
deben estar sujetos a un plan de manejo, cuyo objetivo es minimizar su
generacion y maximizar la valoracion de los residuos (Diario Oficial de la
Federacion, 2015).

1.1.3 Alternativas de uso

Los problemas ambientales en las agroindustrias pueden reducirse si se
emplea un buen manejo de los residuos, la implementacion de esta practica
apunta a una prevencion de la contaminacion y promueve beneficios econdémicos
como la conversién de residuos en subproductos y la reduccion en el costo del
tratamiento de residuos (Prasertsan et al., 2009).

Este manejo esta dividido en cuatro categorias que pueden ser implementadas
siguiendo el orden de priorizacion mostrado en la ilustracién 5.

— 2.Uso - 4. Disposicion
«Conservacion *Los residuos
de la ener.gla «Reusar reales Ide%en ser «Tomando en
*Segregacion de -Recuperacion neutralizados cuenta aspectos
los residuos . usando diferentes ial
. «Reciclado : soclales y
solidos. tratamientos ambientales

tecnoléaicos

1.Minimizacion 3. Tratamiento

llustracién 5. Diagrama para un manejo adecuado de residuos agroindustriales (Prasertsan et al., 2009)
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En cuanto al uso, los residuos agroindustriales son materiales que debido
a su alto contenido nutricional son considerados como materia prima para la
formacién y desarrollo de nuevos productos (Sadh et al., 2018). Su acumulacion
representa no solo el deterioro ambiental sino también la pérdida de una gran
cantidad de material potencialmente valioso (Nigam et al., 2009).

El aprovechamiento de residuos y el reciclaje organico son alternativas
viables para los residuos de agroindustria, que suelen ser baratos y abundantes
(Castro et al., 2018). El primer concepto, se define como el conjunto de acciones
cuyo objetivo es recuperar el valor economico de los residuos mediante su
reutilizacion, re manufactura, redisefio, reciclados y recuperacion de materiales
secundados o energia (SEMARNAT, 2010). En tanto que el reciclaje organico es
una actividad que responde a la idea de una explotacion sostenible de los
recursos naturales en un contexto de eficiencia industrial por lo que existen
agroindustrias que producen residuos que pueden ser utilizados como
combustible, pasta para papel o fertilizante (FAO, 1997). Algunos ejemplos se
citan en la tabla 1.

Teniendo en cuenta ambos conceptos, los residuos de la agroindustria
pueden ser valorizados mediante el desarrollo de tratamientos biotecnoldgicos
(Nigam et al., 2009). El reciclaje de residuos de plantas se ha enfocado en su
uso en suplementos alimenticios para eliminar radicales o como ingredientes anti
envejecimiento en cosmeéticos asi como conservadores naturales en alimentos
(Peschel et al, 2007).

Tabla 1. Diferentes maneras de reusar los residuos agroindustriales

Residuo

Uso

Céscara de platano y fibra de cafia de
azucar

Bagazo de platano

Piel de cebolla, cascara de cacahuate
Tallo de girasol y maiz

Fibras de bagazo

Tallos de palma aceitera
Ceniza de cascara de arroz

Carbo6n activado

Remocién de metales pesados
Fertilizante organico
Produccion de etanol
animal

Produccion de biogas y generacion de
electricidad

Pasta de papel

Aditivo en mezclas de cemento

y alimento

Fuente: (Ajila et al., 2012)

En Brasil los extractos de residuos de semillas verdes de café han
mostrado potencial antioxidante que se puede usar en suplementos dietéticos,
productos farmaceuticos y cosméticos o como fuente de compuestos bioactivos
(Castro et al.,, 2018). En nuestro pais se ha investigado la biosintesis de
nanoparticulas de plata usando un extracto natural de residuos agroindustriales
de tequila (L6pez-Naranjo et al., 2018).
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Como regla general los extractos de materiales vegetales de origen
residual muestran una actividad antioxidante que en algunas ocasiones es
comparable con la de antioxidantes sintéticos, su extraccion y uso pueden ser
una alternativa para obtener antioxidantes naturales. Algunos ejemplos se
muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Actividad antioxidante en diversos residuos agroindustriales

Residuo Ensayo de Actividad Referencia
actividad (concentracion
antioxidante antioxidante)

Arandano ABTS 2711 (ULMOITE/qQ) (Paes et al.,
2014)

Semilla de café DPPH Pl 22.5+5.3% (Castro et al.,
verde 2018)

Fruta exética de FRAP 16,916.37+10.1 (Barros et al.,
Brasil: bacaba (umoITE/100q) 2017)

Yerba mate DPPH 65.96 (MgTE/g seco)  (Gullon et al.,
2018)

Fuente: (Moure et al., 2001)

Por ejemplo, se han realizado estudios para obtener productos biolégicos
(biocombustibles, acidos organicos, triacilgliceroles y polihidroxialcanoatos) a
partir de residuos agroindustriales de la producciéon de azucar (Diaz et al., 2018).

Bagueiro-Pefia y colaboradores en 2017 estudiaron metodologias para la
recuperacion y generacion de aromas de la vainillina a partir del bagazo de
vainilla. Ademas, se ha investigado la extraccion de compuestos fendlicos y
antocianinas de residuos de ardndano usando CO:2 supercritico y liquido
presurizado (Paes et al., 2014). Teixeira et al., 2018 realizaron una
caracterizacion fendlica de los tallos de uva derivados de la industria del vino.

Asi, el uso de residuos agroindustriales para obtener bioextractos puede
llevar directamente al desarrollo de nuevos productos atractivos con propiedades
bioactivas y reducir el impacto causado por su acumulacién en el ambiente
(Kowalska et al., 2017).

Debido a la legislacion y las razones ambientales, la industria se ve cada
vez mas obligada a encontrar un uso alternativo para la matera residual. La
recuperacion de compuestos bioactivos es una forma elegante de reutilizar flujos
de desechos, mientras que, por otro lado, es econédmicamente interesante (Brar
et al, 2014).

1.2 Aspectos generales de la jamaica (Hibiscus Sabdariffa L.)

1.2.1 Origen, distribucion geografica e importancia
Hibiscus sabdariffa L., (Hs) conocida comunmente como jamaica, roselle,

rosa de abisinia o karkade crece en paises con climas tropicales y subtropicales,
es originaria del continente africano, pero actualmente su cultivo se extiende a
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paises como India, Arabia Saudita, China, Malasia, Indonesia, Filipinas, Vietnam,
Sudan y México (Da-Costa-Rocha et al., 2014).

Los calices frescos o deshidratados se usan en la preparacion de bebidas
calientes o frias, bebidas fermentadas, vino, mermeladas, helado, chocolate,
agentes saborizantes y pasteles (Da-Costa-Rocha et al., 2014).

En la medicina tradicional, los extractos de Hs han sido utilizados para
tratar una gran variedad de enfermedades (Ifie et al., 2016) ya que a los célices
se le han atribuido propiedades de accion cardio protectora, antihipertensiva, y
de efectividad contra la baja densidad de oxidacion lipoprotéica e hiperlipidemia.
También han sido estudiadas sus propiedades anti inflamatorias, anti oxidativas,
hepatoprotectivas y antitumorales (Borras-Linares et al., 2015).

Recientemente se ha reportado que los extractos de Hs tienen
propiedades bioactivas que podrian participar en la prevencion de enfermedades
cronicas como la aterosclerosis y diabetes. A su vez pueden reducir el colesterol
alto y trabajar como anticancerigenos, anti mutagénicos y como agente anti
proliferativo. Aunado a esto, los extractos presentan propiedades
antimicrobianas (Sindi et al., 2014).

También se ha estudiado el uso de Hs como fibra natural para aumentar
sus propiedades en la manufactura de compuestos de polimero reforzado con
fibra natural

1.2.2 Caracteristicas botanicas y morfologicas e identificacion taxondmica.

A nivel internacional se distinguen seis variedades de jamaica; del sudan,
china o morada, roja (larga y corta, americana), negra gigante (nigeriana),
morada gigante (tailandesa), y la no acida (vietnamita) (Cid-Ortega et al., 2012).

Roselle es un sub-arbusto herbaceo anual, erguido, frondoso, puede
crecer hasta 2.4 metros de altura y su tallo es liso o casi liso, cilindrico y rojizo.
Las hojas estan alternadas y miden 7.5-12.5 cm, son verdes con venas rojizas y
peciolos cortos o largos. Las flores, nacidas individualmente en las axilas de las
hojas, miden 12.5 cm de ancho, son de color amarillo o beige con un centro rosa
0 marron y se tornan rosas al marchitarse. El caliz rojo consiste en 5 sépalos que
envuelven por completo la capsula aterciopelada, cuya longitud varia de 1.25 a
2 cm, cada una de estas contiene de 3 a 4 semillas cafés claro y con forma de
rifndn (Da-Costa-Rocha et al., 2014). Véase ilustracion 6:

| =

) - { .
de Hibiscus Sabdariffa L.

llustracién 6. Planta (Google)
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A continuacion, se muestra la tabla 3 que contiene la identificacion
taxonomica (ITIS Integrated Taxonomic Information System, 2017)

correspondiente a la jamaica.

Tabla 3. Identificacion taxonémica de la jamaica
(Hibiscus sabdariffa L)

Reino Vegetal
Subreino Viridiplantae
Subdivision Espermatofitas
Clase Dicotiledénea

Orden Malvales
Familia Malvacea
Género Hibiscus
Especie sabdariffa L.

Fuente: (ITIS Integrated Taxonomic Information System, 2017)
1.2.3 Composicion quimica

La composicién quimica de los célices de jamaica varia de acuerdo con
su color y diferencias genéticas. En general los elementos comunes son proteina
cruda, extracto etéreo, fibra cruda, carbohidratos, acido ascorbico y en algunos
casos caroteno, tiamina, riboflavina y niacina (Cid-Ortega et al., 2012).

También contienen alcaloides, anisaldehido, B-caroteno, B-sito-sterol,
acido citrico, acido malico, galactosa, mucopolisacaridos, pectina, &cido
protocatéquico, polisacaridos, quercetina, acido estearico y cera (Galicia et al.,
2008) . En cuanto al valor nutricional de esta planta se reporta en la tabla 4.

Tabla 4. Valor nutricional de la jamaica

Proteinas 1.9 g/100g
Grasas 0.1 g/100g
Carbohidratos 12.3 g/100g
Fibra 2.3 g/100g
Vitamina C 14 mg/100g
g-Caroteno 300 pg/100g
Calcio 1.72 mg/100g
Hierro 57 mg/100g

Fuente:(Da-Costa-Rocha et al., 2014)

Algunos de los antioxidantes presentes en Hs son la quercetina, el acido
L-ascorbico y los compuestos fendlicos. Las sustancias fendlicas en esta planta
consisten principalmente en flavonoides y antocianinas como la delfinina-3-
glucosido, delfinidina-3-sambudiosido y cianidina-3-sambudidsido, compuestos
gue estan relacionados con la prevencién del cancer y enfermedades coronarias
(Salazar-Gonzalez et al., 2009).

Los constituyentes mas relevantes en el area farmacoldgica son los
acidos organicos, antocianinas, polisacéaridos y flavonoides. Entre los acidos
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organicos encontrados en mayor cantidad en esta planta estan el citrico,
hidroxicitrico, hibiscus, malico y tartarico, en menor cantidad el acido oxalico y

ascorbico (Da-Costa-Rocha et al., 2014).

1.2.4 Panorama econémico

1.2.4.1 Producciéon mundial

La jamaica es uno de los productos boténicos especializados de mayor
volumen en el comercio internacional, en el afio 2004 se produjo un total de
97,975 toneladas de esta planta, siendo China el pais con mejor participacion y
rendimiento como se muestra en la grafica 1 (SAGARPA, 2010).

5% 20% |

Produccion mundial de Hs (%) en 2004

B China EIndia ®Sudan mUganda M Indinesia ® Malasia = México = Otros

6%

6%

8%

Gréfica 1. Produccion mundial de Hs en 2004. Fuente: (SAGARPA, 2010)

1.2.4.2 Produccion nacional

La produccién nacional (tabla 5) en el afio 2017 fue de 7,666.68 toneladas
de jamaica, siendo Guerrero el estado con mayor produccién, mientras que
Morelos fue el estado con mayor rendimiento de produccién (Pesquera, 2018a).

Tabla 5. Produccion de jamaica en México

Estado Produccién (Ton) Rendimiento Valor produccion
(udm/ha)* (Miles de pesos)

Campeche 68.37 0.35 4,110.84
Guerrero 5,202.53 0.37 152,728.45
Jalisco 2.37 0.52 63.70
México 0.83 0.55 37.35
Michoacan 757.06 0.54 48,852.44
Morelos 32.17 0.96 1,396.66
Nayarit 128.62 0.46 7,905.19
Oaxaca 516.77 0.34 38,947.10
Puebla 932.76 1.05 30,947.10
Sinaloa 15.20 0.80 684.00
7,656.68 0.41 285,038.95

Fuente: Servicio de informacién Agroalimentaria y Pesquera, 2017
*udm/ha. Unidad de medida/ hectarea
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1.2.4.3 Produccion estatal

De acuerdo con datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y
Pesquera del afio 2017, véase tabla 6, en el estado de Puebla, Huaquechula fue
el municipio con mayor produccién (692.60 toneladas), rendimiento y valor de
produccion, Chiautla de tapia se coloc6 en segundo lugar de produccion (135.16
toneladas) y rendimiento (Pesquera, 2018b)

Tabla 6. Produccion de jamaica en Puebla.

Distrito Municipio Produccion Rendimiento Valor
(Ton) (udm/ha) produccion
(Miles de
pesos)
Cholula Huaquechula 692.60 1,47 19.341.86
IzGcar de Chiautla 135.16 0.62 6,541.74
Matamoros
IzGcar de Cohetzala 25.00 0.50 1,207.50
Matamoros
IzGcar de Huehuetlan 45.00 0.60 2,169.00
Matamoros el Chico
Iz4car de | Ixcamilpa de 35.00 0.50 1,687.00
Matamoros Guerrero
932.76 1.05 30,947.10

Fuente: Servicio de informacién Agroalimentaria y Pesquera, 2017

1.3 Generalidades de los antioxidantes

Los antioxidantes son cualquier sustancia que cuando se presenta en
bajas concentraciones, en comparacion con aquellas de sustrato oxidable,
retrasa o evita significativamente la oxidacion de ese sustrato (Halliwell et al.,
1995).

Existen dos categorias de antioxidantes; sintéticos y naturales. Los
sintéticos son compuestos con estructuras fenodlicas de varios grados de
sustitucion alquilo, los naturales pueden ser compuestos fendlicos (tocoferoles,
flavonoides y acidos fendlicos), compuestos de nitrégeno (alcaloides, derivados
de la clorofila, aminoacidos y aminas) o carotenoides y acido ascérbico (Hall et
al., 1997). Otro criterio de clasificacion los llama enddgenos y exdgenos (Pisoschi
et al., 2015).

También pueden clasificarse en primarios, secundarios y multifuncionales,
de acuerdo a su mecanismo antioxidante. Los primarios son capaces de
reaccionar directamente con los radicales libres para transformarlos en especies
mas estables o productos no radicales, por medio de la ruptura de cadenas. Los
antioxidantes secundarios trabajan indirectamente o limitando la oxidacion
lipidica, son supresores de radicales libre de oxigeno, descomponen peroxidos,
inhibidores de oxidacién enzimatica o absorben la radiacion ultravioleta (Pisoschi
et al.,, 2015). Y los multifuncionales pueden exhibir ambas propiedades
(Hermund, 2018).
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1.3.1 Antioxidantes fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles, poseen un anillo aromatico que
contiene uno o mas sustituyentes hidroxilo y sus estructuras pueden variar desde
moléculas fendlicas simples hasta compuestos altamente polimerizados
(Balasundram et al., 2006). Son unos de los principales metabolitos secundarios
de las plantas, actian como fitoalexinas, las plantas heridas los secretan para
defenderse de posibles ataques fangicos o bacterianos, y contribuyen a la
pigmentacién de muchas partes de la planta. Cuando los fenoles son oxidados,
dan lugar a las quinonas, que dan un color pardo que muchas veces es
indeseable (Gimeno, 2004).

Estos compuestos también poseen una amplia gama de propiedades
fisiologicas como efectos antialérgicos, antitrombdticos, propiedades
antimicrobianas, antivirales, anti inflamatorias, antioxidantes, cardio protectoras
y vasodilatadoras (Balasundram et al., 2006).

Entre las aplicaciones de estos compuestos naturales estan el uso como
sustitutos de conservadores en alimentos, uso en cosmeéticos, nutracéuticos y
productos farmacéuticos. Los subproductos agroindustriales son una buena
fuente de materiales lignocelulosos, que son ricos en compuestos fendlicos
unidos que se pueden extraer y liberar (Ignat et al., 2011).

La mayoria de los antioxidantes naturales son los compuestos fendlicos y
los grupos mas importantes de antioxidantes naturales son los tocofenoles,
flavonoides y los acidos fendlicos (Gilgin, 2012).

1.3.1.1 Acidos fenélicos

Los principales acidos de esta categoria son los benzoicos y cinamicos,
tabla 7, en el primer grupo se encuentran incluidos el acido galico, p-
hidroxidenzoico, protocatechuico, vanilico, por otro lado, en el grupo de los
acidos hidroxicinamicos son compuestos aromaticos con una cadena lateral de
tres carbonos, siendo los &cidos cafeicos, feralico, p-cumarico y sinaptico los
mas comunes (Balasundram et al., 2006).

Tabla 7. Clasificacion de los acidos fenélicos como derivados de los acidos benzoico y cinamico.

Acidos derivados benzoicos Acidos derivados cinamicos
0 0
o o~
~Acido galico _ Acido caféico
_Acido p-hidro benzoico Acido p-cumarico
Acido 3,4-dihidrobenzoico Acido rosmarinico
Acido vanilico Acido ferulico
_Acido siringico _Acido sinaptico
Acido protocatéquico Acido clorogénico

Fuente: (Gulgin, 2012)
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1.3.1.2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que consisten en
15 atomos de carbono ordenados en una configuracion Ces-Cs-Cs (ilustracion 9).
Esencialmente la estructura consiste en dos anillos aromaticos unidos por un
puente de 3 carbonos, usualmente en la forma de un anillo heterociclico 29.
Estos compuestos son los que poseen mayor actividad antioxidante y su ingesta
estd relacionada con un menor riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Gimeno, 2004).

Antocianinas

llustracién 7. Subclases de flavonoides (Da-Costa-Rocha et al., 2014)

Las antiocianinas son un grupo de derivados de flavonoides y pigmentos
naturales presentes en las flores secas y su color varia con el pH. Las
antiocianinas presentes en esta planta son delfinidinas y con base cianidina,
incluidas delfinidina-3-sambubiésido (hibiscina), cianidina-3-sambubidsido
(gosipicanina), cianidina-3,5-diglucésido, delfinidina (antocianidina) (Da-Costa-
Rocha et al., 2014), las mas frecuentes son cianidina-3-glucésido, delfinidina-3-
glucosido, gosipicanina e hibiscina (Sindi et al., 2014) cuyas estructuras
guimicas se muestran en la ilustracién 7.
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llustracion 8. Estructuras quimicas de las principales antocianinas en Hs
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1.3.2 Estrés oxidativo y radicales libres

El estrés oxidativo, ilustracion 7, es la ausencia de balance entre la
aparicion de especies reactivas de oxigeno/nitrogeno (ROS/RNS) y la capacidad
del organismo para contrarrestar su accion por medio de los sistemas de
proteccion anti oxidativa, esta relacionado con patologias severas tales como
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, cancer, envejecimiento,
cataratas (Pisoschi et al., 2015).

Los radicales libres son aquellos compuestos reactivos que, para
estabilizarse, tienden a capturar electrones de moléculas biolégicas estables.
Existen tres clases principales de especies radicales, las especies reactivas de
oxigeno (ROS), las especies reactivas de nitrogeno (RNS) y las de especies
reactivas de azufre (RSS) (Carocho et al.,, 2018). Las especies reactivas de
oxigeno, potencialmente dafiinas, se producen como consecuencia del
metabolismo aerdbico normal (Benzie et al., 1996).

El estrés da paso a la produccion de especies reactivas y radicales como
super oxido (O2), radicales tales como hidroxilo (OH"), monéxido de nitrégeno
(NO), alquilo (RO) y otras especies como el peréxido de hidrogeno (H202) y el
oxigeno atomico (O°) (Carocho et al., 2018).

*ROS
e Esposiscion a la luz
* Metales pesados

Causas *Contaminantes

e Ejercicio extremo
¢ Radiacion electromagnética

/ eFumar

e Lipidos de la superficie de la piel

. 1 I ¢ Celulas lipidi
Estrés oxidativo Objetivos | -aon

*Proteinas
e Sintesisi protéica

\ e Cerebro

eCorazén

Organos | *sanere

e Pancreas

dafados «Ojos
o Piel
e Testicuos y ovarios

llustracion 9. Generalidades del estrés oxidativo (Carocho et al., 2018)

Bajo condiciones fisioldgicas, el balance entre compuestos prooxidantes
y antioxidantes, produciendo asi un ligero estrés oxidativo, requiriendo la
intervencion de sistemas antioxidantes enddgenos del organismo (Pisoschi et
al., 2015).
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1.3.3 Actividad y capacidad antioxidante (AOA 'y TAC)

La actividad antioxidante esté relacionada con la cinética de la accion
antioxidante para apagar especies reactivas, generalmente expresada como
tasas de reaccién o porcentajes de eliminacion por unidad de tiempo, y la
capacidad es la eficiencia de conversion termodinamica de especies reactivas
por antioxidantes, como el numero de moles de conversion de especies reactivas
por 1 mol de antioxidante durante un periodo de tiempo fijo (Apak et al., 2016)

La actividad antioxidante es una propiedad funcional donde los
compuestos antioxidantes exhiben esta capacidad de las siguientes maneras; a)
inhibiendo la peroxidacion lipidica, b) por el atrapamiento de radicales libres y
especies reactivas de oxigeno, c) previniendo la descomposicion de peréxidos
en radicales libre y d) quelando iones metalicos pesados (Jiménez et al., 2014).

Los primeros tipos de sistemas de defensa antioxidante identificados
contra el dafio oxidativo son aquellos que previenen la aparicion de ROS asi
como aquellos que los bloguean y capturan. Otro proceso importante del sistema
antioxidante de la célula es representado por la reparacién del proceso, que
remueve el dafo de las biomoléculas antes de su agregacion permite alteracion
del metabolismo celular (Pisoschi et al., 2015).

Las funciones antioxidantes implican la disminucion del estrés oxidativo,
mutaciones del acido desoxirribonucleico, transformaciones malignas, asi como
otros parametros de dafio celular. Estudios epidemioldgicos han probado la
habilidad de los antioxidantes para contener los efectos de la actividad de ROS
y disminuir la incidencia de cancer y otras enfermedades degenerativas (Pisoschi
et al., 2015).

El cuerpo humano cuenta con un conjunto de antioxidantes endégenos
que actdan como la primera linea de defensa, pero es necesario contar con
antioxidantes de alimentos como frutas, verduras y carne (Carocho et al., 2018).

Esta confirmado que los antioxidantes exdgenos, ilustracién 8, presentes
en las frutas y vegetales siempre son homologos a la actividad de la defensa
endoégena oxidativa. Los suplementos dietéticos son otra fuente de estos
antioxidantes (Pisoschi et al., 2015)
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llustracion 10. Principales antioxidantes exégenos (Pisoschi et al., 2015)

1.4 Método de analisis de actividad antioxidante

Existen diferentes métodos para medir la actividad antioxidante, estos se
encuentran dentro de dos categorias, tabla 8, la primera son los métodos
basados en mecanismos de transferencia atomica de hidrogeno (HAT) y la
segunda los basados en transferencia de un electrén (SET). Los primeros miden
la habilidad clasica de un antioxidante para reprimir a los radicales por la
donacién de hidrogeno. Los métodos SET detectan la habilidad de un
antioxidante potencial. Estos métodos transfieren un electrén para reducir
cualquier compuesto, incluidos iones metélicos, carbonilos y radicales. Se
presentan mediante un cambio de color conforme el antioxidante es reducido

(Gulgin, 2012)

Tabla 8. Métodos HAT y SET

Métodos HAT

Métodos SET

Capacidad de absorcién de radicales
de oxigeno (ORAC)
Parametro total de antioxidante que
atrapa los radicales (TRAP)
Inhibicion de la oxidacion de LDL
inducida
Ensayo de la capacidad de captacion
de oxigeno total (TOSCA)

Ensayo quimioluminiscente

Acido siringico

Acido protocatéquicoico

Fuente: (Gulgin, 2012)

Fendlicos totales por ensayo de
reactivo Folin-Ciocalteu
Ensayo de capacidad antioxidante de
equivalencia trolox (TEAC)
Ensayo de poder antioxidante
reductor de iones férricos (FRAP)
Ensayo de potencial antioxidante
total utilizando un complejo de Cuz*
como oxidante
Eliminacién de radicales 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH")
Ensayo de recuperacion del radical
del acido 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-silfénico (ABTS™)
Ensayo de eliminacion del radical
N,n-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD*)
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Recientemente se ha reportado que tanto el ensayo DPPH, ABTS y DMPD
se ha clasificado como métodos de modo mixto, basados en ET o SET y HAT
(Apak et al., 2016).

1.4.1 Método Folin-Ciocalteu para fenoles totales

El método Folin-Ciocalteu (FC) fue empleado inicialmente para cuantificar
tirosina en proteinas, y con el tiempo se modificé para analizar compuestos poli
fendlicos en diferentes tipos de extractos vegetales. El reactivo FC es una mezcla
de acido fosfomolibdico y fosfotingstico de color amarillo y a partir de la mezcla
de ambos se producen iones de molibdato y tungsteno. La reaccion, véase
ilustracion 11, se lleva a cabo en condiciones basicas (pH 10), con la finalidad
de que se genere un ion fenolato que reduce al reactivo FC mediante una
reaccion de tipo oxido/reduccion y genera la formacion de un complejo de
Molibdeno (Mo) que presenta una coloracion azul cuya absorbancia se mide a
una longitud de onda de 765 nm (Mufioz-Bernal et al., 2017).
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llustracién 11. Reaccién entre el acido galico y el reactivo FC, (Mufioz-Bernal et al., 2017)

A pesar de que este método fue desarrollado en los afios 60°s sigue
siendo ampliamente aceptado para la cuantificacion de compuestos fendolicos en
matrices vegetales y sus extractos. Los extractos de productos vegetales,
acuosos u organicos contienen una gran cantidad de biomoléculas. Se ha
estudiado que algunas de estas moléculas de caracteristicas no polifendlicas
pueden interaccionar con el FC resultando en una sobreestimacion. Ejemplos de
estos compuestos son los azlcares reductores como fructuosa y glucosa,
aminoacidos y acido ascérbico (Mufioz-Bernal et al., 2017)

1.4.2 Ensayo FRAP

El ensayo de poder antioxidante reductor férrico, (Ferric Reducing Ability
of Plasma, FRAP), mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el
complejo 2,4,6-tripiridil-s-triazina [Fe®*-(TPTZ)2]** al complejo ferroso, de color
azul intenso [Fe?*-(TPTZ)2]?* , ilustraciéon 12, en medio acido (Guilgin, 2012). Fue
desarrollado por Benzie y Strain en 1996. La reaccion no es especifica (Benzie
et al., 1996). Este método mide la reduccién de la potencia en plasma, pero
posteriormente el ensayo también se ha adaptado y utlizado para la
determinacién de antioxidantes en diferentes alimentos o bebidas (Shahidi et al.,
2015).
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llustracion 12. Reaccion del ensayo FRAP, (Giilgin, 2012)

1.4.3 Ensayo DPPH

El método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) fue desarrollado por Blois en
1958 con el objetivo de determinar la actividad antioxidante mediante el uso del
radical a, a-difenil-B-picrilhidrazilo (C1sH12NsOs), uno de los pocos radicales de
nitrégeno organicos estables, que tiene un color parpura oscuro. El ensayo esta
basado en la medicion de la capacidad reductora de eliminacién de antioxidantes
hacia este. El electron impar del atomo de nitrégeno en DPPH se reduce al recibir
un atomo de hidrégeno de antioxidantes a la correspondiente hidrazina (Kedare
et al., 2011).

Como se observa en la ilustracion 13, el radical cromégeno purpura
(DPPH) se reduce mediante compuestos captadores de radicales AH
(antioxidante) a la correspondiente hidrazina amarilla pélida (DPPH-H). La
prueba es simple y rapida y solo necesita un espectrofotdmetro ultra violeta
visible (UV-Vis), para funcionar, lo que probablemente explica su uso

generalizado en la deteccién de antioxidantes (Glilgin, 2012).
NO: NO,
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llustracién 13. Efecto del barrido del radical DPPH por un antioxidante AH,(Gdilgin, 2012)

1.5 Generalidades de la nhanoencapsulacion

1.5.1 Encapsulacion
La encapsulacién es el proceso en el cual los agentes activos son

limitados o recubiertos por un material portador para formar particulas o capsulas
de micro o nano escala. Esta tecnologia es aplicada en las industrias
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farmacéuticas y alimenticia para encapsular compuestos bioactivos (polifenoles,
micronutrientes, enzimas y antioxidantes) por la formacion de barreras
protectoras contra la luz, oxigeno, pH, humedad, calor u otras condiciones
extremas).

En los procesos de encapsulacion, las micro capsulas (1-1000 um), sub-
microcapsulas (varios cientos de nandémetros menores a 1 um) y las nano
capsulas (de 1 a varios cientos de nandmetros) son producidas mediante
diferentes técnicas. Las nanocpsulas proveen una mayor area superficial que
mejora la solubilidad, en comparacion con las microcapsulas, ademas estas
tienen una mejor contribucion en la biodisponibilidad y liberacion sostenida, que
habilita una orientacion precisa de los compuestos bioactivos (Shishir et al.,
2018), en la ilustracion 14 se muestra la funcionalidad de la micro y nano
encapsulacion.

Funcionalidad de la microencapsulacian Funcionalidad de |a nano encapsulacion

Proteccion de compuestos bioactivos Reduccion del tamafio de particula

creando de distribucion estrecha de

Control del perfil de liberacian particulas

Enmascarar sabores indeseables Mayor area superficial

Incrementar propiedades de flujo Entrega mejorada de proteccion

Incrementar propiedades de flujo bioactiva

] Incrementando la biodisponibilidad
Incrementar la vida de anaauel

Mejorando la estabilidad fisica v
prolongar la vida de anaquel

Productos enriguecidos con nutrientes
especificos

Wejor precision en la orientacion v el
paso a través de la fenestracion corporal
por minuto

Mejora de la barrera de reactividad
entre compuestos bioactivos o medio
ingerido

Incrementando |la captacion celular

llustracion 14. Comparacion de la funcionalidad de la micro y nano encapsulacion (Shishir et al.,
2018)

1.5.2 Nanoencapsulacion

La Institucion Britanica de Estandares define a la nanotecnologia como el
disefio, caracterizacion, produccion y aplicacion de estructuras, dispositivos y
sistemas mediante el control de la forma y el tamafio nano escala, el término
“nano” se refiere a la magnitud de 10-° m (Anandharamakrishnan, 2014).

La nano encapsulacion es la tecnologia de empaquetar o envasar
nanoparticulas sélidas, liquidas o de gas, también conocidas como nucleo o
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activo, dentro de un material secundario, denominado matriz, para formar
nanocapsulas (Cano-Sarabia et al., 2016). Esta involucra la incorporacion,
absorcién o dispersion de compuestos bioactivos en forma de pequefas
vesiculas de didmetros nanométricos (Anandharamakrishnan, 2014).

El nacleo contiene al ingrediente activo, ilustraciéon 15, mientras que la
cubierta aisla y protege el nucleo del entorno circundante. Las nanocpsulas
tienen un tamafio de 1 a 1000 nanometros y tienen diferentes formas,
dependiendo del material y el método usado para prepararlas (Cano-Sarabia et
al., 2016).

Grosor de la
cubierta

Material
encapsulado

Cubierta
llustracién 15. Esquema de una nanocapsula,(Cano-Sarabia et al., 2016)

Las razones principales para la nanoencapsulacion de especies es garantizar
que el material nanoencapsulado alcance el area de accién sin ser afectado
negativamente por el entorno externo que atraviesa. Asi, las principales razones
para la encapsulacion son:

a) Separacion de materiales incompatibles

b) Conversion de liquidos a solidos que fluyen libremente

c) Mayor estabilidad

d) Enmascarar propiedades organolépticas (color, olor, sabor) de sustancias

e) Manejo seguro de materiales toxicos

f) Liberacion controlada y dirigida de compuestos activos (Cano-Sarabia et

al., 2016)

1.5.2 Técnicas de nanoencapsulacion

Actualmente existen multiples técnicas para la nanoencapsulacion de
especies, las mas populares pueden ser clasificadas en tres principales familias:
procesos quimicos, fisicoquimicos y fisico-mecanicos, ilustracion 16. Los
procesos quimicos Yy fisicoquimicos incluyen aquellos métodos que involucran
reacciones quimicas en la formacién de las nanocapsulas. En contraste, en
métodos fisico-mecanicos, no hay reacciones quimicas y generalmente solo
tiene lugar la fabricacién de la forma (Cano-Sarabia et al., 2016).

Dentro de las técnicas fisicoquimicas se encuentra el uso de sistemas
moleculares que se auto ensamblan en capsulas dentro de condiciones dadas.
Por ejemplo, los liposomas son las vesiculas artificiales mas pequefas de forma
esférica que pueden producirse a partir de fosfolipidos y colesterol naturales y
no téxicos (Cano-Sarabia et al.,, 2016), estdn compuestas de bicapas de
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fosfolipidos de tipo membrana que rodean un medio acuoso. Estos pueden
clasificarse de acuerdo al nimero de laminillas y su tamafio, véase ilustracion 17
(Anandharamakrishnan, 2014).

Técnicas de
nanoencapsulacion

T
[

Procesos Procesos fisice-

Porcesos Quimicos L.
fisicoquimicos mecanicos

Secado por
Emulsiones De inversion de Pulverizacion
o, fase
Polimerizacion
Liposomas Evaporacion del
Suspensiones > solvente
Coacervacion y
separacion de
Sol-gel fases
Complejos de Electronanoencap-
Precipitados inclusién culacién

Manopartiulas
lipidas sdlidas

llustracién 16. Técnicas de nanoencapsulacion (Cano-Sarabia et al., 2016)

Vésiculas unilamelares (ULV)

Compuestos por una sola bicapa, pueden ser
pequefios (<30 nm) o grandes (30-100 nm)

Vésiculas multilamelares (MLV)

Compuestos por varias bicapas concéntricas

Multivésiculas (MMV)

Compuestos por muchas vesiculas no
concéntricas pequeiias, dentro de una sola
bicapa lipidica

llustracion 17. Clasificacién y forma de los liposomas de acuerdo al nimero de laminas. En las
imagenes areas oscuras son las fases lipidicas de los liposomas, mientras que las areas
blancas cerradas son las fases (Anandharamakrishnan, 2014)

Cuando los fosfolipidos se dispersan en una fase acuosa, los liposomas
se forman espontaneamente, encapsulando asi materiales acuosos o solubles
en lipidos (ilustracién 18).
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Fosfolipidos

Material acuoso o
soluble

Likr;c;so'ma

llustracién 18. Estructura de un liposoma (Pimentel-Moral et al., 2018)

Todos los métodos de preparaciéon de liposomas involucran cuatro
estados basicos (Akbarzadeh et al., 2013):

Secado de lipidos a partir de solventes organicos
Dispersion de lipidos en un medio acuoso
Purificacion de los liposomas resultantes
Andlisis del producto final

rwnE

En la preparacion de liposomas se pueden usar las siguientes técnicas:

a. De carga pasiva
b. De carga activa

Dentro de las primeras existen tres diferentes métodos:
e Dispersiébn mecanica
e Dispersion de disolventes
e Eliminacion de detergente

Dentro del método de dispersion de disolventes esta la hidratacion de
pelicula delgada de Bangham que es uno de los métodos mas utilizados para la
preparacién de vesiculas multilamelares (MLV). La técnica consiste en secar una
solucion de lipidos de modo que se forme una pelicula delgada en el fondo de
un matraz de fondo redondo, seguido de la hidratacién de la pelicula agregando
un buffer acuoso y agitando durante un tiempo. Los compuestos que se van a
encapsular se agregan a un buffer acuoso o a un solvente organico que contiene
lipidos, dependiendo de sus solubilidades (Anandharamakrishnan, 2014).

Para la interrupcion de la suspension de MLV puede usarse la sonicacion,
un método simple para reducir el tamafio de los liposomas (Woodbury et al.,
2006), que produce pequeias vesiculas unilamelares con diametros de 15-50
nm. La instrumentacion mas comun para la preparacion de particulas sonicadas
son los sonicadores de bafio (SB) y punta de sonda. La técnica consiste en
colocar, en el SB, un tubo con la suspensién y sonicarlo por 5-10 minutos a una
temperatura por encima de la critica del lipido (Dua et al., 2012).
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1.5.3 Caracterizaciéon de las nanoparticulas

1.5.3.1 Dispersién de luz dinamica.

Para analizar el tamafio de las particulas a nano escala existen dos
métodos principales, la dispersion de luz dinamica (Dynamic Light Scattering,
DLS) y la microscopia electronica. DLS es la herramienta mas utilizada, calcula
principalmente la fluctuacion que ocurre en el camino de la luz que pasa a través
de la muestra, (ilustracion 19), debido al movimiento browniano de las particulas,
es una técnica muy sensible y capaz de medir particulas de tamafio menor a
0.001 pm, que no pueden medirse con otros métodos. Sus mayores ventajas son
el costo-efectividad y los resultados rapidos (Anandharamakrishnan, 2014).

Muestra

Laser

Lente

Detector de fotones

Correlador .

L STrsfruments y
llustracién 19. Sistema DLS, (LS Instruments, 2018)

1.5.3.2 Potencial zeta

Cuando se ponen en contacto dos fases, se desarrolla en general una
diferencia de potencial entre ellas. El término potencial zeta es una abreviatura
del potencial electro cinético en sistemas coloidales, ilustracion 20, (Williams,
2016) , es la medida de la carga total que una particula adquiere en un medio
especifico y da una indicacion de la estabilidad potencial de un sistema coloidal.
También explica la interaccion electrostatica y la movilidad de una solucion
coloidal. La interaccion de repulsion electrostatica se utiliza para medir y
controlar la estabilidad de la solucion, lo que explica la aparicion de dispersion,
agregacion o floculacién y puede ser usada para mejorar las condiciones de la
solucion coloidal (Anandharamakrishnan, 2014).

La magnitud del potencial zeta indica la estabilidad del sistema,
observandose que los sistemas coloidales no son estables en el intervalo
comprendido entre -30 y +30 mV (Ruano, 2013). Su valor indica el grado de
repulsion entre particulas adyacentes cargadas, en una dispersion. Los coloides
de alto potencial se estabilizan eléctricamente, mientras que cuando el potencial
es bajo, se tiene atraccion entre las particulas, se supera a la repulsién y se
forman floculos, en lugar de dispersion (Mayoral et al., 2014).
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Plano de
deslizamiento
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carga superficial
negativa

Capa difusa

Capa Stern

100

Potencial de superficie
Potencial Stern

mV
Potencial zeta

Distancia de la superficie de la particula

llustracion 20. Representacion del potencial zeta,(Williams, 2016).

1.5.4 Aplicaciones de la nanoencapsulacion

Actualmente la nanoencapsulacion es usada en un rango diverso de
mercados, tabla 9, incluyendo, pero no limitando, el agroquimico, aromaterapia,
pinturas, colorantes, revestimiento, farmacéutico, cuidado personal, adhesivos,
biocidas, neutra céticos, aceite y gas, textiles, sistemas de papel, electrénicos y
sistemas de imagen (Cano-Sarabia et al., 2016).

Tabla 9. Usos de la encapsulacion en diferentes areas

Area Uso-beneficio Ejemplo
Agricultura Proteccion de cultivos y solucién de Nanoencapsulacion de
problemas de fitotoxicidad. estimulantes de
germinacion
Medicina y | Entrega del medicamento y Abraxane® es un
farmacéuticos | concentracion adecuados conjugado de taxol de
nanoparticulas de
albumina para el
tratamiento de cancer de
mama metastasico
Industria Proteccion de ingredientes Suplementos de
alimenticia alimenticios sensibles, proporciona Omega-3 DHA (acido
una mezcla de texturas viable, docosahexaenoico)
atractiva liberacion de aroma vy
sabor, enmascaramiento de
sabores y olores y simplifica el
proceso de manufactura.
Cuidado Sistema portador ideal para Liposomas como fuente
personal ingredientes activos, proteccion de ascorbil fosfato de
eficaz contra la foto degradacién y magnesio, derivado

ahorro en la formulacién, al reducir
la cantidad de ingredientes activos
necesarios.

Fuente: (Cano-Sarabia et al., 2016)

estable de la vitamina C,
aumentando sus efectos
de blanqueamiento vy
antioxidantes.
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CAPITULO Il METODOLOGIA

2.1 Obtencién de la muestra

El residuo agroindustrial de la produccion del licor de jamaica, en adelante
RLJ, se obtuvo en las instalaciones de la Integradora Agroindustrial de Chiautla
de Tapia y la técnica de muestreo se adapté a las condiciones de disposicion de
residuos implementadas por la empresa.

2.2 Andlisis fisicoquimicos
2.2.1 Humedad

La humedad fue determinada en base a la metodologia de la norma oficial
mexicana NOM-116-SSA1-1994, (“Bienes y servicios. Determinacion de
humedad en alimentos por tratamiento térmico. Método por arena o gasa”), en la
cual se utilizaron charolas de aluminio con una gasa en el fondo, secadas
durante 2 horas a 100°C, se colocaron en un desecador y fueron pesadas.

Se pesaron 5 g de célices secos del RLJ en charolas de aluminio
(ilustracion 21), se pesaron, y se llevaron a secado por 4 horas a una temperatura
de 100°C. Al término de este tiempo las charolas se volvieron a pesar.

llustraciéon 21. RLJ en la charola de aluminio

La determinacion se realizé por triplicado y los datos obtenidos se
reportaron como porcentaje de humedad (%H).

2.2.2 Preparacion de la muestra para analisis fisicoquimicos y actividad
antioxidante

Para la preparacion de las muestras se utilizé la metodologia de Ochoa-
Velasco et al., 2017.

Se pesaron 600 g de RLJ que fueron secados en un horno de conveccion
mecanica (Felisa, modelo FE-292AD, voltaje 120 Vac y potencia de 1800 W) a
55°C % 5 durante 48 horas.

Posteriormente la muestra fue molida en un molino de maiz, cereales y
granos (SURTEK ®) y tamizados a 420 micrometros (malla No.40). Los polvos
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obtenidos fueron almacenados en un frasco de vidrio con tapa hermética y
mantenidos a temperatura ambiente.

2.2.3 pH

Para la evaluacién del pH se us6 la metodologia de la NMX-F-317-S-1978,
(“Determinacion de pH en alimentos”) de acuerdo con su clasificacion como
producto solido.

Se afiadieron 50 ml de agua destilada a 5 g de RLJ. Esta mezcla se agitoé
durante 20 minutos, se dejé reposar por 5 minutos, posteriormente se midi6 el
pH con un potenciémetro (ilustracion 22). La determinacion se realizé por
triplicado.

llustracién 22. Toma de pH del RLJ

2.2.4 Acidez titulable

La determinacion de la acidez titulable se realiz siguiendo la metodologia
de la norma mexicana NMX-F-102-NORMEX-2010, (“Determinacion de la acidez
titulable en productos elaborados a partir de frutas y hortalizas”) adecuada a 30
gramos del RLJ.

Se pesaron 30 g de la muestra de RLJ, se adicionaron 80 ml de agua
destilada, posteriormente esta mezcla se llevé a una temperatura de 70 °C
durante una hora en un horno de conveccién mecéanica (Felisa, modelo FE-
292AD, voltaje 120 Vac y potencia de 1800 W).

Después la mezcla se filtr6 aplicando lavados con agua caliente hasta
obtener 50 ml. El filtrado obtenido se aforo a un volumen de 200 ml. De esta
solucion se tomaron alicuotas de 20 ml y se realizé una diluciéon a un volumen
de 50 ml.

A esta dilucion se agreg6 una solucion de 0.1 N de hidroxido de sodio
hasta alcanzar un pH de 6.0, se continué agregando lentamente esta solucion
hasta un pH de 7.0. Se titul6 agregando hidréxido de sodio en porciones de 4
gotas hasta lograr un pH de 8.3 (ilustracion 23). Este procedimiento de realiz6
por triplicado.
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llustracion 23. Titulacion del RLJ

Los datos se obtuvieron por extrapolacidén y se reportaron en porcentaje
(Tyl et al., 2017) y g de acido organico por cada 100 g de polvo de calices.

2.3 Elaboracién y concentracion de extractos

Para la elaboracién de los extractos de siguio la metodologia de Ochoa-
Velasco et al., 2017, con algunas modificaciones.

Se pesaron 25 g de polvo de RLJ y se adicionaron 250 ml de una mezcla
de agua: etanol 50:50, se agitdé por 2 horas en oscuridad. Se centrifugd por 10
minutos a 4500 rpm.

El sobrenadante fue filtrado en condiciones de vacio a través de un papel
filtro Whatman No.2 (ilustracion 24). El extracto fue concentrado usando un
evaporador rotatorio Yamato RE301 a 150hPa, 70 °C y 50 rpm.

llustracion 24. Filtrado del extracto del RLJ

2.4 Ensayo de Folin-Ciocalteu para fenoles totales

La determinacion del contenido de fenoles totales se realizé con la
metodologia de Benzie & Strain, 1996, con modificaciones de Quiroz, 2016 y
Marina et al., 2008 y se realiz6 por duplicado.

Se realiz6 una curva se calibracion de &cido galico con soluciones

estandar de 100, 250, 400, 550, 700, 850 y 1000 ppm. Partiendo de una solucién
madre de 1000 ppm y tomando para cada concentracion de estandar 200, 500,
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800, 1100, 1400, 1700 y 2000 pl respectivamente, aforando en matraces de 10ml
(Quiroz, 2016).

Se realiz6 una solucion se carbonato de sodio al 20% (p/v). Se pesaron 5
g de NaCOs que se disolvieron en 15 ml de agua destilada, esta mezcla se agité
por 2 minutos y se llevo a ultrasonido (ULTRASONIC CLEANER ®) durante 2
min. a 20°C (Marina et al., 2008).

El extracto concentrado de RLJ fue diluido a una relacion 1:10 (10,000
ppm).

Se tomaron 20 ul de cada estandar de acido galico, del extracto diluido de
RLJ y de agua destilada como control y se les afiadieron 1.4 ml de agua
destilada, mas 100 pul del reactivo Folin-Ciocalteu.

Esta mezcla se agitdé (Vortex Genie 2®) por unos segundos,
posteriormente las mezclas fueron incubadas a temperatura ambiente y en
oscuridad por 3 minutos, después se afiadieron 300 pl de la solucion de
carbonato de sodio al 20% y se aforaron a 2 ml con agua destilada.

Se agitaron nuevamente por unos segundos y se incubaron a temperatura
ambiente y en oscuridad por 1 h 30 min.

Finalmente, cada muestra (ilustracion 25) fue leida en un
espectrofotometro (Thermo Scientific GENESYS® 10S UV-Vis) a una longitud
de onda de 760 nan6metros (nm).

llustracion 25. Reaccion de los estandares y RLJ por el método FC

La concentracion de fenoles totales fue expresada en mg equivalentes de
acido galico (GAE)/ g de extracto, derivados de la ecuacién 1.

A760—0.0181

0001 (Ecuacion 1.Contenido de fenoles totales)

Contenido de Fenoles Totales =

2.5 Ensayo de FRAP

La capacidad antioxidante por el método FRAP se determiné de acuerdo
a la metodologia de Quiroz, 2016 y fue por duplicado.

Se realiz6 una curva de calibracién de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametil-cromone-2-carboxilico) con soluciones estandar de 25, 100, 250, 400,
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550, 750 y 1000 uM, partiendo de una solucién madre se 1000 uM y tomando
para cada concentracion de estandar 250 ul, 1, 2.5, 4, 5.5, 7.5 ml aforando en
matraces de 10 ml.

Preparacién de soluciones:

1. Solucién de buffer acetato. Se preparé disolviendo 0.775 g de acetato de sodio
en 4 ml de acido acético, se agitdé por 3 min. y se aforé a 250 ml con agua
destilada, se midi6 el pH, el cual fue cercano a 3.6.

2. Solucién TPTZ (2,4,6-Tri (2-piridil-s-triazina). Se disolvieron 0.07808 g (10uM)
de este reactivo en 25 ml de una solucion de acido clorhidrico (HCI) a 40uM/I.

3. Soluciodn cloruro férrico hexahidratado (FeCls 6H20). Se disolvieron 0.2703 g
en 50 ml de agua destilada.

4. Solucion FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Fue preparada
mezclando 50 ml de la solucién buffer acetato con 5 ml de TPTZ y 5 ml de cloruro
férrico, esta se calent6 a 37°C por 4 min antes de usarse.

El extracto concentrado de RLJ fue diluido a una relaciéon 1:10 (10,000
ppm).

Se tomo una alicuota de 150 ul de extracto diluido y de cada estandar y
se les adicionaron 2850 pl de la solucion FRAP, las mezclas se agitaron (Vortex
Genie 2 ®) por unos segundos y se incubaron a temperatura ambiente y en
oscuridad por 30 min.

Posteriormente se leyd la absorbancia de la muestra y estandares
(ilustracién 26) en un espectrofotometro (Thermo Scientific GENESYS 10S UV-
Vis) a una longitud de onda de 593 nm.

llustracidn 26. Reaccion de los estandares y el RLJ del método FRAP

La concentracion de fenoles totales se expresé en mg equivalentes
Trolox/ g de extracto, derivados de la ecuacion 2.

Agg3+0.0093
0.0024

Actividad antioxidante = Ecuacion 2. Actividad antioxidante FRAP

2.6 Ensayo DPPH para actividad antioxidante
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La actividad antioxidante por el método DPPH se determiné de acuerdo a
la metodologia de Tahir et al., 2016 con modificaciones y fue realizado por
duplicado.

Se prepararon soluciones de 100 y 400 ppm de acido ascorbico, partiendo
de una solucién madre de 1000 ppm, tomando 2.5 y 10 ml respectivamente y
aforando a 25 ml. Estas soluciones fueron el control positivo.

Asi mismo se realizaron diluciones de 100 y 400 ppm del extracto
concentrado del RLJ, tomando 10 y 40 ul respectivamente y aforando a 10 ml.

Se preparé una solucion de DPPH (0.02 mg/ml) en 25 ml de metanol, esta
solucién fue el control negativo (CN).

Se colocaron en tubos de vidrio 2 ml de cada concentraciéon del extracto,
control positivo y de la solucion DPPH (CN), después a los extractos y al control
positivo se les afiadio 1ml de la solucion DPPH, mientras que a la solucion CN
se le adicionaron 5ml de metanol. Como blanco se utilizé 2 ml de extracto diluido
mas 1ml de agua.

Posteriormente todos los tubos fueron agitados vigorosamente por unos
segundos (Vortex Genie 2 ®) y se incubaron a temperatura ambiente y
oscuridad, durante 15 min. Finalmente se midi6 la absorbancia de las muestras
(ilustracién 22) en un espectrofotometro (Thermo Scientific GENESYS 10S UV-
Vis) a una longitud de onda de 517 nm.

T

llustracion 17. Reaccion del RLJ y los controles del método DPPH

Los resultados fueron reportados como porcentaje de inhibicion mediante
el uso de la ecuacion 3.

., A wo— A g N
% de inhibicion; —S2itrotnegative” Tmuestra 1) (Ecuacion 3.Porcentaje de inhibicion DPPH)
Acontrol negativo

2.7 Preparacion de liposomas y nano encapsulaciéon de extracto de RLJ

La preparacion de los liposomas se realizé6 mediante la metodologia de
Bangham et al., 1974 con modificaciones de Batalla-Mayoral, 2015 y Diaz-
Bandera et al., 2015, donde se disolvieron 0.2255 g lecitina de soya y 0.0571g
de colesterol (4:1 masa, respectivamente) en una mezcla de solventes organicos
de cloroformo y metanol (9:1 volumen), esta mezcla se agité durante 10 minutos.
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Posteriormente se evaporaron los solventes organicos en un rotavapor
(Yamato RE301) a 333 hPa, 40°C, por 1 hora 30 min hasta obtener una pelicula
lipidica, esta fue hidratada con una soluciébn de agua desionizada y propi
etilenglicol (24:1 volumen) que se agitdo suavemente a 50 rpm durante 2 horas.
Durante la hidratacion se incorporaron 31.25 ml del extracto concentrado de RLJ
(Diaz-Bandera et al., 2015).

Una vez formada la solucion liposomal fue sonicada (ULTRASONIC
CLEANER ®) durante 5 minutos a 25°C.

Se realizé la caracterizacion de los liposomas mediante DLS (Dispersion
de luz dindmica) y potencial zeta.

llustracién 18. Pelicula lipidica hidratada con extractos RLJ

CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la
caracterizacion fisicoquimica realizada en la muestra de RLJ asi como de las
pruebas: contenido de fenoles por Folin-Ciocalteu y actividad antioxidante por
DPPH y FRAP, realizadas en sus extractos.

Es importante mencionar que los valores reportados en este trabajo seran
comparados con datos obtenidos de muestras de Hs antes de ser utilizadas para
cualquier proceso productivo, debido a que no se han encontrado estudios que
aporten informacion sobre jamaica como residuo.

3.1 Caracterizacion fisicoquimica del extracto concentrado.

El contenido de humedad de calices del RLJ fue de 61.94%. Como
resultado de la preparacion de 600 g de célices del RLJ se obtuvieron 86.7766 g
(14.4627%) de muestra seca y tamizada, misma que se utilizd para determinar
pH, acidez titulable y obtencién de 64 ml de extracto concentrado (100,000 ppm)
(Tabla 10).

Tabla 10.Porcentaje de humedad y pH de los calices RLJ

% de pH (22°C)
humedad

61.94+1.56 | 2.6+ 0.005
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El contenido de humedad que se ha reportado en los calices frescos
(muestras tomadas después de la cosecha) de Hs es de 88.26% (Suresh et al.,
2017), 85% (Shruthi et al., 2016) y 86.2% (Mahadevan et al., 2009) La muestra
de RLJ es aproximadamente 20% menor, esta reduccion puede deberse al
proceso de elaboracion de licor o a la disposicion al aire libre del mismo.

Un elevado contenido de humedad influye en la velocidad de
multiplicacion de los microorganismos, provocando su descomposiciéon y por lo
tanto la pérdida de la calidad sanitaria (Secretaria de Salud, 1994).

El pH de la muestra del RLJ es de 2.6, el cual se relaciona con una alta
concentracion de acidos orgéanicos (Dominguez et al., 2008) asi también con el
solvente de extraccion, en el caso del etanol, que tiene un pH bajo (Sukkhaeng
et al., 2018). Comparando este valor con los estudios de Cid-Ortega et al., 2014
y Salazar-Gonzélez et al., 2012 quienes reportan un pH de 2.27 £ 0.12 (23°C) y
2.10 £ 0.02 respectivamente, en muestras procedentes de Chiautla de Tapia, se
observa un ligero aumento, que repercute en el color del extracto, ya que el pH
es un parametro que tiene un importante efecto en los pigmentos de los
alimentos y cuando estos son procesados, sus compuestos de color pueden
cambiar, por ejemplo, con un incremento en los valores de pH el color de las
antocianinas se vuelve palido, aunque se pueden presentar componentes
capaces de actuar como co-pigmentos Yy retener el color (Bello et al., 2013).

Se ha reportado que las antocianinas exhiben una buena estabilidad en
medios acidos (Wu et al., 2018), lo que puede explicar la presencia de un color
rojo pélido en el residuo.

Ademas el pH es un factor importante para determinar la supervivencia y
crecimiento de microorganismos durante el procesado, almacenamiento y
distribucién de los productos (Wu et al., 2018).

La acidez titulable mide la concentracion total de acidos en una muestra,
una titulacién de rutina no puede diferenciar entre acidos individuales, por lo
tanto, generalmente se expresa en términos del acido predominante. En algunos
casos, dos acidos estan presentes en grandes concentraciones y el acido
predominante puede cambiar con la madurez de la muestra (Tyl et al, 2017). Por
estas razones se presentan (tabla 11) los principales acidos contenidos en Hs.
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Tabla 11. Comparativa del contenido los principales acidos organicos reportados en muestras
frescas contra los resultados obtenidos en RLJ

Acido Cantidad en Cantidad en Referencia
RLJ muestra fresca
Malico 0.2142% 2-9 % Da-Costa-Rocha et
al., 2014
53.5506 4.42 +0.23 % Salazar-Gonzalez
mg/100g et al., 2012
4,172 mg/100 g Ifie et al., 2016
Citrico 0.2046% 13-24 % Da-Costa-Rocha et
al., 2014
51.1543 3.74% Lim, 2014
mg/100g
58 + 0.37 mg/ 100 Ifie et al., 2016
g
18,850 mg/100 g  Sukkhaeng et al,
2018
_ 0.2813% 0.02-0.05 % Da-Costa-Rocha et
Ascorbico
al., 2014
51.1223 11% Lim, 2014
mg/100g
11 mg/100 g Shruti et al., 2016
186.4 mg/100g Shrawan et
al.,2011
Tartarico 0.2397% 8 % Da-Costa-Rocha et
al., 2014
59.9489 11 £ 0.04 mg/100 Ifie et al., 2016
mg/100 g g
Oxalico 0.1438 1,810 mg/100 g Jabeur et al., 2017
35.9651 6 +0.02mg/ 100 g Ifie etal., 2016
mg/100 g

Todos los acidos presentes en RLJ muestran una disminucién
comparandolos con estudios realizados anteriormente (tabla 11). Los acidos
predominantes en el RLJ son el acido ascorbico y el tartarico.

El &cido malico presente en el RLJ es menor al 1%, este acido es utilizado
como acidulante, agente antioxidante aromatizante y quelante, como aditivo
alimenticio se utiliza en una gran variedad de productos (leche, queso, hortalizas,
pastas, productos pesqueros, alimentos complementarios para nifilos, zumaos,
concentrados, té e infusiones), la dosis maxima se encuentra establecida por las
buenas practicas de fabricacion (Codex Alimentarius et al., 2018). En el area
terapéutica es usado tépicamente, en combinacion con otros compuestos, para
tratar quemaduras, Ulceras y heridas también se ha utilizado en el tratamiento de
trastornos hepéticos (H. G. Brittain, 2001) y en el &rea cosmética donde es usado
en bajas concentraciones en la formulacion de diversos productos (Fiume, 2001).
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El &cido que experimentd menor reduccion fue el citrico, de acuerdo con
Ifie et al., 2016, la cantidad de este &cido reportada es de 58 + 0.37 mg/ 100 g, y
el RLJ presenta 51.1543 mg/100 g, ambas cantidades son similares, lo que
representa un area de oportunidad en la busqueda de su aprovechamiento. Este
acido es un intermediario clave en el metabolismo, es un agente anticoagulante.
En comida y bebidas se utiliza como acidulante, regulador de pH, potenciador de
sabor, conservador y sinergista antioxidante (National Center for Biotechnology
Information, n.d.)

De acuerdo a las investigaciones de Shruti et al., 2016 (variedad roja) y
Da-Costa-Rocha et al. 2014, la cantidad de acido ascorbico o vitamina C en Hs
fue 11 mg/ 100 g y 0.02-0.05% respectivamente, en el RLJ se encontré 51.1223
mg/100 g o 0.2813%, que es una cantidad mayor a pesar de ser materia de
origen residual. Estos resultados pueden deberse a factores como la variedad
de la planta, el proceso de secado y obtencion de los extractos (Ifie et al., 2018)
(Borras-Linares et al., 2015) .

La vitamina C representa un importante indicador de calidad de los
productos alimenticios y contribuye a las propiedades antioxidantes de estos
(Pisoschi et al., 2012), actia como agente reductor y es necesaria para la
sintesis de las fibras de colageno y protege al organismo del dafio por los
radicales libres. Es un antioxidante, agente de retencion de color, regulador de
acidez, agente de tratamiento de harinas, y acondicionador de masa (Secretaria
de Salud, 2012). La recomendacién de ingesta es de 90 y 75 mg/ dia para
hombres y mujeres respectivamente (Valdés, 2006) por lo que, al presentar una
menor cantidad, el RLJ podria utilizarse en la elaboracion de un suplemento
alimenticio (Secretaria de Salud, 2012).

En cuanto al acido tartarico el RLJ obtenido fue de 0.2397% o 59.9489
mg/100 g que es mayor comparandolo con el valor obtenido por Ifie et al., 2016
que reporta 11mg/ 100 g. Este acido es el acidulante sélido méas hidrosoluble y
ha sido recuperado de otros subproductos de la industria del vino (Dziezak,
2003), ya gque el limite maximo de este acido en un producto listo (bebidas,
congelados, polvos, jarabes, concentrados) para consumo es de 2000 mg/l
(Procuraduria Federal del Consumidor, 2011) puede ser reutilizado.

El contenido de &cido oxdlico presente en el RLJ es del 0.1438% o
35.9651 mg/ 100 g, Jabeur et al., 2017 e Ife et al., 2016 obtuvieron resultados de
1,810 mg/100 g y 6 + 0.02 mg/ 100 g respectivamente, este ultimo valor resulta
menor al del RLJ. Ha sido usado como agente blanqueador, en la formulacion
de productos de limpieza y como aditivo en pinturas (National Center for
Biotechnology Information, 2018).

La pérdida de acidos organicos como la vitamina C o acido ascorbico,
pueden explicarse debido al proceso de secado, pues esta es facilmente
degradada debido a variables como la temperatura, el pH, la luz etc. En general
el sol, el secado solar y con aire caliente causan importantes pérdidas de este
acido (Tacer-Caba et al., 2015).
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3.2 Ensayo de Folin-Ciocalteu

A partir de la muestra de RLJ se obtuvieron 1349 mg equivalentes de
acido galico (GAE)/ 100 g de extracto.

De acuerdo a los resultados obtenidos en diferentes investigaciones (tabla
12) el RLJ retiene cerca del 50% del contenido de fenoles (CF) presentes en
calices de Chiautla de Tapia.

Comparando el resultado obtenido con los valores reportados por Borras
-Linares et al. 2015 de 2,400 a 10,000 y de 9,800 a 10,000 mg GAE/100 g en Hs
de Veracruz y Jalisco respectivamente, el RLJ contiene un 50% y un 14% de
GAE en relacion a la cantidad mas baja y alta respectivamente.

A nivel internacional, en casos como el de Brasil y Taiwan se ha obtenido
un CF menor al del RLJ lo que puede ser un indicador de calidad de la variedad
utilizada por la empresa y que representa una oportunidad de desarrollo al poder
compararse con una jamaica sin procesatr.

Tabla 12. Contenido de fenoles en Hs reportado en diversas investigaciones

Origen Cantidad Referencia
Chiautla de Tapia, | 1,860+ 30 mg GAE/100 Ochoa-Velasco et al.,
Puebla mli 2017
Chiautla de Tapia, | 2,016.2 + 159.8 mg Cid-Ortega et al., 2014
Puebla GAE/100 g
Chiautla de  Tapia, 2,415+ 96 mg GAE/ 100 Salazar-Gonzalez et al.,
Puebla g 2012
Veracruz 2,400 a 10,000 mg GAE/ Borras-Linares et al.,
100 g 2015

Jalisco 9,800 a 10,000 mg Borras-Linares et al.,
GAE/100 g 2015

Brasil 669.48 a 5,012.54 mg Bergmeier et al., 2014
GAE/ 100 g

Sudéan 3,126 £ 75 mg GAE/ 100 Chumsri et al., 2008
g

Taiwan 683.13 mg GAE/100g Wuetal., 2018

La reduccién en el contenido fendlico puede deberse al secado del residuo
pues de este proceso resulta una menor cantidad de antocianinas, ya que estas
pueden ser rapidamente oxidadas por el oxigeno y el calor (Tacer-Caba et al.,
2015) de acuerdo a Sipahli et al., 2017 las antocianinas en Hs podrian calentarse
a temperaturas de hasta 70 ° C, con contenidos de antioxidantes que disminuyen
solo gradualmente.

3.3 Ensayo de FRAP
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Los resultados obtenidos con esta técnica fueron 7,631.11 + 897.92 uM
equivalentes trolox (TE) / 100 g de RLJ. En la tabla 13 se muestran los valores
obtenidos en diferentes investigaciones para el ensayo FRAP en Hs.

Tabla 13. Resultados del ensayo FRAP en diversas investigaciones en Hs

Origen Cantidad Referencia
Chiautla de tapia, Puebla | 6,630 £ 1,120 uM TE/ 100 Sayago-Ayerdi et al.,
g 2016
Chiautla de tapia, Puebla | 8,035 + 220 uM TE/ 100 g Salazar-Gonzélez et
al.,2012
Sudan 1000 uM TE/100 g Ramirez-Rodrigues et
al., 2011

La capacidad reductora de los extractos de Hs indica la presencia de
antioxidantes que actan como reductores, en comparacion con la investigacion
de Sayago-Ayerdi et al., 2016 que report6é 6,630 £ 1,120 uM TE/ 100 g, el RLJ
mostré un valor mayor en aproximadamente 1000 uM TE/ 100 g, en cambio de
acuerdo a Salazar-Gonzalez et al., 2012, donde se obtuvieron 8,035 + 220 uM
TE/ 100 g, la muestra de RLJ tiene un resultado menor.

En el caso de residuos Gong et al, 2012 realiz6 investigaciones con la
planta de cempaxuchitl, que es utilizada como hierba medicinal y cuyas
propiedades son importantes en la dermatologia y cosmética (Gong et al., 2012)
obteniendo 880 uM TE/100 g, el resultado obtenido en Hs es 8 veces mayor.

3.3 Ensayo DPPH

La muestra de RLJ mostr6 una actividad antioxidante de 87.7453 +
5.2567% de inhibicion, en la tabla 14 se muestran los resultados del ensayo
DPPH de diferentes investigaciones.

Tabla 14. Porcentaje de inhibicién del radical DPPH en diversas investigaciones en Hs

Origen Cantidad Referencia
Chiautla de Tapia, 80.9+1.5% Cid-Ortega et al.,2016
Puebla
Nigeria 69 + 0.46% Anokwuru et al., 2011
Sudan 71.98 £ 5.77% Sindi et al., 2014
Sudan 70.49-74.11% Tahir et al., 2016
Taiwan 20-60 % Wu et al., 2018

El porcentaje de inhibicién del ensayo es

Peschel et al, 2007 realiz6 estudios con residuos de hierba pastel (Isatis
Tintoria) , que es utilizada como planta medicinal y cultivada para producir el tinte
azul indigo (Nguyen et al., 2017), obteniendo un porcentaje de inhibicién de 6.88
+ 1.12, comparandolo con el encontrado en Hs, este es 80% mayor.
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La actividad antioxidante esta relacionada con algunos acidos organicos
como el protocatéquico y el p-hidro benzéico (Msagati, 2012), ambos contenidos
en Hs (Balasundram et al., 2006).

En general el RLJ muestra contenidos inferiores en todos los ensayos
realizados debido principalmente al procesamiento del que es resultado puesto
gue incluye calentamiento, lo que destruye muchas vitaminas, compuestos de
aroma y pigmentos (Fellows, 2009). La variedad y calidad de la planta son
importantes debido a que actualmente para la siembra de la jamaica se utilizan
materiales criollos y la variacion genética de estos materiales, hace que su
composicidon quimica sea variable (SAGARPA, 2010). También deben
considerarse factores ambientales tales como clima, la maduracion, la
temperatura, la duracién de almacenamiento y el tratamiento térmico que pues
relacionados con la actividad antioxidante (Moure et al., 2001).

Ademads, es importante tomar en cuenta que el proceso de secado
conlleva muchos cambios en los nutrientes, algunos deseables pero la mayoria
del tiempo indeseables (degradaciéon de compuestos bioactivos), dichos cambios
dependen del tipo y condiciones del proceso de secado utilizado, asi como de la
muestra. En el caso del proceso de secado con horno, que es uno de los mas
populares, es capaz de mantener altos niveles de compuestos fendlicos (Tacer-
Caba et al., 2015).

3.4 Nanoencapsulacion

De acuerdo a la caracterizaciébn de los liposomas obtenidos estos
resultaron en un tamafio de 2 micras con un potencial z (PZ) cercano a 0.
También presentan aglomeraciones.

Por sus dimensiones los liposomas pueden clasificarse como vesiculas
unilamelares gigantes (=1 pm), y son considerados como microcapsulas. El
tamafio promedio y la distribucion de las particulas estan influenciadas por la
composicién y la concentracion, temperatura, tiempo y potencial del sonicado, el
volumen y la calibracién del sonicador. Debido a que no es posible reproducir las
condiciones de la sonicacion, la variacion en el tamafio entre tandas o lotes es
comun. Ademas, las vesiculas unilamelares son inestables por naturaleza y se
fusionan espontdneamente para formar vesiculas mas grandes, cuando son
almacenadas en condiciones por debajo de su temperatura de transicion de fase
(Dua et al., 2012), lo que puede explicar la presencia de aglomeraciones en los
liposomas de RLJ.

El potencial zeta con valor cercano a O es también un indicador de
aglomeracion, las particulas con un PZ casi neutral tienden a conglomerarse
rapidamente (Gumustas et al., 2017).Un potencial z de casi 0 es un
requerimiento de la floculacion débil que ayuda a formar suspensiones
satisfactorias (no se endurece y se mantiene a pesar del almacenamiento),
importante en los productos farmacéuticos, puesto que las particulas floculadas
sedimentan rapidamente formando ligeras masas adheridas con grandes
sedimentos, en lugar de formarse una pasta (Zeta-Meter Inc., n.d.).
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CONCLUSIONES

Como cualquier residuo, las caracteristicas del RLJ estan relacionadas
con las propiedades de la materia prima, el procesamiento y su disposicion final.

De la metodologia utilizada para nanoencapsular los extractos de RLJ se
obtuvieron microcipsulas que, a pesar de no contar con las dimensiones
deseadas, pueden ser utilizadas para diversas aplicaciones en la industria
farmacéutica, alimenticia y cosmética (Patil et al., 2015) (Rahimpour et al., 2012)
(Gibbs et al., 1999). Es necesario encontrar las condiciones idéneas para la
obtencion de particulas o nanoescala o implementar otro sistema adicional.

Existe una relacion positiva entre el contenido total de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante de un extracto, y mas del 95% de la
capacidad antioxidante de los extractos se debe a sus compuestos fendlicos (Wu
et al., 2018)

A pesar de la pérdida de diversos compuestos bioactivos, el RLJ aun los
conserva, lo que los hace Optimos para su aprovechamiento. Los acidos
organicos, pueden reutilizarse como aditivos y suplementos alimenticios. Las
antocianinas tienen potencial para la aplicacion de bebidas acidas o pueden ser
usadas como suplemento nutricional y pigmentos de bebidas (Wu et al.,
2018).Los RLJ pueden usarse como polvos o extractos para generar nuevos
productos como cosméticos (polvos organicos, extractos de plantas) (lwata et
al., 2012)

Las técnicas de encapsulacion pueden ofrecer varias ventajas para los
componentes alimenticios menores (vitaminas, minerales) (Tacer-Caba et al.,
2015).

PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

En cuanto a las técnicas implementadas se puede utilizar el secado por
spray ya que es una opcién para mantener niveles satisfactorios de compuestos
fendlicos (Tacer-Caba et al., 2015).Para la extraccibn pueden buscarse
alternativas de solventes “verdes” o “eco-friendly” (Chemat et al., 2012).

Para evitar la aglomeracion se pueden afiadir surfactantes que proveen
repulsiones electrostaticas mas fuertes (Gumustas et al., 2017) .

El aprovechamiento de los residuos de esta planta no solo se puede
enfocar al caliz sino también a las flores, semillas y tallos, que también son
residuos del proceso de elaboracién de licor, puesto que ambas tienen
compuestos (Lim, 2014) (Sayago-Ayerdi et al., 2007) que pueden ser utiles para
diversas opciones.
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