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1. Introduccion

La planta 7ecoma stans es una especie nativa del sur de Norteamérica y Centroamérica
distribuida ampliamente en zonas tropicales y subtropicales del occidente del mundo
(Pelton, 1964). En México, la planta es encontrada extensivamente en todo el territorio

nacional e identificada por sus nombres comunes como: “Tronador” o “Tronadora”, “Sauco
Amarillo”, “Retama”, “Lluvia de Oro”, “Cometa amarilla”, “Campanas amarillas”, “Palo de
arco”, entre otros (CONABIO, s.f.). Se le puede describir como arbusto o arbol pequefio que
puede alcanzar alturas de hasta tres metros. Sus hojas presentan forma de pluma y sus
frutos son vainas llenas de semillas. En la primavera y el otofio, exhibe flores de color

amarillo en forma de campana (Sbihi et al., 2015).

Mientras que el uso de la infusién de hojas es recomendado en forma de medicina
tradicional para el tratamiento de padecimientos como diabetes, desordenes intestinales
y de rifion, infecciones de la piel, dolor de articulaciones y hasta como antidoto para
picadura de serpientes y alacranes. Diversos estudios farmacoldgicos han reportado que
posee actividad hipoglucemiante, hiperlipidemia, anticancerigena, antioxidante,

inmunomodulatoria, analgésica, antimicrobiana, entre otras (Anand & Basavaraju, 2021).

Historicamente, el uso de plantas se remonta a los inicios de la humanidad. Actualmente,
como resultado del potencial terapéutico para prevenir y/o tratar padecimientos como las
enfermedades cronico-degenerativas, el uso de plantas medicinales ha tomado mayor
interés para ser investigadas por parte de la industria farmacéutica, alimenticia y
cosmética. Se estima que actualmente, cerca del 60% de la poblacion mundial, y 80% en
paises en desarrollo, recurren a las plantas medicinales como parte de la medicina
tradicional para beneficiar la salud. El efecto terapéutico de las plantas medicinales es
atribuido a la presencia de compuestos bioactivos, también llamados fitoquimicos. Son
sintetizados por el metabolismo secundario de las plantas, el cual protege su
supervivencia a factores de vulnerabilidad bidticos y abidticos del ambiente. Estos
metabolitos secundarios son clasificados en: terpenoides, compuestos nitrogenados vy
compuestos fendlicos. Siendo el Gltimo, el principal grupo de compuestos presentes en las

plantas medicinales (da Silva et al., 2022).

Los compuestos bioactivos pueden ser potencialmente empleados como ingredientes

funcionales y como agentes conservantes. Sin embargo, altas dosis requeridas en el



sistema alimenticio, baja biodisponibilidad, modo desconocido de accidn, y disponibilidad
de la materia prima, limitan su utilizacion dentro de la industria alimentaria (Prakash et
al., 2017). La encapsulacion es un proceso que recubre en pequefias capsulas, compuestos
solidos, liquidos o gaseosos. Es una tecnologia que puede hacer frente a las limitantes
antes mencionadas, mejorando la biodisponibilidad de los compuestos bioactivos (Guia-
Garcia et al,, 2022). Entre los diversos métodos de encapsulacion, el secado por aspersion
presenta ventajas como la obtencidon de productos con tiempos cortos de
procesamiento/secado, baja actividad de agua, distribucién homogénea, flexibilidad, facil
almacenamiento, rendimientos altos de proceso y consumos bajo de energia; provocando
su amplio uso dentro la industria en el desarrollo de alimentos funcionales (Sharma et al,,
2022).

2. Planteamiento del problema

Las enfermedades cronico-degenerativas (ECDs), en las que se incluyen céancer,
trombosis, artritis, diabetes, obesidad, embolias, y enfermedades respiratorias,
cardiovasculares y neurodegenerativas, constituyen en gran manera un impacto
significativo en la salud y en la esperanza y calidad de vida de la poblacion. Son
responsables de 41 millones de muertes al afo, lo cual comprende el 74% de todos los
fallecimientos a nivel mundial (OMS, 2022). En México, se ha observado un crecimiento
acelerado en la prevalencia de estas enfermedades. En 2009, el porcentaje de muertes a
causa de estos padecimientos representé un 77.1% del total de fallecimientos, y se estima
que para el 2030 esta cifra aumente a un 79.4%. Adicionalmente, las ECDs también implican
un problema desde el punto de vista econdmico como resultado de los altos costos de
atencidn y tratamiento (Secretaria de Salud, 2010). Dado que las ECDs son causadas por
diversos factores como el estilo de vida y alimentacion, se ha despertado el interés de la
poblacidn por consumir alimentos con ingredientes de fuentes naturales, haciendo que la
demanda de alimentos con ingredientes funcionales aumente (Prakash et al., 2017). Sin
embargo, el uso de compuestos bioactivos de fuentes vegetales como ingredientes
funcionales requiere de investigacion cientifica para asegurar el dptimo aprovechamiento

de las alternativas naturales utilizadas como medicina tradicional.



3. Justificacion

Las ECDs ademas de causar afectaciones a la salud, también afectan significativamente
en la economia, puesto que los costos de atencidn y tratamiento pueden ser muy caros y
prolongados. Asimismo, la prevalencia se ha manifestado en las distintas edades de la
poblacidn, tal es el caso de la obesidad. México ocupa el quinto lugar global en obesidad,;
se estima que para el 2030, habra 21 millones de mujeres y 15 millones de hombres adultos
con esta condicion. Mientras que, en edad infantil, nuestro pais esta dentro de los 7 paises
de América con mayor prevalencia (Lobstein et al., 2022). En lo que respecta a diabetes
mellitus, en el 2020 se registrd la tasa de mortalidad mas alta en los Ultimos diez afios:
11.95 personas por cada 10 mil habitantes. Y en 2018, el 10.3% de la poblacion mayor a 20
afios (8.6 millones de personas) indicé tener la enfermedad diagnosticada (INEGI, 2021). De
forma similar, en el 2019, las defunciones por tumores malignos representaron un 12% de
las defunciones totales (INEGI, 2021). Es por esto que se requieren alternativas que
provengan de fuentes naturales y que ademas sean eficaces para el control y tratamiento

de este tipo de afecciones.

Por tal motivo, existe un importante interés de utilizar compuestos bioactivos de plantas
en el desarrollo de alimentos funcionales, como enfoque para reducir y/o prevenir la
incidencia de las enfermedades cronico-degenerativas. Lo anterior, motiva la necesidad
de investigar y evaluar el uso, incorporacion, estabilidad y viabilidad de la encapsulacion

para lograr su conservacion y disponibilidad de sus propiedades bioactivas.

4. Objetivos
4.1 General
Evaluar las propiedades bioactivas (antioxidante e hipoglucémica) de extractos de hojas
de Tecoma stans conservados por secado por aspersion.
4.2 Especificos

e Obtener extractos de hoja seca (30 °C por 24 h) de 7ecoma stans siguiendo un disefo
factorial, teniendo como variables: los solventes (agua y etanol), los métodos de

extraccion (agitacion y ultrasonido) y tiempo (5 y 15 minutos).



e Analizar la actividad antioxidante de los extractos mediante los radicales ABTS y DPPH.

e Analizar las propiedades bioactivas (antioxidante e hipoglucémica) del extracto,
infusion, y encapsulados del extracto e infusion utilizando distintos agentes
encapsulantes (maltodextrina y goma arabiga).

e Realizar la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas y bioactivas (GC-MS) de
los encapsulados que mejor preserven las propiedades bioactivas del extracto e

infusion.

5. Hipotesis
La encapsulacidn es una alternativa viable para conservar los compuestos bioactivos de

hojas de 7ecoma stans.

6. Marco teorico

6.1 Tecoma stans
6.1.1 Generalidades

Tecoma stans es un arbusto bajo o arbol pequefio perennifolio o caducifolio, perteneciente
a la familia Bignoniaceae que puede alcanzar una altura de hasta 3 metros. Sus hojas
tienen forma de pluma con longitudes de 15 a 20 centimetros. En primavera y el otofio,
presenta largas flores amarillas de 3 a 5 centimetros de largo en forma tubular. Sus frutos
son vainas alargadas de color café que miden desde 7 a 21 centimetros de largo que al
abrirse liberan semillas muy delgadas (Figura 1) (CONABIO, s.f.; Sbihi et al., 2015). Aunque
es nativa de México y se ha extendido a regiones del sur de Estados Unidos (Florida, Texas,
Arizona), a Centroamérica y los Andes, se ha naturalizado en regiones tropicales y

subtropicales de Africa, Asia y Oceania (Anand & Basavaraju, 2021).

6.1.2 Usos

Las hojas y flores de la planta se ingieren en forma de infusion para el tratamiento de la
diabetes. Siendo este el uso principal de la planta en diversas partes de México (Biblioteca
Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009). La decoccidon de la raiz se toma como
tonico para la atonia gastrointestinal y como diurético. En total, se reportan 56 usos

medicinales de la planta, en los que se incluye su uso para revertir: la anemia, niveles

4



elevados de &cido Urico, asma, inflamacion, dengue, analgésico, dolor de muelas, sifilis,
enfermedades de la piel, del corazdn, gastrointestinales, respiratorias, hepaticas, entre
otras (CONABIO, s.f.). Ademas, en la India, se le considera como remedio efectivo para las
picaduras de alacranes y mordedura de serpientes y ratas (Kumar et al., 2018). Como uso

industrial, la raiz de la planta es utilizada en la fabricacidn de cerveza (Singh et al., 2013).

Figura 1. Ejemplar de 7ecoma stans en el Jardin Botanico Universitario de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

6.1.3 Propiedades farmacoldgicas

Se han realizado diversos estudios /n vitro e in vivo para constatar sus propiedades

farmacoldgicas y tratar gran variedad de padecimientos.

Las hojas de 7. sfans contienen alcaloides, como tecomina, al que se le considera
responsable de la actividad hipoglucémica de la planta (Al-Azzawi et al., 2012). Estudios /n
vivo con la administracion de extractos de la planta han mostrado la inhibicion de la a-
glucosidasa y otros efectos asociados a la actividad antidiabética (Constantino et al., 2003;
Aguilar-Santamaria et al,, 2009). Extractos de la hoja y flor extraidos con diversos
solventes han puesto en evidencia su actividad antimicrobiana y antifingica ante
microorganismos como £. coli, K. pneumoniae, B. subtilis, S. aureus, C. albicans, P.
aeruginosa, S. tiphy, V. parahemolyticus, entre otros (Senthilkumar et al, 2010;

Rajamurugan et al., 2013; Al-Judaibi et al., 2014; Bakr et al., 2019). De igual forma, extractos



del tallo, flor y hoja presentan actividad antioxidante derivado de la presencia de
polifenoles, lo cual puede contribuir a reducir el desarrollo de varias enfermedades
relacionadas al estrés oxidativo (Mohamed et al., 2013; Rajamurugan et al., 2013; Evangeline
et al.,, 2015). También, se le ha reportado actividad antiinflamatoria en extractos obtenidos
con metanol, etanol y agua de las hojas (Govindappa et al.,, 2011), e incluso esta actividad
en extracto etandlico de la flor ha sido comparada a la del farmaco sintético Ibuprofeno
(Swarna et al., 2019). Otras propiedades farmacoldgicas reportadas de 7. stans incluyen:
cardioprotectora (Ittagi et al., 2014), hepatoprotectora (Larbie et al., 2020), anti-Ulcera

(Shanmukha et al., 2013) y anticancer (Sridharan et al., 2014).

Tabla 1. Propiedades farmacoldgicas reportadas de 7ecoma stans.

Actividad Parte de la planta Referencia
_ _ (Constantino et al., 2003; Aguilar-
Hipoglucemicay _ Santamaria et al., 2009; Al-Azzawi
e Hoja
antidiabética et al., 2012).

o _ (Senthilkumar et al,  2010;
Antimicrobiana y
Hoja, flor Rajamurugan et al,, 2013 Al-Judaibi

antifdngica
et al,, 2014; Bakr et al., 2019)

(Mohamed et al., 2013; Rajamurugan

Antioxidante Hoja, flor, tallo.
et al,, 2013; Evangeline et al., 2015).
- _ _ (Govindappa et al,, 2011; Swarna et
Antiinflamatoria Hoja, flor.
al., 2019)
Cardioprotectora Flor (Ittagi et al., 2014)
Hepatoprotectora Hoja (Larbie et al., 2020)
Antiulcerosa Hoja (Shanmukha et al., 2013)
Anticadncer Hoja (Sridharan et al., 2014).




6.2 Compuestos bioactivos en plantas

Los compuestos bioactivos son los metabolitos secundarios de las plantas que presentan
efectos farmacoldgicos en el hombre y animales (Bernhoft et al., 2010). Los compuestos
bioactivos, también referidos como fitoquimicos, tienen la capacidad de influenciar
procesos metabdlicos resultando en el mejoramiento de la salud. Son sintetizados por vias
metabdlicas secundarias cuando se exponen a factores de vulnerabilidad del ambiente, lo
que protege su supervivencia (Shrinet et al., 2021; da Silva et al., 2022). Hasta ahora mas
de 8,000 compuestos hioactivos en plantas han sido identificados y se afirma que hay
muchos mas por ser descubiertos (Adefegha et al., 2018). Aunque se les puede clasificar
en varias clases incluyendo: terpenoides, compuestos que contienen nitrdégeno,
compuestos organosulfurados y fendlicos (Jha & Sit, 2022); la mayoria de la bibliografia
subdivide a los metabolitos secundarios extraidos de plantas en tres principales clases:

terpenoides, alcaloides y fendlicos (Kabera et al., 2014).

6.2.1 Terpenoides

Los terpenoides, grupo derivado a partir de una sustancia precursora llamada isopentenil
difosfato, comprenden mas de 25,000 sustancias diferentes y son clasificadas de acuerdo
con el nimero de isoprenoides (C5) que contienen (Figura 2). Estas subcategorias son:
hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetrapenoides, y
terpenoides complejos (Webb, 2007). Muchos de estos compuestos ademas de poseer
actividades farmacoldgicas para el tratamiento de enfermedades, tienen propiedades
antimicrobianas y antivirales. Aplicaciones industriales de compuestos de este grupo

incluyen: sabores, fragancias y especias (Kabera et al,, 2014).

l T H

(Head) Isoprene(Tail) Isoprene unit (CsHsg)

Figura 2. Unidad formadora de terpenoides. (Alamgir, 2017).



6.2.2 Alcaloides

Los alcaloides son compuestos que se conforman de un dtomo basico de nitrdgeno que
puede o no formar parte de un anillo heterociclico (Adefegha et al., 2018). Este grupo de
metabolitos secundarios se caracteriza por su gran diversidad estructural por lo que no
existe una clasificacidon uniforme de ellos (Kabera et al., 2014). Han sido utilizados en forma
de extractos de plantas como venenos, narcoticos, estimulantes y medicamentos. Hoy son
empleados en la produccion de farmacéuticos, narcéticos y estimulantes; ejemplos
comunes incluyen a la cafeina, quinina y nicotina (Figura 3) (Cseke et al.,, 2006; Banwo et
al., 2021).

Atropine Nicotine Morphine Ergotamine

Figura 3. Estructuras de diferentes alcaloides: atropina, nicotina, morfina, ergotamina.

(Alamgir, 2017).

6.2.3 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos presentan al menos un anillo aromatico con al menos un grupo
hidroxilo (OH), por lo que varian desde moléculas simples con un dnico anillo a mas
complejas con mas anillos. Las categorias basicas en las que se clasifican los compuestos
fendlicos son: acidos fendlicos (Figura 4), hidroxicinamatos, estilbenos y flavonoides. Estos
Ultimos a su vez, se subclasifican en: flavonoles, flavonas, antocianidinas, flavononas e
isoflavonas (Webb, 2007). Debido a que caracterizan por sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, anticarcinogénicas, entre otras (Kabera et al.,, 2014), el consumo de
alimentos ricos en compuestos fendlicos estd asociado a la prevencion de diversas

enfermedades cronicas (Banwo et al.,, 2021).



R4
HO =
OH

R

Figura 4. Estructuras basicas de acidos fendlicos (acidos hidroxil-benzoico y cindmicos)
(Luna-Guevara et al., 2018).

6.2.4 Compuestos bioactivos en 7ecoma stans

Las diversas partes de 7. stans han sido analizadas para determinar su composicion y la
presencia de sus compuestos bioactivos. En las hojas, se ha determinado variedad de
compuestos bioactivos con diversos extractos. Flavonoides, alcaloides, saponinas,
cumarinas y terpenoides en extracto crudo; cumarinas, saponinas, glucésidos cardiacos y
flavonoides en extracto hidroetandlico (Larbie et al, 2019); alcaloides, saponinas,
carbohidratos y esteroides en éter de petrdleo; flavonoides y carbohidratos en cloroformo;
y alcaloides, fenoles, esteroides, glicdsidos y taninos en metanol (Jethinlalkhosh et al.,
2012). Ademas, el andlisis fitoquimico cuantitativo ha mostrado una alta composicion de
alcaloides (51.5%), seguida de saponinas (11%), y en menor cantidad flavonoides (0.53%),
taninos (0.19%) y fenoles (0.031%) (Al-Azzawi et al., 2012).

6.3 Extraccion de compuestos bioactivos

La extraccion es el proceso de separacion y aislamiento de los compuestos activos
presentes en el tejido vegetal por medio de procedimientos y solventes apropiados
(Manousi et al., 2019). Es considerada la etapa mas importante en la obtencion y andlisis
de los compuestos bioactivos ya que afecta la calidad y cantidad de las compuestos en la
muestra (Jha & Sit., 2022), asi como en etapas futuras de separacion y caracterizacion.
(Belscak-Cvitanovi¢ & Komes, 2017). La extraccion eficiente de los compuestos bioactivos
depende de diversos factores como el método, el material y el solvente de extraccion (Jha
& Sit, 2022). Los métodos de extraccion de compuestos bioactivos pueden clasificarse en

métodos convencionales y no convencionales.



6.3.1 Métodos convencionales

Los métodos convencionales se basan en la capacidad de extraccion del solvente utilizado,
y la aplicacion de calor y/o agitacion (Jha & Sit, 2022). La eleccion del solvente, influenciada
por el tipo de compuesto objetivo, determinara la eficiencia de la extraccion. Aspectos para
considerar en la eleccion del solvente incluyen: la afinidad molecular entre el solvente y
soluto, transferencia de masa, uso de cosolvente, seguridad ambiental, toxicidad vy la
asequibilidad. Los métodos convencionales como la extraccion con solventes, maceracion,
hidrodestilacion y extraccion Soxhlet, son de facil operacion y de bajo costo (BelScak-
Cvitanovi¢ & Komes, 2017). Sin embargo, tiempos prolongados de extraccion, posible
pérdida de moléculas termolabiles, uso de solventes de alta pureza en grandes cantidades,
impacto negativo de los solventes en el ambiente y en la salud humana, y en la mayoria de
los casos, necesidad de evaporar el solvente cuando se completa la extraccidn, son

algunas desventajas (Manousi et al., 2019; More et al., 2022).

6.3.2 Métodos no convencionales

Durante los Ultimos 50 afios se han desarrollado métodos no convencionales, en aras de
superar los problemas y desventajas de los métodos de extraccidon convencionales
(Manousi et al, 2019). Estos métodos prometedores incluyen técnicas que utilizan
ultrasonido, enzimas, microondas, campos eléctricos pulsados, fluidos supercriticos y
liquidos presurizados (Jha & Sit, 2022). Estas técnicas no solo han permitido reducir los
tiempos de extraccion y prevenir la descomposicion térmica de los compuestos (Gill & Qiu,
2020), sino que también han reducido o eliminado por completo el uso de varios solventes

orgdnicos (Zlabur et al., 2018).

6.4 Encapsulacion
6.4.1 Generalidades

La encapsulacion es el proceso con el cual se recubren sustancias sélidas, liquidas o
gaseosas dentro de una capa de un material grado alimenticio formando una pared. Tales
sustancias pueden ser aquellas sensibles al calor o compuestos bioactivos en extracto
liquido. Las capsulas resultantes pueden producirse en escala nano (<1 pm) o

micrométricas (1 - 1000 pm). Se le ha reportado como un método viable para aumentar la
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estabilidad y biodisponibilidad, asi como la liberacion controlada de compuestos bioactivos
(Mudalip et al., 2021; Guia-Garcia et al., 2022).

Las técnicas de encapsulacion se clasifican en tres categorias: quimicas (polimerizaciony
emulsion), fisicoquimicas (coacervacion y emulsificacion) y fisico-mecanicas (secado por
aspersion, secado por enfriamiento, extrusion, revestimiento de lecho fluidizado y métodos
electromecanicos) (Alu'datt et al., 2022). El tipo de sustancia a encapsular (ndcleo), el
agente encapsulante, y la aplicacidn sugerida, son los principales criterios para tomar en
cuenta antes de elegir el método de encapsulacion (Smaoui et al., 2021). Sin embargo, el
método mas establecido en la industria alimentaria para obtener polvos facilmente
aplicables y estables a partir de liquidos es el secado por aspersion. Aproximadamente el
90% de micro encapsulados es procesado por este método (Dordevi¢ et al., 2015). La
encapsulacion por secado por aspersion se compone de cuatro principios basicos:
atomizacion de la alimentacion liquida, suministro de aire caliente, generacion de
microcdpsulas y la disociacion y recoleccion de las microcépsulas cuando caen en el fondo

del secador (Smaoui et al., 2021).

6.4.2 Agentes encapsulantes

Diversos materiales son utilizados para la encapsulacion de compuestos bioactivos. El
material empleado no sdlo dependera del tipo, origen, y propiedades de la sustancia a
encapsular (Alu'datt et al., 2022), sino también de otros factores como el tamafio final
deseado, la estabilidad, la eficiencia y la compatibilidad entre la sustancia y el agente
encapsulante. Ademas de que no debe haber interferencia entre las paredes del material
encapsulante con el compuesto bioactivo. Se utilizan variedad de polimeros naturales y
sintéticos aprobados por agencias gubernamentales. Los utilizados mas frecuentemente
incluyen: polisacaridos, maltodextrina, goma arabiga, almidones modificados y quitosano,
asi como mezclas de ellos (Mudalip et al., 2021). Ademas, se reporta que los materiales de
base bioldgica como polisacaridos (quitosano, zeina, pectina, alginato, mucilago de chia,
etc.), lipidos (aceite de palma, aceite de linaza, etc.) y proteinas (concentrado de proteina
de suero de leche, proteina de soya), han ganado especial atencion. Ya que son buenas
elecciones como materiales encapsulantes por su biodegradabilidad, propiedades

fisicoquimicas y grado alimenticio (Guia-Garcia et al., 2022).

1



6.4.3 Bioactivos de plantas encapsulados

Una de las aplicaciones mas importantes de la encapsulacion en la industria de alimentos,
eS su uso como una tecnologia para mejorar la liberacion de compuestos bioactivos, en
sistemas alimenticios (Alu'datt et al., 2022). Por lo que se ha impulsado la investigacion de
la encapsulacion de los bioactivos de plantas. Jovanovi¢ et al. (2021), realizaron la
encapsulacion por secado por aspersion de la raiz de la planta Gentiana asclepiadea .,
tradicionalmente usada para desordenes digestivos, empleando diferentes agentes
encapsulantes a diferentes concentraciones. El andlisis de la estabilidad de los polvos
encapsulados después de seis meses mostrd que la encapsulacion puede preservar la
estabilidad de los bioactivos del extracto de G. asclepiadea. Asimismo, Nguyen et al. (2021),
encapsularon extractos de Scaevola spinescens, una planta endémica de Australia y
utilizada como planta medicinal, analizando la influencia de las condiciones del secado por
aspersion y de agentes encapsulantes en las propiedades fisicoguimicas y antioxidantes.
Su investigacién, sugiere las condiciones para obtener encapsulados con propiedades
fisicoguimicas y antioxidantes con potencial de tener aplicaciones en alimentos vy
farmacéuticas. Jimenez-Gonzédlez et al., (2018) realizaron la microencapsulacion por
secado por aspersion de extractos del pericarpio de Renealmia alpinia (Rottb) Maas, cuya
parte del fruto contiene compuestos fendlicos y antocianinas. Su evaluacion permitid
presentar los encapsulados como una fuente alternativa natural viable de agente colorante
con actividad antioxidante potencial. Asimismo, Jimenez-Gonzalez et al., (2022) realizaron
la incorporacion de los micro encapsulados en yogurt, logrando aceptabilidad sensorial sin
presentar cambios significativos en la estabilidad de la actividad antioxidante. Algunos
otros extractos de plantas medicinales encapsulados reportados incluyen: Morinda
citrifolia L. (Krishnaiah et al., 2012), T7iliacora triandra (Singthong et al., 2014), Moringa
oleifera (Osamede et al., 2019), Hibiscus sabdariffay Hibiscus cannabinus (Mandaji et al.,
2022).
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7. Metodologia
7.1 Plan de trabajo

La figura 5 muestra el plan de trabajo de la metodologia general seguida en la realizacion

del proyecto.

Obtencion de materia prima
(Hoja de T stans)

v

Acondicionamiento de
la materia prima
+ Secado
- Molienda
Tamizado

v

Pruebas preliminares

- Concentracion de materia, actividad antioxidante

Extraccion

!

Extraccion
Agitacion y ultrasonido
- Etanol y agua
5y 15 min

v

Infusion
35 g hoja fresca en
1L de agua: ebullicion
por 4 min.

Condiciones
MDX 100%, goma
arabiga 100%, mezcla 11

Secado por aspersién: T de
entrada 160 °C, T de salida

96 °C, flujo de aire 60% de

su capacidad, flujo volumétrico
de aire 8 LMP, flujo de
alimentacion 6 rpm,

T de alimentacion 22 °C

Evaluacion de la
actividad antioxidante
ABTS y DPPH

v

Conservacion de extractos
por encapsulacion por
secado por aspersion

Analisis fisicoquimicos de
encapsulados
- Humedad
- Actividad de agua
Humectabilidad
- Densidad aparente
y compactada
- Color

Evaluacion de propiedades

funcionales del extracto, infusion y encapsulados

- Actividad antioxidante
Actividad hipoglucémica

!

Andlisis de resultados

Figura 5. Plan de trabajo de la metodologia del proyecto.
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7.2 Obtencion de materia prima

Se recolectaron hojas de ejemplares identificados taxondmicamente de 7ecoma stans
ubicados en el Jardin Botanico de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, con el
apoyo del Dr. JesUs Francisco Lépez Olguin (Anexo 1). La identificacion taxondmica fue la

siguiente:

Nombre cientifico: 7Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth var. stans

Familia: BIGNONIACEAE

Figura 6. Tecoma stans en el Jardin botanico de la BUAP, empleada para la recoleccion de
las hojas.

7.3 Acondicionamiento de la materia prima

Se seleccionaron las hojas que no presentaron algln dafio fisico y se deshidrataron en una
estufa a una temperatura de 30 °C durante 24 horas. Posteriormente, se molieron usando
un molino de café marca MAXIM y el polvo se tamizd usando un tamiz (Mont Inox) con una
apertura de malla de 177 pum y se evalud el porcentaje de humedad de las hojas
deshidratadas mediante la metodologia de la NOM-116-SSA1-1994.
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7.4 Pruebas preliminares

Se realizaron pruebas preliminares para seleccionar la cantidad de muestra requerida en
los extractos en los que se analizd la actividad antioxidante. Considerando 0.05 g de

muestra en cada extracto obtenido con agitacion y ultrasonido.

7.5 Extraccion de compuestos bioactivos

La muestra fue sometida a extraccion por medio de dos métodos, dos solventes y dos
tiempos diferentes: agitacion y ultrasonido (180 W); agua y etanol; y 5 y 15 minutos,
respectivamente. Con estas condiciones, se propuso un disefo factorial de tres factoresy
dos niveles (2*°) (Tabla 2). Se utilizé una cantidad de 0.05 g de muestra aforando a 10 mL
segln el solvente para realizar la extraccion. Los extractos fueron almacenados en

frascos &mbar protegidos de la luz y en refrigeracion hasta su uso.

Tabla 2. Factores y niveles en el disefio factorial para seleccion del extracto con mayor

actividad antioxidante.

Factor Nivel 1 Nivel 2
Método Ultrasonido Agitacion
Solvente Etanol Agua
Tiempo 5 min 15 min

7.6 Preparacion de la infusion

La infusidn se obtuvo de acuerdo con el método de preparacion utilizado como remedio en
la medicina tradicional, considerando 35 g de hoja fresca en 1 L de agua poniéndolos en
ebullicion durante 4 minutos. La infusion se dejo reposar 1 hora, para después filtrar con

un colador y almacenar en un recipiente protegido de la luz.

7.7 Evaluacion de la actividad antioxidante

Se determind la actividad antioxidante empleando el radical ABTS (2,2'-azino-di-(3-
ethylbenzthiazoline sulfonic acid)) (Sigma Aldrich) y por el radical DPPH (2,2-difenil-1-

pricrilhidrazil) (Sigma Aldrich), calculando los porcentajes de inhibicidn.
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Para el método del ABTS, se siguid la metodologia propuesta por Conde-Hernandez &
Guerrero-Beltran (2014). Para lo cual, se pesaron 3.3 mg de persulfato de potasio y 19.4
mg del reactivo ABTS, mezclandose en 5 mL de agua destilada, dejando reposar por 16
horas. Se tomaron 100 pL de solucion preparada y se diluyeron en 30 mL de etanol, dejando
reposar 30 min ajustando a una absorbancia de 0.7 = 0.02. Se evalud la absorbancia en un
espectrofotdmetro de UV-visible (Jenway, Mod 6405 UV/Vis) a 754 nm de la mezcla con
3920 uL de la solucidn etanol-radical con 80 ulL del extracto. Se reportd la absorbancia

inicial y final después de 7 minutos.
El porcentaje de inhibicion del radical ABTS fue calculado por medio de la ecuacién 1.

Absinicial - Absfinal

% Inhibicion = ( ) *100 (ec.1)

Absinicial

Donde: Absinicia, €S la absorbancia inicial y Abssna €5 la absorbancia final.

Para el método del radical DPPH, se siguid el método propuesto por Bajalan et al. (2017),
preparando una solucion 6.08 x 10-® mM del radical DPPH en metanol. La absorbancia del
blanco fue evaluada a una longitud de onda de 517 nm en un espectrofotometro de UV-
visible (Jenway, Mod 6405 UV/Vis) después de 30 minutos de reposo al mezclar 3900 pl de
la solucidon del DPPH y 100 ul de metanol. Mientras que la absorbancia final se midid
después de 30 minutos de reaccion entre 3900 ul de la solucion DPPH y 100 ul del extracto.

El porcentaje de inhibicién fue calculado por medio de la ecuacion 2.

A
% Inhibicion = <1 - A_jl;> * 100 (ec.2)

Donde: Abspianc, €S la absorbancia del blanco y Absina €S la absorbancia final.

Para ambos métodos, se empled una curva de Trolox (6-hydroxy-2,578
tetramethylchromane-2-carboxylic acid), para reportar la actividad antioxidante como mg
Trolox/g sélidos secos (mg Trolox/g s.s.). Las concentraciones de Trolox utilizadas fueron,
0-0.2 mg/mL (R?=0.99) en el radical ABTS, y 0-14 mg/L (R?=0.99) en el DPPH.
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Figura 7. Tratamientos de extraccion. a) bafio de ultrasonido; b) agitacion.

7.8 Evaluacion de la actividad hipoglucémica

Se determind la liberacion de glucosa de los extractos segln la metodologia de Wolever
et al,, (1997), el cual es un método /n vitro que simula el proceso de absorcion de glucosa

en sangre.

Inicialmente, se hidraté una membrana de retencidn de 12,000 Da (Sigma Aldrich) de 10-12
cm de longitud por 24 horas. Pasado este tiempo, se consideraron 200 mg de muestra b.s.
a los cuales se le adicionaron 20 mL de una solucion de glucosa 40 mmol/L, dejando
reposar por 30 min, para luego colocar esta mezcla dentro de la membrana, vy
sumergiéndola en un matraz de 250 mL con 100 mL de agua desionizada (Figura 8). Se
incubd a 37 °C con agitacion a 120 rpm por 2 horas y durante este tiempo se tomaron

alicuotas de 2.5 mL cada 15 minutos.

Las alicuotas se analizaron por la reaccidn con glucosa oxidasa con el kit GLUCOSE-LQ
(SPINREACT) vy el estandar, segun lo indicado en la tabla 3, midiendo las absorbancias en
un espectrofotémetro Jenway, (Mod 6405 UV/Vis) a una longitud de onda de 500 nm, tras
una incubacion de 10 minutos. Las lecturas obtenidas fueron graficadas para calcular el
area bajo la curva con el método del trapecio. Se siguid el mismo procedimiento con pan

blanco como muestra de referencia.
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Figura 8. Membranas de retencion contenidas en matraz previo a incubacion.

Tabla 3. Mezclas método de Glucosa oxidasa

BLANCO ESTANDAR MUESTRA
Reactivo en uso TmL TmL TmL
Agua destilada 10 uL - -
Estandar - 10 pL -
Muestra - - 10 uL

La cantidad de glucosa liberada fue calculada por medio de la ecuacion 3, expresada en
mg/dL y mmol/L.

A Absorbancias muestra

Glucosa en la muestra = xn ec3
A Absorbancias estandar ( )

Donde n es la concentracion del estandar. (n=100 mg/dL; 1g/L; 5.56 mmol/L).

Adicionalmente, a partir de la glucosa liberada en mmol/L, se calculd el indice glucémico

(IG) multiplicando por 100 el cociente del adrea bajo la curva de la muestra entre el area
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bajo la curva de la muestra referencia (ecuacion 4), expresando el resultado al nimero

entero mas cercano, segun la norma IS0 26642:2010.

Area bajo la curva de la muestra (mTOI

Indice glucémico = ol X 100 (ec4)

Area bajo la curva del pan blanco ( I )

7.9 Conservacion de extractos por encapsulacion

Se utilizaron los siguientes agentes encapsulantes: Maltodextrina 100% (T1), Goma arabiga
100% (T2) y una mezcla de ambos agentes en una proporcion 1:1 (T3). La mezcla de
alimentacion entre el extracto/infusion (nlcleo) y los agentes encapsulantes consistio en
8% agentes y 92% nlcleo. Para realizar la encapsulacion, se empled un equipo de secado
por aspersion (PRENDO SEV, México), operandose bajo las siguientes condiciones de
operacion, las cuales corresponden a las reportadas por Jimenez-Gonzalez et al. (2018),
bajo algunas modificaciones: temperatura de entrada 160 °C, temperatura de salida 96 °C,
flujo de aire 60%, flujo volumétrico del aire 8 LPM, flujo de alimentacion 6 rpm, temperatura

de alimentacion 22 °C.

7.10 Analisis fisicoquimicos de encapsulados

Se determind el rendimiento, humedad, actividad de agua, humectabilidad, densidad
aparente y compactada, y color de los encapsulados que mostraron mejor conservacion

de propiedades bioactivas. Mismos que se describen a continuacion:

7.10.1 Rendimiento

El rendimiento fue calculado por medio de la ecuacion 5, propuesta por Fang & Bhandari

(2012), con algunas modificaciones.

o Polvo obtenido por el secado (g)
Rendimiento (%) = x100 (ec5)
Extracto (g) + agente encapsulante (g)

7.10.2 Humedad

La humedad fue calculada gravimétricamente, secando 1 g del polvo hasta llegar a peso
constante a 105 °C en estufa de conveccidn. Considerando la ecuacion 6 (NOM-116-SSA1-
1994).
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M2 — M3
Humedad (%) = " 100 (ec6)

En donde: M1: Peso de la capsula (g); M2: Peso de la capsula mas muestra humedad (g);

M3: Peso de la capsula mas muestra seca (g).

7.10.3 Actividad de agua

La actividad de agua de los encapsulados se determind utilizando un equipo aqualab

(AQUALAB Mod series 3TE).

7.10.4 Humectabilidad

La humectabilidad se determind segun el método descrito por Vissotto et al. (2010), en el
que se considero el tiempo requerido para que 0.1 g de polvo esparcido sobre la superficie

del liquido se sumerja completamente en 100 mL de agua destilada a 25°C.

7.10.5 Densidad aparente y compactada

La densidad aparente (pA) se determind siguiendo el procedimiento propuesto por Tonon
et al,, (2010), midiendo el volumen de 2.5 g de polvo en una probeta graduada de 10 mL y

utilizando la ecuacion 7.

40 =" 1100 (ec7)
PA (%) = Lo X ec

En donde; mO es la masa de los en capsulados y V0, el volumen inicial.

Para la densidad compactada (pC) se siguid la metodologia reportada por Jangam & Thorat
(2010), en la que al mismo polvo se le aplicaron ligeros golpes para favorecer la salida de
aire contenido entre las particulas, hasta obtener un volumen constante en la probeta (Vn).

El calculo se realizd utilizando la ecuacidn 8.
C (%) = mo x100 (ec8)
p 7 Vn

En donde; m0 es la masa de los encapsulados y Vn, el volumen constante en la probeta.
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7.10.6 Color

El color de los encapsulados fue medido con un colorimetro (HunterLab Color Flex 45/0
Spectrophotometer), tomando en cuenta los valores de las cromatidas L* (claro/oscuro),

a* (rojo/verde) y b* (amarillo/azul).

7.11 Caracterizacion de compuestos bioactivos

Los compuestos quimicos volétiles de los encapsulados con mejores propiedades
bioactivas fueron caracterizados por cromatografia de gases/espectrometria de masas
(GC-MS). Se utilizaron como solventes: etanol, hexano y acetato de etilo; empleando un
cromatdgrafo de gases equipado con un detector selectivo de masa cuadrupolo 5975
(Agilent Technologies 6850N GC, Santa Clara, CA, USA) y se utilizé una columna HP5-MS
(30 m de longitud y 0.25 mm de didmetro). Las condiciones de anélisis fueron las
siguientes: helio como gas inerte y portador, a una velocidad de flujo de 15.5 mL/min,
temperatura de inyector de 250 °C, volumen de inyeccion de 1 uL, una proporcion de 10:1, y
una temperatura programada iniciando en 60°C e incrementando 4°C/min hasta alcanzar
250°C. La energia de ionizacion fue de 70 eV. El rango del barrido de masa fue de 43 - 350
m/z. La identificacion de los compuestos volatiles fue realizada al comparar sus espectros
de masa con los espectros de masa de la biblioteca de bases de datos del NIST (Instituto

Nacional de Estandares y Tecnologia) e informacion publicada en literatura.

7.12 Analisis estadistico de resultados

Los experimentos de los extractos y encapsulados se realizaron por triplicado y se
presentaron como valor promedio + desviacion estadndar. Los datos se analizaron
utilizando el programa estadistico Minitab 18, usando un andlisis de varianza (ANOVA)

(2=0.05) y la prueba de Tukey para determinar diferencias significativas (p<0.05).
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8. Resultados y discusion

8.1 Actividad antioxidante de los extractos de 7ecoma stans

La figura 9 muestra la actividad antioxidante de los ocho tratamientos. La mayor actividad
fue observada en el extracto acuoso obtenido por agitacion durante 5 minutos (A-a-5), con
valores de 36.51+ 0.51 mg Trolox/g s.s. y 3.21 = 0.06 mg Trolox/g s.s., a los radicales ABTS
y DPPH, respectivamente. El siguiente valor correspondio al extracto acuoso obtenido por
agitacion por 15 minutos (A-a-15) (35.64 + 1.25 mg Trolox/g s.s. y 2.77 + 0.01 mg Trolox/g
s.s., en ABTS y DPPH respectivamente), cuya actividad es muy similar al tratamiento A-a-
5. Aungue estadisticamente, por el método DPPH estos dos tratamientos son
significativamente diferentes (p<0.05) (Figura 9b). Adicionalmente, el tratamiento que
mostrd la menor actividad antioxidante fue, el extracto etandlico obtenido por agitacion por
5 minutos (A-et-5) (13.23 + 0.38 mg Trolox/g s.s.) por el radical ABTS, y el extracto etandlico
tratado por agitacion durante 15 minutos (A-et-15) (1.44 0.05 + mg Trolox/g s.s.) con el
radical DPPH. Los extractos mostraron mejor actividad antioxidante con el radical ABTS
que con el DPPH, lo cual se asemeja con la actividad reportada para el extracto metandlico
de 7. stansreportada por Aarland et al., (2015), con valores de mayor actividad en el radical
ABTS (15.02 + 1 mg Trolox/g s.s.) que con DPPH (7.51+ 0.5 mg Trolox/ g s.s.).

La actividad antioxidante observada en el extracto (A-a-5) en el radical ABTS (36.51+ 0.51
mg Trolox/g s.s.), es similar a la de las plantas medicinales: extractos metandlicos de
Budadleia officindis marim (32.74 + 0.65 mg Trolox/qg) y Fraxinus rhynchophylla Hance (41.57
+ 0.08 mg Trolox/g) (Li et al., 2008); también fueron comparables a los extractos en
solucion de metanol, etanol, agua destilada y acido hidroclérico de Bauhinia macrostachya
(33.36 + 0.65 mg Trolox/g p.f.) y de Cecropia palmata (27.25 + 0.22 mg Trolox/g p.f.) (Silva
et al., 2007); y al extracto metandlico (32.34 = 1.76 mg eq Trolox/g m.s.) y acuoso (44.39 +
3.24 mg eq Trolox/g m.s.) de Stachys tmolea (Elfalleh et al, 2019). En cuanto a los
resultados del radical DPPH, fueron comparables con los extractos etandlicos obtenidos
por agitacion y ultrasonido de Jpuntia ficus indica L. (3.22 g TE/g m.s.) (Pasri et al., 2023);
y el extracto en diclorometano de Suaeda fruticosa (L.) Forssk (5.69 mg TE/g extracto)
(Saleem et al., 2021).

Segun el disefio factorial, la Figura 10 muestra el efecto de la extraccidn, el solvente y

tiempo sobre la actividad antioxidante. En ambos métodos, el solvente es el factor mas
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Figura 9. Actividad antioxidante de los extractos. a) ABTS. b) DPPH. Las medias que no
comparten una letra son significativamente diferentes, segln la prueba de Tukey (p<0.05).

Donde: A: agitacion; U: ultrasonido; a: agua; et: etanol; 5 y 15: tiempo en minutos.

significativo y el nivel 2 (agua) tuvo mayor efecto en la actividad antioxidante.

Adicionalmente, en el método de DPPH, se observa un efecto significativo ligero en el
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Media de mg T/g s.s.

método de extraccion (Figura 10b).
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Figura 10. Graficas de efectos principales en la actividad antioxidante. a) ABTS. b) DPPH.
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Figura 11. Graficas de interaccion de efectos en la actividad antioxidante. a) ABTS. b) DPPH.

Las lineas no paralelas entre el nivel 1y 2 en el gréfico de interaccion (Figura 11), indican
que hubo una interaccion entre ambos factores. Entre mayor la pendiente y la diferencia
entre puntos, mayor es el efecto o interaccion (Conde-Hernandez et al., 2021). En ambos
radicales, los graficos extraccion*solvente y solvente*tiempo indican una gran interaccion
entre factores. En la interaccion extraccion*solvente, el efecto del solvente fue mas

significativo en el nivel 2 del método de extraccion (agitacion). Asi, la mayor actividad
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Figura 12. Diagramas de Pareto del rango de significancia de los efectos principales y los efectos

de interaccidn de los factores de extraccién en la actividad antioxidante. a) ABTS. b) DPPH.
antioxidante fue observada en el extracto con el nivel 2 de extraccidn y nivel 2 de solvente
(agitacion y agua, respectivamente) por los radicales ABTS (36.51+ 0.51 mg Trolox/g s.s.) y
DPPH (3.21 + 0.06 mg Trolox/g s.s.) (Figura 9).

Finalmente, el diagrama de Pareto indicd la siguiente secuencia de los términos
significativos y los principales efectos de interaccion sobre la actividad antioxidante. En el
radical ABTS: B (solvente) > AB (extraccion y solvente) > BC (solvente y tiempo) > A
(extraccion) > AC (extraccidn y tiempo) > ABC (extraccion, solvente y tiempo) > C (tiempo);
y B (solvente) > AB (extraccion y solvente) > A (extraccion) > AC (extraccion y tiempo) >
ABC (extraccion, solvente y tiempo) > C (tiempo) > BC (solvente y tiempo) en el radical

DPPH (Figura 12).

De los ocho tratamientos diferentes, el extracto acuoso obtenido por agitacion por 5
minutos (A-a-5) fue elegido para encapsularse por secado por aspersion, al mostrar la
mayor capacidad antioxidante ante los radicales ABTS y DPPH (36.51+ 0.51 mg Trolox/g s.s.
y 3.21+ 0.06 mg Trolox/g s.s., respectivamente). (Figura 9). Este extracto obtenido con agua
presenta una ventaja importante, puesto que evita el uso de solventes tdxicos a la salud y

perjudiciales al ambiente que requieren su eliminacion posterior.
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8.2 Encapsulacion por secado por aspersion

El extracto seleccionado, junto con la infusidn de hojas de 7. stans fueron encapsulados
por secado por aspersion. Se evalud la actividad antioxidante e hipoglucémica de la
infusion de 7. stans y de los polvos resultantes de la encapsulacion. Se realizd la
caracterizacion fisicoquimica y por cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC-

MS) de los encapsulados que mostraron mejores propiedades bioactivas.

8.2.1 Actividad antioxidante

La figura 13 muestra la actividad antioxidante del extracto, la infusidn y los encapsulados
secados por aspersion del extracto e infusion de 7. stans. Ninglin encapsulado, ni la
infusidn de hojas de 7ecoma stans, superd la actividad antioxidante del extracto acuoso
obtenido por agitacion por 5 minutos mostrada por los métodos ABTS (36.51 = 0.5T mg
Trolox/g s.s.) y DPPH (3.21+ 0.06 mg Trolox/g s.s.). En el método ABTS, la infusion presentd
la segunda mejor actividad antioxidante (17.73 = 0.06 mg Trolox/g s.s.). Mientras que en el
radical DPPH, fue el encapsulado de la infusidon con la combinaciéon de ambos agentes
encapsulantes (IT3) (127 = 0.1 mg Trolox/ g s.s.); cuya actividad antioxidante no es
estadisticamente diferente (p<0.05) a la del encapsulado IT2 (1.19 + 0.02 mg Trolox/g s.s.) y
de la infusion (1.15 = 0.01 mg Trolox/g s.s.).

La infusion de plantas es un método de extraccidon relevante que elimina el uso de
solventes orgdnicos. Adicionalmente, en la obtencidn de extractos no tdxicos con actividad
antioxidante por medio de este método, no es necesario el aislamiento y purificacion de
los compuestos antioxidantes (Li et al., 2013).Los resultados de la actividad antioxidante de
la infusidon de 7ecoma stans, son similares a la reportada por el método ABTS de las
infusiones de las hojas de plantas amazdnicas medicinales: Anacardium excelsum (14.67
+ 0.93 mg Trolox/g s.s.) y Piper putumayoense (22.78 + 3.08 mg Trolox/g s.s.) (Lizcano et
al., 2010). Igualmente, es coincidente con los valores obtenidos con algunas de las 223
infusiones de plantas medicinales analizadas por Li et al., (2013) como: Akebia trifoliata
(Thunb.) Koidz (17.21 £ 1.92 mg Trolox/g s.s.), Amomum tsao-ko Crevostet Lemarie (15.69 =
0.18 mg Trolox/g s.s.) y Artemisia apiacea Hance (14.32 + 0.57 mg Trolox/g s.s.). En cuanto
al método DPPH, a la actividad de la infusidon asistida por ultrasonido vy liofilizada de la
planta Epilobium angustifolium L. (5.3 + 0.2 mg Trolox/g infusidn liofilizada) (Szwajgier et

al., 2021).
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Figura 13. Actividad antioxidante del extracto, infusion y encapsulados. a) ABTS. b)
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Con respecto a la evaluacion de los encapsulados, es evidente la disminucion de la
capacidad antioxidante de los encapsulados del extracto en comparacion con la del
extracto sin encapsular. Esto puede ser resultado de la alta temperatura de inyeccion en
el secado, causando la degradacion de compuestos fendlicos y subsecuentemente la
actividad antioxidante (Esmaeili et al,, 2022); asi como de la cantidad de muestra utilizada
en cada extracto. Sin embargo, en ambos radicales, la encapsulacion con maltodextrina
(ET1), fue capaz de conservar en mayor cantidad la actividad antioxidante del extracto (9.89
+ 0.82 mg Trolox/g s.s. y 0.6 + 0.06 mg Trolox/g s.s., para los radicales ABTS y DPPH,
respectivamente). Estos resultados coinciden con lo reportado por Sarabandi et al., (2019),
en donde los encapsulados del extracto de cdscara de berenjena producidos con

maltodextrina mostraron mayor actividad antioxidante que con goma arabiga.

Por otro lado, los encapsulados de la infusidon con goma arabiga (IT2) (16.8 = 0.13 mg
Trolox/g s.s.) en el método ABTS; y goma arabiga (IT2) (1.19 + 0.02 mg Trolox/g s.s.), y la
combinacion de ambos agentes (IT3) (127 + 0.1 mg Trolox/g s.s.) en DPPH, fueron los
tratamientos que mejor conservaron la actividad antioxidante de la infusion (Figura 14), sin
observarse diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05). La maltodextrina es
ampliamente utilizada en la encapsulacion de compuestos bioactivos debido a sus
caracteristicas como; alta solubilidad, baja viscosidad a altas concentraciones de sélidos,
costo relativo bajo, sabor y aroma neutro y proteccidon del ndcleo a la oxidacion. Sin
embargo, tiene una baja habilidad emulsificante. Por ello, es mezclada con otros agentes
como la goma arabiga para formar emulsiones mas estables (Xiao et al., 2022). Lo anterior
sustenta los resultados encontrados, en cuanto a la mayor actividad antioxidante del
extracto del encapsulado con maltodextrina y la combinacion de maltodextrina con goma

arabiga de la infusion.
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Figura 14. Encapsulados de la infusién de 7ecoma stans obtenidos tras el secado por

aspersion. a) maltodextrina; b) goma arabiga; c) maltodextrina-goma arabiga.

8.2.2 Actividad hipoglucémica

Se determind la glucosa en el extracto, la infusidn, los encapsulados y pan blanco como
referencia a través del método de la enzima glucosa oxidasa (GOD). Visvanathan et al.,
(2019) reportan que existe un gran uso del método de la glucosa oxidasa como diagnostico
para determinar niveles de glucosa en sangre, debido a la alta especificidad con la glucosa.
La Figura 15 muestra la glucosa liberada del pan blanco, extracto, infusion y los
encapsulados con mejor actividad hipoglucémica de la infusion y extracto. A partir de las
curvas, se calcularon las areas bajo las curvas de liberacion de glucosa y el indice
glucémico (Tabla 4). La glucosa liberada por el extracto (12,407.40 + 39.5 mg/dL) fue similar
a la del pan blanco (12,379.80 + 33.8 mg/dL) (p<0.05), por lo que no fue observada actividad
hipoglucémica en el extracto. El tratamiento que mostrd la menor glucosa liberada y por
lo tanto la mayor actividad hipoglucémica fue el encapsulado de la infusion con la
combinacidn de agentes (IT3) (8,218.40 + 28.8 mg/dL), seguido de IT1(8,825.20 +53.2 mg/dL),
IT2 (9,001.90 + 62.3 mg/dL), infusion (9,949.80 = 32.3 mg/dL), ET3 (10,676.50 + 51.9 mg/dL),
ET1 (11,001.20 + 40.9 mg/dL) y ET2 (11,081.20 = 18.5 mg/dL).

Como puede apreciarse en la figura 15, la encapsulacion por secado por aspersion causo
una disminucion en la liberacion de glucosa en los polvos a comparacion de las muestras
sin encapsular. Este mejoramiento en la actividad hipoglucémica puede ser efecto propio
de la encapsulacion, dado que es reconocida como método para proteger los compuestos
bioactivos de condiciones indeseables circuncidantes y mejorar sus efectos benéficos,

biodisponibilidad y eficacia (Lu et al., 2021). En el mejor de los tratamientos, esta
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disminucion en el area bajo la curva fue de 12,407.40 + 39.5 mg/dL a 10,676.50 + 51.9 mg/dL
(ET3) en el extracto; y de 9,949.80 + 32.3 mg/dL a 8,218.40 + 28.8 mg/dL (IT3) en la infusion
(Tabla 4). Estos resultados se asemejan a los de Khalifa et al, (2019), en donde los
encapsulados de jugo de mora con maltodextrina y maltodextrina-goma arabiga

mostraron la mayor retencion de la actividad a-glucosidasa.

El encapsulado de la infusion obtenido con la combinacion de agentes (IT3) mostrd el
menor indice glucémico (IG = 47) (Tabla 4). Segln las categorias recomendadas en la
norma IS0 26642:2010, este encapsulado seria de indice glucémico bajo (IG < 55). Asimismo,
el valor del indice glucémico es similar al de extractos de plantas medicinales con efectos
antidiabeticos como: Sauropus androgynus (IG=55) y Tinospora cordifolia (1G=39) (Salehi et
al,, 2019). La combinacion de agentes, como la de maltodextrina con goma arabiga, es una
estrategia comun para mejorar las propiedades de encapsulacion al conferir mejores
propiedades de emulsificacidn, resultando en sistemas de encapsulacion mas estables (Lu

et al., 2021).
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Figura 15. Glucosa liberada por el pan blanco, extracto, infusion, extracto encapsulado
con maltodextrina y goma arabiga (ET3) e infusion encapsulada con maltodextrina y
goma arabiga (IT3).
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Tabla 4. Areas bajo la curva de glucosa liberada e indice glucémico.

Area bajo la curva

mg/dL mmol/L 16

Pan blanco 12,379.80 =+ 33.8a 688.38 £ 19a 71*
Extracto 12,407.40 =+ 395a 689.95 £ 23a 71 == Oa
Infusion 994980 =+ 32.3d 553.48 £ 1.4d 57 = O0Od
ETI 11,001.20 + 40.9b 613.67 £+ 40b 63 = 1b
ET2 11,081.20 + 18.5b 616.28 + 10b 64 = b
ET3 10,67650 =+ 519c 59337 = 23c 61 = QOc
T 8,82520 =+ 53.2f 490.78 £ 3.0f 51 = e
T2 9,001.90 =+ 62.3e 501.33 £ 29e 52 = e
IT3 8,218.40 =+ 28.8g 456.95 £ .69 47 = If

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas, segun la prueba de
Tukey (p<0.05). *Valor reportado (ISO 26642:2010).

8.2.3 Caracterizacion de encapsulados

Basado en los resultados de la evaluacion de las propiedades bioactivas, se selecciond un
encapsulado del extracto y uno de la infusidn, para realizar la caracterizacion fisicoquimica
y de sus propiedades bioactivas a través de cromatografia de gases/espectrometria de
masas (GC-MS). Siendo estos, el encapsulado con maltodextrina del extracto (ET1), y la
combinacidn de agentes de la infusion (IT3). Puesto que el primero mostré preservar la

actividad antioxidante del extracto, y el segundo la actividad hipoglucémica de la infusion.

8.2.3.1 Propiedades fisicoquimicas

La tabla 5 muestra los resultados de los analisis de caracterizacion fisicoquimica de los
encapsulados. La adhesion de las gotas de alimentacion y polvos a las paredes de la
camara y ciclon del secador, son las causas de las pérdidas de los materiales en el proceso
de secado por aspersidn (George et al., 2023). Los rendimientos en porcentaje de los polvos
fueron similares (p<0.05): 18.34 + 3.13 y 21 + 10.47 para los tratamientos ET1 (extracto
obtenido por agitacion por 5 minutos encapsulado con maltodextrina) y IT3 (infusion
encapsulada por goma aradbiga y maltodextrina) respectivamente. Los porcentajes de

rendimiento encontrados son parecidos a los reportados por Jimenez-Gonzélez et al.
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(2022), de la microencapsulacion de los pigmentos de Renealmia alpinia con maltodextrina
(17.17 £ 0.2) y maltodextrina-goma arabiga (18.01 + 4.2). El analisis de optimizacion y calidad
a través de metodologia de respuesta de superficie de Arumugham et al. (2023) en el
secado por aspersion del extracto de datil con la mezcla de maltodextrina-goma arabiga
indicé correlaciones positivas del rendimiento con la concentracion de agentes y la
temperatura de entrada del aire, mientras que con la velocidad de flujo se observo una

correlacion negativa.

El contenido de humedad en una microcdpsula determina la estabilidad en el
almacenamiento y se correlaciona con la actividad de agua, la fluidez, pegajosidad,
eficiencia de secado, oxidacion de agentes bioactivos y el crecimiento microbiano (Mahdi
et al.,, 2020). Mientras que no fueron observadas diferencias significativas (p<0.05) en el
contenido de humedad en los encapsulados ET1 (4.04 £ 0.2 %) y IT3 (4.75 = 0.63 %); la
actividad de agua de los polvos fue estadisticamente diferente (p<0.05). Los encapsulados
obtenidos son estables, puesto que su actividad de agua (Aw) fue menor a 0.3. Debido a
que, valores de Aw menores a 0.6 se consideran microbiolégicamente estables y valores
entre 0.2 - 0.4 aseguran la estabilidad del producto ante reacciones de oscurecimiento e
hidroliticas, oxidacién lipidica, autooxidacion y actividad enziméatica (Caliskan & Dirim,
2013).

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas.

ET1 IT3
Rendimiento (%) 18.34 =+ 3.13a 2198 =+ 10.47a
Humedad (%) 404 = O0.4a 475 + 0.63a
Aw 0.298 =+ 0.001a 0.231 = 0.003b
Humectabilidad (s) 29733 = 14.29b 460 = 2a
Densidad aparente (g/mL) 0.261 = 0.003a 0.257 =+ 0.006a
Densidad compactada (g/mL) 0.375 = 0.008a 0.371 = 0.013a
Color
L* 88.627 = 0.006b 90.61 = 0.017a
a* 0.453 = 0.025a -83 = 0.01b
b* 9.007 = 0.015b 18.427 =+ 0.025a

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas, seglin la prueba de Tukey
(p<0.05). ETI: extracto obtenido por agitacion por 5 minutos encapsulado con maltodextrina; IT3:
infusidon encapsulada con maltodextrina y goma arabiga.
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La humectabilidad hace referencia a la habilidad de las particulas del polvo para superar
la tensidn superficial entre ellas y el agua (Kog & Dirim, 2018). ELl tiempo de humectabilidad
del encapsulado IT3 (460 + 2 s) fue significativamente superior (p<0.05) al correspondiente
del ETI (297.33 + 14.29 s). Esto puede ser resultado de la concentracion de maltodextrina
en el polvo ET1, ya que la maltodextrina actia como agente de volumen que afecta la
porosidad, y al aumentar la porosidad se aumenta la humectabilidad (George et al., 2023).
El aumento en la concentracion de maltodextrina en el secado del extracto de zumaque
resultdé en una disminucion significativa en los tiempos de humectabilidad (Caliskan &

Dirim, 2013).

Respecto a las densidades, no se observaron diferencias significativas (p<0.05) en ambos
encapsulados. El encapsulado del extracto con maltodextrina (ET1) presentd valores de
densidad aparente y compactada de 0261 = 0.003 g/mL y 0.375 = 0.008 g/mL,
respectivamente. Similarmente el encapsulado de la infusion con la combinacion de
agentes (IT3), la densidad aparente y compactada fue: 0.257 + 0.006 g/mL y 0.371 = 0.013
g/mL, respectivamente. La densidad aparente depende de las propiedades de particula
como: el tamafo, forma y superficie. En general, la densidad aparente incrementa cuando
disminuye el tamafio de particula de los polvos, debido a que mas particulas ocupan cierto
volumen (Tontul & Topuz 2017). Las bajas densidades de polvos son indeseables, puesto
que requieren un gran volumen de empaque (George et al., 2023). Por otro lado, la densidad
compactada, también conocida como densidad solida real y obtenida tras la aplicacion de
presion con golpeteos externos en el polvo, no considera espacios entre las particulas y
generalmente es mayor que la densidad aparente (Arumugham et al., 2023). Influye en el
empaque, transporte y comercializacion de polvos; altas densidades compactadas

requieren contenedores mas pequefios para su almacenamiento (Mahdi et al., 2020).

El color, uno de los criterios mas importantes para la aceptacion de los productos (George
et al., 2023), fue medido a través de los pardmetros .* (luminosidad), &* (diferencia entre
rojoy verde) y 6* (diferencia entre azul y amarillo). Los polvos, color aparentemente blanco
a simple vista, presentaron altos valores de L* en un rango de 88 - 91, mostrando
diferencias significativas (p<0.05). Asimismo, se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) en los parametros a* y b*. El polvo ETI, de apariencia blanca, tuvo valores de a*

de 0.453 + 0.025 y b* de 9.007 + 0.015. Mientras que el polvo IT3, el valor promedio de a*
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fue de -8.3 £ 0.01, lo que indica una tendencia a verde y de b* de 18.427 + 0.025, indicando

tendencia a amarillo.

Figura 16. Pruebas fisicoquimicas. a) actividad de agua; b) humectabilidad; c) densidad; d)
color.

8.2.3.2 Propiedades bioactivas

Un total de 57 compuestos diferentes fueron encontrados en el encapsulado del extracto
y 25 en el encapsulado de la infusion. La tabla 6 muestra los compuestos con porcentajes
de drea mayor a 5%. Los compuestos encontrados con mayor porcentaje en el encapsulado
del extracto son: acido giberélico (30.32 %) y 2-Furanmetanol (27.68 %) en etanol; y 1-
Hexene,3,4-dimethyl (13.56 %) y Butane, 2,2-dimethyl (9.58 %) en hexano. Mientras que los
principales compuestos en el encapsulado de la infusion fueron: 4cido giberélico (29.86 %)
y 2-Furanmetanol (14.25 %) en etanol; Butane, 2,2-dimethyl (23.63 %) en hexano; y Benzene,
1,3-bis (3-phenoxyphenoxy) (13.37 %) y (2,3-Diphenyl-cyclopropyl) methyl phenyl sulfoxide,

trans (12.59 %) en acetato de etilo.
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Tabla 6. Compuestos identificados por CG/MS.

Encapsulado Solvente Compuestos quimicos Area (%)
Gibberellic Acid 30.32
Etanol Cyclobutane, 1,1-dimethyl-2-octyl 11.89
2-Furanmethanol 27.68
Extracto (1) Butane, 2,2-dimethyl 958
Hexano 1-Hexene,3,4-dimethyl 13.56
Cyclopentane, methyl 6.73
Etanol Gibberellic Acid 29.86
2-Furanmethanol 14.25
Hexano Butane, 2,2-dimethyl 23.63
B Benzene, 1,3-bis (3-phenoxyphenoxy) 13.37
Infusion (T3) Acetato | | Nerol 505
de Propa_n0|c acid, 2-(3-acetoxy-4,4-14- 737

etilo trimethylandrost-8-en-17-yl- '

(2,3-Diphenyl-cyclopropyl)methyl phenyl sulfoxide, 12.59

trans

T1: maltodextrina; T3: maltodextrina-goma arabiga.

El 4cido giberélico, uno de los compuestos encontrados en mayor cantidad en los
cromatogramas, es una fitohormona que controla aspectos importantes como el
crecimiento, germinacion, alongamiento, y florecimiento de las plantas (Schwechheimer,
2008). En el ser humano, este compuesto proviene de la ingesta de vegetales y frutas. Se
reporta que existe muy poca informacion del efecto del acido giberélico en el cuerpo
humano (Mukherjee et al., 2022). El 2-Furanmetanol ha sido identificado en el tipo de miel
griega Fir, a la cual se le atribuyen efectos anti estrogénicos (Sharma et al., 2020), ademas
de ser encontrado en reacciones de pardeamiento azlcar/aminoéacidos y exhibir actividad
antioxidante (Osada & Shibamoto, 2006). El nerol, encontrado en hojas de naranja, rosas,
limdn y plantas, posee actividad antioxidante, antibacterial y antifingica (Yang et al.,2023).
Y a pesar de que investigacion reciente raramente ha reportado el efecto inhibitorio en la
diabetes (Chen et al., 2019), este monoterpenoide ha sido identificado en canela (Cinnamon
verum), a la cual se le ha demostrado actividad antidiabética y otras propiedades benéficas

en la salud (Senevirathne et al., 2022).
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9. Conclusiones y sugerencias

A partir de los resultados de la investigacion, se plantean las siguientes conclusiones y
sugerencias:

e Basado en el andlisis factorial, el solvente junto con el método de extraccion fueron
los factores que mas influyeron en la extraccion de compuestos antioxidantes de
los diferentes extractos de hojas de 7ecoma stans. Tal andlisis permitid elegir las
condiciones de extraccion para proceder con el extracto para ser encapsulado. El
agua fue el solvente que proporciond mejor actividad antioxidante, mientras que la
agitacion por 5 minutos las mejores condiciones en la extraccion.

e |as evaluaciones de la actividad antioxidante de las muestras presentaron una
tendencia similar entre ambos radicales, aunque el DPPH mostré valores menores
en comparacion al ABTS.

e Elextracto acuoso obtenido por agitacion por 5 minutos presentd la mayor actividad
antioxidante, por encima de todos los encapsulados vy la infusion.

e Después del secado por aspersion, como resultado de la alta temperatura de
inyeccidn, la actividad antioxidante del extracto disminuyd. Mientras que en la
infusion fue conservada. Asimismo, la maltodextrina y goma arabiga mostraron
preservar la actividad antioxidante de las muestras. Para el extracto, la
maltodextrina preservé mejor la actividad antioxidante; mientras que, en la
infusidn, se encontraron variaciones segun el radical: goma aradbiga en el método
ABTS y goma arabiga y la combinacion de agentes en el método DPPH.

e En cuanto a la actividad hipoglucémica, el secado por aspersion causé una mejora
en la actividad de los encapsulados del extracto y la infusion. Siendo el polvo de la
infusidn obtenido con la combinacidn de maltodextrina y goma ardbiga un producto
con indice glucémico bajo, disminuyendo este parametro en un 33% en comparacion
al pan blanco.

e Asimismo, se demostro la actividad hipoglucémica que tiene la infusion consumida
como forma tradicional como tratamiento de la diabetes.

e Con base en los resultados de la actividad antioxidante e hipoglucémica de los
polvos, se selecciond el encapsulado con maltodextrina del extracto, que preservo

mejor la actividad antioxidante del extracto; y el encapsulado de la combinacion de

36



agentes de la infusidn, al mostrar la mayor actividad hipoglucémica, para realizar
su caracterizacion.

Las pruebas fisicoquimicas permitieron identificar diferencias significativas en la
actividad de agua, tiempo de humectabilidad y el color de los polvos. Por otro lado,
en la caracterizacion de los compuestos bioactivos en los encapsulados a través
de la cromatografia de gases/espectrometria de masas, el acido giberélico, 2-
furanmetanol y nerol fueron los principales compuestos identificados en los
encapsulados del extracto y la infusion.

Futuros andlisis son requeridos para descartar posibles efectos toxicoldgicos de
los encapsulados.

Asi, tras la ejecucion y andlisis de la investigacion, la encapsulacion por secado por
aspersion permitio preservar las propiedades bioactivas del extracto e infusion de
las hojas de 7ecoma stans. Permitiendo obtener un polvo con futuro potencial de
seguir siendo investigado y de poder ser utilizado como ingrediente funcional que
mejore las propiedades de matrices alimentarias y cuyo uso resulte en el
mejoramiento de la salud, a través de la prevencidn/tratamiento de padecimientos

crdnicos como la diabetes.
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11. Anexos

Anexo 1 Identificacion taxonomica

No. oficio H4-107/2023

Dra. Maria Lorena Luna Guevara
Profesora Investigadora

Colegio de Ingenieria en
alimentos

Facultad de Ingenieria Quimica
PRESENTE

Por este medio reciba un cordial saludo y asi mismo aprovecho la presente para entregarle la
identificacién taxondmica del material herborizado recibido, cuya identificacion fue realizada por el
taxénomo MPhil Allen James Coombes, siendo la siquiente:

Colector / Num.

Nombre Cientifico Familia Colecta/iD
Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth var. BIGNONIACEAE X e
stans

Sin mds por el momento me despido de usted.

Atentamente

“Pensar Bien, Para Vivir Mejor”

H. Puebla ge

Dr. Je

Direc

c.c.p. Archive

Herbariay Edif. HJB. Av. (_en:r.a‘, esq. con Av. Escolar

Jardin Boténico Ciudad Universi
Puebla, Pue, Cl
Tel, 222 2295500, exts. 7032y 7034




Anexo 2: Constancias

2.1 Programa “Haciendo ciencia en la BUAP”

3 \J =
2
O .../

BUAP

A QUIEN CORRESPONDA!:

El que suscribe Dr. José Eduardo Espinosa Rosales, Director de Divulgacién Cientifica de la
Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado, de la Benemérita Universidad Auténoma

de Puebla, hace constar que
Jair Rafael Garcia Jiménez

Participd con el proyecto de investigacion: “Actividades de Tecoma stans y potenciales
aplicaciones en Alimentos”, bajo la asesoria de la Dra. Maria Lorena Luna Guevara, en el
Programa Haciendo Ciencia en la BUAP 2021, mismo que se llevé a cabo del 02 de agosto al
24 de septiembre de 2021.

Se extiende la presente en la Heroica Puebla de Zaragoza a los veintisiete dias del mes de
septiembre del afio dos mil veintiuno.
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2.2 Estancia “XXVII Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnoldgica del Pacifico”

Programa Interinstitucional para el Fortalecimiento
de la Investigacion y el Posgrado del Pacifico

A QUIEN CORRESPONDA
PRESENTE

Me permito hacer CONSTAR que el C. Jair Rafael Garcia Jiménez, estudiante de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, realizé la Estancia Presencial del XXVII
Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnolégica del Pacifico, en el periodo del 20 de junio
al 5 de agosto de 2022, colaborando en el proyecto "EFECTO DEL PROCESAMIENTO CON
TECNOLOGIAS EMERGENTES DE UNA BEBIDA HECHA DE UNA MEZCLA DE FRUTAS",
asesorado por el Dr. Carlos Guillermo Valdivia Najar, investigador del Centro de
Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A.C. (CONACYT).

Sin otro particular, se extiende la presente para los fines que al interesado convengan, el dia
cinco de agosto de dos mil veintidos, en la Ciudad de Tepic, Nayarit; Mexico.

DELFI
ATENTAMENTE g

“POR UNA CULITURA CIENTIFICA”

MTRO. CARLOS HUM 0 JIMENEZ GONZALEZ, "

COORDINADOR GENERAL COORDINACION GENERAL

e
‘@,’.. A Pmm -
w ==
México Colombia Per(

Costafica  Nicaragua

(
=
=
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2.3 Congreso Internacional del XXVII Verano de la Investigacion Cientifica y Tecnologica del
Pacifico

/ -

e I Verano de la Investigacién Cientifica

A 2022 | ) recrciogica de paciico
El Programa Interinstitucional para el Fortalecimiento de la Investigacion y el

Posgrado del Pacffico, a través de la Universidad Auténoma de Nayarit
otorga el presente

Reconocimiento

a: Jair Rafael Garcia Jiménez

Por su destacada participacion como ponente en el Congreso
Internacional del XXVII Verano de la Investigacion Cientifica y
Tecnolégica del Pacifico, realizado del 31 de agosto al 3 de
septiembre de 2022

Nuevo Nayarit, México

“Por unfp cufura cientifica” “Por lo nuestro a lo universal"
l\{ o/Mma &ﬂvtvoi
Mtro. Carlos Humberto Jiménez Gonzdlez Dra. Norma Liliana Galvgh Meza
Coardinador GQeneral del Programa Presidenta del Honorable Consejo General

Rectora de la Universidad Auténoma de Nayarit
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