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RESUMEN

La importancia en desarrollar investigacion en la extraccion de compuestos polifendli-
cos del género Opuntia spp., como fuente dietética de antioxidantes, es debido a que
estos podrian ser responsables del beneficio protector en enfermedades cronicas como
en el sobrepeso u obesidad que afectan al 75.2% de la poblacién mexicana. El objetivo
del presente estudio fue evaluar las propiedades antioxidantes de compuestos polifené-
licos de un extracto de Opuntia spp. a través del proceso de nanoencapsulacion, alma-
cenamiento, digestion in vitro y en su incorporacion en tortilla de maiz.

Se realiz6 la extraccion de compuestos polifendlicos en harina de cladodios de O. fi-
cus-indica y O. atropes, mediante un disefio Box-Behnken 32 de superficie de respuesta,
que incluyeron a los factores: concentracion de etanol (70, 83 y 96%), temperatura (24,
50y 76 °C) y tiempo (30, 75 y 120 minutos) y las respuestas que se evaluaron fueron;
acidos fendlicos, flavonoides y actividades antioxidantes por captura de radicales DPPH*
y ABTS'. Posteriormente se deshidratd el extracto de O. atropes por dos métodos: en
horno de secado (50°C/24h) y por nanoaspersion (flujo de gas 109 L/min, vacio 33 mbar,
105°C, 70% de aspersion), y se identificaron a los compuestos polifenélicos por UPLC-
Q/TOF-MS?. Para la nanoencapsulacion del extracto de O. atropes se evaluaron mate-
riales de pared; maltodextrina, aislado de proteina de soya y caseinato de calcio, por
microscopia electrénica de barrido y el proceso de nanoencapsulacion se llevé a cabo
mediante un disefio Box Behnken 33, y se evaluaron a los factores: formulaciéon MP/E
(1/1, 2.5/1, y 4/1), temperatura (95, 105y 115 °C) y aspersion (40, 70 y 100%), las varia-
bles de respuesta fueron: rendimiento, velocidad de alimentacion, tamafio de particula,
eficiencia de encapsulacion, acidos fendlicos, flavonoides y actividades antioxidantes por
captura de radicales DPPH* y ABTS™. Y se identificaron compuestos polifenélicos por
UPLC-Q/TOF-MS? en el mejor tratamiento de nanoencapsulacion. Se realizaron pruebas
antioxidantes ("OH y H2032) y de estabilidad en almacenamiento a 41°C/60% HR/48 dias,
en extracto de O. atropes (EOA) y en nanocépsulas con extracto de O. atropes (NEOA).
Posteriormente, se evaluaron caracteristicas polifendlicas y antioxidantes en tortilla con-
trol (TC; desarrolladas a partir de harina de maiz nixtamalizada) y tortillas con nanocap-
sulas (TN; desarrolladas a partir de harina de maiz nixtamalizada con 3 % de NEOA) y
se evalud la vida de anaquel de los productos a 41°C/60% HR/48 dias, que fueron equi-
valentes a 192 dias a 21°C. Finalmente, se evalu6é en EOA, NEOA, TCy TN, la estabilidad
de &cidos fendlicos, flavonoides y actividades antioxidantes por captura de radicales
DPPH"y ABTS™ durante el proceso de digestion in vitro.

En esta investigacion se determiné que, en condiciones optimizadas de extraccion, los
cladodios de O. ficus-indica y de O. atropes no presentaron diferencias significativas
(p>0.05) en su contenido fendlico y antioxidante, sin embargo, se necesitdé 37.0% menos
temperatura y 11.3% menos etanol, para la extraccion en O. atropes, comparado con la
extraccion en O. ficus-indica. En el extracto de O. atropes se obtuvieron 0.920 mg EAG/g
de acidos fendlicos, 8.619 mg EQ/g de flavonoides, y actividad antioxidante de 0.160 mg
EAG/g en términos de DPPH'y 0.567 mg EAG/g en ABTS™. Por lo que se utilizo el ex-
tracto de O. atropes en las etapas siguientes de deshidratacién, nanoencapsulacién e
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incorporacion en tortilla de maiz. La deshidratacion por nanoaspersion no afecté el con-
tenido de compuestos polifendlicos ni la actividad antioxidante del extracto de O. atropes,
gue presentd valores de 11.80 mg EAG/g de acidos fendlicos y 22.26 mg EQ/g de flavo-
noides, e inhibicién (%) del radical DPPH" de 17.92% y ABTS"* de 54.08%, y se identifi-
caron por UPLC-Q/TOF-MS? principalmente glucésidos de kaempferol e isoramnetina y
el lignano medioresinol se identificd por primera vez en esta especie de Opuntia spp. Se
encontré que la maltodextrina presentd mejores propiedades en la nanoencapsulacion
del extracto de O. atropes y un disefio Box Behnken 32 permitié identificar el tratamiento
de nanoencapsulacion con las caracteristicas de calidad mas adecuadas y se confirmo
que la nanoencapsulacion protegid algunos isomeros de isoramnetina 3-O-ramnésido-7-
O- (ramnosil-hexdsido) y 4-O-glucoésido del acido p-cumarico. Asi mismo, las hanocapsu-
las con extracto de O. atropes presentaron mayor actividad de captacion del radical *OH
y mayor estabilidad de sus componentes bioactivos durante almacenamiento compara-
dos con el extracto de O. atropes libre. La incorporacion de nanocapsulas con extracto
de O. atropes en la harina de maiz nixtamalizada incrementd compuestos fendlicos y
actividad antioxidante del alimento, y la nanoencapsulacion logré proteger a estos com-
puestos durate la elaboracion de tortilla. La vida de anaquel de la harina de maiz nixta-
malizada con nanocapsulas se establecié en 144 dias a 21°C, debido a que durante el
almacenamiento y elaboracién de la tortilla los flavonoides se siguieron preservando en
un 59.84% que fueron equivalentes a concentraciones mayores a 14 mg EQ/100 g b.s.
La evaluacion de la digestion in vitro, comprobé el efecto protector de las hanocapsulas
(NEOA), los é&cidos fendlicos incrementaron un 19.5 %, los flavonoides un 41.81 % vy
actividad antioxidante por captura del radical ABTS* en un 19.17 % después de la diges-
tion duodenal con respecto al extracto de O. atropes libre (EOA). Asi mismo, la incorpo-
racion de NEOA en tortilla (TN) increment6 el contenido polifendlico y antioxidante des-
pués de la digestién duodenal in vitro en 10.74 mg EAG/100 g b.s. de &acidos fendlicos,
17.69 mg EQ/100g b.s. de flavonoides, 10.97 % actividad antioxidante en DPPH'y 31.44
% de actividad antioxidante en ABTS™, con respecto a TC. Por lo que se determin6 que
es factible incorporar nanocapsulas con extracto de O. atropes en tortilla de maiz y con
ello incrementar la cantidad de compuestos bioactivos, principalmente flavonoides.

Palabras clave: Opuntia ficus-indica, Opuntia atropes, compuestos bioactivos, favonoi-
des, alimento funcional.
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ABSTRACT

The importance in developing research in the extraction of polyphenolic compounds of
the genus Opuntia spp., as a dietary source of antioxidants, is since these could be re-
sponsible for the protective benefit in chronic diseases such as overweight or obesity that
affect 75.2% of the Mexican population. The objective of the present study was to evaluate
the antioxidant properties of polyphenolic compounds of an extract of Opuntia spp.
through the process of nanoencapsulation, storage, digestion in vitro and its incorporation
in corn tortilla.

The extraction of polyphenolic compounds in flour from cladodes of O. ficus-indica and
O. atropes was carried out, using a response surface Box-Behnken 32 design, which in-
cluded the factors: ethanol concentration (70, 83 and 96%), temperature (24, 50 and 76
°C) and time (30, 75 and 120 minutes) and the responses that were evaluated were; phe-
nolic acids, flavonoids and antioxidant activities by capturing DPPH* and ABTS™* radicals.
Subsequently, the extract of O. atropes was dehydrated by two methods: in a drying oven
(50 °C/24h) and by nano-spray (gas flow 109 L/min, vacuum 33 mbar, 105 °C, 70% spray).
and polyphenolic compounds were identified by UPLC-Q/TOF-MS?. Wall materials were
evaluated for the nanoencapsulation of the O. atropes extract; maltodextrin, isolate of soy
protein and calcium caseinate, by scanning electron microscopy and the nanoencapsula-
tion process was carried out using a Box Behnken 32 design, and the factors were evalu-
ated: formulation WP/E (1/1, 2.5/1, and 4/1), temperature (95, 105 and 115 °C) and spray-
ing (40, 70 and 100%), the response variables were: yield, feeding speed, particle size,
efficiency of encapsulation, phenolic acids, flavonoids and antioxidant activities by cap-
turing DPPH* and ABTS"* radicals. And polyphenolic compounds were identified by UPLC-
Q/TOF-MS? in the best nanoencapsulation treatment. Antioxidant activity ("OH and H202)
and storage stability tests were carried out at 41 °C/60% RH/48 days, in O. atropes extract
(OAE) and nanocapsules with O. atropes extract (NOAE). Subsequently, polyphenolic
and antioxidant characteristics were evaluated in control tortilla (TC; developed from nixta-
malized corn flour) and tortillas with nanocapsules (TN; developed from nixtamalized corn
flour with 3% NOAE) and the shelf life of the products at 41 °C/60% RH/48 days, which
were equivalent to 192 days at 21 °C. Finally, the stability of phenolic acids, flavonoids
and antioxidant activities by capturing DPPH® and ABTS™* radicals during the in vitro di-
gestion process were evaluated in OAE, NOAE, TC and TN.

In this research it was determined that, under optimized extraction conditions, the clad-
odes of O. ficus-indica and O. atropes did not present significant differences (p> 0.05) in
their polyphenolic and antioxidant content, however, 37.0% less temperature and 11.3%
less ethanol were needed for the extraction in O. atropes as compared to O. ficus-indica.
In addition, extracts from O. atropes had 0.920 mg GAE/g of phenolic acids, 8.619 mg
QE/g of flavonoids, and antioxidant activity of 0.160 mg GAE/g in DPPH" and 0.567 mg
GAE/g in ABTS™ were obtained. Therefore, the extract of O. atropes was used in the
following stages of dehydration, nanoencapsulation and incorporation in corn tortilla. De-
hydration by nano-spray did not affect the content of phenolic compounds or the antioxi-
dant activity of the extract of O. atropes. which presented values of 11.80 mg GAE/g of
phenolic acids and 22.26 mg QE/g of flavonoids, and % inhibition of the DPPH" radical of
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17.92% and ABTS'* of 54.08%, and kaempferol and isoramnetin glycosides were identi-
fied mainly by UPLC-Q/TOF-MS? and medioresinol lignan was identified for the first time
in this species of Opuntia spp. It was found that maltodextrin presented better properties
in the nanoencapsulation of the O. atropes extract and a Box Behnken 32 design allowed
identifying the nanoencapsulation treatment with the most suitable quality characteristics
and it was confirmed that nanoencapsulation protected some isomers of isoramnetin 3-
O-rhamnoside-7-O- (rhamnosyl-hexoside) and 4-O-glucoside of p-coumaric acid. Like-
wise, the nanocapsules with O. atropes extract showed higher activity of capturing the
*OH radical and greater stability of its bioactive components during storage compared to
the free O. atropes extract. The incorporation of nanocapsules with O. atropes extract in
the nixtamalized corn flour increased polyphenolic compounds and antioxidant activity of
the food, and nanoencapsulation was able to protect these compounds during tortilla mak-
ing. The shelf life of corn flour nixtamalized with nanocapsules was established at 144
days at 21 °C, since during the storage and elaboration of the tortilla the flavonoids con-
tinued to be preserved in 59.84%, which were equivalent to at concentrations greater than
14 mg EQ/100 g b.s. The in vitro digestion evaluation confirmed the protective effect of
nanocapsules (NOAE), phenolic acids increased by 19.5%, flavonoids by 41.81% and
antioxidant activity by capture of the radical ABTS™ by 19.17% after the duodenal diges-
tion with respect to the extract of O. atropes free (OAE). Likewise, the incorporation of
NOAE in tortilla (TN) increased the polyphenolic and antioxidant content after duodenal
digestion in vitro by 10.74 mg GAE/100 g b.s. of phenolic acids, 17.69 mg QE/100g b.s.
of flavonoids, 10.97% antioxidant activity in DPPH" and 31.44% antioxidant activity in
ABTS™, with respect to TC. Therefore, it was determined that it is feasible to incorporate
nanocapsules with extract of O. atropes in corn tortilla and thereby increase the number
of bioactive compounds, mainly flavonoids.

Key words: Opuntia ficus-indica, Opuntia atropes, bioactive compounds, favonoids,
functional food.



l.- INTRODUCCION

En México, se han identificado y utilizado numerosas plantas en la medicina popular
para prevenir y curar enfermedades cronicas, entre ellos, Opuntia spp., que incluye a los
frutos, tallos, semillas y cladodios, ya que exhiben diversos beneficios para la salud y un
alto potencial biotecnoldgico. Los cladodios de Opuntia spp. son una buena fuente de
fibras dietéticas, lo que contribuye a reducir el peso corporal (Hasani-Ranjbar et al., 2013;
Uebelhack et al., 2014; El-Mostafa et al., 2014), y los extractos de cladodios de Opuntia
spp. contienen compuestos polifendlicos como flavonoides y acidos fendlicos (Corral et
al., 2008; Guevara-Figueroa et al., 2010; Sanchez et al., 2014) que podrian ser respon-
sables del beneficio protector de las dietas enriquecidas con Opuntia spp. en enfermeda-
des cronicas, como la obesidad, donde la inflamacion y el estrés oxidativo juegan un pa-
pel importante (Diaz et al., 2017).

La obesidad es un problema de salud grave y de preocupacion mundial que no solo
reduce la esperanza de vida, sino que también se asocia con el desarrollo de muchas
enfermedades crénicas, como enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, hiperten-
sion, enfermedad del higado graso y cancer, con alrededor de 650 millones de personas
obesas en el mundo, se considera la quinta causa de riesgo de muerte (WHO, 2017,
WCRF/AICR, 2017; Reilly et al. 2018).

Es por ello que cobra una gran importancia la inclusion de polifenoles en concentra-
ciones adecuadas en la dieta, sin embargo, al ser moléculas sensibles a una gran varie-
dad de factores ambientales y de procesamiento, es necesario mejorar su estabilidad
para crear productos con una vida de anaquel prolongada. La encapsulacion via secado
por aspersion es una estrategia utilizada para abordar este problema, y con ello disminuir
la degradacién, mejorar solubilidad y disponibilidad de este tipo de compuestos bioactivos
(Ali et al., 2020; Assadpour y Jafari, 2019).

Los alimentos funcionales tienen el potencial de convertirse en el futuro de la preven-
cion primaria de muchas enfermedades cronicas (Scicchitano et al., 2014). Ademas, los
estudios epidemiol6gicos han demostrado que el consumo regular de alimentos de origen
vegetal se asocia con un menor riesgo de enfermedades crénicas relacionadas con el
estrés oxidativo (Dziki et al., 2014). Por lo tanto, la incorporacion de fitoquimicos y parti-
cularmente de polifenoles naturales en la formulacion de alimentos convencionales, co-
mo la tortilla de maiz, un producto de alto consumo por la poblacion mexicana, puede
mejorar sus potenciales beneficios para la salud y con ello contribuir en la prevencion y
disminucién de factores de riesgo que se asocian con el sobrepeso y la obesidad.

1.- NOPAL. Opuntia spp.

El nopal es un alimento endémico de México. Existen alrededor de 200 especies y 101
se encuentran en nuestro pais. El proceso de domesticacién del nopal comenzé hace
aproximadamente 8 mil afios y fue el alimento principal de los grupos chichimecas. El
territorio mexicano se considera el centro de mayor diversidad de cactus del continente,
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asi como el centro de diversidad. En la familia Cactaceae, el género Opuntia spp. pre-
senta caracteristicas morfolégicas y anatémicas que le permiten adaptarse a diferentes
condiciones ambientales, y al ser tan eficientes en el uso de agua crecen bien en am-
bientes aridos y semiaridos (Pareek et al., 2003; Griffith, 2004; Reyes-Aguero et al., 2005;
SIAP, 2014; SIAP, 2020).

1.1.- DESCRIPCION Y TAXONOMIA

Opuntia spp. es una planta suculenta, xerdfila, espinosa o sin espinas de multiples
propésitos (Griffith, 2004). Tiene diferentes partes, que incluyen flor, semilla, cladodios,
fruto con piel y pulpa. Opuntia spp. es el género mas importante econdémicamente, ya que
tiene un gran numero de especies que producen frutos y cladodios comestibles, también
conocidos como tallos, almohadillas, nopales o pencas (Santo-Ares et al., 2009; Guevara-
Figueroa et al., 2010; Arba et al., 2017). Anatdmicamente los cladodios de la planta de
Opuntia spp. son las partes espinosas o sin espinas en forma de paleta, oblongas (hasta
70-80 cm), gruesas Yy suculentas con diferentes anchos, poseen una epidermis cerosa
que repele el agua y son capaces de realizar fotosintesis y reproduccion asexual, pueden
tener pequefas cerdas (glochidia) con puas en las areolas (Heuzé y Tran, 2017). La ima-
gen del cultivo de Opuntia spp. (nopal verdura) se muestra en la Figura 1 (SADER, 2019).

Figura 1. Cultivo de Opuntia spp.

Opuntia ficus-indica (L.) Mill. es la especie del género Opuntia spp. mas cultivada, es-
tudiada y consumida a nivel mundial, sin embargo, hay otras especies de importancia
regional, que han sido menos estudiadas como Opuntia atropes Rose, que es una espe-
cie endémica de México (Bravo-Hollis, 1978), conocida como "nopal blanco" (Colunga-
Garcia et al., 1986; Reyes-Aglero y Rivera, 2011), y es una especie apreciada por sus
cladodios inmaduros o nopalitos (Lopez-Gutiérrez et al., 2015). En las Tablas 1 y 2 se
muestra la clasificacion taxonémica de Opuntia ficus-indica (L.) Mill y Opuntia atropes
Rose, respectivamente.
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Tabla 1. Clasificacion taxonémica Opuntia ficus-indica.

Nombre cientifico: Opuntia ficus-Indica L. Miller
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Cactaceae

Subfamilia: Opuntioideae

Género: Opuntia

Subgénero Platyopuntia

Especie Opuntia ficus-indica

(Guiggi 2008; Scheinvar, 1999).

Tabla 2. Clasificacion taxonémica Opuntia atropes.

Nombre cientifico: Opuntia atropes Rose
Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Género: Opuntia
Especie Opuntia atropes

(Arias, 2008).

1.2.- PRODUCCION

En México la principal produccion de nopalitos es generada de marzo a junio, donde
se concentra el 53.3% del volumen total nacional que asciende a 891 mil 821 toneladas,
sembradas en 12 mil 799 hectéreas, de las cuales se cosechan el 97.8%; de éstas, el
16% se utiliza para producir tallos de cactus como hortaliza, 22% como forraje y 62%
como fruta (tuna). A nivel nacional, los principales productores de este cultivo son Morelos
y Ciudad de México, quienes aportan el 70.4 % del volumen total de nopales; le siguen
en importancia, el Estado de México, con una participacién de 10.2 %, y Jalisco, con el
4.12 %. La mayor produccion de nopal se localiza en la zona centro de México. El tamafio
gue mas se comercializa de la hortaliza es entre 15 a 20 centimetros de largo, y con un
peso promedio de 100 gramos por pieza (Reyes-Aguero et al., 2005; SIAP, 2020).

Las caracteristicas geograficas adecuadas para la produccién de nopalitos son: altitud,
0 a 2,600 msnmm; lluvia, hasta 400 mm; temperatura, 18 a 26 °C; edafologia, suelos con
textura arenosa, arcillosa y alto contenido de sales y pH de 6.5-8.5 (SIAP, 2019).

3
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Los cultivares que pertenecen a Opuntia ficus-indica son los de mayor importancia
econOmica en el mundo. Su consumo como verdura en el mercado interno ronda los 6.4
kg per capita y existe una demanda creciente por €l en Estados Unidos y Canada, donde
el producto alcanza ventas equivalentes a 31 y 2.9 millones de délares, respectivamente
(SIAP, 2020).

1.3.- COMPOSICION NUTRICIONAL Y FITOQUIMICA

El componente principal de los cladodios de Opuntia spp. es el agua (80 a 95%), se-
guido de carbohidratos (3 a 7%), fibras (1 a 2%) y proteinas (0.5 a 1%). Sin embargo, la
composicién quimica de los cladodios se modifica segun la etapa de madurez, temporada
de cosecha, condiciones ambientales, tratamiento poscosecha y especie (Guevara-Fi-
gueroa et al., 2010; Contreras-Padilla et al., 2011; Hernandez-Urbiola et al., 2011).

Los cladodios de Opuntia spp. son conocidos por su alto contenido de fibra que incluye
pectina, lignina, mucilago, celulosa y hemicelulosa, que son beneficiosos para el meta-
bolismo de la glucosay los lipidos (Ayadi et al., 2009). Otros compuestos también se han
relacionado con sus propiedades saludables en humanos: minerales, polifenoles, vitami-
nas, acidos grasos poliinsaturados y aminoacidos (El-Mostafa et al., 2014).

Aunque existen diferencias en la composicion fitoquimica entre las especies de Opun-
tia spp. domesticadas y silvestres, se ha informado la presencia de compuestos antioxi-
dantes (flavonoides, acidos fendlicos, betaxantinas, betacianinas y alcaloides), pigmen-
tos (carotenoides, betalainas como indicaxantina) en todas las partes anatémicas de
Opuntia spp. incluidas semillas, raices, frutos, cladodios, etc. (Yasmeen et al., 2012; En-
nouri et al. 2014).

2.- POLIFENOLES

Los polifenoles son un grupo de metabolitos secundarios de las plantas y constituyen
un conjunto significativo de antioxidantes naturales que revelan simultdneamente nume-
rosas actividades biolégicas, como propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas y an-
tioxidantes (Kabera et al., 2014, Vyas, 2016; Luca et al., 2020; Myint et al., 2020).

2.1.- DEFINICION Y ESTRUCTURA

El término "fendlico™ o "polifenol” se definen quimicamente como sustancias que abar-
can un anillo aromatico que lleva uno o mas sustituyentes o grupos hidroxilo, con subpro-
ductos funcionales (ésteres, éteres metilicos, glucésidos, etc.), y sus estructuras molecu-
lares simples pueden diferir del polimero compuesto de alta masa molecular. El término
"fenol" se explica porque presenta un anillo de fenilo que tiene sustituyentes hidroxilo
simples o adicionales, mientras que "polifenol” se usa para expresar productos naturales
gue tienen por lo menos, anillos de fenilo dobles que llevan sustituyentes hidroxilo simples
o adicionales (Harborne, 1989; Balasundram et al., 2006; Ghasemzadeh y Jaafar, 2014).
La representacion de la estructura quimica de un fenol se muestra en la Figura 2.
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Benceno Fenol
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Figura 2. Representacion quimica de una estructura fendlica.

Los polifenoles van desde estructuras simples como los &cidos fendlicos hasta formas
complejas como los taninos. Al igual que todos los demés antioxidantes, la forma estruc-
tural del polifenol define su capacidad para eliminar los radicales libres. Lo mas impor-
tante es el grado de metoxilacion y el numero de grupos -OH. Ademas, la actividad anti-
oxidante esta estrechamente entre el atomo de H y el atomo de O, en el grupo hidroxilo
es menor que en los compuestos alifaticos, debido a que el grupo -OH esta unido al
sistema de anillo aromatico. Este fendmeno resulta del efecto de resonancia de los anillos
aromaticos (Yordi et al., 2012).

Los compuestos polifendlicos son antioxidantes importantes ya que los intermedios de
radicales fenoxi son relativamente estables debido a la resonancia y actian como termi-
nadores de la ruta de propagacion al reaccionar con otros radicales libres. Por otro lado,
los grupos hidroxilo fendlicos pueden donar un dtomo de hidrégeno o un electron a un
radical libre que confiere actividades de captacion de radicales. También amplian el sis-
tema aromatico conjugado para deslocalizar un electron desapareado, y algunos com-
puestos fendlicos con grupos dihidroxi pueden conjugar metales de transicion, evitando
la formacion de radicales libres inducidos por metales (Fernandez-Lopez et al., 2010).

2.2.- CLASIFICACION

Los polifenoles se pueden dividir en cinco grupos estructurales: flavonoides, acidos
fendlicos, estilbenos, taninos y lignanos que, a su vez, se componen de varios subgrupos,
y que se presentan en la Figura 3. De todas estas categorias, los flavonoides son el grupo
mas estudiado y muchos de ellos son los encargados de dar colores atractivos a frutos,
flores y hojas (Pandey y Rizvi, 2009).
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Figura 3. Polifenoles dietéticos; clasificacion y ejemplos.

2.3.- BIOSINTESIS

La biosintesis de los compuestos polifendlicos tiene lugar en la superficie del reticulo
endoplasmico (RE) en las células vegetales (Acosta-Estrada et al., 2014). La fenilalanina
y la tirosina son precursores de la biosintesis de diferentes clases de compuestos polife-
nélicos como acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas, ligninas y taninos. En
la biosintesis de los compuestos polifendlicos intervienen una gran variedad de enzimas
(Shahidi y Naczk, 2003). Por ejemplo, en la biosintesis de flavonoides, también conocida
como la via de la rama de flavonoides, la combinacion de tres moléculas de malonil coen-
zima A y p-cumaroil CoA, lleva a la formacion de naringenina chalcona con la ayuda de
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chalcona sintasa, seguida de la alteracion en flavonona por chalcona isomerasa. La flavo-
nona producida se convierte en diferentes clases de flavonoides individuales como fla-
vona, flavonol, flavononol, flavanona, isoflavona y antocianinas (Shahidi y Yeo, 2018).
Los compuestos polifendlicos sintetizados en el RE se transfieren a otros érganos diana
a través de proteinas transportadoras de membrana y vesiculas. Una gran proporcion de
los compuestos polifendlicos sintetizados se transfieren a la vacuola, en la que coexisten
con otros acidos organicos; aproximadamente el 80% de los compuestos polifendélicos se
localizan en la vacuola. Mientras tanto, algunos compuestos polifenélicos se transfieren
a la matriz de la pared celular y forman enlaces covalentes como éster, éter y enlaces C—
C con sustancias de la pared celular (p. €j., celulosa, pectina, arabinoxilano y proteinas
estructurales) (Shahidi y Yeo, 2018).

2.4.- METABOLISMO

Tras su consumo ciertos polifenoles estan presentes en forma de ésteres, glucosidos
o polimeros; y, en consecuencia, no pueden absorberse en su forma nativa. Inicialmente,
deben ser hidrolizados por las enzimas intestinales o por la microflora del colon antes de
su absorcién. Durante la absorcidn, los polifenoles se someten a varios procesos de con-
jugacion como metilacion, sulfatacion y/o glucuronidacion inicialmente en las células in-
testinales y luego en el higado (D Archivio et al., 2007). Los polifenoles no absorbidos se
biotransforman en una serie de metabolitos fendlicos de bajo peso molecular dentro del
intestino (Toméas-Barberan et al., 2016). Estos metabolitos pueden tener una mejor ab-
sorcion que sus precursores y pueden tener propiedades beneficiosas para la salud en
el sistema digestivo (efectos locales) y, después de ser absorbidos, en los tejidos y 6rga-
nos (efectos sistémicos). En la Figura 4 se presenta el esquema del metabolismo de los
polifenoles dietéticos (Cueva et al., 2017).

ESTOMAGO

polifenoles flﬂo'l\‘ﬂc“
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(TitestinD,
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Glicésidos — Agliconas
COLON

excresion urinaria

Figura 4. Metabolismo de polifenoles dietéticos.
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3.- POLIFENOLES EN Opuntia spp.

Informes cientificos han indicado que la presencia de moléculas naturales en Opuntia
spp. pueden tener un gran interés potencial en la salud humana y en la medicina (Alimi
et al., 2010; Valente et al., 2010; Morales et al., 2012). El género Opuntia spp. es rico en
compuestos antioxidantes como los flavonoides, &cidos fendlicos, betaxantina y betacia-
nina (Tesoriere et al., 2004). Y las diversas partes de la planta del cactus (pulpa, cascara,
semillas y cladodios) han revelado tener actividad antioxidante (Tounsi et al., 2011). Por
lo que la planta de Opuntia spp. es una fuente interesante de compuestos bioactivos
vegetales (Gaballah et al., 2016).

En los cladodios de Opuntia spp. se han identificado diferentes polifenoles, que inclu-
yen acidos fendlicos, como los acidos; galico, cumarico, 3,4-dihidroxibenzoico, 4-hidroxi-
benzoico, ferulico, salicilico, asi como flavonoides; isoquercetina, isoramnetina-3-O-glu-
cosido, nicotiflorin, rutina y narcisina (Gallegos-Infante et al., 2009; Valente et al., 2010;
Bensadon et al., 2010; Guevara-Figueroa et al., 2010). De los extractos de cladodios del
género Opuntia spp. se han aislado alcaloides, indicaxantina, neobetanina y varios flavo-
noides junto con abundantes polisacéridos (Valente et al., 2007), que han mostrado efec-
tos antidiabéticos y antiglicacion (Yang et al., 2008), ademas se ha mostrado capacidad
de eliminacién de radicales libres, por lo que confieren proteccion contra la oxidacion de
metales de transicion y la peroxidacion de lipidos (Zhou y Elias, 2013). También se ha
atribuido actividades antidiabéticas y antioxidantes a cantidades significativas de polisa-
caridos, asi como a lignanos, flavonoles y acidos fendlicos en los extractos de cladodios
(Rocchetti et al., 2018; Valente et al., 2010; Yang et al., 2008).

Evidencia de las investigaciones epidemiolégicas muestra que los flavonoides en la
dieta han recibido una mayor atencion debido a sus considerables beneficios en la pre-
vencion y el tratamiento de enfermedades como el cancer, la diabetes y las cardiovascu-
lares (Cerella et al., 2014; Georgiev, 2014, Xiao et al., 2015). La mayoria de los flavonoi-
des naturales son O-glucésidos y C-glucdsidos; los glucosidos de flavonoides mas abun-
dantes en las plantas del género Opuntia spp. son los glucésidos de flavona y flavonol
(Veitch y Grayer, 2011; Barreca et al., 2011; Xiao et al., 2014). Y se ha demostrado que
los restos de azucares en los flavonoides, su nimero y tipo, afectan su actividad bioldgica
y esté relacionada con diferencias en la biodisponibilidad (Antunes-Ricardo et al., 2015).
Estudios recientes sobre Opuntia ficus-indica (L.) Mill han demostrado que la isoramne-
tina y sus conjugados, poseen actividades antiinflamatorias, antioxidantes, hipoglucémi-
cas, hipolipidémicas y anticancerigenas (Keller et al., 2015; Antunes-Ricardo et al., 2015;
Rodriguez-Rodriguez et al., 2015).

4.- SOBREPESO Y OBESIDAD

La prevalencia mundial del sobrepeso y la obesidad en todo el mundo casi se ha tripli-
cado desde 1975, hasta el punto de que casi un tercio de la poblacion mundial esta ahora
clasificada con sobrepeso u obesidad (GBD, 2015; OMS, 2020). La obesidad afecta ne-
gativamente a casi todas las funciones fisiologicas del cuerpo y constituye una importante
amenaza para la salud publica. Aumenta el riesgo de desarrollar multiples enfermedades,
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como diabetes mellitus, cardiovasculares, varios tipos de canceres, entre otras, lo cual
tiene efectos negativos sobre la calidad de vida, la productividad laboral y los costos de
atencion meédica (Czernichow et al., 2011; Singh et al., 2013; Lauby-Secretan et al.,
2016). El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva
de grasa que puede perjudicar la salud. El indice de masa corporal (IMC) es un indice
simple de peso para la altura que se usa comunmente para clasificar el sobrepeso y la
obesidad en adultos. Se define como el peso de una persona en kilogramos dividido por
el cuadrado de su altura en metros (kg/m?). Para los adultos, la OMS define el sobrepeso
y la obesidad de la siguiente manera: el sobrepeso es un IMC mayor o igual a 25; y la
obesidad es un IMC mayor o igual a 30. ElI IMC proporciona la medida poblacional mas
atil del sobrepeso y la obesidad, ya que es la misma para ambos sexos y para todas las
edades de los adultos (OMS, 2020).

4.1.- FISIOPATOLOGIA DE LA OBESIDAD

El tejido adiposo, que antes se consideraba un depdsito de almacenamiento, ahora se
reconoce como un érgano endocrino. Los adipocitos sintetizan una serie de hormonas o
moléculas activas llamadas adipocinas (Parto et al., 2016; Carbone et al., 2017), que
tienen efectos antiinflamatorios y juegan un papel critico en la integracién del metabo-
lismo sistémico con la funcién inmunolégica (Mancuso, 2016). Sin embargo, el tejido adi-
poso también produce citocinas proinflamatorias, como la interleucina-1b, el factor de
necrosis tumoral a e interleucina 18. Con el aumento de la adiposidad, la hiperplasia de
adipocitos es impulsada principalmente por el reclutamiento de progenitores adipogéni-
cos y factores de crecimiento, como el factor de crecimiento similar a la insulina-1, el
factor de necrosis tumoral-a, la angiotensina Il y el factor estimulante de colonias de ma-
crofagos. Los adipocitos sufren apoptosis, necrosis celular y fibrosis, que ademas indu-
cen un estado proinflamatorio sistémico de bajo grado y disfuncion del tejido adiposo.
Una vez que se inicia la respuesta inflamatoria, se intensifica por el reclutamiento de
macrdéfagos al tejido adiposo, lo que lleva a resistencia a la insulina, también se producen
citocinas proinflamatorias, 6xido nitrico sintasa inducible, especies reactivas de oxigeno
e intermediarios de nitrGgeno que se cree que promueven la resistencia a insulina que
conduce a sindrome metabdlico y diabetes mellitus (Parto y Lavie et al., 2017).

4.2.- LA OBESIDAD Y SU RELACION CON EL ESTRES OXIDATIVO

La inflamacion del tejido adiposo genera estrés oxidativo, y el estrés oxidativo puede
contribuir al establecimiento de un ciclo que favorece el aumento de la inflamacion en el
tejido adiposo (Romero-Martinez et al., 2017). El estrés oxidativo se produce por el des-
equilibrio entre la produccién de radicales libres y antioxidantes en el organismo (Liguori
et al., 2018). Los radicales libres se generan durante la funcion normal del sistema inmu-
nolégico y del proceso metabdlico (Keshari et al., 2015). La oxidacion celular forma las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) en muchos organismos Vivos,
las ROS mas comunes incluyen el anién superéxido (02), el peréxido de hidrogeno
(H2032), el peroxilo (ROO") y el hidroxilo (OH") y los radicales libres derivados del nitrogeno
son el 6xido nitrico (NO®) y el anion de peroxinitrito (ONOQ") (Pavithra y Vadivukkarasi,
2015).
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Los efectos beneficiosos de ROS/RNS tienden a ocurrir en concentraciones bajas a
moderadas e implican su participacion en diversas funciones fisiologicas y en numerosas
vias de sefializacion celular (Wu et al., 2015). Los efectos nocivos de los radicales libres
ocurren en los sistemas bioldgicos cuando hay una sobreproduccion de ROS y RNS
(Schinella et al., 2002). Cuando esto ocurre las células son protegidas por enzimas anti-
oxidantes (por ejemplo, Cu/Zn-superoxido dismutasa (SOD), manganeso superoxido dis-
mutasa (MnSOD), SOD de células endoteliales, glutation peroxidasa (GPX) y catalasa y
otras sustancias antioxidantes (por ejemplo, vitamina C, vitamina E, y glutation). Sin em-
bargo, cuando la generacién de ROS y / o RNS sobrepasa la capacidad antioxidante, la
acumulacion resultante se conoce como estrés oxidativo, y contribuye al desarrollo de
muchas condiciones patologicas (Matsuda y Shimomura., 2013). Un exceso de ROS in-
duce la peroxidacion de lipidos, lo que resulta en la desestabilizacion y desintegracion de
las membranas celulares o en la oxidacion de otros componentes celulares como el ADN
y las proteinas (Gaschler y Stockwell, 2017), por lo que varias enfermedades y condicio-
nes de salud en los seres humanos estan relacionadas con el estrés oxidativo; como la
resistencia a la insulina, diabetes, enfermedades cardiovasculares, trastornos neurode-
generativos, envejecimiento, y cancer, entre otras enfermedades no transmisibles (Miller
y O’Callaghan, 2015; El-Hawary et al., 2020).

5.-EFECTO DE POLIFENOLES DE Opuntia spp. EN LA
OBESIDAD

Los extractos de Opuntia spp. se podrian utilizar como ingrediente alimentario para
disminuir la cantidad de ROS, atenuando la inflamacién y el estrés oxidativo asociados a
la obesidad (Stintzing y Carle, 2005; Wang et al., 2014). Varios informes han descrito el
efecto de los extractos de Opuntia spp. en la reduccion de la obesidad, la inflamacién y
la produccion de lipidos (Rodriguez-Rodriguez et al. 2015; Garoby-Salom et al., 2016).
Estos efectos se han atribuido a su contenido de compuestos antioxidantes como el &cido
clorogénico, glucésidos de isorhamnetina, quercetina-3-O-xilosil-ramnosilglucésido,
quercetina, (+) - dihidroquercetina, quercetina-3-metil éter, kaempferol 3-O- (ramnosil-
glucdsido) -7-O-ramnésido, kaempferol 3 -O-arabinofuranésido, kaempferol 3-arobinobio-
sido-7- arabinofurandsido y el acido eucémico que son algunos de los antioxidantes iden-
tificados en las especies de Opuntia spp. (Santos-Zea et al. 2011; Astello-Garcia et al.
2015). Andreu et al. (2018) mostraron que la actividad antioxidante de compuestos fené-
licos Opuntia ficus-indica (L.) Mill desempefiaron un papel importante contra el estrés
oxidativo. Asi mismo, investigaciones anteriores demostraron que el consumo de un ex-
tracto de isoramnetina purificado de Opuntia ficus-indica produjo una disminucién del
peso corporal y del colesterol total en ratones con obesidad inducida por la dieta (Rodri-
guez-Rodriguez et al., 2015). Opuntia spp. contiene flavonoides como kampferol o iso-
ramnetina que pueden suprimir la acumulacion de lipidos o inhibir la adipogénesis me-
diante la regulacion de genes adipogénicos (Lee et al., 2015), ademas estos compuestos
son capaces de retrasar los efectos prooxidantes en proteinas, ADN vy lipidos mediante
la generacion de radicales estables (Osuna-Martinez et al., 2014), siendo utiles en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y cancer.
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6.- EXTRACCION DE POLIFENOLES

Los compuestos polifenélicos y otros compuestos antioxidantes se han vuelto mas im-
portantes econOmicamente a medida que se usan cada vez mas en las industrias alimen-
taria y nutracéutica (Marqués et al., 2013). Estos se pueden agrupar en compuestos so-
lubles en agua (&cidos fendlicos, flavonoides, fenilpropanoides y quinonas) y compuestos
insolubles en agua (taninos condensados, ligninas y acidos hidroxicinamicos unidos a la
pared celular). Esta clasificacion es significativa debido a la composicion nutricional o a
los componentes, ya que su solubilidad y digestibilidad son necesarias para una utiliza-
cion eficaz dentro del tracto gastrointestinal y algunas operaciones fisiologicas. Cuando
los compuestos fendlicos son insolubles, no se pueden digerir, y se eliminaran total o
parcialmente en las heces, mientras que los compuestos solubles pueden absorberse a
través de los intestinos hacia el torrente sanguineo como metabolitos (Acosta-Estrada et
al., 2014).

Para lograr procesos de separacion, asi como la identificacion y caracterizacion de los
compuestos bioactivos, los materiales vegetales deben primero someterse a un proceso
de extraccion (Gligor et al., 2019). La eficacia de cualquier proceso de extraccion depende
principalmente de los disolventes, que se seleccionan de acuerdo con la polaridad del
compuesto bioactivo deseado. Otros factores que también deben tenerse en cuenta son
la afinidad molecular entre el solvente y el soluto, los procesos de transferencia de masa,
las mezclas de codisolventes, las leyes ambientales, la toxicidad humana y la viabilidad
financiera. El método de extraccion "ideal" debe proporcionar altas tasas de extraccion,
no debe ser destructivo y debe ahorrar tiempo (Rombaut et al., 2014). Ademas, segun
los requisitos ambientales y el impacto econdmico, la industria alimentaria y nutracéutica
prefiere la extraccion y el procesamiento en verde para garantizar un extracto o producto
seguro y de alta calidad (Chemat et al., 2012).

6.1.- METODOS DE EXTRACCION

Las técnicas de extraccion mas utilizadas incluyen extraccién Soxhlet, maceracion,
extraccién asistida por ultrasonido, extraccion asistida por microondas, extraccion de flui-
dos supercriticos, descarga eléctrica de alto voltaje, extraccién de campo eléctrico por
pulsos y extraccion asistida por enzimas (Pasrija y Anandharamakrishnan, 2015; Luo et
al., 2018).

En las industrias alimentarias se siguen empleando tecnologias convencionales para
la extraccion de compuestos polifendlicos a gran escala, tales como la extraccién con
disolvente (liquido-liquido y sélido-liquido) mediante la asistencia de factores externos
(por ejemplo, agitacion mecéanica, o sistemas de calentamiento). La maceracion es uno
de los métodos convencionales de referencia para la extraccion de compuestos polifené-
licos (Cuiji¢ et al., 2016), debido a su operacion mas simple, facilidad de mantenimiento y
la baja inversién de capital requerida para la implementacion inicial del sistema de extrac-
cion (Roohinejad et al., 2016; Zhu et al., 2017). La extraccion convencional se refiere a la
recuperacion de compuestos de alto valor agregado a partir de matrices vegetales utili-
zando solventes convencionales con o sin tratamiento térmico. En un procedimiento ex-
perimental tipico, las matrices de plantas se homogeneizan inicialmente y se sumergen
en un disolvente o mezcla de disolventes, a menudo bajo una agitacion constante, por lo
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gue las moléculas deseadas se extraen en funcion de los fenomenos de difusion y trans-
ferencia de masa (Poojary y Passamonti, 2015).

6.2.- FACTORES QUE AFECTAN LA EXTRACCION DE POLIFENOLES

6.2.1.- SOLVENTES

La cantidad de compuestos polifendlicos a extraer dependera de la polaridad del sol-
vente y generalmente aumenta en el orden de metanol> etanol> acetato de etilo> ace-
tona> n-butanol> agua (Vetal et al. 2013). La Tabla 3 detalla varios solventes aplicados
para la extraccion de algunos polifenoles (Azmir et al., 2013).

Tabla 3. Solventes utilizados para la extraccion de varios compuestos polifendlicos.

Agua Etanol Metanol Cloroformo Acetona
Antocianinas Taninos Antocianinas Flavonoides Flavonoles
Taninos Acidos Flavonas
fendlicos
Flavonoles Taninos
Acidos
fenolicos

Las mezclas de alcoholes y agua han demostrado ser mas eficientes en la extrac-
cién de constituyentes fendlicos (Yilmaz y Toledo, 2006; Pinelo et al., 2006). Ammar et
al. (2015), mostraron gue los extractos metandlicos y acuosos resultaron mejores en tér-
minos de alta extraccién de compuestos fendlicos y actividad antioxidante en flores de O.
ficus-indica. Asi mimo, Guzman-Maldonado et al. (2010) extrajeron una mayor cantidad
de compuestos fenolicos del pericarpio del fruto de O. matudae utilizando metanol/agua
como solvente de extraccion.

6.2.2.- TIEMPO

La eficiencia de la extraccidbn aumenta con el incremento de la duracion de la extrac-
cién, en un cierto rango de tiempo. El aumento del tiempo no afectaré la extraccion des-
pués de que se alcance el equilibrio del soluto dentro y fuera del material sélido (Zhang,
2014). Varios investigadores han utilizado tiempos de extraccion bastante variables que
van desde unos pocos minutos hasta varias horas. Una extraccion mas prolongada no
siempre mejora la eficiencia de la extraccién, mientras que aumenta la posibilidad de
oxidacion de los fendlicos (Naczk y Shahidi., 2004).

6.2.3.- TEMPERATURA

El aumento de la temperatura mejora la eficiencia de la extraccion ya que el calor per-
mea las paredes celulares, incrementa la solubilidad y los coeficientes de difusion de los
compuestos a extraer y disminuye la viscosidad del solvente facilitando asi su paso a
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través de la masa sélida del sustrato. No obstante, una temperatura excesiva puede de-
gradar los compuestos fendlicos (Escribano-Bailon y Santos-Buelga., 2003). Un estudio
de optimizacion mostré que se obtiene mayor cantidad de flavonoides totales de la piel
de cladodios de O. milpa alta a una temperatura de extraccion de 90 °C usando etanol al
80% y una relacion de disolvente: materia prima de 25:1 (Cai et al., 2010).

7.- DESHIDRATACION DE POLIFENOLES

7.1.- SECADO CONVENCIONAL

Después de la extraccion acuosa en los extractos polifendlicos, el extracto debe ser
secado. El secado se utiliza para aumentar la estabilidad y la vida atil (Akbarian et al.,
2014), sin embargo, el proceso tradicional de secado puede dafiar la calidad causando
dafio oxidativo, color dorado, cambio en sabor y solubilidad. Durante el secado con aire
caliente, el polifenol puede tener una degradacidén enzimatica y no enzimatica (Abhay et
al., 2016). El secado con aire caliente da como resultado la ruptura de las paredes celu-
lares y la liberacién de polifenoles unidos. Al mismo tiempo, se liberan enzimas oxidativas
e hidroliticas que pueden degradar los compuestos fendlicos liberados (Papoutsis et al.,
2017; Salazar et al., 2018). El secado convencional con aire caliente por conveccion es
utilizado habitualmente por la industria alimentaria, aunque, el inconveniente por ese me-
todo es la disminucion del contenido de compuestos polifendlicos y de su actividad anti-
oxidante (Lewicki, 2006). Por lo tanto, para mantener la calidad de los polifenoles, el pro-
ceso de secado debe realizarse bajo un ambiente de baja temperatura o vacio (Wang et
al., 2009).

7.2.- SECADO POR ASPERSION

El secado por aspersién es una tecnologia de secado simple, rapida, reproducible y
escalable (Arpagaus y Schwartzbach, 2008), que permite condiciones de temperatura
suaves, adecuadas para compuestos bioactivos sensibles al calor y mantiene la calidad
de nutrientes, colores y sabores (Fazaeli, et al., 2012). Los pasos del proceso de secado
por aspersion son basicamente (1) calentamiento del gas de secado, (2) generaciéon de
gotas, (3) secado de las gotas y (4) recoleccién de particulas. Una forma de polvo secado
por aspersion ofrece mayor estabilidad, mejor proteccion del medio ambiente (por ejem-
plo, oxidacion, luz y temperatura), mas facil manejo y almacenamiento y redispersabilidad
en soluciones acuosas (Murugesan y Orsat, 2012; Okuyama et al., 2006). Los polvos
producidos son de alta calidad y por lo general tienen un bajo contenido de humedad y
actividad de agua, por lo que son resistentes a la degradacion microbioldgica y oxidativa
(Schmid, 2011; Shishir et al., 2018), lo que da como resultado una alta estabilidad en la
vida util (Anandharamakrishnan e Ishwarya, 2015).
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8.- NANOENCAPSULACION

Las ultimas aplicaciones de la nanotecnologia en la ciencia de los alimentos incluyen
el desarrollo de alimentos funcionales y compuestos alimentarios de tamafio nanome-
trico, la formacion de sistemas de suministro de compuestos bioactivos y las innovaciones
en el envasado de alimentos. Dentro de la nanotecnologia se incluye a la hanoencapsu-
lacion que tiene como objetivo mejorar las propiedades funcionales de los compuestos
bioactivos o transportarlos eficazmente a su destino (Handford et al., 2015; Ozogul et al.,
2017; Giosafatto et al., 2019). Los compuestos polifenélicos tienen importantes caracte-
risticas antioxidantes y antimicrobianas, pero son inestables y susceptibles a procesos
de degradacion, poco solubles y, en la mayoria de los casos, su biodisponibilidad es re-
lativamente baja (Esfanjani y Jafari., 2016). Por lo tanto, la incorporacion directa de com-
puestos polifendlicos de las plantas en los alimentos puede afectar significativamente sus
propiedades fisicoquimicas, estabilidad, solubilidad y biodisponibilidad (Acevedo-Fani et
al., 2017; Pesi¢ et al., 2019), por lo que es necesario protegerlos, y una de las técnicas
mas prometedoras para ello es la hanoencapsulacion.

8.1.- DEFINICION Y ESTRUCTURA

La encapsulacidén es una técnica comun para crear una membrana externa o recubri-
miento de un material sobre otro material, que se aplica para la proteccién y/o preserva-
cion de compuestos bioactivos, volatiles y susceptibles al deterioro bioquimico y térmico,
y también se utiliza para enmascarar sabores y aromas indeseables (Desai y Park, 2005;
Shishir, et al., 2018). Generalmente, el proceso nanoencapsulado da como resultado cap-
sulas con un tamafio menor a 1000 nm (Assadpour y Jafari, 2019).

La entrega de cualquier compuesto bioactivo a varios sitios dentro del cuerpo se ve
afectada por el tamafio de las particulas (Kawashima, 2001; Hughes, 2005). Por lo tanto,
la nanoencapsulacion tiene el potencial de mejorar la biodisponibilidad, mejorar la libera-
cion controlada y permitir una orientaciéon precisa de los compuestos bioactivos en mayor
medida que la microencapsulacion (Mozafari et al., 2006).

Los materiales encapsulados pueden ser sustancias puras o una mezcla, que también
se denominan material revestido, material del nucleo, activos, relleno, fase interna o
carga util. Por otro lado, los materiales de recubrimiento se conocen como material de
empaque, capsula, material de pared, pelicula, membrana, portador o capa exterior (Fang
y Bhandaria, 2010). Los materiales de recubrimiento generalmente estan hechos de po-
lisacaridos, gomas, proteinas, lipidos y polimeros sintéticos naturales o modificados (de
Souza-Simoes et al., 2017). La seleccion del material de recubrimiento depende de: la
naturaleza del material del ntcleo, proceso de encapsulacién y uso del producto.

La morfologia de la capsula resultante depende de la disposicién del material del nu-
cleo y del proceso de deposicion del material de recubrimiento, que se puede dividir en
mononucleares, polinucleares y matriciales. Las capsulas mononucleares tienen una cu-
bierta exterior alrededor del nucleo; las capsulas polinucleares tienen muchos nucleos
gue estan atrapados en una cubierta; las capsulas de matriz tienen el material del ntcleo
distribuido uniformemente dentro del material de la cubierta. Ademas, es posible tener
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una capsula mononuclear de multiples capas o una capsula con forma no esférica / forma
irregular (Kim et al., 2004). La Figura 5 presenta diferentes formas de cépsulas.
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Figura 5. Representacion de varias formas de las capsulas.

8.2.- TECNICAS DE NANOENCAPSULACION DE ALIMENTOS

Las tecnologias de nanoencapsulacion se clasifican en cinco grupos en funcién del
mecanismo o ingrediente principal utilizado para fabricar nanocapsulas en la industria
alimentaria. Incluyen técnicas basadas en lipidos, técnicas inspiradas en la naturaleza,
técnicas de equipamiento especializado, técnicas basadas en biopolimeros y otras técni-
cas diversas, como se muestra en la Figura 6.

15



Facultad de Quimico Farmacobiologia

Técnicas de nanoencapsulacion de alimentos
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Figura 6. Técnicas de nanoencapsulacion de los alimentos.

8.2.1.- SECADO POR NANOASPESION

El secado por nanoaspersion es una tecnologia en la que las propiedades del polvo
fabricado dependen de la correlaciéon e interdependencia de los paradmetros del proceso
y las variables de formulacién. La Figura 7 ilustra los principales parametros de proceso
ajustables y las variables de formulacion (Jafari, 2017).
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Figura 7. Secador por nanoaspersion (Jafari, 2017).

El secado por nanoaspersion es el método de encapsulacién mas popular en el sector
alimentario debido a sus numerosas ventajas, por ser de funcionamiento continuo y flexi-
ble. El secado por nanoaspersion se basa en la conversiéon de un estado fluido a un polvo
mediante un procesamiento continuo en el entorno de secado en caliente. Aumenta la
transferencia de calor y se aplica a productos industriales sensibles al calor porque per-
mite una distribucién uniforme del tamafio de las particulas y una rapida eliminacién del
agua (Jafari, 2017).

El Nano Spray Dryer B-90 es la nueva tecnologia desarrollada por Bichi para la na-
noencapsulacion de compuestos bioactivos, que de acuerdo con Li et al., (2010), Ngan
et al. (2014) y Blasi et al. (2010), y que proporciona resultados muy satisfactorios para la
formulacion de particulas submicronicas con rendimientos relativamente altos (70% a
90%) para pequefias cantidades de muestra (50 mg a 500 mg).

8.3.- NANOENCAPSULACION APLICADA A POLIFENOLES

La nanoencapsulacion puede prevenir la degradacion de compuestos polifenélicos de-
bido a sus efectos protectores contra el impacto negativo de la luz, el oxigeno y el pH, y
ayudar a mejorar la eficacia de los polifenoles en aplicaciones alimentarias y biomédicas,
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reducir su tendencia a causar astringencia dentro de la boca y puede proteger a los poli-
fenoles del metabolismo dentro del tracto gastrointestinal humano (Chawda et al., 2017),
también puede prevenir la interaccion entre los polifenoles y otros componentes de los
alimentos (Gomez-Estaca et al., 2012). Ademas, las nanoparticulas cargadas de polife-
noles se pueden utilizar para el desarrollo de nuevos tipos de alimentos funcionales, cuyo
consumo puede ayudar a prevenir enfermedades (Madureira et al., 2015).

Se pueden utilizar diferentes materiales de pared o nanoportadores para los compo-
nentes polifendlicos, que actuaran como barrera protectora; y se pueden dividir general-
mente en sistemas de administracion basados en polisacaridos y proteinas (Aguirre y
Borneo, 2019). Los polisacéridos como los almidones hidrolizados y los almidones emul-
sionantes se encuentran entre los materiales portadores mas comunes. Las maltodextri-
nas tienen una alta solubilidad en agua y se utilizan comunmente para encapsular polife-
noles mediante secado por nanoaspersion (Magsoudlou et al., 2020). Los materiales de
las paredes como la maltodextrina proporcionan propiedades no higroscépicas a los pol-
vos producidos a partir de ellos (Silva et al., 2013). Por lo tanto, se espera que los polvos
fendlicos encapsulados en estos materiales de pared permanezcan mas estables durante
el almacenamiento. Recientemente, se ha informado que los nanoportadores de polisa-
carido-proteina también son prometedores para la encapsulacién de polifenoles (Vene-
randa et al., 2018), debido a que los componentes activos se unen a la parte proteica del
nanoportador a través de enlaces de hidrogeno e interacciones hidrofébicas, mientras
gue los polisacaridos contribuyen a la prevencion de la degradacion enzimética de pro-
teinas en condiciones gastricas (Luo et al., 2015). Las proteinas de la leche y de la soya
son las proteinas mas utilizadas para la encapsulacion de polifenoles (Ma et al., 2014).
Se ha demostrado que con el uso de la tecnologia de secado por nanoaspersion y utili-
zando materiales de pared como la goma arabiga, la proteina de suero, el alcohol polivi-
nilico, el almidén modificado y la maltodextrina, pueden producir particulas submicrénicas
por debajo de la escala de 1 ym, con rendimientos desde el 43% para la maltodextrina
hasta el 94.5. % para almidén modificado (Li et al., 2010). Por otro lado, la maltrodextrina
ha mostrado una alta eficiencia de encapsulacion del 86.3%, para los polifenoles de la
grosella negra (Ribes nigrum L.) (Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk, 2011). Fang y
Bhandari (2011) reportaron que secaron el jugo de arayan mediante secado por asper-
sion con maltodextrinas y después de almacenarse a diferentes temperaturas y activida-
des de agua. La retencion del contenido polifenélico y antocianinas totales durante el
proceso de secado fue de aproximadamente 96% y 94%, respectivamente, lo que implic
que el secado por aspersion fue una buena técnica para secar polifenoles sensibles al
calor.

9.- OPTIMIZACION EN PROCESOS

El disefio experimental es una coleccidén de herramientas que se utilizan para estudiar
el comportamiento de un sistema, que implica planificar y realizar un conjunto de experi-
mentos para determinar los efectos de las variables experimentales en ese sistema. Uno
de los numerosos disefios experimentales para el modelado empirico es la metodologia
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de superficie de respuesta (MSR), que puede considerarse una técnica secuencial deci-
siva para desarrollar procesos punteros, mejorar el disefio y formulacion de nuevos pro-
ductos y mejorar su rendimiento (Hamzaoui et al., 2008; Kalavathy et al., 2009; Amini et
al., 2010; Bashir et al., 2010; Geyikgci et al., 2012).

Actualmente, la industria alimentaria busca mejorar tanto el rendimiento del sistema
como la eficiencia del proceso sin aumentar el costo y el tiempo, por lo que la MSR se
estd empleando para optimizar varios procesos (Chidambaram, 2016). La MSR es un
conjunto de técnicas estadisticas que permiten la optimizacion multivariable y el mode-
lado matematico de un proceso (Kalavathy et al., 2009) y permite tener una idea del grado
de influencia de cada parametro en la eficiencia del proceso y estudiar la interaccion entre
ellos mediante el establecimiento de un modelo matematico (funciones lineales, polino-
miales, cuadradas y otros) (Khafri et al., 2017). Al establecer una ecuacion modelo, la
MRS puede evaluar la relacion, asi como interacciones entre los multiples parametros
utilizando datos cuantitativos. Hay tres pasos en la implementacion de la MSR; (1) disefio
del experimento, es decir, Box Behnken o Disefio Central Compuesto (DCC); (2) analisis
estadistico y de regresion para desarrollar ecuaciones modelo que representen el mode-
lado de la superficie de respuesta; y (3) optimizacion de parametros/variables a través de
la ecuacion del modelo (Wang et al., 2012).

El disefio de Box-Behnken (BBD), es una herramienta de MSR, que ha sido amplia-
mente utilizado por los investigadores para la optimizacién de ensayos experimentales
(Bezerra et al., 2008). Es un disefio rotable o casi rotable que se distingue porque no
incluye como tratamientos a los vértices de la region experimental, se aplica cuando se
tienen 3 o mas factores y debido a que todos los puntos estan a la misma distancia del
centro, proporciona una estimacion de la varianza igual en todas las direcciones (Gutié-
rrez y de la Vara, 2008). El disefio de Box-Behnken es un disefio MSR, algo menos efi-
ciente que el disefio central compuesto, pero mas eficiente que el disefio factorial de tres
niveles, ya que permite una reduccién en el nimero de experimentos a realizar, lo que se
traduce en un menor consumo de reactivos y menor trabajo de laboratorio, desarrollo de
modelos matematicos que permitan evaluar la relevancia y significacién estadistica de
los efectos de los factores en estudio, asi como evaluar los efectos de interaccion entre
los factores (Ferreira et al., 2007).

10.- TORTILLA DE MAiz

Actualmente, la produccién total de maiz (Zea mays) es de alrededor de 832.5 millones
de toneladas métricas. Estados Unidos, Brasil, México, Argentina, India, Francia, Indone-
sia, Sudafrica e Italia representan el 79% de la producciéon mundial de maiz. En México
el 60-70% de la produccién de maiz se utiliza como alimento para el ganado, y el 30-40%
restante se utiliza para la produccion de alimentos para el consumo humano (Gwirtz y
Garcia-Casal, 2014).

El maiz que se produce en el pais en condiciones industriales se distribuye principal-
mente en las zonas urbanas, donde se consume principalmente en forma de tortilla. Mé-
xico es el principal consumidor de tortilla en el mundo, con un consumo anual cercano a
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los 11 millones de toneladas de maiz, lo que representa un consumo per capita de 79.5
kg de tortillas en el area rural y 56.7 kg en el area urbana (CEDRSSA, 2014). Sin em-
bargo, las tortillas también tienen un papel importante en la dieta de personas de Cen-
troameérica, y en Estados Unidos debido a la conciencia de sus beneficios para la salud
(Gonzélez-Ortega et al., 2017).

Para la produccion de tortillas y otros productos, el maiz debe procesarse mediante un
pretratamiento alcalino denominado proceso de nixtamalizacion, este es un procedi-
miento desarrollado y aplicado por las civilizaciones indigenas mesoamericanas (como
la azteca y la maya) (Serna-Saldivar et al., 2015) y que todavia se utiliza en la actualidad.
La coccidn alcalina de granos de maiz tradicionalmente se hace con cal, que se compone
principalmente de Ca(OH)z. En la nixtamalizacion tradicional, los granos de maiz se cue-
cen en agua con cal y luego se dejan reposar a temperatura ambiente, lo que general-
mente se lleva a cabo durante la noche. Durante la nixtamalizacion, el pH elevado y la
temperatura elevada facilitan el ablandamiento del endospermo vy la liberacion del peri-
carpio. Después de remojar, se retira el liquido de coccion y remojo, el llamado nejayote.
Luego, los granos cocidos alcalinamente (nixtamal) se lavan con agua para eliminar el
exceso de cal, asi como parte del pericarpio suelto. La capa de aleurona, es decir, la capa
mas externa del endospermo que es rica en proteinas y vitamina B1-3, permanece ad-
herida al endospermo con almidén. La capa de aleurona también contribuye a la reduc-
cién de las pérdidas de proteinas y almidon durante la coccién, remojo y lavado (San-
tiago-Ramos et al., 2018). Después del lavado, el nixtamal se muele en piedra con la
adicion de agua para formar la masa. Pequefias porciones de masa se forman en bolas
gue se aplanan en discos delgados. Las tortillas asi formadas se cosen en un plato ca-
liente. Las tortillas de mesa son relativamente econdémicas y son la fuente mas importante
de proteinas, calcio, fibra y energia (de la Parra et al., 2007; Palacios-Fonseca et al.,
2009), ademas contienen cantidades importantes de varios nutracéuticos conocidos
como fibra dietética insoluble y soluble, fendlicos, carotenoides, fitoesteroles y lipidos po-
lares y apolares. El principal compuesto fendlico es el acido ferulico, reconocido como
antioxidante, antiinflamatorio y anticancerigeno (Serna-Saldivar et al., 2015).

10.1.- ALIMENTOS FUNCIONALES

Hoy en dia, los alimentos no solo estan destinados a proporcionar los nutrientes nece-
sarios, sino también compuestos bioactivos que mejoren el bienestar fisico y mental y
que prevengan enfermedades crénicas o aquellas relacionadas con la nutricién, por lo
gue en el sector alimentario se han comenzado a desarrollar una amplia gama de pro-
ductos enriquecidos con ingredientes bioactivos, como fibras dietéticas, antioxidantes y
compuestos polifendlicos (Siro et al., 2008; Gomez y Martinez, 2018; Spina et al., 2019).
A este tipo de productos se les conoce como alimentos funcionales. El término “alimentos
funcionales” se utilizé por primera vez en Japon en la década de 1980. Recientemente
Granato et al. (2017) definieron los alimentos funcionales como alimentos procesados
industrialmente o naturales que, cuando se consumen regularmente dentro de una dieta
diversa en niveles eficaces, tienen efectos potencialmente positivos en la salud mas alla
de la nutricion bésica.

20



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2021

Los extractos de cladodios de Opuntia spp. han mostrado que son buenos candidatos
para el desarrollo de nuevos alimentos saludables, debido a su alto contenido en com-
puestos biofuncionales (poli) fendlicos como los flavonoides (Kim et al., 2014; Serra et
al., 2013), debido a su actividad antioxidante y la capacidad de mejorar biomarcadores
asociados con el sindorme metabdlico (Heinrich et al., 2014). Su consumo se ha asociado
con la prevencion en el desarrollo de enfermedades crénicas y como promotor para una
mejor salud, calidad de vida y longevidad (Diaz et al., 2017). Debido a la popularidad de
las tortillas en nuestro pais, este alimento es una opcién viable para la incorporacion del
nanocapsulas con polifenoles del género Opuntia spp. e incrementar la cantidad de com-
puestos bioactivos de este alimento, por o que su consumo regular podria tener un efecto
potencial en la prevencion o disminucion de los desequilibrios metabdlicos asociados al
sobrepeso u obesidad.
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II.- JUSTIFICACION

El nopal es fuente de compuestos polifendlicos con potencial antioxidante, la incorpo-
racion de estos compuestos en la alimentacion humana podria ayudar a prevenir y/o re-
vertir desajustes metabdlicos relacionados con el estrés oxidativo. Estudios han sugerido
que la obesidad se acomparfa de un estado de estrés oxidativo cronico y se ha encon-
trado correlacion positiva entre la baja ingesta de antioxidantes y la obesidad (Garcia-
Garcia et al., 2008; Torres et al., 2015), asi mismo, esta enfermedad es el principal pro-
blema de salud publica a nivel mundial, siendo México el pais mas afectado, donde el
75.2 % de la poblacion presenta algun grado de sobrepeso u obesidad, de acuerdo con
la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion del 2018-19 (Shamah-Levy et al., 2020). La
obesidad a su vez aumenta tres veces el riesgo de padecer diabetes, dislipidemias y
resistencia insulinica, ademas se presentar mortalidad prematura o reducir la calidad de
vida. Por lo que el objetivo del presente estudio fue evaluar las propiedades antioxidantes
de compuestos polifendlicos de un extracto de Opuntia spp. a través del proceso de na-
noencapsulaciéon, almacenamiento, digestion in vitro y en su incorporacion en tortilla de
maiz, con lo cual se desarroll6 un alimento con moléculas activas del tipo fendlico, pro-
venientes de nanocapsulas con extracto de Opuntia spp. que podrian prevenir o com-
plementar dietas dirigidas contra el sobrepeso u obesidad y asi contribuir en mejorar la
calidad de la alimentacién en la poblacion mexicana.

.- HIPOTESIS

La nanoencapsulacion protege a los compuestos polifendlicos y antioxidantes prove-
nientes de Opuntia spp. durante el almacenamiento, digestion in vitro y en su incorpora-
cion en tortilla de maiz
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IV.- OBJETIVO GENERAL

Evaluacion de las propiedades antioxidantes de compuestos polifendlicos de un ex-
tracto de Opuntia spp. a través del proceso de nanoencapsulacion, almacenamiento, di-
gestién in vitro y en su incorporacion en tortilla de maiz.

1.- OBJETIVOS PARTICULARES

= Establecer las condiciones éptimas de extraccién de compuestos polifenélicos
de Opuntia ficus-indica y Opuntia atropes.

& Estudiar a los compuestos polifendlicos presentes en los extractos de Opuntia
ficus-indica y Opuntia atropes.

# Investigar el efecto de diferentes parametros en la encapsulacion de un extracto
de Opuntia spp. via secado por hanoaspersion.

& Evaluar la estabilidad del extracto de Opuntia spp. hanoencapsulado durante el
almacenamiento, digestion in vitro, y en su incorporacién en tortilla.
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V.-MATERIALES Y METODOS

1.- MUESTRAS

Se obtuvieron cladodios jévenes de Opuntia ficus-indica y Opuntia atropes en Ziracua-
retiro, Michoacan, México. Las especies de Opuntia spp. fueron identificadas consultando
al herbario de la Facultad de Biologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo (Morelia, México).

2.- EXTRACCION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS

2.1.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS

De forma separada los cladodios de O. ficus-indica y O. atropes con peso de 80 + 40
g se lavaron y desinfectaron, y se les quitaron las espinas. A continuacion, los cladodios
se cortaron en trozos de 1 x 1 cm y se deshidrataron a 50 °C durante 48 h en un horno
(Ecoshel®, México). Las muestras deshidratadas de cada especie de nopal se trituraron
de manera separada utilizando una licuadora Oster® (Newell Brands, México) y se pasa-
ron por un tamiz (#60) para obtener harina con un tamafio de particula <260 pm para
cada especie de nopal.

A continuacion, se obtuvieron los extractos antioxidantes para O. ficus-indica y para O.
atropes utilizando la relacion harina de cladodio: disolvente de 1:10 p/v (3 g de harina de
cladodio en 30 mL de disolvente, etanol). Se aplicé un disefio de Box-Behnken de tres
variables con tres niveles cada una para estudiar la influencia de la concentracion de
etanol (70, 83 y 96%), la temperatura (24, 50y 76 °C) y el tiempo (30, 75y 120 min) en
la extraccion. Estas condiciones se basaron en experimentos desarrollados previamente
por Cai et al. (2010) y Aguirre et al. (2013). Cada tratamiento se agité en un bafio de agua
(Julabo SW22®, Alemania) a 100 rpm. Se obtuvieron 17 corridas experimentales que
incluyeron 5 repeticiones en el punto central. Los extractos se centrifugaron a 3,087 g/10
min, se filtraron al vacio a través de papel de filtro Whatman para obtener un tamafio de
particula de <2.5 um y se colocaron en tubos Falcon oscuros para la posterior determi-
nacion de acidos fendlicos, flavonoides y actividades antioxidantes por captura de radi-
cales DPPH'y ABTS™.

2.1.1.- DETERMINACION DE ACIDOS FENOLICOS O FENOLES TOTALES

Los acidos fendlicos se analizaron utilizando el método de Folin-Ciocalteu, como lo
describieron Makkar, et al. (1993), con modificaciones menores sugeridas por Trevifio et
al. (2017). Se afadi6é una alicuota de 250 uL del extracto a 250 uL de reactivo Folin-
Ciocalteu (2 N) y 250 uL de Na2COs al 20%, se agitd y se incubd a 40°C durante 30 min.
Se afiadié agua destilada (2 mL) y se agité la mezcla. Las muestras se leyeron a una
absorbancia de 750 nm en un espectrofotémetro (VELAB®, USA). Se utilizé acido galico
como estandar. Los resultados se expresaron como equivalentes de acido gélico (mg
EAG).
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2.1.2.- DETERMINACION DE FLAVONOIDES TOTALES

Los flavonoides totales se evaluaron siguiendo el método propuesto por Liu et al.
(2002). Se mezclé una alicuota de 150 yL de cada muestra y 150 yL de NaNO: al 5%.
Luego, se agregaron 150 uL de AICIz al 10% y 1 mL de NaOH 0.1 M y se agitaron. Las
muestras se leyeron a una absorbancia de 510 nm en un espectrofotémetro VELAB®. Se
uso quercetina como estandar. Los resultados se expresaron como equivalentes de quer-
cetina (mg EQ).

2.1.3.- ENSAYO ANTIOXIDANTE DPPH*

La captacion de radicales DPPH" se determind segun lo descrito por Randhir y Shetty
(2007), y con las modificaciones propuestas por Trevifio et al. (2017). Se mezclaron 50
ML de cada muestra con 2.95 mL de solucion DPPH® 60 uM (DPPH* + metanol), para
obtener un volumen total de 3 mL. Las muestras se homogeneizaron durante 10 seg y se
dejaron 30 min en la oscuridad. Finalmente, se leyeron a 517 nm de absorbancia en un
espectrofotometro VELAB®. Los resultados se expresaron como equivalentes de acido
galico (mg EAG) de acuerdo con la curva de calibracion preparada con el mismo patrén
o como el % de inhibicién del radical DPPH* de acuerdo con la siguiente férmula:

A.— A
% inhibicion = % * 100
C

Donde Ac fue la absorbancia del patron de referencia y Am la absorbancia de la muestra.

2.1.4.- ENSAYO ANTIOXIDANTE ABTS"*

La captacién de radicales ABTS™ se evalué de acuerdo con el método de Re et al.
(1999). Una solucion madre que contenia 2:1 v/iv de ABTS™ 7 mM y una solucion de
persulfato de potasio 2.45 mM, y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 16 h,
y posteriormente se ajustd con etanol hasta una absorbancia de 0.70 = 0.02 nm a 734
nm. Posteriormente, se mezclaron 15 yL de cada muestra con 1485 uL de la solucién
preparada de ABTS™. Después de 15 minutos, se midi6 la absorbancia a 734 nm (espec-
trofotometro VELAB®) y los resultados se expresaron como equivalentes de &cido galico
(mg EAG) de acuerdo con la curva de calibracion preparada con el mismo patréon o como
el % de inhibicién del radical ABTS™ de acuerdo con la siguiente formula:

% inhibicion = ACA—Am * 100

c

Donde Ac fue la absorbancia del patron de referencia y Am la absorbancia de la muestra.

En la Figura 8 se muestra el esquema que se realiz6 para la extracciébn de compuestos
polifendlicos en O. ficus indica y O. atropes.
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Opuntia ficus-indica deshidratada
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Figura 8. Extraccion de compuestos polifendlicos en O. ficus indica y O. atropes.

Una vez que se llevaron a cabo las determinaciones de compuestos polifendélicos y
actividad antioxidante para cada tratamiento de extraccion tanto para O. ficus-indica
como para O. atropes, se llevo a cabo una optimizacion en la extraccion de compuestos
polifendlicos y actividad antioxidante cada especie de nopal, y se selecciono a O. atropes
la cual fue la especie de nopal que presenté condiciones de extracciéon mas favorables
para obtencién de acidos fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante por captura de
radicales DPPH"y ABTS™.

Este extracto se utilizd posteriormente en las etapas de deshidratacion, nanoencapsu-
lacion e incorporacion en tortilla de maiz.

3.- DESHIDRATACI()N E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
POLIFENOLICOS DEL EXTRACTO DE O. atropes

3.1.- DESHIDRATACION DEL EXTRACTO DE O. atropes

Se elimino el etanol del extracto de O. atropes en un rotaevaporador (Science Med
RE100-Pro) a una temperatura de 40 °C con la aplicacion de vacio, y el extracto obtenido
se filtr6 nuevamente con papel de filtro Whatman No. 5 (tamafo de particula < 2.5 pm) y
se ajusto al 1% de sélidos totales. Este extracto acuoso se deshidratd por dos métodos:
en horno de secado a 50°C (Felisa®) y por nanoaspersion a 105 °C. Para la deshidrata-
cion en horno de secado, se colocaron 20 mL del extracto de O. atropes en una placa
Petri de vidrio y se colocaron en el horno (Felisa®) a 50 °C durante 24 h. El material
deshidratado se almacend en una botella &mbar dentro de un desecador y en refrigera-
cion hasta su posterior analisis. La deshidratacion por nanoaspersion se realizé en un
equipo Nano Spray Dryer Unit B-90® (Blichi, Suiza). Los parametros del proceso fueron
temperatura de entrada de 105 °C, flujo de gas de 110 L/min, vacio de 33 mbar, aspersion
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del 70% y tamafo de malla de 7 um. En los dos tratamientos se determiné el rendimiento
(%) de los extractos obtenidos en polvo.

La cuantificacion de acidos fendlicos (Makkar et al. 1993; Trevifio et al. 2017), flavo-
noides (Liu et al. 2002) y actividad antioxidante por captura del radical DPPH* (Randhir y
Shetty 2007; Trevifio et al., 2017) y ABTS™ (Re et al., 1999) se llevo a cabo en el extracto
de O. atropes antes del secado, en el extracto de O. atropes deshidratado en horno de
secado a 50 °C (EODH) y en el extracto de O. atropes deshidratado por nanoaspersion
(EODNA) como se muestra en la Figura 9.

o Deshidratacion en Condiciones de proceso: ™=

Extracto "horno de secado

Opuntia atropes Estufa Felisa ®

- 20 mL en caja Petri
- 50°C/24h

Deshidratacion por
__hanoaspersion

Condiciones de proceso:
- d’ < - Nano secador por aspersion
y ‘ B-90 ®

Cuantificacion:
* Rendimiento
+ Acidos fenélicos
+ Flavonoides

-Flujo de gas de 109+1 L/min
-Vacio de 33+1 mbar

-~ TRUPGHAA. dd elinda Capacidad antioxidante por

105°C %
i captura de radicales DPPH y
-Aspersion del 70% ABTS -+

-Velocidad de alimentacion del
extracto de 36 mL/h

-

Figura 9. Deshidratacion del extracto de O. atropes.

3.2.- IDENTIFICACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS POR
UPLC-Q/TOF-MS?

Para la identificacién de los compuestos polifendlicos del extracto de O. atropes obte-
nidos por EODH y EODNA, se preparé una solucion a 500 ppm con agua grado HPLC
para cada muestra, se filtré6 en papel Whatman con poro de 0.2 um y se coloco en los
viales de cromatografia de vidrio de 2 mL.

Para la evaluacion del perfil polifendlico se utilizé un cromatégrafo de liquidos de ultra
alta resolucion (UPLC) Acquity. La identificacion cualitativa de los polifenoles se realizo
con una columna analitica BEH PHENYL (2.1 mm x 100 mm, 1.7 ym, WATERS, Reino
Unido) operada a 40 °C. La separacion en gradiente se realiz6 para cada muestra utili-
zando una fase movil de disolvente A (agua con acido formico al 0.1% [v/v]) y disolvente
B (acetonitrilo al 100%) con un caudal constante de 0.3 mL por min. Las muestras se
inyectaron (3 yL) con un muestreador automatico en un tiempo de escaneo de 10 min.

El sistema UPLC se acopl6 a un espectrometro de masas Q-TOF ortogonal acelerado
Q-TOF (Q-TOF, WATERS, Reino Unido) equipado con una fuente de ionizacién por elec-
tropulverizacion (ESI). Se utilizé el detector PDA para registrar los cromatogramas. Cada
compuesto polifendlico se identifico de acuerdo con sus iones de fragmento de aglicona

e
27



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2021

caracteristicos. Mediante la interpretacion de sus patrones de fragmentacion y la inter-
pretacion de los espectros de masas que se obtuvieron, estos datos se compararon con
bases de datos como Phenol-Explorer y MassBank y con la informacion reportada por
otras investigaciones (Guevara-Figueroa et al., 2010; Santos- Zea et al., 2011; Astello-
Garcia et al., 2015; Melgar et al., 2017; Mena et al., 2018), ver Figura 10.

Solucién a 500 ppm con agua grado
HPLC

Anélisis de 2 muestras: UPLC-Q/TOF-MS?2 Espectros de masas se
v Extracto de O. atropes registraron en 10 minutos
deshidratado en horno de secado
v Extracto de O. atropes
deshidratado por nanoaspersion.

Figura 10. Identificacién por UPLC-Q/TOF-MS? de polifenoles en extractos de O. atropes.

4.- NANOENCAPSULACION DEL EXTRACTO DE O. atropes

4.1.- SELECCION DE MATERIAL DE PARED

Se evaluaron cinco formulaciones diferentes para ser utilizadas en el proceso de na-
noencapsulacién del extracto acuoso de O. atropes, que consideraron los siguientes ma-
teriales de pared: F1, maltodextrina; F2, aislado de proteina de soya; F3, aislado de pro-
teina de soya + maltodextrina (1/1); F4, caseinato de calcio; y F5, caseinato de calcio +
maltodextrina (1/1). En todos los tratamientos se utilizé una relacion de material de pa-
red/extracto de O. atropes (MP/E) de 2.5/1. El contenido de sélidos se ajusté al 1% en
las formulaciones F1, F4y F5,y en F2 y F3 se ajust6 al 0.5% por tener un tamafio de
particula mayor. Las soluciones se filtraron al vacio con papel de filtro Whatman No. 5
(<2.5 pum). La nanoencapsulacién se llevé a cabo en un Nano Spray Dryer B-90 (Blchi,
Suiza). Los parametros utilizados fueron malla de 7 um, temperatura de entrada a 105
°C, flujo de gas de 110 £ 1 L/min, vacio de 33 + 1 mbar y pulverizacion al 70%. La mor-
fologia y el tamafio de las nanocapsulas obtenidas se analizaron mediante Microscopia
Electronica de Barrido (MEB). Las muestras se metalizaron con cobre en condiciones de
vacio y se observaron en un microscopio electrénico de barrido JSM-7600F SEG-SEM
(JEOL Ltd. Reino Unido), como se muestra en la Figura 11.
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= MP/E=2.5/1
= Sdlidos totales

Formulaciones: 1% (F1, F4y F5)
0.5 % (F2y F3)

e

Seleccion del
material de pared

F1: M

F2: APS

F3: APS/M (1:1)

F4: CC

F5: CC/M (1:1)
—

M=maltodextrina

APS=aislado de
proteina de soya

CC=caseinato de
calcio s s
Nanocapsulacién __ Microscopia electronica
via secado por de barrido
nanoaspersion B-90 ®

—

Figura 11. Seleccién de material de pared para nanoencapsulacion.

4.2.- NANOENCAPSULACION USANDO MSR

Con base en los resultados obtenidos de las pruebas descritas en la seccion 4.1, la
maltodextrina fue el material de pared seleccionado para ser incluido en todos los trata-
mientos utilizados en los experimentos por Metodologia de Superficie de Respuesta
(MSR).

La combinacion de tres factores, con tres niveles cada uno, se considero en el disefio
experimental utilizado para nanoencapsular los extractos de la siguiente manera: la for-
mulacién MP/E (material de pared 6 maltodextrina/nucleo 6 extracto de O. atropes) fue:
1/1, 2.5/1,y 4/1, temperatura de 95, 105y 115 °C y aspersion de 40, 70 y 100%, utilizando
un disefo de superficie de respuesta Box Behnken, para obtener 17 corridas experimen-
tales que incluyeron 5 repeticiones en el punto central. Cada tratamiento se ajust6 al 1%
de solidos y se filtré al vacio con Whatman No. 5 (<2.5 um). Posteriormente, la solucion
de cada tratamiento se proceso por un Nano Spray Dryer B-90 (Biichi Labortechnik AG,
Flawil, Suiza), el flujo de gas se mantuvo a 110 + 1 L/min y el vacio fue de 33 £ 1 mbary
se utilizé una malla de 7 um. Las variables de respuesta fueron: rendimiento (%), veloci-
dad de alimentacién (mL/h), tamafio de particula evaluado en un analizador de nanopar-
ticulas SZ-100 (Horiba, Ltd., Japon), eficiencia de encapsulacion (Robert et al., 2010),
cuantificacion de acidos fenélicos (Makkar et al., 1993; Trevifio et al., 2017), flavonoides
(Liu et al., 2002) y actividad antioxidante por captura del radical DPPH* (Randhir y Shetty,
2007; Trevifo et al., 2017) y ABTS™ (Re et al., 1999), como se observa en la Figura 12.
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Parametros
= Rendimiento (%)
* Tamafio de particula (nm)

Nanoencapsulacion utilizando MSR = Velocidad de alimentacion (mL/h)

Formulacion Temp Aspersion = Eficiencia de encapsulacion (%)

(MP/E) (°C) (%) = Acidos fendlicos (mg EAG/g)
7 95 20 = Flavonoides (mg EQ/g)
2.5/1 105 70 * DPPH: (mg EAG/g)

41 115 100
« ABTS" (mg EAGIg)
Maltodextrina Extracto _

O. atropes

Nanoencapsulacion
via secado por
nanoaspersion B-90 ®

-
I?-E-

Figura 12. Nanoencapsulacion del extracto de O. atropes.

Analizador de nanoparticulas SZ-100

4.3.- DETERMINACION DEL PERFIL FENOLICO POR UPLC-ESI-
Q/TOF-MS?

Para la identificacion de compuestos polifenélicos presentes en las nanocapsulas, pri-
mero se llevé a cabo su ruptura, para lo cual 300 mg de nanocapsulas se mezclaron con
3 mL de una solucion de metanol: acido acético: agua (50: 8: 42), y se agitaron durante
1 min en un Vortex VXT-5 (Scientific, EE. UU.), posteriormente se colocaron 40 min en
bafio de ultrasonidos (CIVEQ 8892) y se centrifugaron a 3,087 g/10 min. El sobrenadante
se lavo 3 veces con 3 mL de una solucién de metanol: etanol (1:1) y se centrifugd a 3087
g/10 min después de cada lavado. El sobrenadante de los 3 lavados se colocd en un
horno a 50 °C para evaporar el disolvente, y luego se llevé a cabo una purificacion con
Amberlita XAD16N, para lo cual, se rehidraté el polvo que resulté del rompimiento de las
nanocapsulas a 3 mL, y se colocé 1 mL de este, en una pipeta Pasteur de vidrio que se
utilizé6 como columna de purificacion, esta se lavé 3 veces con 1 ml de agua destilada y
la recuperacion del extracto se llevo a cabo con 3 mL de etanol absoluto, y se deshidratd
a 50 °C/24 h. La muestra obtenida se prepard a 500 ppm con agua de calidad HPLC, se
filtré sobre papel con un poro de 0.2 um y se colocé en viales de vidrio de 2 mL, para la
evaluacion del perfil polifendlico. También se llevo acabo la identificacion de compuestos
polifendlicos en el extracto crudo de O. atropes deshidratado por nanoaspersion previa-
mente purificado con Amberlita XAD16N (se siguio6 el procedimiento de purificacion des-
crito anteriormente), y se prepard una solucion de 500 ppm con agua de calidad HPLC y
se filtr6 sobre papel Whatman con un poro de 0.2 um y se coloco en viales de vidrio de 2
mL, para su posterior andlisis del perfil polifendlico por UPLC-ESI-Q/TOF-MS? como se
describié en la seccién 3.2. La identificacion por UPLC-Q/TOF-MS? de compuestos poli-
fendlicos en nanocapsulas con extracto de O. atropes se ilustra en la Figura 13.
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Nanocapsulas
con extracto de
O. atropes

Extracto de
O. atropes
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Pre-tratamiento de ruptura
y eliminacion de
maitodextrina
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|

Purificacion del extracto de O. atropes
y de las nanocapsulas con pre- tratamiento

Solucién a 500 ppm con agua
grado HPLC

Analisis de 2 muestras:

- v Extracto de O. atropes
purificado

¥ Nanocapsulas con extracto
de O. atropes purificadas

Amberlita - B
XAD16N Purificacion

Espectros de masas se
registraron en 10 minutos

Figura 13. Identificacion por UPLC-Q/TOF-MS? de polifenoles en nanocapsulas y extracto
de O. atropes purificados.

5.- PRUEBAS ANTIOXIDANTES Y ESTABILIDAD EN EXTRACTO Y
NANOCAPSULAS DE O. atropes

Se realizaron pruebas antioxidantes ("OH y H202) y de estabilidad durante el almace-
namiento en el extracto de O. atropes deshidratado por nanoaspersion y en las nanocap-
sulas con el extracto de O. atropes. Las pruebas se efectuaron tomando en consideracion
la siguiente equivalencia: 3.5 g de nanocapsulas contenian 1 g de extracto de O. atropes,
por lo que 3.5 g de nanocapsulas fueron equivalentes a 1 g de extracto de O. atropes.

5.1.- PRUEBAS ANTIOXIDANTES

El extracto de O. atropes y las nanocapsulas se disolvieron en dimetilsulfoxido para la
prueba de captacién del radical hidroxilo y, en buffer de fosfatos para la prueba de cap-
tacion de perdxido de hidrogeno, y solo las nanocapsulas se sometieron a un proceso de
ruptura por 40 min en un bafo de ultrasonidos para llevar a cabo las determinaciones.

5.1.1.- ENSAYO DE CAPTACION DE RADICALES HIDROXILO (‘OH)

La actividad antirradical de los extractos contra radicales hidroxilos se determino de
por el método propuesto por Smirnoff y Cumbes (1989). Se afiadié 1 mL de la solucién
de extracto a diferentes concentraciones (que fueron entre 0.1 y 35 mg/mL), enseguida
se adicionaron 300 pL de FeSO4 (8 mM) y 250 pL de H202 (20 mM). La reaccidn se inicio
mediante la adicion de 1 mL de solucién de &cido salicilico (3 mM) y luego se incubd por

31




Facultad de Quimico Farmacobiologia 2021

30 min a 30 °C. Después, se agregaron 450 pL de agua destilada, y se midio la absor-
bancia a 510 nm. Se calculé la concentracién efectiva media (CEso).

5.1.2.- ENSAYO DE CAPTACION DE PEROXIDO DE HIDROGENO (Hz03)

La capacidad para eliminar especies reactivas de H202 se calcul6 siguiendo la técnica
descrita por Ruch et al. (1989). En los tubos de ensayo, se agregaron 1.7 mL de la solu-
cion del extracto (en concentraciones entre 0.1 y 35 mg/mL), y se adicionaron 300 pL de
solucion de H202 (40 mM), se homogeneizo y se mantuvo a 22 °C por 3 min. La absor-
bancia se midié a 230 nm. Se calcul6 la concentracién efectiva media (CEso).

5.2.- ESTABILIDAD DURANTE EL ALMACENAMIENTO

Se evaluo la estabilidad del extracto de O. atropes deshidratado por nanoaspersion y
de las nanocépsulas con extracto de O. atropes. Se empacaron 400 mg de cada producto
en viales Eppendorf y se protegieron de la luz, el estudio de estabilidad se llevé a cabo
en una camara climatica Ecoshel®, a temperatura de 41 + 1 °Cy 60 + 5 % de humedad
relativa (HR), para lo cual se colocaron 5 muestras de cada producto, y los muestreos
fueron realizados los dias 0, 12, 24, 36 y 48 dias.

Considerando que la temperatura ambiente estandar es de 21°C, una temperatura de
41°C tiene un Q10 de 2 unidades de manera teorica.

e A2l1°Celvalorde Q10=0 Temperatura ambiente estandar.
e A31°Celvalorde Q10=1
e A4l°Celvalorde Q10=2 1 dia=4dias (2)

Se evaluaron 48 dias a 41°C, equivalentes a 192 dias a 21°C (6.4 meses). En cada
muestreo a cada producto se evaluo por triplicado el contenido de &cidos fendlicos, flavo-
noides y actividad antioxidante por captura del radical DPPH"y ABTS™, y la eficiencia de
encapsulacién en porcentaje como se observa en la Figura 14.

Camara climatica Ecoshel®

» 41:1°Cy60+5%HR

Cuantificacion:

v Nanocéapsulas con extracto de O. . Eficiencia de er

+ Acidos fendlicos

» Flavonoides

. « Capacidad antioxidante por
Muestreos dias; 0, 12, 24, 36 y 48. captura de radicales DPPH

y ABTS*

lacion

P

atropes
v Extracto de O, atropes deshidratado

por nanoaspersion

Figura 14. Evaluacion de estabilidad durante almacenamiento.

32



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2021

6.- ELABORACION Y CARACTERIZACION DE TORTILLA DE MAIz
ADICIONADA CON NANOCAPSULAS CON O. atropes

6.1.- CALIDAD Y CARACTERIZACION DEL GRANO

Se utilizé grano de maiz blanco calidad nixtamalera PURP, SA de CV, proveniente de
Sinaloa, México. Se evaluaron algunos parametros, los cuales se describen a continua-
cion.

- Tamafo del grano. Se midi6 el largo, ancho y espesor del centro de 100 granos de

maiz tomados al azar con un vernier digital.

- Peso de 1000 granos. Se tomaron 1000 granos de maiz al azar y se pesaron en
una balanza analitica.

- Peso hectolitrico. Se siguio la técnica 55-10 de la AACC (2000). Se llen6 un reci-
piente de volumen conocido (1 L) con granos de maiz y se peso en balanza anali-
tica. Se relacion6 a un volumen de 100 L utilizando la siguiente férmula: Peso hec-
tolitrico= (Peso de granos de maiz) / (Volumen del recipiente) x100 (Método 55-10
de la AACC, 2000).

- Humedad. Se determin6 mediante el método 44-19 de la AACC (2000).

- pH. Se siguié el método oficial 02-52 de la AACC (2000).

- Indice de flotacion. En una solucién de nitrato de sodio (300 mL) ajustada a 1.250
g/mL de densidad se vertieron 100 granos libres de impurezas, separando los gra-
nos uno del otro por medio de un agitador de vidrio, se agitd y se esperd 1 min para
tomar lectura. El nUmero de granos que ascendieron a la superficie se usé como el
indice de flotacion (NMX-FF034/2 SCFI, 2003).

- Color. Se utilizé un colorimetro manual (BYK Gardner USA) y se determinaron los
parametros de luminosidad, croma o saturacion y el angulo hue.

6.1.1.- NIXTAMALIZACION TRADICIONAL (Zavala, 2015).

Se mezcld 1 kg de maiz con 3 L de agua potable y 10 g de hidréxido de calcio, y se
realizo la coccion en una estufa de gas por 35 min a 92 °C, a continuacion, se dejo reposar
a temperatura ambiente por 18 h y se decanto el nejayote. El grano de maiz nixtamalizado
se lavo con 3 L de agua potable para remover el exceso de hidroxido de calcio y de
pericarpio desprendido de los granos. El nixtamal se molié en molino de piedras (ARE-
NAS®), agregando el agua necesaria para que la masa presentara un contenido de hu-
medad de alrededor del 60%. La masa se deshidraté en un horno de secado (Ecoshel®)
a 50 °C/24 h, se molié en una licuadora (Oster®) y se pas6 por un tamiz No. 60 para
obtener harina nixtamalizada con tamano de particula <260 pm.

A partir de la harina nixtamalizada se elaboraron dos productos:

e Producto 1= Harina de maiz nixtamalizada control (HMC).

¢ Producto 2= Harina de maiz nixtamalizada con nanocapsulas (HMN) (97% de ha-
rina de maiz nixtamalizada control + 3 % nanocapsulas con extracto de O. atropes),
los productos se pueden observar en la Figura 15.
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Harina de maiz nixtamalizada Harina de maiz nixtamalizada +
control nanocapsulas

Figura 15. Productos; A) HMC y B) HMN.

6.2.- CARACTERIZACION DE LAS HARINAS

6.2.1.- ANALISIS BROMATOLOGICO

Se cuantific6 humedad, cenizas, proteina y extracto de etéreo por los métodos de
AACC (2000), y los hidratos de carbono se obtuvieron por diferencia, restando la suma
de la proteina, extracto etéreo y cenizas de 100.

6.2.2.- ANALISIS FISICOQUIMICO

Se determin6é pH (método 02-52 de la AACC, 2000), color con un colorimetro manual
(BYK Gardner, USA), actividad de agua (Aw) (LabSwift-aw NOVASINA®) y se cuantifica-
ron &cidos fendlicos, flavonoides, y actividad antioxidante por captura del radical DPPH®
y ABTS™.

6.2.3.- ANALISIS MICROBIOLOGICO

Se realizaron pruebas de mesofilos aerobios, coliformes totales, enterobacterias,
mohos y levaduras por duplicado. Se utilizaron Placas 3M™ Petrifilm™. Posteriormente,
se llevé a cabo la elaboracion de tortilla a partir de la harina de maiz nixtamalizada control
(HMC) y de la harina nixtamalizada con nanocapsulas (HMN).

6.3.- ELABORACION DE TORTILLAS DE MAIZ

Para la elaboracion de las tortillas se siguio el método descrito por Méndez-Albores et
al. (2004). La harina se rehidraté al 60%, y testales de masa de 30 + 1 g fueron compri-
midos con una maquina tortilladora (GONZALEZ®), para formar discos de 13.5 cm de
diametro y 1.2 mm de espesor. Estos discos se cocieron en un comal de hierro calentado
a fuego directo, el cual alcanzé una temperatura promedio de 250 °C. Cada tortilla se
cocio por 17 s en el primer lado; 55 s en el segundo lado y nuevamente se volte6 al primer
lado por 17 s.

Elaboracion de productos:

¢ Producto 3. Tortilla control (TC) (Producida a partir de HMC).
¢ Producto 4. Tortilla con nanocapsulas (TN) (Producida a partir de HMN).
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6.3.1.- EVALUACI(')N DE LAS PROPIEDADES DE CALIDAD DE LAS TORTILLAS
DE MAIZ

Rolabilidad. Se tomaron tres tortillas de cada tratamiento (TC y TN) después de 15 min
de haber sido elaboradas (45 °C), se enrollaran sobre un tubo de vidrio de 2 cm de dia-
metro y se cuantifico el grado de rompimiento utilizando una escala del 1 al 5, donde: 1
= no presenta ruptura; 2 = rompimiento del 25%; 3 = rompimiento del 50%; 4 = rompi-
miento del 75% y 5 = rompimiento completo.

Grado de inflado: Tres tortillas de cada tratamiento (TC y TN) se elaboraron y cocieron
en el comal por 17 s en la primera cara; 55 s en la segunda cara y nuevamente 17 s en
la primera cara. Se observo el tamafio de la ampolla formada y se evalu6 utilizando pun-
tajes del 1 al 3, donde: 1 = inflado entre 75 a 100%; 2 = inflado entre 25 a 75% y 3 =
inflado entre 0 y 25% (Cuevas-Martinez et al., 2010).

Pérdida de peso en la coccion: Tres tortillas de cada tratamiento (TC y TN) se pesaron
antes y después de la coccién para determinar la pérdida de peso.

Textura: Se evaluo tension y corte en tres tortillas de cada tratamiento (TC y TN). Para
la prueba de tensién se cortd una tira, en forma de probeta (“I”’), de la parte central de la
tortilla, evitando los bordes. Las dimensiones de la tira fueron 32 mm de largo x 16 mm
de ancho, y 1.2 mm de espesor. La prueba de tension se obtuvo utilizando el equipo CT3
Texture Analizar (Brokfield®), con la sonda TA-26. Este accesorio consistié en unas pin-
zas de retencion en las que se coloc la tira de tortilla y se sometio a tension hasta lograr
el rompimiento. De la curva resultante se obtuvo la fuerza maxima requerida (N). Las
condiciones de prueba fueron: velocidad 2 mm/s y una distancia de 15 mm. Para las
determinaciones de corte se utilizé el mismo equipo y sonda, pero se empled una cuchilla
plana y se utilizaron las mismas tiras de tortillas y se realiz6 el corte en la parte central
de la tortilla. Las condiciones para esta prueba fueron: velocidad 2 mm/s, distancia de
compresion 10 mm. Se registro la fuerza méaxima (N) requerida para el corte de la tortilla
(Arambula-Villa et al., 2001; Mauricio et al., 2004).

6.3.2.- CARACTERIZACION DE TORTILLA DE MAIiz

Se realizé un andlisis bromatolégico y fisicoquimico a cada tratamiento de tortilla (TC
y TN) cobmo se mencioné en la seccion de caracterizacion de harinas 6.2.1y 6.2.2.

6.4.- VIDA DE ANAQUEL ACELERADA
Se evallo en dos productos:

e Harina de maiz nixtamalizado control (HMC)
e Harina de maiz nixtamalizado con nanocépsulas (HMN)

Se empacaron 125 g de cada producto en bolsas trilaminadas al vacio, como se mues-
tra en la Figura 16, el estudio de estabilidad se llevd a cabo en una camara climatica
Ecoshel®, a temperatura de 41 + 1 °C y 60 + 5 % de humedad relativa (HR), para lo cual
se colocaron 5 muestras de cada producto, y los muestreos fueron realizados los dias O,
12, 24, 36 y 48 dias. Durante cada muestreo en cada producto se evalué por triplicado;

35



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2021

humedad, color, Aw, pH, contenido de acidos fendlicos, flavonoides y actividad antioxi-
dante por captura del radical DPPH" y ABTS'*. Adicionalmente en cada muestreo se hi-
drato por separado tanto la harina de maiz nixtamalizada control (HMC) como la harina
de maiz nixtamalizada con nanocapsulas (HMN) a una humedad aproximada del 60% y
se elaboraron tortillas para evaluar por triplicado: rolabilidad, grado de inflado y pérdida
de peso en la coccion, textura (tension y corte), pH, color, Aw, cuantificacién de acidos
fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante por captura del radical DPPH" y ABTS"™.
Se realizaron andlisis microbiolégicos al inicio y final de la vida de anaquel por duplicado
en las harinas. Se cuantificaron mesofilos aerobios, coliformes totales, enterobacterias,
mohos y levaduras. Se utilizaron Placas 3M™ Petriflm™, siguiendo las indicaciones del
proveedor.

Figura 16. Productos HMC y HMN empacados

6.5.- DIGESTION IN VITRO

El modelo de digestién in vitro se adapté de Ryan et al. (2008). Las muestras de ex-
tracto de O. atropes deshidratado por nanoaspersion, las nanocédpsulas con extracto de
O. atropes, la tortilla control y la tortilla con nanocéapsulas (previamente las tortillas se
sometieron a un proceso de molienda en licuadora por 1 min para simular la masticacion),
se colocaron de manera separada en matraces Erlenmeyer protegidos de la luz y se
mezclaron con solucién salina 0.9% para crear un volumen final de 20 mL. Las muestras
se acidificaron a pH 2.0 con HCI 0.5 N y se adiciond 1 mL de una preparacion de pepsina
porcina (0.04 g de pepsina en 1 mL HCI 0.1 M) a cada muestra y se incubé a 37 °C en
un bafio de agua con agitacién a 95 rpm durante 1 h. Después de la digestidon géstrica,
se extrajeron 5 mL de cada muestra y se centrifugaron a 3,087 g/10 min para su posterior
andlisis de &cidos fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante por captura del radical
DPPH"y ABTS™*. A continuacion, se aumento el pH a 5.3 con bicarbonato de sodio 0.9 M
seguido de la adicion de 150 pL de sales biliares; glicolato (0.04 g en 1 mL de solucion
salina), taurodesoxicolato (0.025 g en 1 mL de solucién salina), taurocolato (0.04 g en 1
mL de solucion salina) y 75 uL de pancreatina (0.04 g en 500 pL de solucion salina). El
pH de cada muestra se aumentd a 7.4 con NaOH 1 M. Las muestras se incubaron en un
bafio de agua con agitacion (95 rpm) a 37 °C durante 2 h para completar la digestion
duodenal del proceso de digestion in vitro, posteriormente se se centrifugaron a 3,087
g/10 min y realiz6 el andlisis de acidos fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante por
captura del radical DPPH"y ABTS™.
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VI.- ANALISIS ESTADISTICO

La optimizacion del proceso de extraccién de compuesto polifendlicos y actividad an-
tioxidante tanto de O. ficus-indica como de O. atropes se realizé utilizando un disefio
Box-Behnken, por metodologia de superficie de respuesta (MRS), a través del paquete
estadistico Statgraphics Centurion XVII. El disefio Box-Behnken incluyé 17 corridas ex-
perimentales con 5 repeticiones en el punto central de experimentacion para cada espe-
cie de nopal, se evaluaron tres factores de proceso con tres niveles cada uno. Se evalué
el efecto de las variables independientes; concentracion de etanol (70, 83, 96 %), tem-
peratura (24, 50, 76 ° C) y tiempo (30, 75 y 120 minutos), sobre las variables respuesta;
acidos fendlicos, flavonoides totales y actividad antioxidante por captura de radicales
DPPH'y ABTS™.

Se utilizd una ecuacién polindmica de segundo orden para expresar cada variable
respuesta, en funcion de las variables independientes de la siguiente manera:

Y=o + B1A + 2B + 3C + B12AB + B13AC + B23BC + B11A2+ $22B2 + B33C2

Donde Y fue la respuesta predicha, o fue la constante (intercepto), B1, B2 y Bz fueron
los coeficientes lineales, B12, B13 Y B23 fueron los coeficientes de interaccion entre los tres
factores investigados, y B11, B22 ¥ B33 fueron los coeficientes cuadraticos. A los tres fac-
tores de proceso se les asigné una letra para su codificacion: (A) concentracion de etanol;
(B) temperatura; y (C) tiempo. El andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza
del 95% se llevd a cabo para confirmar la significacion del modelo de regresion estimado.

Asi mismo, el estudio de nanoencapsulacion del extracto de O. atropes se realiz6 me-
diante un disefio Box-Behnken de MSR que incluyé 17 corridas experimentales con 5
repeticiones en el punto central. Se evaluaron tres factores de proceso, con tres niveles
cada uno que fueron: formulacion MP/E (1/1, 2.5/1, y 4/1), temperatura (95, 105y 115
°C) y aspersion de (40, 70 y 100%) y las variables de respuesta fueron: rendimiento,
velocidad de alimentacion, tamafio de particula, eficiencia de encapsulacion, acidos fe-
nélicos, flavonoides y actividad antioxidante por captura de radicales DPPH*y ABTS™.

Se utilizé una ecuacion polindbmica de segundo orden para expresar cada variable
respuesta, en funcién de las variables independientes de la siguiente manera:

Y=o + B1A + 32B + B3C + B12AB + B13AC + B23BC + B11A2+ 322B2 + B33C?

Donde Y fue la respuesta predicha, (o fue la constante (intercepto), B1, B2 y B3 fueron
los coeficientes lineales, B12, B13 Y B23 fueron los coeficientes de interaccidn entre los tres
factores investigados, y B11, B22 Y B33 fueron los coeficientes cuadraticos. A los tres fac-
tores de proceso se les asigno una letra para su codificacion: (A) formulacion; (B) tem-
peratura; y (C) aspersion. El andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del
95% se llevo a cabo para confirmar la significacion del modelo de regresion estimado.

Se utilizé el software de IBM SPSS® Statistics para obtener el Coefiente de correlacion
de Pearson y su significancia.

Los cromatogramas se produjeron utilizando el software OriginPro 2016.
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Se realizaron pruebas de Tukey-Kramber o t de Student para comparacion de medias
utilizando el software JMP6 (SAS, Institute, Cary, NC, EE. UU.). Los resultados con
p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos y se utilizé software el GraphPad
Prism 3.0. U.S.A. para graficar los resultados.
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VIl.- RESULTADOS Y DISCUSION

1.- EXTRACCION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS EN
O. ficus-indica Y O. atropes.

1.1.- O. ficus-indica

Se realizé un estudio de las condiciones Optimas para la extracciébn de compuestos
polifendlicos y actividad antioxidante para O. ficus-indica. Los resultados del estudio de
Box-Behnken se presentan en la Tabla 4. El tratamiento 4 produjo la mayor extraccion de
acidos fendlicos, 1.039 mg EAG/g, y la mayor actividad antioxidante en DPPH*y ABTS™
y el tratamiento 16 mostré6 mayor extraccion de flavonoides, 10.392 mg EQ/g.

Tabla 4. Valores experimentales para O. ficus-indica.

CE Et?nol Tfmp Tiempo fébr\%(ljigss Flavonoides DPPH" ABTS™
(%) CC)  (min) o EaGly) (MIEQ/G) (Mg EAG/G)  (mg EAG/Q)
1 70 24 75 0.972 3.095 0.118 0.579
2 70 50 30 0.768 4.051 0.131 0.595
3 70 50 120 0.891 6.467 0.156 0.628
4 70 76 75 1.039 6.951 0.162 0.643
5 83 24 30 0.924 8.419 0.110 0.591
6 83 24 120 0.910 8.080 0.119 0.570
7 83 50 75 0.884 7.248 0.125 0.628
8 83 50 75 0.822 6.993 0.122 0.546
9 83 50 75 0.855 8.291 0.130 0.538
10 83 50 75 0.868 8.090 0.139 0.620
11 83 50 75 0.844 7.617 0.140 0.529
12 83 76 30 0.890 8.922 0.149 0.605
13 83 76 120 0.800 7.793 0.140 0.541
14 96 24 75 0.539 7.011 0.056 0.230
15 96 50 30 0.528 7.820 0.085 0.386
16 96 50 120 0.610 10.392 0.105 0.465
17 96 76 75 0.761 9.263 0.108 0.461

CE= corrida experimental, Temp= temperatura. Los datos de acidos fendlicos, flavonoides,
DPHH"y ABTS** son el promedio de triplicados.

Los modelos polinomiales de segundo orden de la Tabla 5 muestran los coeficientes
de regresion y la influencia de las condiciones de extraccion sobre el contenido de acidos
fendlicos y flavonoides, asi como las actividades antioxidantes; DPPH"y ABTS™.
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Tabla 5. Modelo polinomial de segundo grado para O. ficus-indica.

Término  Acidos fendlicos Flavonoides DPPH"- ABTS™
Intercepto -2.0100 -53.6274 -3.7832x101 -1.2918
A 8.5974x102 1.2632 1.2718%1072 5.8549x102
B -1.9096x1072 1.3760x10% 1.3512x10°3 -5.5300%10°3
C 6.3521x10°3 -3.3937x1072 2.5265x10* -2.7556%x1073
AA -6.1600x10* -6.4763x1073 -8.9615%105 -4.5084x%10*
BB 1.1482x10" 3.9296x105 -7.2781x10°8 -2.6468x10°
cC -2.5226x105 3.1074x10* 1.6567x10° 1.0979x10°
AB 1.1487x10% -1.1866%x10°3 5.2514x10° 1.2270x10%
AC -1.7692x105 6.6709x105 -2.0512x10® 1.9572x10°
BC -1.6261x10 -1.6863x10* -4.1239x10® -8.8034x106

2021

A =% de etanol; B = temperatura (° C); C = tiempo (min).

1.1.1.- COMPUESTOS POLIFENOLICOS

La influencia de los factores y la eficiencia del modelo se evalu6é de acuerdo con los
valores de p obtenidos. El valor p asociado se usa para estimar si F es lo suficientemente
grande como para indicar significancia estadistica; los valores de p inferiores a 0.05 indi-
caron que el modelo y los términos fueron estadisticamente significativos (Segurola et al.,
1999). En la extraccion de acidos fendlicos, el analisis de varianza indicé que solo la
concentracion de etanol en un término lineal (A) y la contribucién cuadratica de la con-
centracion de etanol (AA) tuvieron efectos significativos (p<0.05) (Tabla 6). Por tanto, una
menor concentracion de etanol correspondié a una mayor extraccioén de &cidos fendlicos.
Las condiciones 6ptimas de proceso pronosticadas por el modelo fueron: concentracion
de etanol (70.6 %), temperatura (24.0 °C) y tiempo (93.2 min), para obtener un maximo
de 1.011 mg EAG/g de fenoles (Tabla 8).

Por otro lado, se puede observar en la Tabla 6 que, en la extraccion de flavonoides,
solo la concentracién de etanol (A) como término lineal tuvo un efecto significativo
(p<0.05), es decir, a mayor concentracion de etanol, mayor extraccion de flavonoides, y
las condiciones Gptimas de proceso pronosticadas por el modelo fueron: concentracion
de etanol (90.9 %), temperatura (76.0 °C) y tiempo (119.9 min), para obtener un maximo
de 9.769 mg EQ/g de flavonoides (Tabla 8).

1.1.2.- ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Al analizar los resultados de la superficie de respuesta para los valores de DPPH", se
encontro que la concentracion de etanol (términos lineales y cuadraticos) y la temperatura
(término lineal) fueron significativos (p<0.05) (Tabla 6). La reduccion de la concentracion
de etanol y el aumento de la temperatura de extraccion condujeron a una mayor actividad
antioxidante en los extractos y las condiciones 6ptimas de proceso que maximizaron la
actividad antioxidante fueron; concentracion de etanol (71.7 %), temperatura (74.7 °C) y
tiempo (120.0 min), para obtener un maximo de actividad antioxidante de 1.160 mg EAG/g
por captura de radicales DPPH* (Tabla 8).
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En la actividad antioxidante evaluada por la captacion de ABTS™, solo la concentracion
de etanol (A) y la contribucién cuadrética de la concentracion de etanol (AA) fueron sig-
nificativas (p<0.05) (Tabla 6). Por lo que que cerca del limite inferior de la concentracion
de etanol, se mejoro la capacidad de capturar el radical ABTS® en los extracto. Las con-
diciones Optimas de proceso fueron: concentracion de etanol (74.0%), temperatura (62.1
°C) y tiempo (30.0 min), para obtener un méximo de actividad antioxidante de 0.644 mg
EAG/g (Tabla 8).

Tabla 6. Analisis de varianza para O. ficus indica.

Término  Acidos fendlicos  Flavonoides DPPH" ABTS™
Valor p Valor p Valor p Valor p
A 0.0008 0.0057 0.0001 0.0016
B 0.5272 0.1179 0.0010 0.1677
C 0.6580 0.3541 0.1628 0.8855
AA 0.0282 0.1166 0.0185 0.0456
BB 0.3497 0.5429 0.7375 0.2386
CcC 0.7971 0.9521 0.8203 0.7326
AB 0.0789 0.9666 0.3543 0.5864
AC 0.6384 0.7623 0.3746 0.7584
BC 0.2176 0.3376 0.5205 0.5016
R? 0.87 0.77 0.93 0.84

A =% de etanol; B = temperatura (° C); C = Tiempo (min).

La Tabla 7 muestra los coeficientes de correlacion (R) entre las variables de respuesta
analizadas. Se encontro una fuerte correlacion entre la concentracion de acidos fendlicos
y la actividad antioxidante (DPPH*, R = 0.766; ABTS"*, R = 0.862), lo que sugiere que la
actividad antioxidante puede atribuirse a los acidos fendlicos presentes en los extractos,
un hallazgo que concuerda con lo reportado por Ammar et al. (2015) quienes también
encontraron que los &cidos fendlicos contribuyeron directamente a la actividad antioxi-
dante en extractos obtenidos de flores de O. ficus-indica.

En el presente estudio, los flavonoides no mostraron una buena correlacién con la
actividad antioxidante de los extractos tanto en el caso de DPPH" (R = -0.101) como de
ABTS™ (R =-0.200). Esto podria deberse a que estos compuestos generalmente se unen
a moléculas de azucar a través de la glicosilacion, lo que puede influir en la disminucion
de la actividad antioxidante in vitro (Plaza et al., 2014). Sin embargo, la alteracién de las
estructuras de estos azucares o de los puntos de union de las agliconas in vivo puede
mejorar las propiedades antioxidantes y fisioldgicas (Simkhada et al., 2010). En este con-
texto, debe tenerse en cuenta que el potencial antioxidante de los compuestos polifeno-
licos depende del numero y ubicacion de los grupos hidroxilo, asi como de la presencia
de donantes de electrones constituyentes (Lapornik et al., 2005). Es importante saber si
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los compuestos polifendlicos presentes en los extractos presentan alguna actividad anti-
oxidante, ya que es una caracteristica que esta directamente relacionada con los efectos
beneficiosos para la salud.

Tabla 7. Correlacion entre variables dependientes en O. ficus-indica.

Variable Acidos fendlicos  Flavonoides DPPH" ABTS™
Acidos fendlicos 1
Flavonoides -0.269 1
DPPH’ 0.766** -0.101 1
ABTS™ 0.862** -0.200 0.874** 1

Correlacion significativa en el nivel 0.01**. n=17.

1.1.3.- OPTIMIZACION SIMULTANEA DE TODAS LAS RESPUESTAS

Se utilizé la funciéon de deseabilidad en MSR para demostrar simultaneamente que
todas las respuestas se vieron afectadas por la combinacion de los parametros experi-
mentales, lo que condujo a la adquisicién de las condiciones Optimas basadas en los
criterios establecidos de niveles maximos de todas las variables de respuesta. El enfoque
general de la funcion de deseabilidad fue transformar primero la respuesta en una funcién
de deseabilidad individual adimensional. La escala de la funcidon de deseabilidad oscila
entre O (respuesta completamente indeseable) y 1 (respuesta completamente deseada)
(Derringer y Suich, 1980; Gonzalez et al., 2007; Candioti et al., 2014).

En la Figura 17, el diagrama de superficie de respuesta tridimensional implicé que a
una concentracién de etanol cercana al limite inferior y a una temperatura superior, se
favorecieron los rendimientos de todas las respuestas, generando un valor de deseabili-
dad general de 0.85 para la optimizacion simultanea.

A partir del diagrama de superficie se pudo lograr una optimizaciéon simultanea utili-
zando una concentracion de etanol del 78.97%, una temperatura de 75.9 °C y un tiempo
de extraccion de 120 min. La funcion de deseabilidad predijo respuestas de 0.92 mg
EAG/g para acidos fendlicos, 8.79 mg EQ/g para flavonoides y 0.15 mg GAE/g (DPPH")
y 0.61 mg GAE/g (ABTS™) para las actividades antioxidantes.

Ademas, los valores 6ptimos predichos para cada variable de respuesta individual se
compararon con los valores predichos por la optimizacion simultanea de todas las res-
puestas. Se observo que todos los valores obtenidos por optimizacién simultanea fueron
inferiores a los obtenidos mediante optimizacion de respuesta individual. Sin embargo,
solo hubo una disminucion del 8.9% para los acidos fendlicos y del 9.9% para los flavo-
noides, y la diferencia en la actividad antioxidante fue minima, del 2.5% y del 4.3%, res-
pectivamente, para las actividades depuradoras de los radicales DPPH"y ABTS'™, por lo
que el perfil polifendlico antioxidante 6ptimo en el extracto de O. ficus-indica se conservo
en gran medida después de la optimizacion simultanea (Tabla 8).
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Figura 17. Diagrama de superficie de respuesta para optimizacion simultanea en O. ficus-
indica.

Para validar los resultados predichos por optimizacion simultdnea, los experimentos
de verificacion se realizaron por triplicado, obteniendo 0.907 mg EAG/g para acidos fe-
nélicos, 8.720 mg EQ/g para flavonoides, 0.153 mg EAG/g en actividad antioxidante para
DPPH"y de 0.612 mg EAG/g para ABTS™ (Tabla 8). La proximidad entre estos resultados
confirmo6 que el modelo fue adecuado para reflejar la optimizacion simultanea esperada,
ya que la diferencia entre los valores predichos y experimentales fue menor al 5% para
todas las respuestas. Los resultados estuvieron estrechamente relacionados con los da-
tos obtenidos del andlisis de optimizacion utilizando funciones de deseabilidad, lo que
indic6 que la incorporacion del disefio Box-Behnken con la funcién de deseabilidad pudo
optimizar eficazmente los parametros de extraccion.

Tabla 8. Optimizaciéon en extracciones para O. ficus-indica.

Variable de respuesta Valor 6ptimo Valor 6ptimo Valor 6ptimo
predicho predicho por experimental por

(respuesta optimizacion optimizacién
] individual) simultanea’ simultaneat
Acidos fendlicos (mg EAG/g) 1.011 0.921 0.907 £ 0.09
Flavonoides (mg EQ/q) 9.769 8.799 8.720 £ 0.27
DPPH' (mg EAG/qg) 0.160 0.156 0.153+0.01
ABTS™ (mg EAG/Q) 0.644 0.616 0.612 + 0.01

178.9% etanol; 75.9 °C; 120 min.
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1.2.- O. atropes

El mismo disefio de Box-Behnken aplicado a O. ficus-indica se us6 para analizar la
extraccion polifenoles en cladodios de O. atropes (Tabla 9). En este caso, el tratamiento
5 presentd la mayor extraccion de acidos fendlicos (1.130 mg EAG/g) mientras que el
tratamiento 3 se extrajo la mayor cantidad de flavonoides (8.368 mg EQ/g) y la maxima
actividad antioxidante de DPPH"y ABTS™.

Tabla 9. Valores experimentales de O. atropes.

CE Etglnol T(Emp Tiempo f;%ﬁggs Flavonoides DPPH" ABTS™
(%) (°C)  (min) (mg EAG/q) (mg EQ/g)  (mg EAG/g) (mg EAG/g)
1 70 24 75 0.789 7.091 0.122 0.457
2 70 50 30 0.854 7.722 0.134 0.504
3 70 50 120 1.087 8.368 0.173 0.640
4 70 76 75 0.904 5.752 0.129 0.518
5 83 24 30 1.130 7.548 0.096 0.458
6 83 24 120 0.733 8.061 0.094 0.390
7 83 50 73 0.661 6.286 0.106 0.416
8 83 50 75 0.650 6.902 0.113 0.484
9 83 50 75 0.610 7.257 0.118 0.444
10 83 50 73 0.634 5.904 0.099 0.405
11 83 50 73 0.608 6.186 0.116 0.468
12 83 76 30 0.786 6.236 0.132 0.474
13 83 76 120 0.870 5.191 0.121 0.467
14 96 24 75 0.306 5.287 0.043 0.200
15 96 50 30 0.532 7.609 0.083 0.278
16 96 50 120 0.831 5.804 0.074 0.247
17 96 76 75 0.786 6.515 0.114 0.366

CE= corrida experimental, Temp= temperatura. Los datos de acidos fendlicos, flavonoides,
DPHH"y ABTS"* son el promedio de triplicados.

En la Tabla 10, los modelos polinomiales de segundo orden resaltan los coeficientes
de regresién y su importancia en la extraccién de &cidos fendlicos y flavonoides de O.
atropes, y la actividad antioxidante (DPPH'y ABTS™) de los extractos.
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Tabla 10. Modelo polinomial de segundo grado para O. atropes.

2021

Término  Acidos fendlicos  Flavonoides DPPH' ABTS™
Intercepto 4.0583 16.7498 2.5972x10* -6.9133x10*
A -3.1812x102 -1.8522x10* -1.6275%103 3.4877x107
B -3.6933x10%2 -8.2070x10%2 -2.0972x103 -3.8030x10®
C -2.0830x102 4.4570x1072 1.3144x10® 4.0273x10°3
AA 2.9290x10° 8.0178x10* -9.3195x10° -2.6080x10*
BB 8.6834x10° -7.1191x10* -1.0096x%10° -2.0821x10°
CccC 9.3062x10° 3.6210x10* 3.5432x10° 8.8518x10°
AB 2.6997x10* 1.8986x10° 4.7337%x10° 7.7662x10-°
AC 2.8205%x10° -1.0474x10°2 -2.0513x10° -7.1367x10°
BC 1.0277%x10* -3.3291x10* -1.9230x10° 1.3034x10°

A =% de etanol; B = temperatura (° C); C = tiempo (min).

1.2.1.- COMPUESTOS POLIFENOLICOS

En la extraccion de acidos fendlicos, los factores significativos (p<0.05) fueron la con-
centracién de etanol, como término lineal, y el tiempo, como contribucién cuadrética (Ta-
bla 11). Por lo que, a menor concentracion de etanol y mayor tiempo de extraccién mayor
rendimiento de &cidos fendlicos. Las condiciones éptimas para extraer acidos fendlicos
fueron concentracion de etanol del 70.0%, temperatura de 75.9 °C y tiempo de extraccion
de 120 min, para un maximo rendimiento de 1.120 mg EAG/g de acidos fendlicos (Tabla
13). En cambio, en la extraccion de flavonoides los factores evaluados y sus interacciones
no fueron significativos (p>0.05) (Tabla 11), lo que significo que los limites establecidos
en el disefio experimental no tuvieron influencia significativa para extraer flavonoides. Las
condiciones 6ptimas de proceso establecidas por la MSR fueron concentracion de etanol
de 70.0%, temperatura de 24.0 °C y tiempo de extraccion de 120 min, para obtener una
extraccion méxima de flavonoides de 9.327 mg EQ/g (Tabla 13).

1.2.2.- ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

También se evalué la actividad captadora de radicales de los extractos obtenidos de
harina de O. atropes. La concentracion de etanol (A) y la temperatura (B), como términos
lineales, asi como su interaccién (AB), impactaron significativamente (p<0.05) en la acti-
vidad antioxidante para DPPH* (Tabla 11), por tanto, a menor concentracion de etanol y
mayor temperatura de extraccion, mayor actividad antioxidante en DPPH" de los extrac-
tos. Las condiciones 6ptimas del proceso que maximizaron la actividad antioxidante para
DPPH" (1.160 mg EAG/qg) fueron; concentracion de etanol del 70.0%, temperatura de 48.8
°C y tiempo de extraccion de 120 min (Tabla 13).
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En la evaluacion antioxidante para ABTS™ (Tabla 11), solo la concentracion de etanol
(A) fue una variable significativa (p<0.05), a menor concentracién de etanol, mayor acti-
vidad antioxidante en ABTS'* en los extractos. Las condiciones 6ptimas del proceso fue-
ron; concentracion de etanol de 70.0%, temperatura de 75.3 °C y tiempo de extraccion
de 119.8 min, lo que proporcioné una actividad antioxidante maxima para ABTS™* de
0.605 mg EAG/g (Tabla 13).

Tabla 11. Andlisis de varianza para O. atropes.

Término  Acidos fenélicos Flavonoides DPPH" ABTS™
Valor p Valor p Valor p Valor p
A 0.0325 0.1131 0.0001 0.0001
B 0.4105 0.0749 0.0031 0.0514
C 0.6364 0.4374 0.6118 0.8322
AA 0.9501 0.7131 0.7835 0.1029
BB 0.2824 0.1204 0.0255 0.3125
CcC 0.8392 0.1353 0.0716 0.1270
AB 0.4673 0.2159 0.2558 0.5682
AC 0.1688 0.3189 0.7027 0.5473
BC 0.0430 0.0769 0.2344 0.4706
R? 0.72 0.75 0.93 0.91

A =% de etanol; B = temperatura (° C); C = Tiempo (min).

Las correlaciones entre las variables de respuesta analizadas evidenciaron una fuerte
correlacion entre la concentracion de acidos fendlicos y la actividad antioxidante (DPPH®,
R?=0.624; ABTS™, R?=0.646), sugiriendo que la actividad antioxidante se debe en gran
medida a los acidos fendlicos presentes en los extractos (Tabla 12). Los flavonoides se
correlacionaron moderadamnete con la actividad antioxidante (DPPH’, R? = 0.388;
ABTS™, R? = 0.382), por lo que, también contribuyeron en la actividad antioxidante pre-
sente en los extractos, aunque en menor grado que los acidos fendlicos.

Tabla 12. Correlacion entre variables dependientes en O. atropes

Variable Acidos Flavonoides DPPH’ ABTS™
fendlicos

Acidos Fendlicos 1

Flavonoides 0.353 1

DPPH* 0.624** 0.388 1

ABTS™ 0.646** 0382 0.9359** 1

Correlacién significativa en el nivel 0.01**. n=17.
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Se realiz6 una optimizacion simultanea para todas las variables respuesta con el uso
de la funcién de deseabilidad en MSR, y la deseabilidad general fue de 0.89. De acuerdo
con el diagrama de superficie de respuesta tridimensional (Figura 18), a menor concen-
tracion de etanol y a temperatura media en el rango evaluado se favorecio la extraccidon
de compuestos polifendlicos y la actividad antioxidante en los extractos.

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo (minutos)=75.0

Deseabilidad
I 0.0
m 0.1
Em 0.2

0.3
0.4
Em 0.5
0.6
0.7
0.8
s 0.9
m 1.0

Deseabilidad

44
75 80 85 90 95 00 24 34Temperatura (°C)

Etanol (%)

Figura 18. Diagrama de superficie de respuesta para la optimizacion simultanea en O.
atropes.

Las condiciones de proceso establecidas por optimizacion simultdnea fueron: concen-
tracion de etanol de 70.0%, temperatura de 47.8 °C y tiempo de extraccién de 120 min.
La funcion de deseabilidad predijo respuestas de 0.978 mg EAG/g para acidos fendlicos,
8.368 mg EQ/g para flavonoides y 0.160 y 0.588 mg EAG/g en las actividades antioxi-
dantes para DPPH'y ABTS™, respectivamente (Tabla 13).

Los valores 6ptimos predichos de cada variable respuesta individual se compararon
con los resultados predichos en la optimizacion simultanea para todas las respuestas, y
se determiné el porcentaje de disminucion. Como resultado solo hubo una disminucién
del 12.6% para los &cidos fendlicos y del 10.2% para los flavonoides, y la diferencia en la
actividad antioxidante fue nula o muy baja (DPPH®, 0.0%; ABTS"*, 2.8%), por lo que la
actividad antioxidante 6ptima del extracto de O. atropes se conservo después de la opti-
mizacion simultanea (Tabla 13).

Los resultados predichos por optimizacion simultanea fueron validados mediante ex-
perimentos, realizados por triplicado, para evaluar la idoneidad del modelo, y se obtuvo
un contenido de acidos fendlicos de 0.920 mg EAG/g, 8.619 mg EQ/g para flavonoides,
0.160 mg EAG/g en DPPH'y 0.567 mg EAG/g para ABTS"*. Los resultados obtenidos de
estos experimentos confirmaron la idoneidad del modelo desarrollado ya que la diferencia
entre los valores predichos y los valores experimentales oscil6 alrededor del 5% para
cada variable de respuesta (Tabla 13).
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Tabla 13. Optimizaciéon en O. atropes.

Variable de respuesta Valor éptimo Valor éptimo Valor éptimo
predicho (como predicho por experimeantal por

respuesta optimizacion optimizacién

individual) simultaneat simultaneat

Acidos fendlicos (mg EAG/g) 1.120 0.978 0.920 + 0.05
Flavonoides (mg EQ/q) 9.327 8.368 8.619+0.24
DPPH' (mg EAG/g) 0.160 0.160 0.160 + 0.003
ABTS™ (mg EAG/Q) 0.605 0.588 0.567 £ 0.03

170.0% etanol; 47.8 °C; 120 min.

1.3.- EFECTO DE LAS VARIABLES DEL PROCESO

1.3.1.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ETANOL

Se observé que en las dos especies de nopal la extraccion de polifenoles y actividad
antioxidante optima fue cuando se utiliz6 menor concentracion de etanol 78.9% en O.
ficus-indica y 70.0% en O. atropes. A mayor concentracion de etanol, la extraccién de
compuestos polifendlicos disminuyo, posiblemente debido a la menor penetracion del
etanol en la matriz de la planta como resultado de la alteracion de las proteinas, lo que
condujo a una menor solubilidad de algunos compuestos polifendlicos extraibles (Téth et
al., 2014). Esto a su vez pudo haber afectado la tasa de extraccién, mientras que el agua
y una menor cantidad de etanol pudieron llegar a las células, como documentan Yang y
Zhai (2010), favoreciendo asi la extraccion de compuestos polifendlicos.

1.3.2.- EFECTO DE LA TEMPERATURA

Para obtener valores 6ptimos en la extraccion de polifenoles con actividad antioxidante
en O. ficus-indica se emple6 temperatura de 75.9°C y en O. atropes fue de 47.8 °C. Por
tanto, el aumento de la temperatura increment6 el fenébmeno de difusion que ayudé a
extraer los polifenoles presentes en las muestras, probablemente debido a los efectos
vibracionales de las moléculas en la pared celular, lo que facilité la migracion de fitoqui-
micos libres al solvente, segun informa Moahamad et al. (2010). El calentamiento apli-
cado en la extraccion también podria haber mejorado la desorcion de los componentes
gue forman la estructura celular del material vegetal, dado lugar a la liberacién de algunos
compuestos polifendlicos unidos a la lignina y a los polisacaridos (Wu et al., 2008; Car-
dozo et al., 2010; Santos-Zea et al., 2011). Esto pudo haber resultado en la mayor canti-
dad de compuestos polifendlicos con actividad antioxidante en los extractos.

1.3.3.- EFECTO DEL TIEMPO

Se observo que 120 min fue el tiempo ideal para que se extrajera mayor contenido de
compuestos antioxidantes en las dos especies de nopal, resultados que coincidieron con
lo informado por Aguirre et al. (2013), quienes identificaron como tiempo optimo 2 h, para
extraer polifenoles, sin afectar la actividad antioxidante, de la piel de O. ficus-indica.
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Santos-Zea et al., (2011) reportaron rendimientos de acidos fendlicos de 0.318 mg
EAG/g y 0.593 mg EAG/g para dos variedades de la especie O. ficus-indica y en el pre-
sente estudio en O. ficus-indica y O. atropes por optimizacion simultanea se obtuvieron
rendimientos de 0.907 mg EAG/g y de 0.920 mg EAG/g respectivamente, una mejora en
comparacion con los hallazgos de autores anteriores.

Sin embargo, otros investigadores han descrito concentraciones mas altas de acidos
fendlicos, como Corral-Aguayo et al. (2008) quienes informaron 2.091 mg EAG/g en cla-
dodios de O. ficus-indica M. cv Milpa Alta. Asi mismo, Lemos et al. (2016), reportaron
2.840 mg EAG/g de acidos fendlicos en O. ficus indica y 1.200 mg EAG/g de acidos fe-
nélicos para O. atropes. En la investigacion de estos autores, O. ficus-indica present6
3.020 mg EQ/g de flavonoides, y O. atropes 2.260 mg EQ/g de flavonoides, y en el pre-
sente estudio se tuvieron 8.720 mg EQ/g en O. ficus-indica y 8.619 mg EQ/g en O. atro-
pes, que fueron 2.9 y 3.8 veces mayor el rendimiento respectivamente, comparado con
estos autores. Estas variaciones en el contenido de polifenoles estan relacionadas con
las condiciones agroecoldgicas de la region donde se colectaron los cladodios, variedad,
madurez del cladodio, método de extraccidn y cuantificacion de compuestos (Koolen et
al., 2013).

Los extractos de O. ficus-indica 'y de O. atropes presentaron concentraciones de 4cidos
fendlicos mayores que frutas como la tuna (0.723 mg de EAG/g b.s.) y papaya (0.538 mg
de EAG/g b.s.), y fueron comparables con el aguacate (1.183 mg EAG/g b.s.) y menores
gue los que presentaron la guayaba (4.538 mg EAG/g b.s.) o las fresas (2.561 mg EAG/g
b.s.) de acuerdo con el estudio de Corral-Aguayo et al. (2008).

Las pruebas con radicales DPPH" y ABTS™* pueden brindar una idea de la estructura
y su relacion en la actividad antioxidante de los compuestos contenidos en los extractos
(Bernini et al., 2018). Esta caracterizacion antioxidante proporcioné informacion sobre la
reactividad quimica de los compuestos presentes en los extractos, y que presentan la
capacidad de eliminar radicales libres por transferencia de electrones. Se ha informado
que los valores de la actividad antioxidante total en extractos de Opuntia spp. se correla-
cionan con el contenido de flavonoides principalmente (Fernandez-Lépez et al., 2010).

Los extractos obtenidos en este estudio presentaron importante cantidad de compues-
tos polifendlicos, ademas se mostro su actividad antioxidante, por lo que tanto cladodios
de O. ficus-indica como de O. atropes pueden ser alimentos atractivos para la industria
alimentaria como ingredientes funcionales, con el fin de prevenir o disminuir el riesgo de
enfermedades crénico-degenerativas.

En la Tabla 14, se muestra de manera comparativa las condiciones de extraccién y los
valores Optimos de las variables respuesta tanto para O. ficus indica como para O. atro-
pes, donde se observa que los rendimientos en la extraccion de acidos fendlicos, flavo-
noides y actividad antioxidante por captura de radicales DPPH*y ABTS™ no fueron esta-
disticamente diferentes (p>0.05), sin embargo, para obtener estos rendimientos en O.
ficus-indica se aplicé un 37.0% mas temperatura y un 11.3% mas etanol en comparaciéon
con O. atropes, por lo que en términos de costos de proceso se optd por el uso de O.
atropes como fuente de compuestos polifendlicos y continuar con la deshidratacion de
este extracto.
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Tabla 14. Valores 6ptimos de extraccion en O. ficus-indica y O. atropes.

Variable de respuesta 0. ficus indica® 0. atropes?
Acidos fendlicos (mg EAG/g) 0.907 +£0.09 2 0.920 + 0.052
Flavonoides (mg EQ/q) 8.720+£0.272 8.619+0.242
DPPH' (mg EAG/g) 0.153+0.01% 0.160 + 0.0032
ABTS™ (mg EAG/Q) 0.612+0.01% 0.567 £ 0.032

Valor promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar. Medias en el mismo renglén con dife-
rente superindice son significativamente diferentes (p<0.05). 1 78.9% etanol; 75.9 °C; 120 min. 2
70.0% etanol; 47.8 °C; 120 min.

2.- DESHIDR’ATACIC')N E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
POLIFENOLICOS DEL EXTRACTO DE O. atropes

2.1.- DESHIDRATACION DEL EXTRACTO DE O. atropes

El extracto de O. atropes obtenido por optimizacién simultanea se ajusto al 1% de
sélidos, y se llevaron a cabo 2 métodos de deshidratacion: deshidratacion en horno de
secado a 50 °C, y deshidratacion por nanoaspersion a 105 °C. El extracto de O. atropes
deshidratado en horno de secado (EODH) se obtuvo en forma de cristales de color &mbar
(Figura 19). Su recuperacioén fue dificil por su higroscopicidad y, por tanto, presentd un
bajo rendimiento, 49.70 = 7.38% (Tabla 19). El extracto de O. atropes deshidratado por
nanoaspersion (EODNA) se obtuvo en forma de un polvo fino de color beige (Figura 19),
aunque también se presentd higroscopicidad, su recuperaciéon fue mayor y con un rendi-
miento de 74.29%, el cual se clasific6 como alto por el uso de esta tecnologia (Arpagaus
et al., 2017), y fue comparable a lo informado por Saikia et al. (2015), donde estos inves-
tigadores obtuvieron alrededor del 80% de rendimiento para el extracto fendlico de la
pulpa de Averrhoa carambola L.

Figura 19. Extractos deshidratados A) EODH y B) EODNA.
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No se encontré diferencia significativa (p>0.05) entre el contenido de acidos fendlicos
en los extractos, siendo 11.13 mg EAG/g para el extracto de O. atropes antes de la des-
hidratacion (EOAD) y 10.62 mg EAG/g para EODH y 11.80 mg EAG/g para EODNA (Ta-
bla 15). El contenido de flavonoides del EOAD fue 24.05 EQ/g y no hubo diferencia sig-
nificativa (p>0.05) con EODNA, que fue 22.26 EQ/g. Sin embargo, en EODH, si hubo
diferencia significativa (p<0.05) y se cuantificaron flavonoides de 19.22 + 0.09 EQ/g, por
lo que hubo una disminucion de 20.08% con respecto al extracto de O. atropes antes del
deshidratado.

Para la actividad antioxidante por captura del radical DPPH®, no se encontro diferencia
significativa (p>0.05) en el porcentaje de inhibicion de EOAD, que fue 18.32%, compa-
rado con el de los dos tratamientos de deshidratado, que fue alrededor del 17% (Tabla
15). Para la actividad antioxidante en funcion del radical ABTS™, no hubo diferencia es-
tadisticamente significativa (p>0.05) entre EOAD (53.49%) en comparacion con el EO-
DNA (54.08%). Sin embargo, se encontré menos inhibicion en EODH (49.30%; Tabla 17)
lo que indic6 que el tratamiento de deshidratacion en horno de secado disminuyo 7.8%
de la actividad antioxidante para este radical.

Con base en estos resultados, se establecié que la deshidratacion por nanoaspersion
a 105 °C no afect6 el contenido de compuestos polifendlicos (acidos fenélicos y flavonoi-
des) ni la actividad antioxidante (DPPH"y ABTS") del extracto de O. atropes. Ademas, el
secado por nanoaspersion a 105 °C presentd algunas ventajas sobre el secado en horno
de secado a 50 °C, que estan relacionadas con el rendimiento y el contenido de flavonoi-
des y actividad antioxidante en ABTS™. Sin embargo, si el deshidratado por nanoasper-
sion no esta disponible, el secado en un horno a 50 °C/24 h podria ser un método factible
para la deshidratacion de extractos, aunque la disminucion en la cantidad de algunos
compuestos polifendlicos, como los flavonoides, y por lo tanto la actividad antioxidante
del extracto se debe considerar, junto con un menor rendimiento y que el tiempo de des-
hidratacion es mayor.

Tabla 15. Deshidratacion de extracto de O. atropes.

Parametro EOAD EODH EODNA
Rendimiento (%) - 49.70 = 7.38 74.29 + 3.09
Acidos fendlicos (mg EAG/Q) 11.13 £0.382P 10.62 +0.27° 11.80+0.61°
Flavonoides (mg EQ/Q) 24.05 + 1.44° 19.22 + 0.09° 22.26+1.02°
DPPH' (mg EAG/g) 1.71+0.042 1.63+0.042 1.65+0.03%
% Inhibicién (10 mg) 18.32 £ 0.422 17.76 £ 0.462 17.92 +0.31°
ABTS™ (mg EAG /g) 5.66 £ 0.002 5.19+0.11° 5.70 £ 0.052
% Inhibicién (10 mg) 53.49 £ 0.07° 49.30 +1.08" 54.08 + 0.48°

EOAD= Extracto de O. atropes antes de la deshidratacién, EODH= Extracto de O. atropes deshidratado
en horno de secado a 50°C y EODNA= Extracto de O. atropes deshidratado por nanoaspersion a 105 °C.
Los resultados se expresan como media + desviacio estandar de tres determinaciones. Medias con dife-
rentes letras en la misma fila son significativamente diferentes (p<0.05).
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2.1.- IDENTIFICACION DE COMPUESTOS POLIFENOLICOS POR
UPLC-Q/TOF-MS?

Los compuestos polifendlicos en una matriz alimentaria se encuentran generalmente
libres, esterificados y unidos a otras macromoléculas, como polisacéridos, fibra y protei-
nas (Juaniz, et al., 2016). La aplicacion de solventes como etanol y agua favorecieron la
extraccion de los compuestos polifendlicos, en su forma libre o como glucésidos.

Las Tablas 16 y 17 muestran los perfiles polifendlicos del extracto de O. atropes des-
hidratado en horno de secado (EODH) y el extracto deshidratado por nanoaspersién (EO-
DNA), respectivamente, estos se obtuvieron por UPLC-Q/TOF-MS?, y es importante men-
cionar que esta es una caracterizacién quimica tentativa de los compuestos polifendlicos
presentes en los extractos de O. atropes.

Las Figuras 20-A y 20-B muestran los tiempos de retencién y los 8 picos encontrados
tanto para EODH como para EODNA, respectivamente. En ambos casos, correspondie-
ron principalmente a compuestos polifenélicos de tipo flavonoide, del grupo de los flavo-
noles, que fueron glucésidos kaempferol e isoramnetina. Como muestran las Tablas 16
y 17, los dos extractos presentaron cromatogramas muy similares y los picos correspon-
dieron a los mismos compuestos polifendlicos para ambos tratamientos. Por tanto, los
dos métodos de deshidratacién conservaron adecuadamente la proporcién en la que se
encontraron estos compuestos bioactivos.

Las Tablas 16 y 17 muestran que para los dos tratamientos de deshidratacion (EODH
y EODNA), los picos 3 y 4 pertenecen al kaempferol 3-O- (ramnosil-galactosido) -7-O-
ramnaosido. Sin embargo, estos 2 compuestos tenian diferentes tiempos de retencion; por
lo tanto, se designaron como isomeros. En el pico 7, se detectdé kaempferol 3-O-galacto-
sido 7-O-ramnosido. En los picos 5y 6, estaban presentes dos isomeros de isoramnetina
3-O-ramnésido-7-O- (ramnosil-hexdsido) y en el pico 8 se encontro otro glucésido de iso-
ramnetina, que fue isoramnetina 3-O-glucésido 7-O- ramndsido. El pico 1 correspondié
al medioresinol, que es un lignano, que hasta ahora no ha sido reportado en el perfil
polifendlico del género Opuntia spp. Este compuesto se encontré en una proporcion si-
milar con respecto a los glicésidos de kaempferol (kaempferol 3-O- [ramnosil-galactésido]
-7-O-ramndésido).

A los lignanos se les atribuyen una amplia gama de propiedades fisiol6gicas que influ-
yen positivamente en la salud humana (Durazzo, 2018). Su ingesta se relaciona princi-
palmente con sus posibles acciones quimiopreventivas contra el cancer, por sus propie-
dades fitoestrogénicas, y la prevencion de enfermedades cardiovasculares (Anandhi et
al., 2018; Xiao et al., 2018). La presencia de este lignano aumenta el nimero de com-
puestos bioactivos en los cladodios de O. atropes y, por lo tanto, su interés por la salud
humana (Rodriguez et al., 2007; EI-Mostafa et al., 2014), ya sea como molécula bioactiva
individual o en conjunto con las otras moléculas presentes en el extracto. Finalmente, se
detectd un acido fendlico en el pico 2, que fue el 4-O-glucésido del acido p-cumaérico, en
baja proporcion con respecto al resto de compuestos polifendlicos.

La metodologia utilizada en este estudio (UPLC-Q/TOF-MS?) brindé informacién sobre
la proporcion en la que se encontraban los compuestos polifendlicos que fueron princi-
palmente glucdésidos flavonoides. Como se observa en los cromatogramas presentados
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en las Figuras 20-A y 20-B, la proporcion de glicésidos de kaempferol con respecto a los
glicosidos de isoramnetina fue mayor, y el lignano (medioresinol) se detectd en una pro-
porcién muy similar a la de los glicosidos de kaempferol.

Tabla 16. Perfil polifendlico de EODH obtenido por UPLC-Q/TOF-MS?2.

Pico Tr [M-H] Ms? Asignacion Clase de Familia de Formula

N° (min) (m/z) FIM tentativa polifenol polifenol molecular

1 0.78 387.1490 195.1070 Medioresinol Lignano Lignanos C21H2407

2 1.98 325.1316 175.0132 Acido p-cumarico Acido Acidos hidro-  CisH1s0s
4-0O-glucosido fendlico xicindmicos

3 3.39 739.1702 175.0130 Kaempferol 3-O-  Flavonoide Flavonoles  Ca3H40019
(ramnosil-galacté-
sido) -7-O-ramn6-
sido
4 3.49 739.1711 175.0131  Kaempferol 3-O Flavonoide Flavonoles  Caz3H40019
(ramnosil-galacto-
sido) -7-O-ramno-
sido (isomero I)
5 3.63 769.1743 175.0131 Isoramnetina 3-O- Flavonoide Flavonoles  Cz4H41020
ramnésido-7-0O-
(ramnosil-hexo-
sido)
6 3.78 769.1764 175.0135 Isoramnetina 3-O- Flavonoide Flavonoles  Cs4H41020
ramnésido-7-0O-
(ramnosil-hexo-
sido) (isémero |)
7 484 593.1451 175.0128 Kaempferol 3-O-  Flavonoide Flavonoles  C27H3001s
galactésido 7-O-
ramnosido
8 5.10 623.1503 175.0129 Isoramnetina 3-O- Flavonoide Flavonoles  C2sH32016
glucésido 7-O-
ramndsido
Tr= tiempo de retencion, FIM= fragmento del ion molecular.
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Tabla 17. Perfil polifenélico de EODNA obtenido por UPLC-Q/TOF-MS?2.

2021

Pico Tr
N°  (min)

[M-H]
(m/2)

Ms?
FIM

Asignacién
tentativa

Clase de
polifenol

Familia de
polifenol

Formula
molecular

1 0.78

2 1.98

3 3.39

4 3.49

5 3.63

6 3.78

7 4.84

8 5.10

387.1469

325.1367

739.1693

739.1671

769.1717

769.1743

593.1470

623.1507

195.1059

175.0133

175.0129

175.0122

175.0126

329.2764

329.2766

329.2765

~ Medioresinol
Acido p-cumarico
4-0O-glucosido

Kaempferol 3-O-
(ramnosil-galacté-
sido) -7-O-ramno-

sido

Kaempferol 3-O
(ramnosil-galacto-
sido) -7-O-ramno-

sido (isémero 1)
Isoramnetina 3-O-

ramnésido-7-O-

(ramnosil-hex6-

sido)
Isoramnetina 3-O-
ramna@sido-7-0O-

(ramnosil-hexo-

sido) (isémero )

Kaempferol 3-O-
galactésido 7-O-

ramndsido
Isoramnetina 3-O-
glucésido 7-O-
ramndsido

Lignano
Acido
fendlico

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Flavonoide

Lignanos
Acidos hi-
droxicina-
micos
Flavonoles

Flavonoles

Flavonoles

Flavonoles

Flavonoles

Flavonoles

C21H2407

C15H180s

C33H40019

C33H40019

C34H41020

C34H41020

C27H30015

C28H32016

Tr= tiempo de retencion, FIM= fragmento del ion molecular.
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Figura 20. Cromatogramas obtenidos por UPLC-Q/TOF-MS? en muestras de O. atro-
pes deshidratadas. A) Extracto de O. atropes deshidratado en horno de secado (EODH)
B) Extracto de O. atropes deshidratado por nanoaspersion (EODNA). Para la asignacion
de cada pico, consulte las Tablas 16 y 17.

Los resultados encontrados en este estudio coincidieron con lo reportado previamente
por Park et al. (2007) quienes indicaron que tanto el kaempferol como la isoramnetina se
encuentran principalmente como glucosidos en flores, frutos y cladodios de Opuntia spp.
De Santiago et al. (2018) reportaron flavonoides en los cladodios de la especie de O.
ficus-indica como los compuestos polifendlicos predominantes, de los cuales aproxima-
damente el 80% se derivaron de isoramnetina, mientras que los derivados de quercetina
y kaempferol estaban en menor concentracion. Guevara-Figueroa et al. (2010) analizaron
diferentes variedades de cladodios de Opuntia, y encontraron la presencia de flavonoides
en todas las variedades y en la investigacion realizada por Santos-Zea et al. (2011), iden-
tificaron a los flavonoides presentes en diferentes variedades de cladodios de Opuntia
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como isoramnetina y kaempferol, principalmente en sus formas glucosidicas en extractos
crudos. En investigaciones previas han indicado que la isoramnetina es el flavonoide pre-
dominante en los cladodios de Opuntia spp. y el que tiene la mayor variedad de derivados
glucosidicos (Ginestra et al., 2009; Kim y Park, 2009).

Los flavonoides como el kaempferol y los 3-O-glucésidos de isoramnetina, identifica-
dos en este estudio, se han asociado con un efecto antioxidante, un efecto antiinflamato-
rio intestinal y efectos cardioprotectores (Kuti et al., 2004; Matias et al., 2014). Por tanto,
el consumo de estos extractos puede aportar importantes beneficios para la salud.

3.- NANOENCAPSULACION DEL EXTRACTO DE O. atropes

3.1.- SELECCION DE MATERIAL DE PARED

El secado por nanoaspersion puede dar varios tipos de formas de particulas y nano-
capsulas, como lisas y esféricas, colapsadas, con hoyuelos, arrugadas, similares a las
pasas y muy arrugadas o dobladas (Nandiyanto y Okuyama, 2011), lo cual esta relacio-
nado con los parametros de proceso y con la formulacidn de los tratamientos. La micros-
copia electrénica de barrido (MEB) se usa normalmente para examinar los polvos seca-
dos por aspersion, ya que proporciona informacion valiosa sobre la morfologia de las
particulas, como el tamafio, la forma y la estructura de la superficie de las particulas.

En la Figura 21 se presentan las diferentes formulaciones de las nanocapsulas elabo-
radas; la formulacion que present6 una superficie lisa, con poca aglomeracion entre par-
ticulas, morfologia esférica y bien definida fue la formulacién F1, donde se usé maltodex-
trina como material de pared, asi mismo, se observé que el tamafio de particula fue va-
riado, donde la mayor parte de las particulas fueron menores a 1 um, y de acuerdo con
lo descrito por Fang y Bhandari, (2010), estas entran dentro de la escala nanométrica, ya
gue a los tamafos de las particulas formadas a través de la encapsulacion por nanoas-
persion las clasifican en macro (> 5 mm), micro (1 ym a 5 mm) y nano (<1 ym).

En la F3, que fue donde se utilizé aislado de proteina de soya y maltodextrina (1/1)
como material de pared, se observaron nanocapsulas, sin embargo, su morfologia fue
muy variada ya que presentaron morfologia esférica, amorfa y una considerable cantidad
de capsulas colapsadas. Y en las formulaciones F2, F4 y F5, se obtuvo una limitada
cantidad de nanocapsulas, en su mayoria fueron microcapsulas de forma irregular, con
superficie ampliamente abollada, que se pudo atribuir a la contraccidon de las particulas
durante el proceso de secado (Robert et al., 2010), y también a la naturaleza quimica de
las proteinas utilizadas como material de pared.
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Figura 21. Micrografias de nanocépsulas obtenidas por MEB. F1: Nanocapsulas de
maltodextrina con extracto de O. atropes, F2: Nanocapsulas de aislado de proteina de
soya con extracto de O. atropes, F3: Nanocapsulas de aislado de proteina de soya y
maltodextrina con extracto de O. atropes, F4: Nanocapsulas de caseinato de calcio con
extracto de O. atropes, F5: Nanocapsulas de caseinato de calcio y maltodextrina con
extracto de O. atropes.

Es probable que la interaccion proteina-polifenol que se efectu6 en las formulaciones
F2 y F4, pudo ser principalmente por medio de interacciénes hidrofébicas no covalentes,
estas interacciones posteriormente se pudieron haber estabilizado por enlaces de hidré-
geno (Flores et al., 2015). En cuanto a la relacion proteina-polisacarido que se presenta-
ron en F3y F5, pudo ser principalmente impulsada por interacciones electrostaticas. Sin
embargo, como se mostr6 en las micrografias presentadas en la Figura 21, las interac-
ciones entre el extracto y el material de pared que presentd proteina en su formulacion
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no fueron favorables debido a la formacion de particulas amorfas, de gran tamafio y frac-
turadas. Las proteinas tienen la propiedad de responder a un cambio en el pH, ya que
contienen grupos carboxilicos y amino, por lo que al modificar el pH del medio se podrian
obtener mejores resultados.

Con base a los resultados obtenidos por MEB, el material mas apropiado para llevar a
cabo la nanoencapsulacion del extracto de O. atropes fue la maltodextrina, la cual logro
formar una pelicula de recubrimiento adecuada. Se ha reportado que este material de
pared minimiza el contacto de compuestos polifendlicos encapsulados con el oxigeno
(Pourashouri et al., 2014), pueden durar mas tiempo y que liberan los materiales encap-
sulados en condiciones simuladas del tracto digestivo (Medina et al., 2013).

3.2.- NANOENCAPSULACION USANDO MSR

En la Tabla 18, se observa que el tratamiento T16 present6 el mayor rendimiento en
la recuperacion de las nanocapsulas con un 94.30%, mayor velocidad de alimentacién,
de 18.20 mL/h, y eficiencia de encapsulacién del 89.10%, que se relacion6 con una mayor
aspersion y también se atribuy6 a la cantidad de maltodextrina utilizada como material de
pared, que estuvo en relacién 4/1 con el extracto de O. atropes, lo cual afect6 positiva-
mente al rendimiento, la velocidad de alimentacion y el porcentaje de nanoencapsulacién
del extracto, lo cual concuerda con la investigacion de Arpagaus et al. (2017), donde
reportaron que utilizando el Nano Spray-Dryer B-90 en condiciones optimizadas se pue-
den lograr rendimientos altos que van de 76% a 96% en diversas sustancias. Gu et al.
(2015) mostraron que el rendimiento icremento con el aumento de la concentracion del
polimero de pared, lo cual coincidié con el presente estudio. Li et al. (2010) utilizaron
como materiales de pared la goma arabiga, maltodextrina, alcohol polivinilico, almidon
modificado y obtuvieron velocidades de alimentacion de 3-25 mL/h, que fueron similares
a las obtenidas en este estudio, sin embargo, estos autores emplearon una malla mas
pequefia que fue de 4 um y en el presente estudio se utiliz6 una malla de 7 um, por lo
que la baja velocidad de alimentacién se atribuy6 a los componentes del extracto de O.
atropes. Otras investigaciones han mostrado diferentes valores en la eficiencia de encap-
sulacién, utilizando la misma tecnologia, que van desde el 53% en la encapsulacion de
acido folico con almidon modificado informado por Pérez-Masia et al. (2015), hasta un
99% en la eficiencia de encapsulacion reportada por Dimer et al. (2015) para el resveratrol
utilizando Poli (e-caprolactona) como material de pared.

Por otro lado, el T2 present6 el rendimiento méas bajo que fue de 21.43 % y eficiencia
de encapsulacion de 22.87%, y se atribuyé a que la formulacion contenia una mayor
cantidad de extracto, que fue en relacion 1/1 respecto a la maltodextrina, por lo que las
nanocapsulas obtenidas presentaron higroscopicidad debida al extracto de O. atropes, lo
que dificultdé su recuperacion afectando el rendimiento y la eficiencia de encapsulacion,
ademas es probable que se hayan liberado algunos compuestos bioactivos durante la
recuperacion del polvo, debido a la alta higroscopicidad, lo que pudo favorecer el contacto
con los radicales libres, causando asi su deterioro (Silva et al., 2013). También present6
la mas baja velocidad de alimentacién que fue 2.80 mL/h, lo que se relacion6 con la baja
aspersion del tratamiento que fue del 40%.

58



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2021

El tamafio de particula mayoritario que se presentaron en los diferentes tratamientos
oscil6é entre 110-405 nm, y por tanto se obtuvieron nanocpsulas en todos los tratamien-
tos, siendo el T6 donde se obtuvieron las nanocapsulas de menor tamafio con 110 nmy
el T12 las nanocapsulas con mayor tamafio 405 nm. Li et al. (2010) reportaron tamafios
de particula por debajo de 1 ym para maltodextrina utilizando 0.1% en peso de concen-
tracion de solidos, y en la presente investigacion los resultados fueron similares, pero se
utilizé 1% de sdlidos. La evaluacion del tamafio de las nanocapsulas obtenidas es impor-
tante debido a que las particulas mas pequefias exhiben una mayor velocidad de libera-
cion del compuesto activo en comparacion con las mas grandes, debido a la diferencia
en el area de superficie expuesta (Beck-Broichsitter et al., 2015).

Respecto a los acidos fendlicos el tratamiento T1 presentdé mayor cantidad con 1.72
mg EAG/g y el T2 mayor contenido de flavonoides con 11.94 mg EQ/g, el contenido poli-
fendlico presente en los T1 y T2 fue debido a que presentaron mayor contenido de ex-
tracto en su formulacion. En el T5 se obtuvo menor contenido de acidos fendlicos que fue
de 0.94 mg EAG/g y el T14 menor contenido de flavonoides que fue de 2.94 mg EQ/qg,
por lo que el contenido de acidos fendlicos se redujo casi a la mitad en el T5 respecto al
T1,y, por otro lado, el contenido de flavonoides se redujo cuatro veces en el T14 respecto
al T2.

La mayor actividad antioxidante en DPPH" la presento el tratamiento T3 y en ABTS™
fue el T1, estos tratamientos presentaron mayor cantidad de extracto en su formulacion
qgue fue en relacion de 1/1 (maltodextrina/extracto de O. atropes), en cambio el trata-
miento T14 fue el que presenté menor actividad antioxidante para la captura del radical
DPPH* que fue de 0.24 mg EAG/g y para el ABTS"* fue de 0.32 mg EAG/g, el T14 es uno
de los tratamientos que contuvo mayor cantidad de material de pared con respecto al
nacleo, el cual fue 4/1 (maltodextrina/extracto de O. atropes), por lo que contuvo menor
extracto de O. atropes y por tanto también la actividad antioxidante de estos tratamientos
disminuyo con respecto a los tratamientos que presentaron mayor cantidad de extracto
de O. atropes en su formulacién.

Pisoschi et al. (2018) indicaron gque la nanoencapsulacion a veces puede conducir a
una disminucién en la cuantificacion de la actividad antioxidante y/o compuestos polife-
nolicos debido a la unién del compuesto encapsulado al polimero. En la presente inves-
tigacion este fenébmeno pudo haber contribuido a la disminucién de la actividad antioxi-
dante en los tratamientos que contenian mayor cantidad de maltodextrina, ya que tanto
para la actividad antioxidante en DPPH* como en ABTS™ se present6 una disminucion
del 75% entre el tratamiento que presentd el mayor valor, comparado con el que presenté
menor valor para estas dos variables respuesta, esto se puede observar en la Tabla 18.
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Tabla 18. Valores experimentales para la nanoencapsulacion de O. atropes.

; Fom Temp Asp | R Va TP EE (/?nz ('r:nLg D(Pnf) gH' A?;§'+
(MPIE)  (C) (%) | (%) MMy (hm) (%) eaglg)  EQlg)  EAGIQ)  EAGIQ)
1 11 95 70 | 6797 723 23380 4334  1.72 8.78 065 0.1
> U1 105 40 | 2143 280 16343 2267  1.66 11.94  0.70 0.82
3 11 105 100 | 39.46 12.00 229.80 2559  1.70 9.85 0.73 0.82
4 11 115 70 | 2462 740 12777 6635 168 8.33 0.40 0.74
5 251 95 40 | 50.00 3.00 19417 3191  0.94 5.80 0.48 0.47
6 251 95 100 | 8313 600 110.87 5341  0.96 5.37 0.36 0.48
7 251 105 70 | 81.08 1126 23663 7959 144 2.84 0.51 0.45
8 251 105 70 | 7610 10.40 268.67 8242  1.42 1.65 0.51 0.50
9 251 105 70 | 70.98 10.00 17670 8140  1.41 2.25 0.51 0.47
10 251 105 70 | 7204 993 17530 8012  1.40 2.20 0.46 0.44
11 251 105 70 | 6324 1230 20043 8237  1.40 251 0.48 0.44
12 251 115 40 | 5845 400 40520 3257 124 5.83 0.46 0.51
13 251 115 100 | 8522 9.00 15477 5569  0.95 7.02 0.29 0.45
14 41 95 70 | 8324 850 22503 7223  0.98 2.04 0.24 0.32
15 41 105 40 | 88.89 880 24367 86.77  1.02 233 0.35 0.41
16 41 105 100 | 9430 1820 27500 89.10  0.98 1.55 0.34 0.32
17 41 115 70 | 8127 730 14693 80.72 0.7 1.31 0.25 0.44

T=tratamiento; Form=fomulaciéon (MP/E); Temp=temperatura (°C); Asp=aspersion (%); R=rendimiento
(%); Va= velocidad de alimentacién (mL/h); TP=tamafio de particula (hm); EE= eficiencia de encapsulacion
(%); AF= acidos fenolicos (mg EAG/g); FL=flavonoides (mg EQ/g); DPPH* (mg EAG/g); ABTS™ (mg
EAG/g).

Los modelos polinomiales de segundo grado de la Tabla 19, muestran los coeficientes
de regresion y la influencia de las condiciones de nanoencapsulacion sobre el rendi-
miento, velocidad de alimentacién, eficiencia de encapsulacién, y sobre el contenido de
acidos fendlicos y flavonoides, asi como sobre las actividades antioxidantes DPPH" y
ABTS™.
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Tabla 19. Modelo polinomial de segundo grado para nanoencapsulacion.

Término R Va EE AF FL DPPH* ABTS™
Intercepto  8.02110 -449.01419  -1753.59497 -22.52558  169.96253 -11.07895 3.57483
A 16.18500 1.45667 43.08139 -0.523333 -6.25583 -0.573889 -0.908611
B -0.434750 8.50407 30.50637 0.433533 -2.60971 0.241533 -0.037375
C 0.347250 0.122483 3.76188 0.057367 -0.558986 0.000033 0.006208
AA 0.395444 -0.640556 0.053556 0.719444 0.005222 0.057222
BB -0.040602 -0.140787 -0.001970 0.012062 -0.001207 0.000138
CcC -0.001353 -0.026340 -0.000216 0.002788 0.000027 4.1666x108
AB -0.02283 -0.242000 0.000500 -0.004667 0.004333 0.004833
AC 0.001111 -0.003278 -0.000444 0.007278 -0.000222 -0.000500
BC 0.001667 0.001350 -0.000258 0.001350 -0.000042 -0.000058

A = formulacion (MP/E); B = temperatura (° C); C = aspersion (%). Va= velocidad de alimentacion
(mL/h); R= rendimiento (%); EE= eficiencia de encapsulacién (%); AF= &cidos fendlicos (mg EAG/Q);
FL=flavonoides (mg EQ/g); DPPH" (mg EAG/g); ABTS™* (mg EAG/g).

Los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) para el efecto de los diferentes fac-
tores y sus interacciones sobre las diferentes variables respuesta evaluados por MSR se
presentan en la Tabla 20, donde se observa que la formulacion y la aspersion tuvieron
un efecto lineal positivo y significativo (p<0.05) sobre el rendimiento. Se pronosticé me-
diante la ecuacion polinomial de segundo grado que se pueden obtener un rendimiento
de hasta del 94.4%, empleando la formulacion (MP/E) 3.9/1, 114.4 °C y 90.6 % de asper-
sion.

Por otro lado, la formulacion y la aspersion tuvieron un efecto lineal positivo y signifi-
cativo (p<0.05), asi como un efecto cuadratico positivo y significativo (p<0.05) de la tem-
peratura para la velocidad de alimentacion. En condiciones de proceso optimizadas, para
la formulacion (MP/E) 4/1, 105.65 °C y 100 % de aspersién, se pronostico tener una ve-
locidad de alimentacion maxima de 15.51 mL/h. En el tamafio de particula no se encontré
un efecto significativo (p>0.05) para los factores y sus interacciones evaluados en este
estudio.

Para la eficiencia de encapsulacion, se obtuvo que la formulacion present6 un efecto
lineal y la aspersion un efecto cuadratico, estos efectos fueron positivos y significativos
(p<0.05) sobre esta variable respuesta (Tabla 20). Se pronosticd 86.4% para la eficiencia
de encapsulacién en condiciones optimizadas: formulacion (MP/E) 3.8/1, 107.8 °C y
74.36 % de aspersion.

Los resultados para acidos fendlicos (Tabla 20), indicaron que la formulacién en un
término lineal (A) y cuadréatico (AA), la interaccidén entre la temperatura y la aspersion
(BC), y el término cuadratico de la temperatura (BB) y la aspersion (CC) tuvieron un efecto
significativo (p<0.05) en el contenido de acidos fendlicos en los diferentes tratamientos
de nanoencapsulacion. Para el contenido de flavonoides, la formulacion (A) y la contribu-
cion cuadratica de la formulacion (AA), temperatura (BB) y aspersion (CC) presentaron
efecto significativo (p<0.05).
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En la actividad antioxidante por captura del radical DPPH®, la formulacion en un término
lineal (A), la interaccion de la formulacion y la temperatura (AB) y la temperatura en un
término cuadratico (BB), tuvieron un efecto significativo (p<0.05). Para el radical ABTS™
en mg EAG/g, se obtuvo un efecto significativo (p<0.05) para la formulacion en un término
lineal (A), y cuadratico (AA) y en la interaccion de la formulacion y la temperatura (AB),
como se presenta en la Tabla 20.

Dependiendo de las variables de proceso que se manejen para nanoencapsulacion
del extracto de O. atropes via secado por hanoaspersion, se pronostico que las nanocap-
sulas pueden contener hasta un maximo de acidos fendlicos de 1.73 mg EAG/qg, utilizando
como pardmetros de proceso: formulacién (MP/E) 1.1/1, 111.7 °C y 54.5% de aspersion
y de flavonoides hasta 12.03 mg EQ/g, con la formulacion (MP/E) 1/1, 95.6 °C y 40.7%
de aspersion. En cuanto a la capacidad antioxidante, la optimizacion de los parametros
fue: formulacion (MP/E) 1/1, 102.4 °C y 40.1% de aspersion para un maximo valor de
0.73 mg EAG/g en DPPH" y para ABTS™*; formulaciéon (MP/E) 1/1, 95.0 °C y 96.2% de
aspersion para obtener un valor maximo de 0.92 mg EAG/g.

Tabla 20. Analisis de varianza para la nanoencapsulacion.

Término R Va EE AF FL DPPH’ ABTS™
Valor p Valorp Valorp Valor p Valor p Valor p Valor p

A <0.0001 0.0770 0.0024 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
B 0.3251 0.6593 0.3818 0.2041 0.8488 0.0706 0.5356
C 0.0292 0.0044 0.2186 0.1591 0.4315 0.1249 0.0567
AA 0.4498 0.8272 0.0047 0.0075 0.6730 < 0.0001
BB 0.0082 0.0624 0.0003 0.0277 0.0027 0.2349
CC 0.3096 0.0074 0.0003 0.0007 0.3938 0.7335
AB 0.7727  0.5953 0.8116 0.8800 0.0493 0.0003
AC 0.9663  0.9826 0.5302 0.4875 0.7258 0.0769
BC 0.6743  0.9522 0.0376 0.3949 0.6619 0.1510
R? 0.75 0.84 0.86 0.98 0.96 0.93 0.99

A = formulacién (MP/E); B = temperatura (° C); C = aspersion (%). Va= velocidad de alimenta-
cion (mL/h); R= rendimiento (%); EE= eficiencia de encapsulacion (%); AF= acidos fendlicos (mg
EAG/g); FL=flavonoides (mg EQ/g); DPPH" (mg EAG/g); ABTS* (mg EAG/g).

En la Tabla 21 se muestran las correlaciones entre las variables dependientes anali-
zadas, donde se encontr6 una correlacion alta y positiva entre la concentracion de acidos
fendlicos y la actividad antioxidante por captura de radicales DPPH'y ABTS™, de 0.81 en
los dos casos. Lo que nos indico que a medida que se incrementoé el contenido de acidos
fendlicos en las nanocapsulas también se incrementd la actividad antioxidante tanto en
DPPH* como del ABTS™. En los flavonoides se tuvo una correlacion alta con la actividad
antioxidante por captura del radical ABTS™, de 0.86, por lo que a mayor cantidad de
flavonoides en las nanocapsulas mayor actividad antioxidante en funcion del radical
ABTS™, sin embargo, también se obtuvo correlacion negativa alta entre los flavonoides y
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la eficiencia de encapsulacion, de -0.86, lo que indicé que a mayor eficiencia de encap-
sulacion hay un menor contenido de flavonoides en las nanocapsulas.

Tabla 21. Correlacion entre las variables respuesta en el proceso de hanoencapsulacion.

Variable Va R(%) EE (%) AF FL DPPH" ABTS™

(mL/h) (mg (mg (mg EAG/g) (mg EAG/Q)
EAG/qg) EQ/Q)

Va (mL/h) 1.00

R (%) 0.48 1.00
EE (%) 0.63**  0.66** 1.00
AF -0.01  -0.68** -0.28 1.00
(mg EAG/q)
FL -0.48 -0.77 -0.86**  0.53* 1.00
(mg EQ/Q)
DPPH -0.12  -0.64**  -0.57*  0.81** 0.62** 1.00
(mg EAG/q)
ABTS™ -0.33  -0.74*  -0.65*  0.81** 0.86** 0.77* 1.00
(mg EAG/q)

Va= velocidad de alimentacién (mL/h); R= rendimiento (%); EE= eficiencia de encapsulacion (%); AF=
acidos fendlicos (mg EAG/g); FL=flavonoides (mg EQ/g); DPPH" (mg EAG/g); ABTS™* (mg EAG/g). Corre-
lacion significativa en el nivel 0.01** y 0.05*. n=17.

Para optimizar cada variable respuesta se requiere de diferentes condiciones de pro-
ceso, que incluyen a la formulacién, temperatura y aspersion, en el proceso de nanoen-
capsulacion, sin embargo, en esta investigacion se consideraron diversas caracteristicas
o variables respuestas para obtener nanocépsulas con propiedades y calidad adecuadas.
Ya que, si sélo se hace la optimizacién para una caracteristica de las nanocapsulas, éstas
condiciones de proceso pueden resultar inadecuadas para las otras caracteristicas (Gu-
tiérrez y De la Vara, 2008).

Se optimizaron simultdneamente cuatro variables de respuesta, de mayor interés para
esta investigacién y a su correlacion (Tabla 21), que fueron: rendimiento, eficiencia de
encapsulacioén, flavonoides y actividad antioxidante por captura del radical ABTS™. La
funcién de deseabilidad arroj6 un valor de 0.56 para estas respuestas. Se obtuvo un tra-
tamiento 6ptimo (TO), en el que, las condiciones del proceso fueron las siguientes: for-
mulacion relacion (MP/E) 1/1, temperatura 104.7 °C y aspersion del 88.3%. La funcién de
deseabilidad pronosticé para TO, un rendimiento del 49.32%, una eficiencia de encapsu-
lacion del 53.24%, un contenido de flavonoides de 8.43 mg EQ/g y una actividad antioxi-
dante en ABTS™ de 0.82 mg EAG/g. Sin embargo, se observo que el T13 (Tabla 18)
presentd mejores caracteristicas para la nanoencapsulacion del extracto de O. atropes,
en comparacion con TO, ya que presento un alto rendimiento de 85.22%, eficiencia de
encapsulacién de 55.69%, contenido de flavonoides de 7.02 mg EQ/g, y actividad anti-
oxidante en ABTS™ de 0.45 mg EAG/g, estos valores fueron mas favorables que los pre-
vistos para el TO. Por tanto, se seleccion6 T13 como el mas adecuado para llevar a cabo
la nanoencapsulacion del extracto de O. atropes, y tanto las nanocapsulas con extracto
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de O. atropes, como el extracto de O. atropes (EODNA) sin encapsular, se caracterizaron
por UPLC-Q/TOF-MS? para comparar el perfil polifenélico del extracto de O. atropes tanto
en forma libre como nanoencapsulada.

3.3.- DETERMINACION DEL PERFIL FENOLICO POR UPLC-ESI-
Q/TOF-MS?

El perfil cromatogréafico obtenido por UPLC-Q/TOF-MS? tanto para las nanocapsulas
con extracto de O. atropes purificadas como para el extracto de O. atropes purificado, se
presentan en las Tablas 22 y 23, respectivamente, donde se muestran los datos de los
tiempos de retencidn, las asignaciones tentativas de cada pico para los compuestos iden-
tificados usando ionizacion negativa, los datos del fragmento del ion molecular predomi-
nante, formula molecular, la clase y familia de polifenoles a las que pertenecen.

Se presentaron algunas diferencias en los cromatogramas correspondientes al ex-
tracto de O. atropes y a las nanocapsulas con el extracto de O. atropes, por un lado, se
identificaron mas polifenoles en las nanocépsulas que fueron 18 con respecto a 17 del
extracto. Se identifico al acido p-cumarico 4-O-glucdsido en las nanocapsulas, el cual se
pudo haber recuperado debido a la proteccion que proporcioné la maltodextrina como
material de pared y también se observo que los picos 10y 11 en la Figura 22-A, tuvieron
mayor intensidad que los picos 9 y 10 de la Figura 22-B, estos picos correspondieron a
isbmeros de la isoramnetina 3-O-ramndésido-7-O-(ramnosil-hexésido), y de acuerdo al
tiempo de retencion en el que se identificaron fueron los mismos compuestos tanto en el
extracto como en las nanocapsulas, por lo que se puede inferir que el material de pared
empleado en las nanocapsulas pudo haber contribuido en la proteccion de estos glucési-
dos de isoramnetina y por tanto en la disminucion de la degradacion.
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Tabla 22. Perfil fenélico de nanocapsulas con extracto de O. atropes por UPLC-Q/TOF-MS?

Pico Tr [M-H]™ Ms? Asignacion Clase de Familia de polifenol Formula
N° (min) (m/z) FIM tentativa polifenol molecular
1 0.80 387.1436 342.1453 Medioresinol Lignano Lignanos C21H2407

1.33 315.1125 175.0105 Isoramnetina Flavonoide Flavonoles Ci6H1207
1.98 325.1315 163.0905 Acido p-cumérico 4- Acido Acidos Ci5H150s
O-glucoésido fendlico hidroxicindmicos
4 2.25 355.1382 175.0108 Acido ferdlico 4-O- Acido Acidos Ci6H2009
glucosido fendlico hidroxicinamicos
5 2.79 755.1544 375.1250 Kaempferol 3-O-glu- Flavonoides Flavonoles C33H40020
cosil-ramnosil-glucé-
sido
6 3.28 739.1664 173.1364 Kaempferol 3-O-(ram- Flavonoide Flavonoles C33H40019
nosil-galactésido)-7-
O-ramnosido
7 3.34 739.1675 175.0103 Kaempferol 3-O-(ram- Flavonoide Flavonoles C33H40019
nosil-galactésido)-7-
O-ramnésido (Is6-
mero 1)
8 3.40 739.1659 175.0101 Kaempferol 3-O-(ram- Flavonoide Flavonoles C33H40019
nosil-galactésido)-7-
O-ramnésido (Is6-
mero Il)
9 3.44 739.1636 431.2135 Kaempferol 3-O-(ram- Flavonoide Flavonoles Ca3Ha00190
nosil-galactésido)-7-
O-ramnésido (Is6-
mero Il1)
10 3.56 769.1654 739.1613 Isoramnetina 3-O- Flavonoides Flavonoles Ca4H1020
ramnosido-7-O-(ram-
nosil-hexoésido)
11 3.70 769.1671 739.1619 Isoramnetina 3-O- Flavonoides Flavonoles C34H1020
ramnosido-7-O-(ram-
nosil-hexasido) (Is6-
mero 1)
12 3.97 593.1393 217.1594 Kaempferol 3-O-ga- Flavonoides Flavonoles C37H30015
lactésido 7-O-ramno-
sido
13 4.12 593.1398 175.0105 Kaempferol 3-O-ga- Flavonoides Flavonoles C37H30015
lactésido 7-O-ramno6-
sido (Isémero 1)
14 4.30 593.1395 175.0103 Kaempferol 3-O-ga- Flavonoides Flavonoles C37H30015
lactésido 7-O-ramnoé-
sido (Isémero Il)
15 4.36 623.1449 175.0109 Isoramnetina 3-O-glu- Flavonoides Flavonoles C2sH32016
césido 7-O-ramnosido
16 4.74 593.1408 175.0108 Kaempferol 3-O-ga- Flavonoides Flavonoles C27H30015
lactésido 7-O-ramno-
sido (Isémero IIl)
17 4.84 623.1441 175.0107 Isoramnetina 3-O-glu- Flavonoides Flavonoles Ca2sH32016
césido 7-O-ramnosido
(Isémero 1)
18 5.00 623.1422 175.0103 Isoramnetina 3-O-glu- Flavonoides Flavonoles Ca2sH32016

césido 7-O-ramnésido
(Isémero I1)

Tr=tiempo de retencion; FIM= Fragmento del ion molecular.
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Tabla 23. Perfil polifendlico del extracto de O. atropes obtenido por UPLC-Q/TOF-MS?

Pico Rt [M-H]™ Ms? Asignacién tentativa Clase de Familia de polifenol Formula
N° (min) (m/z) FIM polifenol molecular
1 0.78 387.1415 342.1432 Medioresinol Lignano Lignanos C21H2407
2 1.33 315.1111 175.0099 Isoramnetina Flavonoide Flavonoles Ci16H1207
3 2.29 355.1360 175.0097  Acido ferdlico 4-O-gluco- Acido Acidos Ci16H2009
sido fendlico hidroxicinamicos
4 2.36 355.1363 175.0099  Acido ferdlico 4-O-glucé- Acido Acidos Ci16H2009
sido (Isémero 1) fendlico hidroxicinamicos
5 2.87 755.1499 361.1723 Kaempferol 3-O-gluco- Flavonoides Flavonoles C33Ha0020
sil-ramnosil-glucésido
6 3.40 739.1607 643.1956 Kaempferol 3-O-(ram- Flavonoide Flavonoles C33H40019
nosil-galactésido)-7-O-
ramnoésido
7 3.46 739.1620 175.0097 Kaempferol 3-O-(ram- Flavonoide Flavonoles C33H40019
nosil-galactésido)-7-O-
ramndsido (Isémero 1)
8 3.54 739.1603 365.2122 Kaempferol 3-O-(ram- Flavonoide Flavonoles C33H40019
nosil-galactésido)-7-O-
ramndsido (Isémero Il)
9 3.68 769.1613 739.1583 Isoramnetina 3-O-ram- Flavonoides Flavonoles Cz4H1020
nésido-7-O-(ramnosil-
hexésido)
10 3.82 769.1624 739.1594 Isoramnetina 3-O-ram- Flavonoides Flavonoles Cz4H1020
nésido-7-O-(ramnosil-
hexésido) (Isémero )
11 411 593.1376 175.0099 Kaempferol 3-O-galacté- Flavonoides Flavonoles C27H30015
sido 7-O-ramnésido
12 4.28 593.1367 175.0098 Kaempferol 3-O-galacto- Flavonoides Flavonoles C27H30015
sido 7-O-ramnésido
(Isémero I)
13 4.45 593.1371 175.0099 Kaempferol 3-O-galacto- Flavonoides Flavonoles C27H30015
sido 7-O-ramnésido
(Isémero I1)
14 4.52 623.1407 175.0099 Isoramnetina 3-O-gluco- Flavonoides Flavonoles Ca2sH32016
sido 7-O-ramnésido
15 491 593.1359 175.0096 Kaempferol 3-O-galacto- Flavonoides Flavonoles C27H30015
sido 7-O-ramnésido
(Isémero Il1)
16 5.00 623.1403 175.0099 Isoramnetina 3-O-gluco- Flavonoides Flavonoles Ca2sH32016
sido 7-O-ramnésido
(Isémero 1)
17 5.15 623.1392 175.0095 Isoramnetina 3-O-gluco- Flavonoides Flavonoles Ca2sH32016

sido 7-O-ramnésido
(Isémero I1)

Tr=tiempo de retencién; FIM= Fragmento del ion molecular.
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Figura 22. Cromatogramas obtenidos por UPLC-Q/TOF-MS? para nanocasulas con ex-
tracto de O. atropes y extracto de O. atropes purificado. Para la asignacion de cada pico,
consultar las Tablas 22 y 23.
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4.- PRUEBAS ANTIOXIDANTES Y ESTABILIDAD EN EXTRACTO Y
NANOCAPSULAS DE O. atropes

En el extracto de O. atropes deshidratado por nanoaspersion (Tabla 15), y en las nano-
capsulas con extracto de O. atropes desarrolladas a partir del T13 (Tabla 18), se realiza-
ron algunas pruebas antioxidantes como la captacion del radical "OH y H20:2 y evaluacion
de la estabilidad polifenélica y antioxidante durante el almacenamiento, debido a que es-
tos tratamientos de deshidratacion y nanoencapsulacion, respectivamente, mostraron
mejores caracteristicas para conservar los compuestos polifenélicos del extracto de O.
atropes. A partir de esta seccion se designaron como EOA (extracto deshidratado por
nanoaspersion) y NEOA (nanocépsulas con extracto de O. atropes desarrolladas a partir
del T13) para su identificacion en el texto.

4.1.- PRUEBAS ANTIOXIDANTES

Es importante considerar la capacidad del extracto de O. atropes para capturar espe-
cies de relevancia biolégica, como los radicales hidroxilo y perdxido de hidrégeno, estos
radicales estan involucrados en la patologia de la obesidad, y son de gran interés para
este estudio. Los valores obtenidos para estos mecanismos antioxidante-antirradical, se
muestran en la Tabla 24, donde se observa que el extracto de O. atropes tanto libre (EOA)
como nanoencapsulado (NEOA) actia como potente eliminador de radicales hidroxilo ya
que su CEso se encontro en concentraciones entre 3.28 y 2.73 mg/mL, respectivamente,
en comparacion con el radical peréxido de hidrogeno, para el cual se necesitd una mayor
concentracion del extracto ya sea en su forma libre o nanoencapsulada (EOA, NEOA)
para llegar a su CEso la cual fue >10.0 mg/mL en ambos tratamientos. NEOA mostré
mejor capacidad para neutralizar al radical hidroxilo, ya que presentd una CEso de 2.73
mg/mL comparado con EOA que presentd una CEsode 3.28 mg/mL, lo cual se atribuy6 a
la oxidacion del extracto de O. atropes libre (EOA), ya que se observo higroscopicidad en
la muestra, a diferencia de las nanocésulas con extracto de O. atropes (NEOA) que al
estar protegido el extracto de O. atropes con la maltodextrina como material de pared
logré preservar de manera favorable su actividad contra el radical *OH.

Tabla 24. Actividad antioxidante en EOA y en NEOA.

Parametro EOA NEOA
CEso"OH (mg/mL) 3.28+0.162 2.73+0.15°
CEso H202 (mg/mL) >10.0 >10.0

Valor promedio de 3 repeticiones + desviacidn estandar. Medias con letras diferentes en la misma fila
son significativamente diferentes (p<0.05). Los resultados se expresaron por miligramo de extracto de O.
atropes; donde 1 mg de EOA fue equivalente a 3.5 mg de NEOA.

Aungue se sabe que los polifenoles estan presentes en el nopal, los estudios sobre su
su actividad antioxidante son limitados. Este estudio muestra el mecanismo antioxidante
que podria seguir el extracto de O. atropes, debido a que se encontrdé que actia como
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eliminador del radical hidroxilo, este es el radical de oxigeno mas reactivo conocido y es
altamente toxico debido a que puede romper enlaces covalentes en proteinas y carbohi-
dratos y por tanto causar la peroxidacion de lipidos y destruir las membranas celulares.
Este radical es de corta duracion (-10-%s) pero al reaccionar muy rapidamente y sin selec-
tividad, puede activar cascadas de reacciones con radicales que pueden promover en-
fermedades como artritis, aterosclerosis, cancer y diabetes, entre otras (Prior, et al.,
2015). Lee et al. (2002), reportaron para un extracto de O. ficus indica var. saboten un
CEso entre 1.5-2 mg/mL para el radical hidroxilo, esta concentracion es mas baja que la
mostrada en el presente estudio tanto en EOA como en NEOA. En otro estudio realizado
por Avila-Nava et al. (2014), el extracto de O. ficus indica presentd un CEsode 5.6 mg/mL
para neutralizar el efecto del radical hidroxilo, y en el presente estudio la concentracion
fue menor, entre 3.28 para EOA y 2.73 mg/mL para NEOA. Por otro lado, Avila-Nava et
al. (2014), encontraron mayor actividad antioxidante del extracto de O. ficus indica para
el peréxido de hidrogeno con una CEso de 6.9ug/mL, comparado con en este estudio en
donde el CEso para el peroxido de hidrogeno, fue >10.0 mg/mL, para el EOA 'y para NEOA.

4.2.- PRUEBAS DE ESTABILIDAD EN ALMACENAMIENTO

Durante el almacenamiento a 41 °C/65% de HR, se evaluo la eficiencia de encapsula-
cién de los compuestos polifendlicos de extracto de O. atropes (Gréafico 1), en el que se
observo que en el dia 0, las nanocépsulas con extracto de O. atropes (NEOA), tuvieron
55.68% de encapsulacion, que fue disminuyendo conforme avanzo el tiempo y al dia 48
presentd una disminucién estadisticamente significativa (p<0.05) del 6.35% por lo se si-
guio preservando el 49.33 + 0.39% de encapsulacién de los compuestos polifendlicos.
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Grafico 1. Evaluacién de la eficiencia de encapsulacion en almacenamiento. Medias con
letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

Los &cidos fendlicos aumentaron significativamente (p<0.05) al dia 36, tanto en las
nanocasulas con extracto de O. atropes (NEOA), como en el extracto de O. atropes
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(EOA), sin embargo, al dia 48 disminuyeron (Grafico 2). NEOA al dia 0 present6 3.33 mg
EAG/g y al dia 36 se obtuvo 6.13 mg EAG/g por lo que hubo un incremento del 84.08%,
y al dia 48 disminuyo a 5.36 mg EAG/qg, por lo que el incremento del dia O al dia 48 de
acidos fendlicos fue de 60.96%. En EOA inicié con una concentracion al dia 0 de 11.80
mg EAG/g que incrementd a 16.90 mg EAG/g al dia 36, obteniendo un 43.2% mas de
estos compuestos, y al dia 48 present6 una disminucién a 15.09 mg EAG/g, por lo que el
incremento de estos compuestos del dia 0 al dia 48 fue del 27.88%.

El aumento en estos compuestos bioactivos pudo ser debido a la hidrolisis de conju-
gados de polifenoles, dando como resultado moléculas de glucésidos mas simples y/o
liberacion de polifenoles, y por tanto, se obtuvo mayor concentracion de estos compues-
tos a medida que avanzo el tiempo de almacenamiento; este comportamiento ya ha sido
informado en la micoencapsulacion de polifenoles de granada por Robert et al. (2010),
donde los compuestos incrementaron a medida que paso el tiempo de almacenamiento
y posteriormente comienza a decrecer su valor.

También se observé en el Grafico 2, que en el dia 0 hay menor la concentracién de
acidos fenodlicos en NEOA que en EOA, aunque estos dos tratamientos tienen la misma
concentracion de extracto (3.5 de NEOA contiene 1 g de EOA, por lo que 3.5 g de NEOA
equivale a 1 g de EOA), esto se atribuy6 al proceso de encapsulacién, como se menciono
anteriormente se pudieron haber formado algunos complejos con el material encapsu-
lante, lo que disminuyé la cuantificacion de estos compuestos. Sin embargo, se observé
que durante el almacenamiento estos compuestos se fueron liberando, incrementando
significativamente.
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Gréfico 2. Evaluacion de los acidos fendlicos durante almacenamiento. NEOA (mg

EAG/3.5 g) equivalentes a EOA (mg EAG/1 g). Medias con letras diferentes son signifi-
cativamente diferentes (p<0.05).

En los flavonoides se observé un efecto contrario, en el Grafico 3 se muestra que a me-
dida que transcurrio el tiempo estos compuestos bioactivos disminuyeron, en EOA en el
dia O present6 22.26 mg EQ/g de flavonoides y al dia 48 fue de 13.12 mg EQ/g, que

70



Facultad de Quimico Farmacobiologia 2021

representd una disminucion del 41.06% de estos compuestos bioactivos. Se encontré
menor pérdida de estos compuestos en NEOA que fue del 16.45%, donde el valor inicial
de flavonoides al dia 0 fue de 24.57 mg EQ/g y al dia 48 fue de 19.79 mg EQ/g.

Flavonoides (mg EQj)

Gréfico 3. Evaluacion de los flavonoides durante almacenamiento. NEOA (mg EQ/3.5 g)
equivalentes a EOA (mg EQ/1 g). Medias con letras diferentes son significativamente
diferentes (p<0.05).

La mayor degradacion de flavonoides en EOA en comparacion con NEOA, podria atri-
buirse a que el EOA no contienen ningun agente transportador, por lo que es mas higros-
copico vy, por lo tanto, absorbe mas agua, lo que facilita las reacciones de degradacion.
Por otro lado, la disminucion de los flavonoides en NEOA se podria deber mayormente a
los compuestos que se encontraban fuera de las nanocapsulas, los cuales fueron mas
propensos a la oxidacion que aquellos que estaban dentro (Tolun et al., 2020), como se
observo al haber menor degradacion en NEOA, lo que indicé que el material de encap-
sulacién tuvo un efecto protector sobre los flavonoides, les brindé una estructura mas
estable, y se preservaron mejor estos compuestos.

En la Figura 23, se observan las caracteristicas fisicas de EOA y de NEOA durante el
almacenamiento, donde se aprecia que EOA fue muy higroscopico durante el almacena-
miento favoreciendo reacciones de oxidacion y pérdidas de compuestos polifenélicos, en
cambio en NEOA, aunque present6 cambios ligeros de coloracion, la nanoencapsulaciéon
evitd la higroscopicidad del extracto de O. atropes y por tanto hubo menor degradacion
de compuestos bioactivos.
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Figura 23. Evaluacion de estabilidad en almacenamiento en EOA y NEOA

La actividad antioxidante se evalu6 para conocer si los compuestos polifendlicos pre-
sentes en las diferentes muestras ya sea nanoencapsuladas o sin nanoencapsular, se-
guian teniendo la capacidad de eliminacion de radicales libres. Para la inhibicion del ra-
dical DPPH"* se encontré que en NEOA disminuy6 significativamente (p<0.05) en 7.45%
al dia 48, y por otro lado, se observé que en EOA, esta actividad tuvo una tendencia al
incremento en el dia 24, que pudo estar relacionado con la hidrdlisis de algunos com-
puestos polifendlicos, y al dia 48 disminuyé significativamente (p<0.05), en un 5.66%
(Gréfico 4); también se observé que no hubo diferencia estadisticamente significativa en-
tre la actividad antioxidante de NEOA con respecto de EOA al dia 48.
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Grafico 4. Evaluacién de la inhibicién del radical DPPH® durante almacenamiento. NEOA
(35 mg); equivalentes a EOA (10 mg). Medias con letras diferentes son significativamente
diferentes (p<0.05).

En el Grafico 5 se muestra el comportamiento durante el almacenamiento para la inhibi-
cion del radical ABTS™, en NEOA se presentd una disminucién gradual y significativa
(p<0.05) del 7.06%, en cambio para EOA se tuvo un incremento significativo (p<0.05) en
el dia 24, atribuido a la liberacién de algunos compuestos polifendlicos debido a reaccio-
nes de hidrdlisis. Al dia 48 la actividad de inhibicion del radical disminuyo significativa-
mente en un 22.49%.
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Gréfico 5. Evaluacioén de la inhibicién del radical ABTS®™ durante almacenamiento. NEOA
(35 mQ); equivalentes a EOA (10 mg). Medias con letras diferentes son significativamente
diferentes (p<0.05).

La diferencia en el comportamiento de los acidos fendlicos y flavonoides, y actividad
antioxidante (DPPH'y ABTS™) del extracto del O. atropes ya sea de manera libre o na-
noencapsulado durante el almacenamiento se puede atribuir a que los compuestos bioac-
tivos presentes tuvieron diferentes niveles de sensibilidad, que los afectan en varios gra-
dos durante el periodo de almacenamiento (Del Caro et al., 2004).

En el caso de NEOA se encontré6 un mayor porcentaje en el incremento de &cidos
fendlicos y menor degradacion de flavonoides en comparacién con EOA, asi mismo, en
NEOA hubo disminucién gradual de la actividad antioxidante en DPPH*'y en ABTS™, esta
mayor estabilidad encontrada en las nanocapsulas (NEOA), podria atribuirse a las unio-
nes por puentes de hidrégeno o a interacciones electrostéaticas de polifenoles a polimeros
de maltodextrina que condujeron a la formacion de conjugados, que pudieron tener ca-
racteristicas mejoradas de estabilidad (Fang y Bhandari, 2010), también pueden estar
presentes uniones no covalentes que pudieron conducir a la formacion de complejos de
polifenol-polimero unidos por interacciones fisicas, que posiblemente le brindaron atribu-
tos para la preservacion de los compuestos polifendlicos presentes dentro de las nano-
capasulas (Liu et al., 2019), sin embargo, estas uniones o interacciones también pudieron
afectar su cuantificacion como se mencion0 anteriormente.

En EOA se observé un comportamiento similar, los &cidos fendlicos incrementaron
durante el almacenamiento lo cual se relaciond con un incremento en la actividad antioxi-
dante en DPPH" y ABTS™, sin embargo, conforme transcurrid el tiempo de almacena-
miento esta actividad fue disminuyendo, lo cual se relacion6 con la disminucién de otros
compuestos presentes en EOA como son los flavonoides.

El efecto que se encontré en los diferentes tratamientos, ademas de ser atribuido a la
nanoencapsulacion, también pudo estar influenciado por la temperatura y humedad rela-
tiva (HR) de almacenamiento en la que se llevé a cabo el estudio.

Tolun et al., (2020) informaron que la estabilidad de los polifenoles encapsulados de
orujo de uva con maltodextrina fue mucho mayor a 33% de HR que a 52% de HR durante
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75 dias de almacenamiento a temperatura ambiente, habiendo una disminucion del
2.66% de los polifenoles a 33% de HR y del 4.68% a 52% de HR. En este estudio se
empled una HR mayor que fue del 60% y temperatura mas elevada de 41 °C, que pudie-
ron afectar la integridad de la estructura de algunos compuestos polifendlicos como los
flavonoides, por ello hubo una mayor disminuciéon de estos.

Por otro lado, Robet et al. (2010), evaluaron la estabilidad de polifenoles de granada
encapsulados con maltodextrina a 60 °C por 56 dias y encontraron una disminucion del
10% del contenido de estos compuestos. En otro estudio Fang y Bhandari (2011), eva-
luaron la estabilidad de polifenoles de arandano utilizando maltodextrina como vehiculo
durante 6 meses a 40 °C y observaron una disminucion entre el 9y 37% de los compues-
tos polifendlicos. En estas investigaciones se evalué a los compuestos polifenoles en
funcion de los acidos fendlicos, y en todos hubo una tendencia a disminuir durante el
almacenamiento, contario a lo que se observo en este estudio para el extracto nanoen-
capsulado o sin nanoencapsular de O. atropes, ya que estos compuestos incrementaron
durante al almacenamiento, en cambio, en los flavonoides si hubo una disminucién sig-
nificativa asi como en la actividad antioxidante durante el almacenamiento, como se men-
cion6é anteriormente la diferencia en el comportamiento de los distintos compuestos
bioactivos radica en la estructura y en los conjugados de polifenoles presentes en el ex-
tracto que les proporcionaron diferente grado de susceptibilidad ya sea en los diferentes
tratamientos evaluados o cuando se compararon con extractos provenientes de diferen-
tes fuentes naturales.

Debido a la alta higroscopicidad del extracto de O. atropes (EOA), la cual increment6
drasticamente en almacenamiento, no resulté factible su incorporacion en alimentos des-
hidratados como la harina de maiz nixtamalizada, debido a que no habria un incorpora-
cion homogénea del extracto polifendlico de O. atropes en el alimento, por lo que en la
siguiente etapa de la investigacion solo se realizaron estudios sobre la incorporacion de
las nanocapsulas con extacto de O. atropes en harina de maiz nixtamalizada y elabora-
cién de tortilla.

5.- ELABORACION Y CARACT[ERIZACIC’)N DE TORTILLA DE MAIiz
ADICIONADA CON NANOCAPSULAS CON O. atropes

5.1.- CARACTERIZACION DEL GRANO DE MAiz

5.1.1.- CARACTERIZACION FiSICA DEL GRANO

En la Tabla 25 se presentan datos de calidad del grano de maiz utilizado en este es-
tudio, las dimensiones del grano empleado fueron: largo 12.53 mm, ancho 8.62 mm vy
grosor 4.53 mm. Estos valores fueron similares con los reportados por Zavala (2015), la
importancia de la medicién de estos parametros radica en que un grano con mayor ta-
mafo requiere menor tiempo de cocimiento durante la nixtamalizacion, debido a la capa-
cidad de hidratacién a diferencia de los granos pequefos (Salinas-Moreno et al., 2010).
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Otro aspecto importante es la evaluacion de la dureza del grano, la cual se evalud
empleando el peso de los granos, el peso hectolitrico y el indice de flotacién (Tabla 25).
Se encontré un peso de 414 g/1000 granos, Aguayo-Rojas et al. (2012) indicaron que es
deseable que el peso del grano sea superior a 300 g/1000 granos, debido a que a mayor
cantidad de endospermo habra mayor rendimiento en la harina, el valor encontrado es
este trabajo fue superior a este. De acuerdo con Salinas y Vazquez (2006), 1000 granos
grandes tienen un peso mayor a 380 g, los medianos entre 330 y 380 g y los pequefios
presentan valores menores a 330 g, por tanto, el grano empleado en este trabajo se trat
de un grano grande.

La NMX FF-034/1-SCFI-2002, establece un valor minimo de 74 kg/hL para el peso
hectolitrico del grano de maiz y el valor obtenido en esta investigacion fue de 74.37 kg/hL.
A mayor peso hectolitrico, el maiz sera mas duro. Gutiérrez-Cortez et al. (2010) informa-
ron que granos con valores cercanos a 74.3 kg/hL son aptos para la nixtamalizacion y
produccion industrial de tortillas.

Por otro lado, el indice de flotacion consistié en conocer la calidad de nixtamalizacion
que tiene el maiz de acuerdo con el tiempo de coccion en medio alcalino e indirectamente
se relacion6 con la dureza y la cantidad de agua absorbida por el maiz, el pericarpio
remanente y la pérdida de materia seca (NMX FF-034/1-SCFI-2002). El valor que se pre-
sento para el indice de flotacion del grano de maiz fue de 52 e indico que el tiempo de
nixtamalizacion ideal para este grano de maiz fue de 35 min y que el grano presentd
dureza intermedia. La dureza del grano indica la fuerza necesaria para romper el pericar-
pio y penetrar en el grano. En la industria de la masa y tortilla se requieren variedades de
maiz de dureza menor o intermedia, que retengan mayores cantidades de pericarpio du-
rante el proceso, ya que el pericarpio solubilizado por la accién del &lcali adquiere un
caracter elastico que favorecera las caracteristicas de textura de masa (adhesividad y
cohesion) y tortilla (plasticidad y suavidad) (Martinez-Bustos et al., 2001).

Tabla 25. Caracterizacion fisica del grano.

Parametro Valor
Tamafio del grano largo (mm) 12.53 + 1.03
(100 granos) ancho (mm) 8.62 + 1.34
grosor (mm) 453 +0.64
Peso de 1000 granos (g) 395.21 £ 21.48
Peso hectolitrico (Kg/hL) 74.37 £ 0.57
indice de flotacion 52 +1.73

(nimero de granos)

Valor promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar.
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5.1.2.- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL GRANO

En la Tabla 26 se muestran los resultados de las propiedades fisicoquimicas del grano.
El contenido de humedad fue de 12.19%, parametro que esta por debajo en lo especifi-
cado por la NOM-247-SSA1-2008, que indica que la humedad no debe exceder el 15%.
Por lo que es importante controlar este parametro y evitar carga microbiana alta, particu-
larmente en el contenido de mohos. El pH del grano de maiz fue similar al reportado por
Zavala (2015) que fue de 6.45 y en este estudio fue de 6.59. También se evaluaron pa-
rametros de color del maiz como luminosidad, la cual se evalto en un rango de 0 a 100,
donde 100 es blanco y 0 es negro. También se determiné la saturacion o croma e indicé
la pureza o qué tan vivo es el color, por lo que se pueden diferenciar colores apagados
cerca del centro y se hacen mas vivos a medida que se alejan y por ultimo se cuantifico
el tono o &ngulo hue que es la apreciacion visual del color, los &ngulos encontrados y el
tono que representaron fueron: 0° = rojo; 90° = amarillo, 180° = verde y 270° = azul (Hun-
terLab, 2012). En luminosidad, se tuvo un valor de 64.02, indicando que la muestra esta
mas cercana al color blanco, para el croma, se tuvo un valor de 15.13 por lo que se trata
un color opaco y el valor °hue fue de 86.70 que indicé que se tratd de un color amarillo.
Estos valores coincidieron con los reportados en granos de maiz AS-900 (Zavala, 2015).

Tabla 26. Propiedades fisicoquimicas del grano.

Parametro Valor
Humedad (%) 12.19 £+ 0.02
pH 6.59 + 0.08
Color luminosidad 64.02 + 0.77
croma 15.13 £ 10.89
°hue 86.70 + 1.82

Valor promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar.

Posterior a la evaluacion de parametros de calidad del grano de maiz, se llevé a cabo
el proceso de nixtamalizacion, para obtener masa y posteriormente la masa se deshidraté
para obtener las harinas: HMC y HMN. A partir de estas dos harinas se elaboraron tortillas
TC y TN ajustando la humedad al 60% para la elaboracion de estas.

Se obtuvieron los siguientes productos:
Harina de maiz nixtamalizada control (HMC)
Harina de maiz nixtamalizada con nanocapsulas (HMN)

Tortilla control (TC); elaborada a partir de HMC

A

Tortilla con nanocapsulas (TN); elaboradas a partir de HMN
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A estos 4 productos se evaluaron diferentes analisis que incluyeron, analisis bromato-
l6gico y fisicoquimico, caracterizacion polifendlica y antioxidante, analisis microbiologico
y caracteristicas de calidad en las tortillas. Los resultados de estos andlisis se describen
a continuacion.

5.2.- ANALISIS BROMATOLOGICO EN HARINAS Y TORTILLAS

El andlisis bromatologico de los productos desarrollados se muestran en la Tabla 27,
en donde se observa que en la cantidad de proteinas no se encontré diferencia significa-
tiva (p>0.05) entre HMC con respecto a HMN, para ambos productos el valor de proteina
se encontré por arriba del 7%, que es el valor minimo establecido por la NMX-F-046-
SCFI-2018, para harina de maiz nixtamilizada, asi mismo, en las tortillas TC y TN no hubo
diferencia significativa (p>0.05) en el contenido de proteina, estos valores también estu-
vieron por encima del 7%. En el contenido de lipidos tampoco se encontro diferencia entre
HMC y HMN que fue del 3.69% y del 3.82%, respectivamente. En TC y TN tampoco hubo
diferencia en el contenido de lipidos, en cambio para cenizas se encontré un mayor con-
tenido en HMN de 1.52% comparado con HMC que fue del.39%, este incremento fue
atribuido al extracto de O. atropes encapsulado, en cambio, no hubo diferencia en el con-
tenido de cenizas entre TC y TN. Mashau et al. (2020), reportaron valores similares de
minerales que fueron del 1.23% para harina de maiz y de 1.04 para tortilla. Asi mismo, la
cantidad de lipidos, proteinas y cenizas en las tortillas desarrolladas fueron muy pareci-
das a las informadas por Rendon-Villalobos et al. (2012) y estan destro de lo establecido
por la NMX-F-046-SCFI-2018.

En cuanto al contenido de carbohidratos no hubo diferencia significativa (p>0.05) entre
HMC y HMN, que fueron de 85.96% y 85.57%, respectivamente, en cambio, el contenido
de carbohidratos fue mayor en TN (86.58%) comparado con TC (85.92%). Estos resulta-
dos indicaron que nutricionalmente la incorporacion de las nanocapsulas con extracto de
O. atropes en la harina de maiz nixtamalizada (HMN) no tuvo efecto significativo signifi-
cativa (p>0.05), excepto un incremento menor en las cenizas, sin embargo, en las tortillas,
la incorporacién de las nanocapsulas en TN tuvo un aumento de alrededor del 1% con
respecto a TC en carbohidratos.

Tabla 27. Caracterizacion bromatologica de harinas y tortillas.

Parametro HMC HMN TC TN
Proteinas (% b.s.) 8.65+0.032>  8.46 +0.10° 8.86 + 0.152 8.53+0.182°P
Lipidos (% b.s.) 3.91+£0.052> 4.04+0.212 3.73+0.282° 3.34 +0.25°
Cenizas (% b.s.) 1.47 £0.01° 1.61 +0.062 1.48 £ 0.00° 1.53 +0.002P

Carbohidratos (% b.s.) 85.96 + 0.02°> 85.57 +0.11° 85.92 +0.24° 86.58 £0.22

Valor promedio de 3 repeticiones * desviacién estandar. Medias en el mismo renglén con diferente
superindice, son significativamente diferentes (p<0.05). HMC= harina de maiz nixtamalizada control;
HMN=harina de maiz nixtamalizada con nanocépsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocéapsulas.
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5.3.- ANALISIS FISICOQUIMICO EN HARINAS Y TORTILLAS

Algunos parametros fisicoquimicos de los 4 productos desarrollados; como el pH, la
Aw y el color se presentan en la Tabla 28. Se observa que el valor de pH para HMC fue
de 9.03 y para TC de 9.11, no encontrandose diferencia significativa (p>0.05) entre ellos.
El mismo efecto se encontré entre HMN y TN, que fueron de 8.61 y 8.63, respectiva-
mente, por lo que las tortillas siguieron conservando el mismo pH que presentaron las
harinas a partir de las cuales se elaboraron. Sin embargo, se observo una disminucion
significativa (p<0.05) del pH entre HMN con respecto a HMC y el mismo efecto se pre-
sent6 en TN respecto a TC, esta disminucion de pH se atribuy6 a los compuestos polife-
nolicos de O. atropes ya que algunos son de naturaleza acida.

La alcalinidad de la masa vy tortillas varia dependiendo el nimero de lavados del maiz
nixtamalizado, los lavados intensivos repercuten en pobres cantidades de hidroxido de
calcio en la masa (Zazueta et al., 2002), por lo que es importante mantener un pH alcalino
para que la masa y las tortillas no sean propensas al deterioro por el desarrollo de micro-
organismos (Martinez-Flores et al., 2004). Los productos que se desarrollaron en este
trabajo se encontraron dentro del rango de la alcalinidad y fueron comparables con el
trabajo realizado por Lopez-Espindola et al. (2020) que informan un rango entre 8.60 y
11.20 para harina de maiz nixtamalizada.

La actividad de agua (Aw), que es un factor critico de causa de deterioro, es decir,
cambios enzimaticos, pardeamiento no enzimatico, deterioro de lipidos, perfil microbiano
y estabilidad general de los alimentos (Eskin y Robinson, 2000). Las harinas HMC y HMN
presentaron un valor de Aw de 0.170 y 0.177, respectivamente, este valor fue bajo y
favorable, ya que el crecimiento microbiano se promueve a valores de Aw por arriba de
0.6. Los valores de Aw en este trabajo fueron inferiores al reportado por Temba et al.,
(2017) que fue de 0.43 en harina nixtamalizada. Es importante mencionar que, los ali-
mentos con Aw alta son propensos a la proliferacion de mohos que podria ir acompafiada
de contaminacion por micotoxinas. Por lo tanto, establecer su nivel proporciona informa-
cion sobre el nivel probable de contaminacion microbiolégica, asi como el grado de dete-
rioro de las grasas y otros componentes del alimento. En las tortillas se encontraron va-
lores de 0.991 para TC y de 0.982 para TN, que son valores muy cercanos a 1, y por
tanto se pueden llevar a cabo reacciones de deterioro, haciéndolas mas susceptibles a
dafio microbiologico. Este aumento se debid al incremento de agua en las tortillas, se ha
reportado Aw para tortilla entre 0.94-0.99 (Waniska et al., 2002).

Los parametros de color se muestran en la Tabla 28. Los parametros de luminosidad,
croma y °hue, no tuvieron diferencia significativa (p>0.05) entre los valores obtenidos
para HMC y HMN, por lo que las harinas presentaron un color amarillo claro y opaco, en
cambio, los valores de las tortillas TC y TN fueron estadisticamente diferentes (p<0.05),
a los de las harinas HMC y HMN, ya que presentaron valores inferiores en la luminosidad
de 72.48 para TC y de 70.79 para TN, y valores superiores en croma de 25.84 en TC y
de 25.24 en TN, y superiores al °hue en TC con 87.51 y en TN de 89.90, por lo que las
tortillas presentaron color amarillo a diferencia del amarillo claro y opaco de las harinas,
los valores de color que presentaron TC y TN, fueron similares a los informados por Her-
nandez-Martinez et al. (2016), en donde reportan para la tortilla de maiz: luminosidad de
72.6, croma de 24.0 y °hue de 82.0. Por lo que la incorporacién de nanocapsulas en
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harina de maiz y tortillas no tuvo efecto significativo (p>0.05) en el cambio de color de los
productos.

Tabla 28. Andlisis fisicoquimico de harinas y tortillas.

Parametro HMC HMN TC TN
pH 9.03 £ 0.0512 8.61+0.032°b 9.11 £ 0.047%2 8.63+0.026°
Aw 0.170+£0.001 ¢ 0.177 £0.005° 0.991 + 0.000 @ 0.982 + 0.002 2

Color L 87.60 +0.50 2 85.30+1.752 7248 +1.64° 70.79+0.76 °
C 15.37 £ 0.16° 1549+ 0.31° 25.84+0.68 2 25.24+0.622
h 91.91+0.23°2 91.69+0.832 87.51+0.95° 89.90 + 0.27®

Valor promedio de 3 repeticiones * desviacion estandar. Medias en el mismo renglén con diferente
superindice, son significativamente diferentes (p<0.05). HMC= harina de maiz nixtamalizada control;
HMN=harina de maiz nixtamalizada con nanocapsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocapsulas.

5.4.- ANALISIS POLIFENOLICO Y ANTIOXIDANTE EN HARINAS Y
TORTILLAS

Las caracteristicas polifenélicas y antioxidantes tanto de las harinas como de las torti-
llas se presentan en la Tabla 29. Se observa que hubo un incremento significativo
(p<0.05) para acidos fendlicos en HMN de en un 14.28% con respecto a HMC, el conte-
nido de flavonoides incrementd en un 85.29% en HMN comparado con HMC, y también
hubo un incremento del 15.82% en la inhibicion del radical ABTS™ en HMN con respecto
a HMC, sin embargo, para el radical DPPH* no hubo diferencia estadisticamente signifi-
cativa (p>0.05) entre las harinas HMC y HMN.

De manera similar en TN también se observé un aumento significativo (p<0.05) en el
contenido de polifenoles y actividad antioxidante comparado con TC. En TN los &cidos
fendlicos se cuantificaron en 38.85 mg EAG/100g b.s. que fueron 17.79% mas acidos
fendlicos que los presentados por TC de 32.98 mg EAG/100g b.s. Por otro lado, no se
detectaron flavonoides en TC, esto probablemente debido a la descomposicion de los
flavonoides por la liberacion de los glucésidos por el calor y vapor durante la coccion
(Chlopicka et al., 2012). En TN se cuantificaron 24.21 mg EQ/100g b.s., lo que mostro la
proteccion de estos compuestos provenientes de O. atropes por medio de la encapsula-
cién. Se presentd mayor actividad antioxidante en TN comparado con TC, la inhibicion
del radical DPPH" fue 7.04% mayor en TN con respecto a TC, y la actividad antirradical
del ABTS™ fue 16.52% significativamente mayor (p<0.05) en TN comparada con TC.

Otro aspecto importante que se observé en este estudio fue la reduccién del contenido
polifendlico y antioxidante en las tortillas de los tratamientos TC y TN, que se elaboraron
a partir de las harinas HMC y HMN, respectivamente. Para acidos fendlicos hubo una
disminucion del 21.47% en TC comparada con HMC, y TN disminuy6 un 19.08% con
respecto a HMN, un efecto mayor se encontré para los flavonoides, ya que estos com-
puestos no se detectaron en TC, por lo que estos compuestos se perdieron durante la
coccion a partir de HMC (24.95 mg EQ/100g b.s.), por otro lado, en TN se detectdé menor
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cantidad de estos compuestos que fue un 47.63% de los que originalmente estaban con-
tenidos en HMN.

También se observo disminucion de la actividad antioxidante en DPPH®, esta dismi-
nuyo 12.56% en HMC con respecto a TC, y hubo disminucién del 6.14% en TN compa-
rada con HMN, efecto similar se observo para la inhibicién del radical ABTS™, el cual
disminuy6 en un 12.31% en TC comparado con HMC, y en TN hubo una disminucion del
11.61% con respecto a la HMN. Estos resultados indicaron que la disminucién tanto de
los polifenoles como de la actividad antioxidante se atribuyeron a la degradacién de com-
puestos bioactivos provenientes del maiz tanto en las tortillas TC como en las TN produ-
cidas a partir de harinas HMC y HMN, respectivamente, ya que la pérdida de compuestos
fue muy similar e inclusive menor en TN con respecto a TC, lo que nos indicé que la
encapsulacién mantuvo la estabilidad de los polifenoles del extracto de O. atropes du-
rante las coccion de la tortillas.

En un estudio reportaron que el contenido de fenoles o &cidos fendlicos para la masa
fue de 41.8 mg EAG/100 g b.s. y para tortilla de 38.6 + 1.3 EAG/100 g b.s. (L6pez-Marti-
nez etal., 2012), por lo que el valor que se obtuvo en las harina de maiz HMC para &cidos
fendlicos de 42.0 mg EAG/100 g b.s., fue similar a lo reportado por estos autores, sin
embargo, el valor que se obtuvo para tortillas en este estudio fue de 32.98 mg EAG/100
g b.s., el cual fue menor, lo que se podria atribuir en parte al proceso de secado de la
masa y tamizado para la elaboracion de la harina, donde pudieron quedar expuestos
algunos compuestos polifendlicos haciéndolos mas susceptibles a degradacién durante
la coccion de la tortillas. Hernandez-Martinez et al. (2016), informaron valores 59.35 mg
EAG/100 g b.s. de &cidos fendlicos en tortillas que fueron superiores también a los repor-
tados en este estudio.

Mashau et al. (2020) reportaron un contenido de flavonoides de 10.03 EC/100 g b.s. y
Chéavez-Santoscoy et al. (2016), no detectaron flavonoides en tortillas de maiz blanco, lo
cual coincide con el presente estudio, ya que no se detectaron estos compuestos en TC.

Colin-Chavez et al. (2020), evaluaron la actividad antioxidante en tortillas de maiz
blanco comerciales e informaron valores de inhibicidén similares para el radical ABTS™ de
34.6% y en este estudio fueron de 32.88%. Por otro lado, en la inhibicion del radical
DPPH" estos autores reportan inhibicion del 32.0% que es superior a la de este estudio
del 21.23%. La diferencia observada en la disminucién de compuestos polifendlicos y
actividad antioxidante podria atribuirse al trasfondo genérico, las propiedades fisicas del
grano y la proporcion relativa de las partes anatomicas del grano, porque el pericarpio y
la capa de aleurona del endospermo son estructuras mas ricas en compuestos fendlicos
(Liu, 2007; Adom y Liu, 2002). Sin embargo, la incorporacion de las nanocapsulas con
extracto de O. atropes increment6 tanto el contenido de polifenoles como la actividad
antioxidante en HMN y TN respecto a los HMC y TC.

Los acidos fendlicos y los flavonoides en los granos de maiz pueden estar en forma
libre o enlazados a biomoléculas como proteinas y carbohidratos estructurales (Adom y
Liu., 2002). La mayoria de los acidos fenélicos en el maiz se encuentran enlazados, prin-
cipalmente en los componentes de la pared celular, mientras que los flavonoides se en-
cuentran principalmente en forma libre o soluble; en las antocianinas, que también son
flavonoides, la porcion ligada es relativamente baja (Cuevas-Montilla et al., 2011), esto
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podria explicar en parte la degradacion de estos compuestos durante la elaboracion de
la tortilla en TC. Garcia-Rojas et al. (2020) reportaron una reduccion del contenido de
acidos fendlicos en tortillas nixtamalizada del 16% y una disminucion del 26% en tortillas
que tenian incorporado el 9% de harina del hongo P. agaves. En el presente estudio se
obtuvo una disminucién de 21.47% de acidos fendlicos para TC y del 19.08% para TN,
por lo que a diferencia de lo que reportan Garcia-Rojas et al. (2020), la encapsulacion
logro proteger a estos compuestos bioactivos provenientes de O. atropes, a diferencia de
los compuestos bioactivos de P. agaves incorporados en forma de harina.

Tabla 29. Caracteristicas polifendlicos y antioxidantes de harinas y tortillas.

Parametro HMC HMN TC TN

Acidos fendlicos 42.00£0.94> 48.01+0.732 3298+0.25¢ 38.85+0.70°¢
(mg EAG/100 g b.s.)

Flavonoides 2495+4.19° 46.23+3.852 ND 24.21 +3.98°
(mg EQ/ 100 g b.s.)
DPPH" 18.83+0.452 19.17+0.192 12.09+0.29°¢ 15.97+0.32°
(mg EAG/ 100 g b.s.)
% Inhibicién 33.79+0.83% 3441+0.35% 21.23+0.53°¢ 28.27+0.59°
(250 mg b.s.)
ABTS™ 20.62+£0.59° 28.26+1.282 14.82+221°¢ 22.92+0.08°
(mg EAG/ 100 g b.s.)
% Inhibicién 4519+1.22"% 61.01+267% 32.88+453¢ 49.40+0.17°
(250 mg b.s.)

Valor promedio de 3 repeticiones * desviacién estdndar. Medias en el mismo renglén con diferente
superindice, son significativamente diferentes (p<0.05). HMC= harina de maiz nixtamalizada control;
HMN=harina de maiz nixtamalizada con nanocapsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocapsulas.
ND=No detectable (>1mg EQ/ 100 g b.s.).

5.5.- ANALISIS MICROBIOLOGICO EN HARINAS

El andlisis microbiologico de las harinas HMC y HMN se muestra en la Tabla 30. Los
limites de coliformes totales, mesofilos aerobios, y mohos y levaduras se encontraron
dentro de los valores establecidos por la a NMX-F-046-SCFI-2018. La importancia de
realizar estos analisis es debido a que una mayor carga microbiana podria tener una
influencia directa en el deterioro del alimento.

Se realizaron mediciones para evaluar la calidad de las tortillas TC y TN elaboradas
de las harinas HMC y HMN (Tabla 31). La pérdida de peso de las tortillas en TC fue de
23.12% y en TN del 23.54%, valores comparables al 23% reportado por Chel-Guerrero
et al. (2015) y con lo reportado por Figueroa et al. (2001) que fue de 23.45%. Por tanto,
la incorporacion del 3% de nanocapsulas con extracto de O. atropes no fue suficiente
para afectar este parametro. La pérdida de peso en las tortillas de maiz se refleja en el
rendimiento total, y las condiciones 6ptimas para que el agua penetre en el grano e inter-
actue con otros componentes son: un periodo combinado de coccién y remojo, para evitar
su rapida eliminacion durante la coccion de la tortilla (Arambula-Villa et al., 2001).
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Tabla 30. Analisis microbiologico de harinas.

Parametro HMC HMN NMX-F-046-SCFI-2018
Enterobacterias (UFC/qg) <10 <10 -
Coliformes totales (UFC/qg) <10 <10 <100
Mesofilos aerobios (UFC/g) <10 000 <10 000 <50 000
Mohos y levaduras (UFC/q) 120+ 14.14 125+ 7.07 <1000

Valor promedio de 2 repeticiones + desviacion estandar. HMC= harina de maiz nixtamalizada control;
HMN=harina de maiz nixtamalizada con nanocapsulas.

Se tuvieron valores de inflado de 1.0 y rolabilidad de 2.0 tanto para TC como para TN,
por lo que la adicién de las nanocasulas no afectd estos parametros. En otros estudios
se ha informado de rolabilidad de 1.0 y de inflado de 2.0 para tortillas de maiz (Figueroa
et al., 2001). Ramirez-Moreno et al. (2015) reportaron valores de inflado y rolabilidad con
un valor 1.0 al adicionar harina de nopal O. ficus indica en un 3% en tortilla de maiz, por
lo que se mostré que las adiciones de componentes de nopal en ciertas concentraciones
no afectan estos paradmetros de calidad en las tortillas respecto al control.

Los pardmetros de textura que se evaluaron fueron: tension, que simula la fuerza de
rasgado con las manos y corte, que simula la fuerza de corte de un diente durante el
masticado. Se tuvieron valores para tension de 1.72 N para TC y de 1.77 para TN, por lo
gue no hubo diferencia significativa (p>0.05) entre las muestras. Un efecto similar se ob-
servo para el corte que fue de 3.76 Ny de 3.37 N, para TC y TN, respectivamente, en
donde tampoco hubo diferencia estadisticamente significativa (p>0.05). Esto significo que
la interaccion potencial entre los componentes de las nanocdpsulas como la maltodex-
trina y los polifenoles con los componentes de la harina de maiz, no tuvo un efecto sufi-
ciente para cambiar la dureza de las tortillas TN con respecto a las TC. Estos resultados
fueron similares a los obtenidos por Trevifio-Mejia et al. (2016), que reportaron una fuerza
de corte de 2.37 N y tensién de 1.03 N para tortilla de maiz y con los reportados por
Santana-Gélvez et al. (2016) que tuvieron un valor de tension de 2.24 N en tortillas de
maiz.

Tabla 31. Parametros de calidad de la tortilla.

Parametro TC TN
Pérdida de peso 23.12+1.052 23.54+2.082
Grado de inflado 1.00£0.002 1.00+£0.002

Rolabilidad 2.00+0.00? 2.00+0.002

Tension (N) 1.72+0.102 1.77+£0.072
Fuerza de corte (N) 3.76 £0.332 3.37+£0.16 2

Valor promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar. Medias en el mismo renglén con diferente
superindice son significativamente diferentes (p<0.05). TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocépsulas.
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5.6.- VIDA DE ANAQUEL ACELERADA

Se evaluo la vida de anaquel de las harinas HMC y HMN en condiciones de almace-
namiento aceleradas para conocer de manera rapida la evolucion en diferentes parame-
tros de calidad de estos alimentos, que incluyeron pruebas fisicoquimicas, polifendlicas,
antioxidantes y microbiolégicas. Este estudio se realizé a temperatura de 41 °C por 48
dias que fueron equivalentes a 192 dias a 21°C (6.4 meses), tomando como referencia
que el incremento en 10 °C duplica las reacciones de deterioro en los alimentos. Se rea-
lizaron 5 muestreos cada 12 dias en las harinas HMC y HMN, a partir de las cuales se
elaboraron tortillas TC y TN, respectivamente, para evaluar algunas caracteristicas de
calidad.

En cuanto al analisis microbioldgico de las harinas HMC y HMN, se llevaron a cabo al
dia O y al dia 48, que incluyeron mesofilos aerobios, coliformes totales, mohos y levaduras
y enterobacterias, y se encontré que presentaron valores inferiores a los limites de esta-
blecidos en la NMX-F-046-SCFI-2018, por tanto, se aseguré la calidad microbiologica de
los productos.

En el Grafico 6 se presenta el contenido de humedad de los 4 productos. Se observé
que las harinas HMC y HMN no presentaron diferencias significativas (p>0.05) en este
pardmetro, el cual oscilé entre 5-6% entre el dia 0 y el dia 48, estando por debajo de lo
establecido por la NMX-F-046-SCFI-2018 que indica un maximo del 12.5%. Musita (2020)
indico que el 12% de humedad es un factor critico y determina la vida util de las harinas
nixtamalizadas, y que esto depende en gran medida de la humedad inicial de las harinas
y del tipo de empaque, por lo que a menor humedad en las harinas nixtamalizadas habra
mayor vida de anaquel. Se han reportado valores de humedad entre el 5.31% - 5.96%
para harinas de maiz blanco nixtamalizado (Jiménez-Pérez et al., 2015). En el presente
estudio la humedad en tortillas TC y TN disminuy0 significativamente (p<0.05) del dia 0
al dia 48, lo cual indic6 una menor retencion de agua en los alimentos.
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Grafico 6. Determinacion de humedad en harinas y tortillas durante el almacenamiento.
HMC= harina de maiz nixtamalizada control; HMN=harina de maiz nixtamalizada con
nanocapsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocépsulas. Medias con letras dife-
rentes son significativamente diferentes (p<0.05).
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En el Grafico 7 se observan las variaciones de Aw en los cuatro tratamientos, y se
muestra que en HMC y HMN hubo una tendencia al incremento de la Aw, sin ser signifi-
cativas (p>0.05). En un estudio anterior se reportaron valores de Aw entre 0.155a 0.170
para harinas de maiz nixtamalizadas, en los cuales tampoco encontraron modificaciones
significativas durante 3 meses a 37 °C (Benjamin et al., 2017). Se ha descrito que, durante
el almacenamiento a largo plazo, la Aw de un producto esté en equilibrio con la humedad
relativa de la atmdsfera de almacenamiento (Njintang et al., 2010), e influye en gran me-
dida la permeabilidad del empaque y area del empaque del producto, entre otros
(HruSkova y Machova, 2002). En este estudio se empaco al vacio en bolsas trilaminadas
lo que contribuy6 a la estabilidad de este pardmetro. En las tortillas TC y TN tampoco
hubo diferencia significativa (p>0.05) entre el dia 0 y el dia 48.
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Gréfico 7. Determinacién de la Aw en harinas y tortillas durante almacenamiento.
HMC= harina de maiz nixtamalizada control; HMN=harina de maiz nixtamalizada con
nanocapsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocapsulas. Medias con letras dife-
rentes son significativamente diferentes (p<0.05).

Los cambios de color en los productos se evaluaron en funcion de la luminosidad,
cromay °hue (Gréficos 8-A, 8-B y 8-C, respectivamente). En las harinas HMC y HMN no
hubo cambios significativos (p>0.05) durante el almacenamiento a 48 dias a 41°C, por lo
gue ambos productos conservaron un color amarillo claro y opaco. En las tortillas TC y
TN no se encontro diferencia significativa (p>0.05) en la luminosidad del dia 0 al dia 48.
En el pardmetro croma en TC si hubo diferencia del dia O al dia 48, este valor disminuy6
y con ello aument6 la opacidad de la tortilla, en cambio en TN no hubo diferencia signifi-
cativa (p>0.05), el valor del °hue aumenté significativamente (p<0.05) del dia 0 al dia 48
en TC y por tanto incrementé la tonalidad amarilla. TN al dia O presenté una tonalidad
significativamente (p<0.05) méas amarilla que TC, atribuida a los compuestos fendlicos de
O. atropes, sin embargo, esta tonalidad se conservé hasta el dia 48 del almacenamiento.
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Grafico 8. Determinacion del color; A) luimosidad, B) croma, C) °hue; en harinas y
tortillas durante almacenamiento. HMC= harina de maiz nixtamalizada control; HMN=ha-
rina de maiz nixtamalizada con nanocépsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nano-
capsulas. Medias con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

El color tanto de las harinas como de las tortillas se debe principalmente a los carote-
noides, pigmentos naturales presentes en el maiz (Salinas-Moreno et al., 2008). El color
se considera un parametro importante en la calidad de los productos porque esta direc-
tamente relacionado con la aceptacion por parte de los consumidores (Mercado-Pedraza
et al., 2014). Por ello la importancia de mantener la estabilidad del color de las harinas
durante el almacenamiento como sinonimo de calidad en los productos.

En el Grafico 9 se puede observar que si hubo disminucién significativa (p<0.05) del
pH en los 4 productos (HMC, HMN, TC y TN) del dia O al dia 48, sin embargo, el pH de
estos alimentos se encontrd en el rango entre 8.28 - 8.70, que fue dentro del rango de
alcalinidad e inclusive esta por encima de lo reportado por otros autores que informaron
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rangos de pH entre 6.10 - 7.88 para harinas de maiz blanco (Milan-Carrillo et al., 2004;
Ayala-Rodriguez et al., 2009), y de 7.88 - 8.17 informado por Jiménez-Pérez et al., (2015).
Serna-Saldivar et al. (1987) informaron que el pH es un parametro importante en la cali-
dad, debido a que tiene un efecto sobre el sabor, el crecimiento microbiano y por tanto la
vida util de las harinas.
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Grafico 9. Determinacion del pH en harinas y tortillas durante almacenamiento. HMC=
harina de maiz nixtamalizada control; HMN=harina de maiz nixtamalizada con nanocép-
sulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocapsulas. Medias con letras diferentes son
significativamente diferentes (p<0.05).

La evaluacion polifendlica y antioxidante en los 4 productos (HMC, HMN, TC y TN)
también se llevo a cabo, estos compuestos fueron los de mayor interés para este estudio,
debido a la incorporacion de compuestos polifendlicos, que se incluyeron en forma de
nanocapsulas con extracto de O. atropes en HMN y en TN. La evaluacién de la estabilidad
de estos compuestos bioactivos se llevo a cabo durante el almacenamiento en condicio-
nes controladas de temperatura y humedad, en el caso de la harina HMN vy, por otro lado,
condiciones extremas a las que fueron sometidos estos compuestos bioactivos durante
la coccidn de las tortillas en TN, lo cual nos proporcioné informacién valiosa sobre la vida
de anaquel de estos productos.

En el Grafico 10 se muestran los valores obtenidos para acidos fendlicos en los cuatro
productos al inicio del estudio, dia 0, y al final, que fue el dia 48, observando que hubo
una diferencia notable en la disminucion de estos compuestos en los 4 productos. En
HMC los acidos fendlicos disminuyeron significativamente (p<0.05) un 14.92%, en HMN
un 7.18%, en TC un 35.71% y en TN un 37.19%. Por lo que en las harinas se encontrd
una mayor estabilidad de estos compuestos bioactivos, que se relaciond a que no hubo
cambios significativos tanto en la humead como en la Aw, en cambio, durante la elabora-
cion de las tortillas el incremento de la humedad y el proceso de coccién tuvo un efecto
importante en la disminucion de estos compuestos. Si bien, en la disminucion de los aci-
dos fendlicos fue menor en las harinas HMC y HMN, durante el almacenamiento de las
harinas se pudieron llevar a cabo algunas reacciones de hidrolisis de que pudieron dejar
mas expuestos a estos compuestos y por tanto facilitar su degradaciéon durante la elabo-
racion de tortillas.
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Gréfico 10. Determinacion de &cidos fendlicos en harinas y tortillas durante almacena-
miento. HMC= harina de maiz nixtamalizada control; HMN=harina de maiz nixtamalizada
con nanocapsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocépsulas. Medias con letras
diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

En el Grafico 11 se muestra el comportamiento que tuvieron los flavonoides durante el
almacenamiento de las harinas y en la elaboracién de la tortilla, en HMC hubo un ligero
incremento al dia 12 el cual no fue significativo (p>0.05) con respecto al dia 0, y por tanto
continué con una tendencia a la disminucion de los compuestos durante el almacena-
miento y se perdieron el 72.30% de estos compuestos, en cambio en HMN al dia 12 se
presento un incremento significativo (p<0.05) de estos compuestos, el incremento en es-
tos compuestos bioactivos pudo ser debido a la hidrélisis de conjugados de polifenoles,
dando como resultado moléculas de glucésidos mas simples y/o liberacion de estos y por
tanto, se obtuvo mayor concentracion de estos al dia 12 de almacenamiento. Abdel-Ga-
wad et al. (2016) reportaron una tendencia similar de aumento en fenoles en mezclas de
harinas compuestas. Posterior al dia 12 los flavonoides fueron disminuyendo significati-
vamente (p<0.05) hasta el dia 48, que presentaron una disminucién del 38.71%. En TC
no se detectaron estos compuestos (<1mg/100 g BS) y en TN se presento hubo un efecto
similar a HMN, una tendencia al incremento al dia 12, que podria estar relacionado con
liberacién de estos compuestos durante el horneado, ya que los constituyentes celulares
se descomponen durante el tratamiento térmico (Nguimbou et al., 2013), sin embargo,
posteriormente fueron disminuyendo hasta presentar disminucion significativa (p<0.05)
del 52.22%.

En la actividad antioxidante en funcion de la inhibicion del radical DPPH®, se encontr6
disminucién gradual de la actividad, siendo en HMC del 18.05%, en HMN del 8.7%, en
TC del 13.47% y en TN del 15.91%. Aunque HMC y HMN iniciaron sin diferencia estadis-
ticamente significativa (p>0.05) para la inhibicién del radical DPPH*, Gréfico 12, el incre-
mento en la actividad de HMN con respecto a HMC pudo ser debido a la liberacion de
algunos glucésidos de polifenoles como los flavonoides que se mencionaron anterior-
mente, entre otros, lo que ocasiond mayor actividad antioxidante en HMN con respecto a
HMC. Asi mismo, en TN se presentd mayor actividad antirradical con respecto a TC,
debido al mismo efecto.
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Grafico 11. Determinacion de flavonoides en harinas y tortillas durante almacena-
miento. HMC= harina de maiz nixtamalizada control; HMN=harina de maiz nixtamalizada
con nanocapsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocapsulas. Medias con letras
diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).
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Grafico 12. Determinacion del % Inhibicién del radical DPPH* en harinas y tortillas du-
rante almacenamiento. HMC= harina de maiz nixtamalizada control; HMN=harina de
maiz nixtamalizada con nanocapsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocapsulas.
Medias con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

En la actividad antioxidante del radical ABTS™ para HMC y HMN no hubo diferencia
estadistica significativa (p>0.05) del dia 0 al dia 24, sin embargo, posterior a ese periodo
la actividad antirradical disminuy6 significativamente hasta alcanzar una disminucion del
18.61% en HMC, y del 17.46% en HMN, esta disminucion fue similar a la que se presento
en las tortillas ya que TC presentd una disminucion del 17.47% y TN del 15.94%, ver
Gréfico 13.

La disminucién del contenido de polifenoles (acido fenélicos y flavonoiedes) y actividad
antioxidante (DPPH" y ABTS™) en las harinas HMC y HMN durante el almacenamiento
puede deberse a su degradacién por oxidacion. De acuerdo con Cavalcanti et al. (2011)
muchos factores afectan la estabilidad de estos compuestos durante el almacenamiento,
como el pH, el calor, la luz, la presencia de otros compuestos fendlicos, enzimas, iones

120 240
Dia

e
88




Facultad de Quimico Farmacobiologia 2021

metalicos, azUcares, oxigeno entre otros. Por lo que uno o mas de estos factores tuvieron
un efecto sobre la estabilidad de los compuestos bioactivos y por tanto, la disminucion de
los mismos en las harinas HMC y HMN y este efecto se reflejo en la elaboracion de las
tortillas TC y TN a las que se sumaron el incremento de humedad durante la elaboracion
de la masa, la fuerza mecéanica durante el amasado y la coccion a 250°C que aunque fue
por un tiempo corto, en conjunto todos estos factores influyeron en la disminucion tanto
de los compuestos polifendlicos como de la actividad antioxidante, aunque este efecto
fue mayor en la tortillas (TC y TN), que las harinas (HMC y HMN).
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Grafico 13. Determinacion del % Inhibiciéon del radical ABTS** en harinas y tortillas
durante almacenamiento. HMC= harina de maiz nixtamalizada control; HMN=harina de
maiz nixtamalizada con nanocapsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocapsulas.
Medias con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

Se evaluaron algunos parametros de calidad en las tortillas TC y TN, desarrolladas a
partir de harinas HMC y HMN, respectivamente, durante el periodo de almacenamiento
comprendido entre el dia 0 y el dia 48, estos datos se muestran en la Tabla 32.

Se puede observar que tanto en TC como en TN no hubo diferencia estadisticamente
significativa (p>0.05) en el porcentaje de pérdida de agua, sin embargo, en TN, hubo una
tendencia mayor a la pérdida de agua comparada con TC. En el grado de inflado no hubo
diferencia significativa (p>0.05) en TC del dia 0 al dia 48, por lo que las tortillas presen-
taron un valor de 1.00 que representd de un 75-100% de inflado, asi mismo, en TN no
hubo diferencia significativa (p>0.05) en el grado de inflado del dia O al dia 48, sin em-
bargo, hubo una tendencia a disminucién en el grado de inflado en el dia 36 y 48. En la
rolabilidad tampoco hubo diferencia significativa (p>0.05) en TC ni en TN del dia 0 al dia
48, la rolabilidad que indic6 el % de ruptura de la tortilla al enrollarse, presenté en TC en
valores del 2.00 que representaron del 0-25% de ruptura de la tortilla, pero al dia 48 hubo
una tendencia al incremento en este valor a 2.33, en cambio en TN hasta el dia 12 se
presentd un valor de rolabilidad de 2.00, posteriormente hubo una tendencia al incre-
mento y al dia 48 presentd un valor de 2.66.

En cuanto a los parametros de dureza, en la tension no se encontrd diferencia esta-
disticamente significativa (p>0.05) entre el dia 0 al dia 48 tanto para TC como para TN,
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sin embargo, también se present6 una tendencia al incremento de este valor que indica
la fuerza necesaria para romper la tortilla con la mano. Por otro lado, en la fuerza que se
necesita para hacer el corte en TC, no hubo diferencia del dia O al dia 48, pero en TN si
hubo un incremento significativo (p<0.05) en la fuerza necesaria para romper la tortilla al

dia 48.

Tabla 32. Parametros de calidad de las tortillas a 41°C/60 % HR.

Parametro Dia0 Dia 12 Dia 24 Dia 36 Dia 48
Pérdidade TC 23.12+1.052 2245+2182 2345+0.9928 2203+0592 23.03+0.442
Peso (%) TN 23542082 23.05+1.412 2461+0.672 2464+1.032 2513+0.762
Gradode TC 1.00+0.002 1.00£0.002 1.00+0.002 1.00+0.002  1.00 +0.00 2
inflado +N 100+0002 1.00£0002 1.00+0002 133+0572  1.66+ 0572
Rolabiidad TC 2.00+0.002 200+0.002 2.00+0.00a 200+0.002  2.33+0.572
TN 2.00+0.002 200+0.002 233+0572 233+0572  266+0.572
Tension TC 1.72+0.102 1.92+0.132 1.69+0.022 198+0312  2.06+0.302
(N) TN 17740078 171+0.092 198+0282 1.66+034a  196+0.202
Corte (N) TC 3.76+0332 3.15+0.622 275+0032 3.13+0.772  3.57+0.972
TN 3.37+0.16P 4.23+0.152b 3.99+0.76ab 3.88+0.382  4.65+0.06 2

Valor promedio de 3 repeticiones * desviacién estdndar. Medias en el mismo renglén con diferente
superindice, son significativamente diferentes (p<0.05). HMC= harina de maiz nixtamalizada control;
HMN=harina de maiz nixtamalizada con nanocépsulas. TC=tortilla control; TN= tortilla con nanocépsulas.

5.7.- CONSUMO DIARIO DE ANTIOXIDANTES Y TORTILLAS

El consumo diario promedio de tortilla de maiz per cépita en México es de 157 g (Se-
cretaria de Economia, 2012), lo que equivaldria a 6 tortillas. Lo cual equivalen aproxima-
damente a 102 g de tortilla en base seca, de acuerdo con lo que se reportd en este estu-
dio, por lo que un consumo de 6 tortillas con nanocapsulas de O. atropes (TN) equivaldria
a consumir 28.27 mg EQ/ 100 g b.s. de flavonoides. Se estima que el consumo promedio
de los mexicanos = 19 afios para los flavonoides es de 230.55 mg/dia (Bai et al., 2014),
por lo que el consumo del alimento elaborado en este trabajo representaria el 12.26% de
este valor. Asimismo, Bai et al., (2014) informaron que del total de flavonoides la dieta del
mexicano, el grupo de los flavonoles se encuentran entre 12.08 - 19.08 mg, y que de
estos flavonoles la isorametina esta presente en 0.40 mg y el kaempferol en 6.25 mg. En
este estudio, resultados anteriores mostraron que los flavonoides que estaban incluidos
en el extracto de O. atropes eran flavonoles, que incluian glucésidos de kaempferol prin-
cipalmente seguidos de glucésidos de isoramnetina, y no se detectd a otro grupo de
flavonoide, por lo tanto los 28.27 mg EQ/100 b.s. de flavonoides encontrados en las tor-
tillas con nanocépsulas (TN) se trataron de flavonoles, por lo que estos compuestos en
TN, estarian por encima del 100% de ingesta promedio del mexicano = 19 afios, repor-
tado por Bai et al. (2014), por tanto, el alimento elaborado es fuente importante de estos
compuestos bioactivos.
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Debido a que los parametros fisicoquimicos, texturales y microbiolégicos evaluados
tanto la harina de maiz (HMN) como las tortillas (TN) se encontraron dentro de los paréa-
metros adecuados, se tomaron como referencia los valores de los flavonoides que fueron
los compuestos de mayor interés en este estudio, para indicar la vida de anaquel de los
alimentos, de manera directa la tortilla con nanocapsulas (TN) e indirecta la harina de
maiz nixtamalizada con nanocpsulas (HMN).

Para establecer la vida util de las tortillas con nanocapsulas (TN) y establecer los ni-
veles adecuados de flavonoides se consider6 que el alimento debe conservar al menos
el 50% de sus compuestos bioactivos durante el almacenamiento. Estos compuestos fue-
ron disminuyendo gradualmente al dia 48 hasta un 52.22%, por lo que es adecuado que
producto se consuma como limite al dia 36, que equivale a 144 dias a 21°C, para asegu-
rar la ingesta de al menos el 50% de los flavonoides que equivaldria aproximadamente a
14 mg EQ/100g b.s., que esta dentro del promedio de la ingesta diaria de los flavonoles.

Estudios en animales de laboratorio han mostrado que los flavonoides tienen benefi-
cios para la salud, incluidos actividades antiinflamatorias, anticancerigenas, proteccion
cardiovascular y neurologica (Benavente-Garcia y Castillo, 2008; Lee et al., 2007).

Knekt et al. (2002) encontraron que con una ingesta diaria de flavonoides de por lo
menos 24.2 mg, redujo el riesgo de padecer algunas enfermedades crénicas en las per-
sonas. También informaron que las personas con mayor ingesta de quercetina tuvieron
menor mortalidad por cardiopatia isquémica y la incidencia de enfermedad cerebrovas-
cular fue menor con ingestas mas altas de kaempferol.

En un estudio llevado a cabo por Kim et al. (2020), indicaron disminucién de la obse-
sidad abdominal en mujeres con un consumo de flavonoides promedio de 451.0 mg/dia,
que incluia 42.2 mg de flavonoles/dia. En este estudio se evaluaron concentraciones del
consumo de flavonoles de 10.9 a 42.2 mg/dia en donde la prevalencia de obesidad ab-
dominal en mujeres se asoci6 inversamente con una mayor ingesta de flavonoles.

Aungue los mecanismos subyacentes asociados con los efectos preventivos de los
flavonoides contra la obesidad ain no se han aclarado por completo, pueden explicarse
por la capacidad de los flavonoides para afectar los transportadores de azlcar en sangre
al aumentar la secrecion de insulina, promover la proliferacion de células pancreaticas y
reducir la resistencia a la insulina, inflamacion y estrés oxidativo en los musculos (Kaw-
ser-Hossain et al., 2016).

5.8.- DIGESTION IN VITRO

Se evalud la estabilidad del extracto de O. atropes (EOA), nhanocapsulas con extracto
de O. atropes (NEOA), tortilla control (TC) y tortilla con nanocéapsulas (TN), bajo condi-
ciones de digestion gastrica y duodenal in vitro. Los resultados se muestran en la Tabla
33, en donde se observa el comportamiento en la concentracion de los compuestos poli-
fendlicos y de la actividad antioxidante de los diferentes tratamientos (EOA, NEOA, TCy
TN), antes de la digestion, después de la digestion gastrica y después de la digestion
duodenal.

Los acidos fendlicos se mantuvieron estables en EOA durante las etapas de digestion
in vitro, ya que no hubo diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en el contenido
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inicial (antes de la digestion) y final (después de la digestion duodenal) de estos com-
puestos. NEOA antes de la digestion presenté menor contenido de &cidos fendlicos con
respecto a EOA, debido al proceso de nanoencapsulacion, sin embargo, se pudo com-
probar la liberacidn de los acidos fendlicos después de la digestion géstrica ya que incre-
mentaron significativamente (p<0.05) en un 48.49% y se mantuvieron sin cambios en la
concentracion después de la fase duodenal.

También se observo el efecto protector de la nanoencapsulacion, ya que después de
la fase duodenal, se presentaron 19.5% mas acidos fendlicos en NEOA con respecto a
EOA. Jeong et al. (2020), evaluaron el efecto protector de extractos de arandanos y re-
pollo nanoencapsulados con quitosano y carragenina y obtuvieron resultados similares a
los del presente estudio, ya que informaron que la liberacién de los compuestos fendlicos
se llevd a cabo durante la digestion gastrica y que estos compuestos se mantuvieron
estables, comportamiento similar al del presente estudio, sin embargo, en el estudio de
Jeong et al. (2020), los compuestos fendlicos disminuyeron después de la fase duodenal,
a diferencia de lo que se encontrd en esta investigacion, ya que los acidos fendlicos se
mantuvieron estables aun después de la fase duodenal. En los alimentos desarrollados
(TC y en TN), hubo un incremento de &cidos fendlicos después de la digestion gastrica
con respecto al contenido inicial, y posteriormente después de la digestion duodenal dis-
minuyo significativamente (p<0.05), comparado con la digestion gastrica.

Bermudez-Soto et al. (2007) informaron una reduccién en varios polifenoles después
de digestiones similares en dos fases de una variedad de jugos de frutas, los cuales
mostraron un mayor contenido de polifenoles después de la fase gastrica de la digestion,
pero disminuyeron después de la fase duodenal. Es importante mencionar que el com-
portamiento de estos compuestos fendlicos también esta influenciado por el contenido
fendlico propio de las tortillas desarrolladas (TC y TN).

Los flavonoides en EOA disminuyeron significativamente (p<0.05) después de la di-
gestion gastrica y mantuvieron sus niveles después de la digestion duodenal, por lo que
hubo una disminucion total del 24.01% de estos compuestos en EOA después de la di-
gestion duodenal. En NEOA, el comportamiento de los flavonoides fue similar al de los
acidos fendlicos, debido a que durante la digestion gastrica se aumentaron los flavonoi-
des lo cual se atribuyé a la liberacion de estos compuestos en condiciones acidas, estos
compuestos se mantuvieron estables en condiciones duodenales, por lo que se observo
el efecto protector de la nanoencapsulacion ya que los flavonoides incrementaron en un
41.81% después de la digestion duodenal comparado con la fase inicial (antes de la di-
gestion).

En TC no se detectaron estos compuestos durante las fases de la digestion in vitro,
sin embargo, en TN el cual contenia nanocapsulas con extracto de O. atropes hubo una
disminucién después de la digestion duodenal, conservando solo el 79.93% de los flavo-
noides iniciales.

La evaluacion de la actividad antioxidante en funcién del radical DPPH*, proporcion6
datos que indicaron que, bajo condiciones de digestion in vitro, hubo menor actividad
antioxidante en funcion del radical DPPH" después de la digestion duodenal, tanto para
EOA como para NEOA, con una reduccion del 32.21% y del 5.37%, respectivamente,
comparada con la actividad antioxidante que presentaron estos productos antes de la
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digestion. En cambio, en TC y TN hubo un incremento en la actividad antirradical (DPPH")
después de la digestién duodenal del 5.84% y del 7.7%, respectivamente, este incre-
mento se atribuy6 a los compuestos polifendlicos presentes en las tortillas y no al extracto
de O. atropes, ya que como se menciond antes, la actividad de este radical disminuyo

tanto en EOA como en NEOA.

Tabla 33. Digestion in vitro

TTO Parametro Antes de la Digestion Digestion
digestion gastrica duodenal
EOA AF (mg EAG/1g) | 10.66+0.392° | 10.95+0.152 | 10.01+ 0.26°
NEOA | AF (mg EAG/3.5g) | 6.30 % 0.51 1299+ 021 | 12.44+0.20°
TC AF (mg EAG/100g | 29.35+0.66° | 80.22+392% | 60.35 0.65°
TN b.s.) 3573+1.07° | 92.04+315°% | 71.09+0.73°
EOA FL (mg EQ/1g) 2274+1052 | 16.76+2.875 | 17.28+1.345
NEOA FL (Mg EQ/3.5q) | 17.17+0.76° | 28.62+3912 | 2951+2.67¢2
TC FL (mg EQ/100g ND ND ND
™ b.s.) 2213+0.75% | 2049+15822P | 17.69+ 1.73°
EOA | % Inhibicion DPPH" | 43.18+0.772 | 3.65+228° | 10.97+0.48°
(10 mg)
NEOA | % Inhibicion DPPH' | 19.58+0.40% | 911+068°¢ | 14.21+0.10°
(35 mg)
TC % Inhibicion DPPH | 18.76 £ 0.762 | 859+ 2.23¢ | 24.60 + 3.09
™ (250 mg) 2787+0952 | 6.05+1.10° | 3557+132°
EOA %Inhibicion 5308+1252 | 3555+200° | 40.91+ 27450
ABTS™ (10 mg)
NEOA % Inhibicion 2793+137¢ | 48.18+258° | 61.08+062°
ABTS™ (35 mg)
TC % Inhibicion 3445+ 1225 | 2777+063° | 4647 +3594
™ ABTS™ (250 mg) ™ 4556+3.22¢ | 71.66+1.75° | 77.01+138¢

Valor promedio de 3 repeticiones + desviacion estandar. Medias en el mismo renglén con dife-
rente superindice, son significativamente diferentes (p<0.05). Medias en el mismo renglén con el
mismo superindice, son significativamente iguales (p<0.05). TTO=tratamiento; EOA= extracto de
O. atropes; NEOA=nanocapsulas con extracto de O. atropes; TC=tortilla control; TN= tortilla con
nanocapsulas; AF= acidos fendlicos; FL=flavonoides.

Por otro lado, la actividad antioxidante en funcion del radical ABTS™* disminuyo signifi-
cativamente (p<0.05) en EOA un 12.17% después de la digestion duodenal, comparada
con la actividad antioxidante antes de la digestion, a diferencia de NEOA, que aunque
presentd menor actividad antioxidante para ABTS™ antes de la digestion con respecto a
EOA debido a la nanoencapsulacion, después de la digestion duodenal la actividad anti-
oxidante aumento significativamente en un del 33.15%, el cual se podria relacionar con
el incremento de los acidos fendlicos y de flavonoides que se mencionaron anteriormente
después de la digestion duodenal para NEOA, lo cual se atribuy6 al efecto protector de
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la nanoencapsulacion. También se observo un incremento de la actividad antioxidante en
ABTS™ para TC y TN después de la digestion duodenal comparado con la actividad an-
tioxidante antes de la digestidn, este incremento fue del 12.02% en TC y del 32.35% para
TN, por lo que las nanocapsulas con extracto de O. atropes al ser incluidas en la tortilla
(TN) incrementaron el contenido polifendlico y antioxidante del alimento, los cuales se
mantuvieron en condiciones gastrointestinales.

De Santiago et al. (2018), obtuvieron resultados similares para cladodios de O. ficus
indica crudos o con diferentes procesos térmicos, sometidos a procesos de digestion in
vitro. Estos autores indicaron que las enzimas y las condiciones digestivas retienen o
degradan mas los flavonoides que a los acidos fendlicos, y que la pérdida de glucésidos
de flavonoides durante la digestion podria atribuirse principalmente a su afinidad con las
enzimas digestivas (Antunes- Ricardo et al., 2017). En el presente estudio, es probable
que se haya presentado un comportamiento similar, lo cual también pudo disminuir la
actividad antioxidante del extracto de O. atropes después de la digestion duodenal. Chaa-
lal et al. (2018) también reportaron disminucion del contenido fendlico, flavonoide y la
actividad antioxidante de extractos de tres variedades de tuna después de la digestion
gastrointestinal in vitro en comparacion con los no digeridos.

En cambio, en NEOA el efecto protector de la nanoencapsulacién del extracto de O.
atropes fue evidente al incrementar el contenido de acidos fendlicos, flavonoides y activi-
dad antioxidante por captura del radical ABTS™ después de la digestiébn duodenal, asi
mismo, el incremento en la actividad antioxidante también podria atribuirse a una mayor
liberaciébn de compuestos bioactivos con propiedades depuradoras como lo informaron
Gullon et al. (2015), debido que el ambiente intestinal incluia enzimas que pudieron hi-
drolizar los enlaces entre compuestos polifenélicos y macro o micronutrientes que con-
dujeron a su liberacion (Ydjedd et al., 2017), lo que resulté en un mayor contenido polife-
nélico y antioxidante.

En los productos desarrollados TC y TN, los parametros de &cidos fendlicos y actividad
antioxidante (DPPH'y ABTS') incrementaron después de la digestion duodenal con res-
pecto a la fase inicial (antes de la digestién). Sin embargo, el incremento fue mayor en
TN, el cual contenia las nanocapsulas con extracto de O. atropes, con respecto a TC,
este incremento se tradujo en 10.74 mg EAG/100 g b.s. de acidos fendlicos, 17.69 mg
EQ/100g b.s. de flavonoides, 10.97 % actividad antioxidante en DPPH" y 31.44 % de acti-
vidad antioxidante en ABTS", por lo que se logré incrementar el contenido polifenolico y
antioxidante de la tortilla y se corroboré que estos compuestos continuaron viables y ac-
tivos durante condiciones gastrointestinales in vitro.
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VIIl.-CONCLUSIONES

En condiciones optimizadas los extractos de O. ficus indica y O. atropes no presenta-
ron diferencia en su contenido polifendlico y actividad antioxidante, sin embargo, para la
extraccion, en O. ficus indica se necesitdé 37.0% mas temperatura y 11.3% mas etanol,
en comparacion con O. atropes, por lo que se optd por el extracto de O. atropes como
fuente de polifenoles. Se investigo el perfil polifendlico, nanoencapsulacion y estabilidad
del extracto de O. atropes y con ello se desarroll6 una tortilla enriquecida principalmente
con flavonoles nanoencapsulados, y se mostré que la nanoencapsulacion protegio a los
compuestos bioactivos de O. atropes en condiciones de almacenamiento, procesamiento
en tortilla y digestion in vitro. Por lo que este alimento se puede proponer como fuente de
flavonoles antioxidantes en la dieta de la poblacion mexicana para la prevencion o dismi-
nucion del riesgo de enfermedades cronicodegenerativas como el sobrepeso y la obesi-
dad, debido a que el alimento desarrollado tiene una cantidad adecuada de estos com-
puestos bioactivos.
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Abstract

The aim of this study was to find the optimal conditions for the extraction of phenolic com-
pounds as well as antioxidant activities from Opuntia ficus-indica via the response surface
methodology using a maceration extraction technigue. A Box-Behnken 3° design was used
to optimize the process variables (ethanol concentration: 70%, 83%, and 96%; tempera-
ture: 24, 50, and 76°C; time: 30, 75, and 120 min} in the extraction of phenolic compounds,
and the DPPH* and ABTS"" antioxidant activities. The Statgraphics Centurion XVII soft-
ware used in this study predicted a maximal polyphenolic extraction and antioxidant activ-
ity when an ethanol concentration of 78.9%, a temperature of 75.9°C, and an extraction
time of 120 min were used. The experimental validation of these conditions resulted in an
extraction of 0.907 £ 0.09 phenolic acids, and flavonoids (8.720 £ 0.27 mg QE/g), as well as
that of DPPH® (0.160 + 0.01) and ABTS"* (0.612 + 0.01) antioxidant activities.
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Practical applications

No publications have evaluated the influence of factors such as ethanol concentra-
tion, temperature and time, and their interactions, on simultaneously optimizing the
extraction of polyphenolic compounds and antioxidant activity from O. ficus-indica.
Additionally, water and ethanol were used as solvents for the extraction of polyphe-
nolic compounds; these are economical and recommended for their safe use in the
food industry, in particular, to develop new functional foods.

1 | INTRODUCTION

salicylic acid—and flavonoids, such as isoquercetin, isorhamnetin-

3-0-glucoside, nicotiflorin, rutin, and narcisin, among other classes of

The nopal {Opuntia spp.) is native to Mexico and is well adapted to
arid and semi-arid zones. There are around 1,500 Opuntia species
around the world. These plants produce edible stems known as pads,
cladodes, nopal or pencas (Guevara-Figueroa et al. 2010). The cla-
dodes of Opuntia spp. contain bioactive compounds, such as poly-
phenols, which are a large group of secondary metabolites produced
by plants. Polyphenols possess diverse chemical structures and in-
clude phenolic acids or phenols—such as gallic acid, coumaric acid,
3 4-dihydroxybenzoic acid, 4-hydroxybenzoic acid, ferulic acid, and

polyphenols {Bensadén, Hervert-Hemandez, Sdyago-Ayerdi, & Gofii,
2010; Gallepos-Infante et al, 2009; Guevara-Figueroa et al, 2010;
Valente et al, 2010).

The growing interest in developing research in the extraction of
polyphenolic compounds from Opuntia spp. can be attributed to the
positive impact of its antioxidant potential on health; this reduces
the risk of cardiovascular diseases, neurcdegenerative disorders,
and cancer (El Mostafa et al., 2014; Vauzour, Rodriguez-Matoes,

Corona, Oruna-Concha, & Spencer, 2010).

J Food Process Preserv. 2020:00:14485.
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ABSTRACT

Background: Nanoencapsulation is a technique that protects bioactive compounds such as polyphenolic
compounds from environmental factors, through a biopolymer that acts as a wall system. Cladodes of O. atropes
are an important source of polyphenolic compounds, flavonoids being the most abundant, these are mainly in
the form of glycosides and their consumption has been related to a decrease in glucose and lipid profile through

the elimination of intracellular radicals.

Purpose of the study: To study the formulation and process parameters that allow for obtaining the best
experimental conditions for nanoencapsulation and protect the polyphenolic compounds of the O. atropes

extract.
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