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RESUMEN

Se realiz6 la microencapsulacién por coacervacion
compleja de extractos de higo en tres etapas de madurez,
utilizando dos complejos: Proteina de Soya Aislada con
Goma Arébiga (SPI/GA) y Gelatina con Goma Aradbiga (G/GA)
como material de pared. La estabilidad de las capsulas se
evallo en términos de la presencia de compuestos fendlicos,
la actividad antioxidante mediante las técnicas de ABTS y
bioensayo de hemodlisis. El rendimiento fue mayor en el com-
plejo de G/GA, con valores superiores al 60 %. Este complejo
también logré una mejor formacién de perlas de acuerdo a
su morfologia. Ambos complejos (SPI/GA y G/GA) mostraron
estabilidad en términos de capacidad antioxidante, por lo
tanto, el proceso de coacervacion compleja es una técnica
capaz de retener los compuestos fendlicos presentes en el
higo.
Palabras clave: Microencapsulacion, coacervacion, antioxi-
dantes, Ficus carica.

ABSTRACT

Microencapsulation was performed by complex coa-
cervation of fig's extracts in three stages of maturity, using
two complexes: isolated soy protein with arabic gum (ISP /
AG) and gelatin with arabic gum (G / AG) as wall material. The
stability of the capsules was evaluated in terms of the presen-
ce of phenolic compounds, the antioxidant activity using the
techniques by ABTS and hemolysis bioassay. In addition, we
obtained the yield percentage and morphology of the mi-
crocapsules. The yield was higher in the G/AG complex, with
values greater than 60 %. This complex also has a better pearl
formation according to its morphology. Both complexes (G/
AG. ISP/AG and G/AG) have stability in terms of antioxidant
capacity; therefore, the complex coacervation process is a
technique capable to retain phenolic compounds present in
fig.

Keywords: Microencapsulation, coacervation, antio-
xidants, Ficus carica.

INTRODUCCION

Actualmente, las matrices naturales han provocado
un creciente interés para los investigadores, esto se debe
princialmente a la riqueza en el contenido de biomoléculas
naturales, principalmente los compuestos antioxidantes
(Martins et al., 2015). Se conoce que el uso de antioxidantes
de origen vegetal, tales como acidos fendlicos, flavonoides,
tocoferoles en la industria alimentaria, ha cobrado cada dia
mayor importancia debido a los beneficios atribuidos para la
salud humana (Daza et al., 2014).

El higo (Ficus carica) es una planta muy apreciada
desde hace milenios, y su origen se ubica en Oriente Medio.
Su fruto se consume en fresco como rica fuente de nutrientes
y de multiples formas en productos procesados (SIAP, 2014)
y su consumo ha ido en aumento (Villalobos et al., 2016). Las
frutas frescas de higo tienen naturalmente una vida corta
después de la cosecha, alrededor de 7 a 10 dias (Veberic et al.,
2008). Conforme el proceso de oxidacion va en aumento, se
ha encontrado que la actividad de los sistemas enzimaticos
antioxidantes disminuye (Montoya et al., 2012). Es por ello,
que se ha intensificado la busqueda por mejorar las técnicas
que permitan la prolongacién de los compuestos bioactivos.
Entre las alternativas propuestas, la microencapsulacion es
un proceso de conservacién que permite la proteccion de
la molécula activa dentro de una capa de recubrimiento
(Gzdemiry Gokmen, 2015).

La microencapsulaciéon por coacervacién es la sepa-
racion de fases de uno o varios hidrocoloides de la solucién
inicial y la posterior deposicion de la fase de coacervacion
recién formada alrededor del ingrediente activo suspen-
dido en los medios de reaccion. Dependiendo del nimero
de ingredientes poliméricos, el proceso de coacervacion se
puede dividir en dos tipos: simples y complejos (Zhang et al.,
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2012). La coacervacion compleja es aquella en la cual dos o
mas polimeros lineales e irregulares con cargas opuestas se
unen, actuando como materiales de pared (Qv et al., 2011).
Sin embargo, el biopolimero utilizado como pared puede
influir en la estabilidad de dichos compuestos. La seleccién
de un material de pared apropiado, asi como las propiedades
fisicoquimicas del material son factores que rigen el funcio-
namiento adecuado de los sistemas de microcapsulas (Gupta
et al., 2015). Dentro de un sistema de microencapsulacion
por coacervacién compleja, los complejos de proteina/
polisacarido se originan principalmente en las interacciones
electrostaticas de las macromoléculas de carga opuesta.

La soya es reconocida como una excelente fuente de
proteinas de bajo costo que puede ser utilizada en la indus-
tria alimentaria y de envasado. Ademas, puede actuar como
barrera en la transferencia de oxigeno y diéxido de carbono,
lo que aumenta el interés de utilizarse como material de
pared en el proceso microencapsulacion (Nesterenko et al.,
2014). Por otra parte, la gelatina es uno de los materiales
mas utilizados como sistema de pared, debido a sus buenas
propiedades de emulsificacion, formacion de pelicula, solu-
bilidad en agua, alta actividad de estabilizacién; asi como su
tendencia a formar una densa red fina (Akhavan et al., 2016).
La goma arabiga, conocida también como Acacia senegal, en
uno de los materiales de pared mas usados en la microencap-
sulacion debido a su baja viscosidad, asi como su propiedad
de formacién de peliculas (Gupta et al., 2015). Por lo tanto, el
objetivo del siguiente trabajo fue microencapsular extractos
de higo en tres etapas de maduracién, asi como la evalua-
cion de su estabilidad mediante la técnica de fenoles totales,
bioensayo de hemdlisis y ABTS.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Los frutos de higo (Ficus carica) fueron recolectados de
un sembradio local, ubicado en el municipio de Cajeme. Las
muestras fueron lavadas, secadas y seleccionadas de acuerdo
con su estado de madurez: Desarrollo, Maduro y Sobremadu-
ro (FAQ, 2003).

Medicion de color, pH y solidos solubles totales

El color externo caracteristico de los frutos (L*, a*, b¥),
se evaluaron de acuerdo con el sistema CIELAB utilizando
un espectrofotémetro de Esfera (Serie SP60, Michigan, USA)
midiendo la epidermis del fruto. La expresion de los resul-
tados fue la media de 10 frutos con 5 mediciones por fruto.
La determinacién de los valores C* y H*, que corresponden a
Croma (chroma) y tono (hue), respectivamente, se realizé de
acuerdo a las férmulas descritas por Mathias-Rettig y Ah-Hen
(2014):

C* = (a2 +b?)0

*

H* = tg(—
arc g(a*)

El pH se determiné de forma directa en muestras de
5 higos homogenizados con un potenciémetro (STARTER
3100, OHAUS, Parsippany, NJ, USA). Los resultados fueron la
media de al menos 3 analisis por 3 repeticiones. Los sélidos
solubles totales (SST) se determinaron colocando de forma
directa una gota de muestra homogeneizada en un refracto-
metro digital (ATAGO Hand held pocket refractometer PAL-1
No. 3810). Los resultados se expresaron en °Brix y fueron el
promedio de 10 repeticiones.

Preparacion de extractos

Los frutos en cada estado de madurez fueron secados
a 50 °C por 72 h y posteriormente pulverizadas en licuadora
hasta obtener un polvo fino. Cinco g de muestra fueron mez-
clados con 50 mL de etanol al 96 % y macerados por 72 h,
seqguido fueron llevadas a sonicacién por 25 min a4 °Cen un
sonicador (Branson 3510). Posteriormente, se filtré al vacio
con papel whatman No.1y se concentr6 el extracto mediante
evaporacion rotativa a 45 °C (Buchi Heating Bath B- 490, Buchi
Rotavapor) (Sultana et al., 2009). Por ultimo, los extractos (de
cada estado de madurez) fueron liofilizados y almacenados a
-20 °C en recipientes de plastico previo a la realizacién de las
capsulas, asi como a los analisis correspondientes.

Microencapsulacion de extractos

Las microcdpsulas fueron preparadas por coacerva-
cién compleja de acuerdo con la técnica descrita por Santos
etal. (2015) y Garcia et al. (2016) con algunas modificaciones.
Se realizé la formulacion de la microcapsula, en dos comple-
jos; el primero contenia Proteina de Soya Aislada (SPI), Goma
Ardbiga (GA), asi como el extracto de higo, y el segundo
Gelatina (G), Goma Ardbiga y extracto de higo. Previamente,
se realizé una emulsion de la muestra. Para ello se tomé el
extracto a encapsular de cada etapa de maduracion y se
realizd una primera emulsién, utilizando aceite comercial,
y posteriormente se adiciond tween 80 como tensioactivo,
para la segunda emulsion. Este proceso se realizé utilizan-
do un Ultra turrax (T18 basic, IKA). Posteriormente se le
agrego lentamente una solucion acuosa de GA (2.5 % p/v)
homogenizando por 3 min a 10,000 rpm, seguido de la so-
lucién acuosa de la proteina de Soya Aislada, para el primer
complejo y Gelatina, para el segundo complejo (2.5 % p/v)
bajo agitacion magnética. La relacion final del complejo fue
de 1:1:0.25 (Proteina: polisacarido: extracto). Se ajusté el pH
a 4 usando acido acético 1 M. El complejo fue enfriado en
un bafio de hielo bajo agitacién, con una temperatura de 10
°C, agregando Tripolifosfato de sodio 0.05 M como material
reticulante. El material coacervado fue almacenado por 24 h
a 6 °C hasta lograr la decantacién y separacion de las fases.
Finalmente, las microcapsulas coacervadas fueron liofilizadas
(Freeze Dryer DC401, Yamato) y almacenadas a -20 °C hasta
su posterior andlisis. Los complejos formados y/o tratamien-
tos fueron: T1: Desarrollo SPI/GA; T2: Maduro SPI/GA; T3:
Sobremaduro SPI/GA; T4: Desarrollo G/GA; T5: Maduro G/GA;
T6: Sobremaduro G/GA.
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Morfologia de microcapsulas

Una vez realizado la encapsulacion, se tomaron mues-
tras de cada tratamiento y se tifieron con azul de tripano y
se observé la morfologia de las microcapsulas a través de un
microscopio de epifluorescencia (Nikon Microscope Eclipse
50i) ayudado por el software NIS Elements Viewer para la
obtencion de imagenes, utilizando un objetivo de 40x.

Rendimiento de microencapsulacion

El rendimiento de microencapsulacién se realizé de
acuerdo con el método descrito por Pulido y Beristain (2010).
El rendimiento se calculé a partir de la relaciéon entre los
gramos de polvo de microcapsulas después del secado y los
sélidos totales, es decir, la cantidad de extracto y biopolime-
ros adicionado en la solucion, de acuerdo con la siguiente
férmula:

Peso de microcapsulas
Peso biopolimero

% de rendimiento = (: + muestra) x 100

Estabilidad de las microcapsulas

Para la evaluacién de la estabilidad de las microcapsu-
las, se realiz6 una disrupcién de las mismas disolviendo 0.2 g
de capsulas en citrato de sodio al 10 % (p/v) como material
de liberacién de nucleo (Nori et al., 2011). La estabilidad de
las microcapsulas se determiné por evaluacion del contenido
de compuestos fendlicos, bioensayo de hemdlisis, asi como
inhibicion del radical ABTS en las muestras liofilizadas. Estas
evaluaciones se realizaron una vez por semana durante 28
dias para cada uno de los complejos.

Determinacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se cuantific6 mediante
el método descrito por Silva-Beltran et al. (2015) con algunas
modificaciones. La mezcla de reacciéon consistié en 150 uL
del reactivo Folin-Ciocalteau, 120 uL de Na,CO, y 30 L de
muestra. Se dejé reposar por 20 min en completa oscuridad
y se leyd la absorbancia a 750 nm en lector de microplacas.
La concentracion de fenoles totales se calculé utilizando una
curva estandar de acido galico y los resultados se expresaron
como mg equivalentes de acido gélico por gramo de peso
seco de polvo microencapsulado.

Inhibicion del radical ABTS

La técnica de inhibicion del radical Acido 2,2>-azino-
bis (3-etilbenzo tiazolin-6 sulfonico) [ABTS], se realizd de
acuerdo a la metodologia descrita por Re et al. (1999) con
algunas modificaciones. El radical ABTS se prepar6 al mezclar
19 mg en 5 mL de agua destilada, de igual manera, se preparé
una solucion de persulfato de potasio (37.8 mg/mL en agua
destilada). Posteriormente, se tomaron 88 uL de persulfato
de potasio y se le anadieron a la solucién de ABTS, dejando
en reposo la mezcla resultante por 12-16 h a temperatura
ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de reposos, se
tomaron 500 pL de la solucion ABTS y se diluyeron en 30 mL
de etanol 96%, para ajustar la absorbancia a 0.7 £ 0.02 en un

lector de microplacas a 750 nm (Thermo Scientific Multiskan
Go, Vantaa, Finland). Una vez ajustado el radical, se tomaron
295 pLy 5 pL del extracto y la reaccién se dejé reposar por 7
min y se ley6 la absorbancia a 750 nm. La actividad antioxi-
dante se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

AA
% de inhibicién = (Ac - E) x 100

Donde, Aces la absorbancia control y A, es la absor-
bancia del antioxidante.

Bioensayo in vitro del efecto protector sobre eri-
trocitos humanos

La hemolisis fue inducida por el radical AAPH
(2-2"-Azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride) de
acuerdo a la metodologia descrita por Lu et al. (2010), con al-
gunas modificaciones. Los eritrocitos fueron lavados en tres
tiempos con buffer salino (PBS), realizando una centrifuga-
cion por 10 min a 1500 rpm. Una vez lavados los eritrocitos,
se preparé una suspension de eritrocitos humanos al 5 % en
PBS. Para el ensayo se colocaron en un tubo de ensayo en
relacién 1:1:1 la solucion del eritrocito, el extracto a evaluary
el radical AAPH, se mezclé para llevarlo aincubaciéon por3 ha
37 °C. Una mezcla de reaccion similar se prepard sin extracto
como control (Hemolisis completa). Terminada la incubacion
seagreg6 1 mL de PBSy se centrifugd a 3500 rpm por 10 min,
e inmediatamente se tomo la absorbancia del sobrenadante
en un lector de microplacas a 540 nm. El resultado se expresé
como porcentaje de inhibicién, la cual fue calculada median-
te la formula: ((Abs Control-Abs Final)/Abs Control * 100).

Analisis estadistico

Cada uno de los anadlisis se realizd a través de un
experimento independiente. El disefo estadistico fue com-
pletamente al azar por triplicado. Para el andlisis de los dis-
tintos tratamientos se asumio (p< 0.05). Se utilizé el paquete
estadistico StatGraphics version 5.1.

RESULTADOS Y DISCUSION
Color, pH y solidos solubles totales

Los frutos en estado de madurez en desarrollo mos-
traron el valor de L* mas alto (45.56), siendo su color mas
brillante en comparacion con los frutos maduros y semima-
duros (Tabla 1). Esto coincide con Solomon et al. (2006) quie-
nes reportaron valores de luminosidad mas altos en higos
en etapa de desarrollo, en comparacién con higo en etapa
madura. En el pardmetro a* se muestra la mayor tendencia
al color rojo en los frutos en estado maduro con valor de
13.37. Caliskan y Aytekin (2011) evaluaron pardmetros de a*
en higo plenamente maduro, obteniendo valores promedio
de 11.8, siendo mas bajo a lo encontrado en este estudio. El
parametro b* muestra un valor mayor en los frutos en etapa
de desarrollo con 20.04, el cual tiende a ser amarillo. En el
indice de cromaticidad (C*), que engloba el conjunto de a*
y b*, se puede observar que los tres estados de madurez
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Tabla 1. Medicién de color (L*, a*, b*, C* y H*), pH y solidos solubles totales
de extractos de Higo en tres estados de madurez (Desarrollo, Maduro y
Sobremaduro).

Table 1. Color measurement (L*, a*, b* C* y H*), pH and soluble solids

of fig extracts in three stages of maturity (Development, Mature and
Overmature).

Estado de madurez  Desarrollo Maduro Sobremaduro
L 45.56 +0.48° 29.67 +0.36° 26.27 +0.26¢
a* 1220+ 049° 13.37+0.92° 5.71+0.37°
b* 20.04+0.35°  4.51+£0.19° 5.08 £0.91°
Cc* 2346 +0.54° 14.11+0.93° 7.65 £ 0.87¢
H* 58.67+£0.61*  18.66 + 0.47° 41.52 £ 3.49¢
pH 5.60 £ 0.20* 55+0.17° 5.5+0.20°
SST (°Brix) 14.65+0.35° 18.65 + 0.25° 23.8 £0.50°

L* (luminosidad), a* rojo (+) y verde (-), b* amarillo (+) y azul (-), C* (croma)
y H* (tono). Los superindices diferentes denotan diferencia significativa
(p<0.05).

presentan diferencia estadisticamente significativa (p<0.05),
siendo el estado en desarrollo el que obtuvo el valor mas alto
con 23.46. Sin embargo, el valor obtenido en estado maduro
(14.11) es similar al obtenido por Silva et al. (2009) en mues-
tras de higo maduras previamente cocinadas. Para el indice
de Hue o tono, los frutos en estado maduro presentaron un
valor de 18.66, siendo el valor mas cercano a 0°, el cual indica
una coloracién de rojo-purpura (Caliskan y Aytekin, 2011).
Las etapas en desarrollo y sobremaduro presentaron valores
de 58.67 y 41.52, siendo mas cercanas a 40°, el cual indica un
color rojo. Los valores obtenidos en las tres etapas de ma-
durez mostraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).

En los sélidos solubles se observé una tendencia
ascendente entre cada una de las etapas, en donde el conte-
nido de azucares fue aumentando de acuerdo con el estado
de madurez, oscilando entre 14.65-23.8 °Brix (Tabla 1). El
aumento de estos valores se presenta como una tendencia
natural del proceso de maduracién, ocurriendo al final del
crecimiento del fruto una translocacion alta de azucares (Fis-
her y Martinez, 1999; Villalobos et al., 2016). La accion de la
hidrélisis de diversos polisacaridos estructurales tales como
almidon, pectinas de la pared celular, y otros componentes
monomeéricos basicos, llevan a la acumulacién de azucares,
tales como glucosa, fructuosa y sacarosa (Torres et al., 2013).
En pH, se obtuvieron valores entre 5.5-5.6, no se encontraron
diferencias significativas entre los estados de maduracion.
Estos valores son similares a lo reportado en frutos de higo
en una etapa cercana a la madurez comercial (Viuda et al.,
2015).

Rendimiento de microencapsulacion

En la tabla 2, se muestran los valores obtenidos en
cuanto al rendimiento de microcapsulacion de higo en tres
etapas de madurez. En la interaccion SPI/GA, se observé que
no existen diferencias significativas entre cada etapa de ma-
duracion (p<0.05). Los resultados para G/GA fueron mayores
en comparacion con el complejo SPI/GA. Los valores de ren-
dimiento en el complejo G/GA variaron entre 63.83 y 67.12

Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de microencapsulacién.
Table 2. Percentage of microencapsulation yield.

SPI/GA % Rendimiento G/GA % Rendimiento
Desarrollo 28.63+0.21° Desarrollo 64.79+0.05°
Maduro 16.42+0.02° Maduro 63.83+0.07°
Sobremaduro 15.41+0.04° Sobremaduro 67.12+0.06°

SPI=Proteina de Soya Aislada; GA= Goma Arabiga; G = Gelatina. Los superin-
dices diferentes denotan diferencia significativa (p<0.05).

%, dichos valores son similares a lo reportado por Rocha et
al. (2013) al encapsular aspartamo utilizando la técnica de
coacervacion compleja con Gy GA. Por otro lado, Wang et al.
(2014) obtuvieron valores de 50-70 %, en complejos de gela-
tina y hexametafosfato de sodio. Estos resultados pueden ser
debido a la capacidad de emulsion limitada de gelatina en la
interfaz de aceite/agua en presencia de una concentracion
excesiva de emulsién primaria. Junxia et al. (2011) reportaron
que, dentro del sistema de coacervacion, el SPl ademas de
la participacién en la interaccién electrostatica, actia como
un emulsionante. Por lo tanto, al sumarlo con la cantidad
establecida de emulsificantes utilizados para este trabajo, el
exceso de grasa pudo conducir a una emulsién incompleta y
una pobreinteraccién entre SPly el polisacérido, dando como
resultado un bajo porcentaje de rendimiento. El rendimiento
de microencapsulacion puede ser influenciado por el tipo
de material de pared utilizado (Venil et al., 2016). Ademas,
la viscosidad del biopolimero también puede influir en el
rendimiento de microencapsulacién. Si la viscosidad es baja
puede ocurrir una mezcla interna que retrasa la formacion de
una superficie permeable, en cambio a una viscosidad alta es
posible reducir la probabilidad de una mezcla interna y por lo
tanto aumentar el rendimiento (Pulido y Beristain, 2010). Por
otro lado, un aumento en la concentracién de las soluciones
(proteinas y polisacaridos), posiblemente produce paredes
mas resistentes, lo que lleva a los valores de rendimiento
mayores (Rocha et al., 2013).

Morfologia de las microcapsulas

En la figura 1 se muestran las micrografias de las
microcapsulas de extractos de higo en los complejos SPI/
GA y G/GA, respectivamente. Se puede observar que las
microcapsulas del complejo SPI/GA mostraron una superfi-
cie abollada o irregular, siendo similar para las tres etapas de
maduracién. Para el caso de las microcapsulas del complejo
G/GA, estas mostraron una superficie con formas mas esfé-
ricas e integras, presentando variacion en cuanto a tamafo,
con menos zonas abolladas ni grietas aparentes o poros en
la superficie. Pulido y Beristain (2010) reportaron que, en la
microencapsulacion, la proteccién ofrecida por el material
de pared y las propiedades de flujo de las microcapsulas
dependen de la microestructura interior y exterior de la mi-
crocapsula y en como el material de pared estd organizado
en las microcdpsulas. Asimismo, Silva et al. (2013) reportaron
que paredes de microcapsulas intactas y regulares resultan
en un proceso de microencapsulacion mas perfecto. Uno de
los factores de tal morfologia fue el pH en ambos complejos,
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SPI/GA
(A)

G/GA
(B)

Figura 1. Micrografias opticas de microcapsulas de extracto de higo en
cada etapa: Desarrollo (1), Maduro (2) y Sobremaduro (3) en Complejo de

SPI/GA (A) y Complejo de G/GA (B).

Figure 1. Optical micrographs of fig extract’s microcapsules in each stage:
Development (1), Mature (2) and Overmature (3) in ISP/AG Complex (A) and

G/AG Complex (B).

ya que de acuerdo con lo reportado por Wang et al. (2014) al
trabajar con pH menor a 5, es posible observar la agregacién
de las gotas de cépsulas, asi como la capa o formacién de
pared en los coacervados de manera uniforme alrededor de
las microcdpsulas. Por lo que, esto es lo que probablemente
sucedi6 en las microcapsulas G/GA. Por otra parte, particulas
con superficies rugosas tienen dreas de contacto mas gran-
des que los que tienen superficies lisas, que pueden hacerlos
mas susceptibles a reacciones de degradacién, tales como la

oxidacion.

Determinacion de fenoles totales

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos
de la estabilidad del complejo SPI/GA y G/GA para la deter-

minacidon de fenoles totales. De acuerdo con los valores, es
posible observar una tendencia descendente durante las
cuatro semanas de almacenamiento en los compuestos de
ambos complejos. La mayor reduccién del contenido de
fenoles totales se observé en los complejos SPI/GA para los
3 estados de madurez, con valores entre 8.25 y 5.10 mgEAG/
gps. Las microcapsulas en los complejos G/GA presentaron
una mayor estabilidad durante el periodo de almacenamien-
to, con respecto al complejo SPI/GA. Se ha reportado, que
los compuestos fenélicos en la superficie del polvo microen-
capsulado pueden ser mas propensos a la oxidacion que las
microcapsulas, debido a la actuacién del material de recubri-
miento como una barrera de proteccion para los compuestos
fendlicos (Cam et al., 2014). Ademas, la estabilidad de las
microcapsulas es afectada por la actividad acuosa durante el
almacenamiento, lo cual puede provocar el colapso de estas
(Pulido y Beristain, 2010).

El extracto microencapsulado mostré una buena
proteccién contra la oxidacion, que podria atribuirse a las
propiedades antifilicas de los componentes presentes en las
microcapsulas. Chidambaram et al. (2016), reportaron que
un aumento en el nimero de grupos hidroxilo en un fenol
mejora la capacidad donante de hidrégeno vy la inhibicion
de la oxidacion. La temperatura de almacenamiento es
otro de los factores que también pudo haber influido en los
resultados obtenidos para la estabilidad de los complejos.
Paini et al. (2015) reportaron que el almacenamiento de los
microencapsulados a bajas temperaturas es ideal para la
prolongacién de los polvos en largos periodos de tiempo.

Actividad antioxidante

Ambos complejos mostraron una tendencia similar
descendente, siendo el de mayor porcentaje el complejo SPI/
GA, con valores superiores al 15 % de inhibicion (Tabla 3). Sin

Tabla 3. Medias y desviaciones estandar para la determinacion de fenoles totales y actividad antioxidante por ABTS.
Table 3. Means and standard deviations for total phenols’ determination and antioxidant activity by ABTS.

Tiempo de almacenamiento (Semanas)

Prueba Complejo Estado de Madurez
1 2 3 4
Desarrollo 8.25+0.01* 7.58 + 0.06° 5.10+0.10¢ 428 +0.16¢
SPI/GA Maduro 7.54+0.152 5.93 +0.48° 5.28 £ 0.14¢ 4,58 +0.16¢
Fenoles Sobremaduro 6.18 +033° 5.60 +0.25° 452+0.15% 510 +0.09°
Totales* Desarrollo 5.54 % 0.08° 3594019 3.57+0.01° 275+ 0.03¢
G/GA Maduro 3.12+0.11° 3.12+0.01° 3.40 £ 0.06* 2.82 £0.03¢
Sobremaduro 3.82+0.07° 3.18 £ 0.04* 3.70 £ 0.06° 3.36 £0.14¢
Desarrollo 29.07 £0.22* 18.69 + 0.86° 19.39 + 0.08° 19.12 £ 0.33°
SPI/GA Maduro 20.18 £ 0.06° 17.31 £0.93¢ 19.19 £ 0.22%® 18.86 + 0.94°
T Sobremaduro 23.68+0.10° 18.71 +£1.13¢ 22.24+0.33° 21.61+0.42°
Desarrollo 18.96 + 0.38° 11.14 £ 0.36° 10.36 + 0.24¢ 11.95 £ 0.41°
G/GA Maduro 19.30 £ 0.51° 13.23 +0.87° 12.56 + 0.35° 13.57 + 0.62°
Sobremaduro 17.08 £0.29* 13.18 £0.3° 12.93 + 0.49°¢ 12.19+£0.79<¢

* Las unidades se expresan en mgEAG/gps. ** Las unidades se expresan en % de inhibicion. Los superindices diferentes denotan diferencia significativa

(p<0.05) entre tiempo de almacenamiento.
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embargo, los tratamientos de G/GA, a pesar de obtener un
porcentaje de inhibicion mas bajo (Desarrollo 18.96-11.95,
maduro 19.30-11.95 y sobremaduro 17.08-12.19 %) en
comparacién con los tratamientos del complejo de SPI/GA
(Desarrollo 29.07-19.12, maduro 20.18-18.86 y sobremaduro
23.68-21.61 %) mostraron una mejor estabilidad de encap-
sulacion, sobre todo a partir de la semana 2. En general, el
porcentaje de inhibicién para ambos complejos fue menor
al 30 %. La capacidad de eliminacion inferior expresada en
ambos complejos estd en concordancia con lo expresado
por BelS¢ak et al. (2016) quienes reportaron que una orga-
nizacion estructural diferente dentro de las microcapsulas
puede explicar el atrapamiento inferior de los compuestos
antioxidantes. La disminucion de la capacidad antioxidante
en los extractos encapsulados pudo deberse al efecto de la
polimerizacion de las proteinas, las cuales, segun Ifeduba
et al. (2015) provocan un efecto opuesto en la actividad
antioxidante en general. Wang et al. (2016) sugieren que la
existencia de microcapsulas mejora la proteccién, asi como
la estabilidad de los compuestos activos bajo condiciones
ambientales. Betz et al. (2012) reportaron que la presencia de
aceite y emulsionantes durante la microencapsulacion puede
influir en la capacidad antioxidante al afectar el coeficiente
de particion de antioxidantes entre la fase acuosa y la fase
de aceite o debido al agotamiento de compuestos a través
de la reaccion con radicales de lipidos. Ademas, reportan
que las interacciones entre proteinas y compuestos fendlicos
pueden resultar en una disminucién de la biodisponibilidad
de los compuestos con actividad antioxidante.

Evaluacién del efecto protector en eritrocitos humanos

El ensayo de proteccién de eritrocitos humanos se ha
utilizado como modelo para evaluar el efecto protector de
los antioxidantes contra el dafio oxidativo de las biomem-
branas porque son muy susceptibles a la hemolisis (Zhang
etal, 2014; Zheng et al., 2016). Se ha reportado que el estrés
oxidativo puede inducir a la disrupcién de la membrana ce-
lular e incluso causar hemolisis, lo que resulta en la liberacién
de células libres de hemoglobina en el plasma (Wang et al.,
2017).

La inhibicion de hemolisis oscilé entre 46-50 % en
todos los tratamientos (Figura 2). El complejo SPI/GA (T1-
T3) presenté una estabilidad en las etapas de maduracién
maduro y sobremaduro durante todo el almacenamiento.
La etapa en desarrollo (T1) mostré el menor porcentaje
de inhibicion, disminuyendo gradualmente a partir de la
semana 2, y obteniendo un valor de 34% para la semana 4.
Esto podria deberse a la disminucién en la concentracién
de compuestos con capacidad antioxidante para esta etapa
de maduracion, ya que en la inhibiciéon del radical ABTS y
contenido de fenoles totales, también se observd una dismi-
nucion durante las 4 semanas de almacenamiento. Por otra
parte, en los complejos G/GA, para la semana 2, los extractos
microencapsulados mostraron una disminucién en el efecto
protector, y posteriormente aumentar hasta alcanzar valores
entre 54-55 % de inhibicion al final del almacenamiento. Se
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Figura 2. Estabilidad de microcapsulas del complejo SPI/GA y G/GA en

la inhibicion de hemdlisis. T1: Desarrollo SPI/GA; T2: Maduro SPI/GA; T3:
Sobremaduro SPI/GA; T4: Desarrollo G/GA; T5: Maduro G/GA; T6: Sobrema-
duro G/GA.

Figure 2. Microcapsules stability of the ISP/AG and G/AG complex in hemo-
lysis inhibition. T1: Development SPI/GA; T2: Mature SPI/GA; T3: Overmature
SPI/GA; T4: Development G/GA; T5: Mature G/GA; T6: Overmature G/GA.

ha reportado que el efecto protector contra los eritrocitos
puede estar relacionado con la presencia de compuestos
bioactivos, como fenoles, flavonoides y carotenoides, en
las muestras, que pueden ejercer efectos antiinflamatorios
y antioxidantes (Magalhaes et al., 2009; Thakur et al., 2016).
Asimismo, se ha informado una baja correlaciéon entre los
compuestos fendélicos con métodos de andlisis in vivo (Gra-
nato et al., 2018). Quizas, esto podria atribuirse al hecho de
que los antioxidantes no han disminuido el dafio oxidativo in
vivo y la variacion pudiera deberse a héabitos de vida, sexo o
genética (Halliwell, 2012).

Los valores obtenidos en este estudio para el por-
centaje de inhibicién de hemdlisis fueron superiores al 30
% durante las cuatro semanas en ambos complejos (SPI/GA
y G/GA). Fernandez et al. (2010), obtuvieron porcentajes de
inhibiciéon entre 31.07- 39.1 %, para extractos etandlicos de
Renealmia alpinia. Asimismo, Pérez et al. (1995), reportaron
valores similares a los encontrados en este estudio con valor
promedio de 38.2% en extractos etandlicos de H. excelsa.
Como parte del proceso de microencapsulacion, en la etapa
de emulsién es necesario incorporar un agente tensioactivo
que permita la estabilidad en la doble emulsién. Se ha argu-
mentado que los surfactantes son capaces de unirse a los
eritrocitos, incluso a una concentracion muy baja debido a su
alta afinidad por la membrana plasmatica. Este mecanismo
se produce debido a la distribucién del tensioactivo entre
la fase acuosa y la membrana lipidica de los eritrocitos. Bajo
condiciones especificas, esta union puede inducir la estabi-
lizacion de la membrana y la proteccién contra los cambios
osmoticos 0 mecanicos, sino también los cambios morfolo-
gicos de los eritrocitos (Carvalho et al., 2015; Manaargadoo
etal., 2016).
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CONCLUSIONES

El proceso de microencapsulacidon por coacervacion
compleja mostrd ser una técnica capaz de retener los com-
puestos bioactivos presentes en higo. La proteina de soya
aislada, gelatina y goma arabiga son biopolimeros capaces
de mantener la estabilidad de dichos compuestos, al utilizar-
se como materiales de pared en la formacién de coacervados.
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