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ABREVIATURAS
EAU: Extraccion asistida por ultrasonido
ORAC: Capacidad de absorcién de radicales de oxigeno
DPPH: Compuesto quimico organico 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo.
EAG: Equivalente de acido galico.
gss: Gramo de sélido seco
ET: Equivalente a trolox
mg: Miligramo
pm: Micrémetro
Mg: Microgramo
p/v: Peso/volumen
CPT: Contenido de polifenoles totales
°C: Grados centigrados
rpm: Revoluciones por minuto
MIDAGRI: Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego
AOAC: Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales

SEM: Microscopia electrénica de barrido



RESUMEN

La cascara de tuna es un subproducto agroindustrial que a menudo es desechado,
generando problemas de eliminacién y posibles problemas ambientales. Sin embargo,
se ha comprobado que estas poseen compuestos bioactivos como los polifenoles que
ayudan a tratar diversas enfermedades. Dado que algunos compuestos polifendlicos se
degradan ante factores externos, es necesario protegerlos mediante técnicas como la
encapsulacion, lo cual ayudara a superar los inconvenientes de su inestabilidad, atenuar
sabores desagradables, asi como también mejorar su biodisponibilidad. Por ello, este
trabajo evaluo las concentraciones de agente encapsulante (alginato de sodio y pectina
de bajo metoxilo) a tres diferentes concentraciones (1,2 y 3%) y (3,4 y 5%) en un proceso
de gelificacion idnica sobre el contenido de polifenoles totales, capacidad antioxidante,
perfil de polifenoles, tamano y forma de los encapsulados en extractos de cascara de
tuna roja. Para el alginato de sodio la mejor condicién fue establecida al 1% (p/v)
logrando un contenido de polifenoles de 4,25 mg EAG /gss; ORAC 81,11 umol ET/gss
y eficiencia de encapsulacion 53,40%. Y para la pectina fue a la concentracion del 3%
(p/v) con 3,41 mg EAG /gss en polifenoles totales; 64,91 umol ET/gss en ORAC y
42,86% en eficiencia. En cuanto a los polifenoles especificos el de mayor predominancia
fue la epicatequina en el alginato de sodio con un contenido de 12,48 ug/gss vy rutina
2,69 ug/gss en la pectina. Respecto a la forma de los encapsulados todas las muestras
presentaron una forma esférica en estado humedo a excepcion del alginato de sodio al
3% y en estado seco el alginato al 2% y pectina al 4 y 5% fueron las muestras con mejor
apariencia y una forma mas redonda. Por otro lado, el tamafio de los encapsulados se
vio influenciado por la concentracion, a una mayor concentracion de agente
encapsulante mayor sera el tamano de las capsulas. Finalmente, es necesario realizar
algunos ajustes en la ejecucion de esta técnica para reducir las pérdidas de polifenoles

y el proceso sea viable para el uso de las capsulas en alimentos.

Palabras clave: polifenoles, capacidad antioxidante, tuna, gelificacion idnica



ABSTRACT

Prickly pear shell is an agro-industrial byproduct that is often discarded, generating
disposal and potential environmental problems. However, it has been proven that these
shells contain bioactive compounds such as polyphenols that help treat various
diseases. Since some polyphenolic compounds degrade under external factors, it is
necessary to protect them through techniques such as encapsulation, which will help
overcome the drawbacks of their instability, attenuate unpleasant flavors, and improve
their bioavailability. Therefore, this study evaluated the concentrations of encapsulating
agent (sodium alginate and low-methoxyl pectin) at three different concentrations (1, 2,
and 3%) and (3, 4, and 5%) in an ionic gelation process on the total polyphenol content,
antioxidant capacity, polyphenol profile, and size and shape of the components
encapsulated in extracts of red cactus pear. For sodium alginate, the best condition was
established at 1% (w/v), achieving a polyphenol content of 4.25 mg EAG/gss; ORAC
81.11 umol TE/gss and encapsulation efficiency 53.40%. And for pectin, it was at a
concentration of 3% (w/v) with 3.41 mg EAG/gss in total polyphenols: 64.91 umol TE/gss
in ORAC and 42.86% in efficiency. Regarding specific polyphenols, the most
predominant was epicatechin in sodium alginate with a content of 12.48 ug/gss and rutin
2.69 pg/gss in pectin. Regarding the shape of the encapsulates, all samples presented
a spherical shape when wet, except for 3% sodium alginate. When dry, 2% alginate and
4 and 5% pectin were the samples with the best appearance and a rounder shape. On
the other hand, the size of the encapsulates was influenced by the concentration, the
higher the concentration of the encapsulating agent, the larger the capsules. Finally,
some adjustments are necessary in the execution of this technique to reduce polyphenol

losses and make the process viable for use in food.

Keywords: polyphenols, antioxidant capacity, tuna, ionic gelation
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INTRODUCCION

Los subproductos de frutas y hortalizas generados por el procesamiento industrial y su
consumo generan problemas ambientales, debido a su acumulaciéon y generacion de
gases de efecto invernadero (Hussain et al., 2022). Estos subproductos incluyen
cascaras, semillas, hojas, pulpa no deseada, los cuales contienen una variedad de
compuestos bioactivos, fendlicos, antioxidantes y entre otros nutrientes que favorecen
la salud (Aqgilah et al., 2023; Nirmal et al., 2023). Los compuestos fendlicos poseen
propiedades antiinflamatorias debido a su capacidad para inhibir las enzimas
relacionadas con el desarrollo de enfermedades crénicas tales como la hipertension, los
problemas metabdlicos, las infecciones incendiarias y las enfermedades

neurodegenerativas (Rahman et al.,2021).

En particular, la cascara de tuna es un subproducto agroindustrial que ha despertado
gran interés por la industria alimentaria por ser una buena fuente de fitoquimicos como
fendlicos, vitamina C, vitamina E, polisacaridos y betalainas (Amaya et al., 2019; Barba
et al., 2017). En general, este residuo presenta concentraciones importantes de familias
especificas de polifenoles tales como acidos fendlicos, flavanoles, flavonoles; dentro de

los cuales destacan la quercetina, isorhamnetina y kaempferol (lftikhar et al., 2023).

Para la extraccion de compuestos bioactivos se requiere de la seleccion de un proceso
de extraccion adecuado, el cual debe ser amigable con el medio ambiente, con tiempos
de extraccion cortos, mejore el rendimiento y permita la obtencion de un extracto inocuo
(Jha & Sit, 2022). Si bien existen diferentes métodos de extraccion alternativos, la
extraccion asistida por ultrasonido ha demostrado tener altos rendimientos y tiempos
relativamente cortos (<30min). Esta técnica utiliza las fuerzas fisicas de la cavitacion
acustica que ayudan a la ruptura de la matriz vegetal y liberacién de los polifenoles
(Kumar et al., 2020).

Sin embargo, los compuestos bioactivos que estan presentes en los extractos vegetales
son susceptibles a degradacién a factores como la temperatura, cambios de pH,
presencia o ausencia de luz y oxigeno; los cuales limitan su aplicacion directa de en la

elaboracion de productos nutraceuticos (Laureantia et al.,2023).

Diferentes técnicas de encapsulacién han sido desarrolladas con la finalidad de
conservar los principios bioactivos de los polifenoles. Esto permite incrementar su
periodo de vida util, asegurando su integridad biolégica e incrementando su eficiencia y

estabilidad en condiciones de procesamiento y almacenamiento (Zabot et al., 2022;
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Metha et al., 2022). Existen varias técnicas de encapsulacion y agentes encapsulantes
que se han utilizado para encapsular polifenoles. Sin embargo, la gelificacion idnica es
uno de los métodos mas empleados debido a su facil uso y escalamiento industrial. Este
método usa el alginato de sodio como encapsulante debido a su biocompatibilidad y
baja toxicidad (Castro et al., 2019; Rodriguez et al., 2017). El producto terminado se
conoce como perlas de hidrogel (capsulas), los cuales son producto de un proceso de
polimerizacion o unién iénica, (Kurozawa & Hubinger, 2017). No obstante, también se
han estudiado otros tipos de encapsulantes como las pectinas de baja metoxilacion,
quitina, quitosano, los cuales son combinados con iones Ca +2 (Kurozawa & Hubinger
,2017). Por ello, desarrollar estrategias a bajo costo que permitan extraer polifenoles y
aseguren su estabilidad en el tiempo son objetivos que aun son tema de discusion por

parte de la industria alimentaria.
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1.

CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion y formulacién del problema

En Peru, la produccion de tuna en Moquegua ha alcanzado un area cosechada de
809 ha (MIDAGRI, 2023), mayormente este fruto es cultivado en las zonas
altoandinas como el distrito de San Cristébal de Calacoa, cuyo consumo genera
residuos de cascaras que no son aprovechados y podrian conllevar a problemas

de gestion ambiental (Chaparro et al., 2019).

Los residuos de cascara de tuna han despertado interés de la industria
farmacéutica debido a su capacidad antioxidante y antiinflamatoria que poseen los
polifenoles, entre los cuales se encuentran presentes los &acidos fendlicos,
flavanoles, flavonoles y estilbenos (Ordériez et al., 2019). Ademas, los polifenoles
pueden contribuir a la amargura, astringencia, color, sabor, olor y estabilidad
oxidativa en los alimentos (Bhooshan & Ibrahim, 2009). Sin embargo, estos
compuestos son inestables y en gran medida propensos a la degradacién
oxidativa e hidrdlisis, esto promueve el cambio de sus estructuras quimicas
durante el procesamiento y almacenamiento, dando como resultado una
disminucion de sus actividades biolégicas (Deng et al., 2018). En general, factores
tales como pH, luz, temperatura, disponibilidad de oxigeno, iones metalicos,
enzimas, proteinas, sal de nitrito, didxido de azufre, e interacciones con otros
componentes alimentarios provocan cambios quimicos en estos compuestos
(Xiao, 2022).

Existen varios métodos de extraccion convencionales (Soxhlet, agitacion
mecanica y maceracion) y no convencionales (liquidos presurizados, ultrasonido,
etc.), que permiten recuperar los polifenoles presentes en diferentes matrices
vegetales (Vitor et al., 2021; Banerjee et al., 2017). Sin embargo, los extractos
obtenidos estan propensos a la hidrdlisis y oxidacién por lo que se requieren
técnicas de congelacidon complejas que permitan su conservacion, ya que estos
extractos no pueden ser aplicados de forma directa en los alimentos (Mojzer et al.,
2016; Bouarab et al., 2019). Debido a las condiciones de procesamiento y
almacenamiento, como pH y temperatura, que pueden provocar cambios
quimicos/estructurales en los polifenoles (Cao et al., 2021). Por ejemplo, la adicion

de polifenoles de manera directa en productos que impliquen en su procesamiento
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altas temperaturas (2180 °C), reduciria drasticamente el contenido de estos
compuestos en el producto terminado (Pasukamonset et al., 2016). Entonces, es
necesario un método sencillo y practico de microencapsulaciéon que permita que
los compuestos fendlicos puedan ser utilizados en el desarrollo de alimentos

nutraceuticos (Munin & Edwards, 2011).

La microencapsulacién es un proceso mediante el cual compuestos bioactivos son
recubiertos por capsulas, protegiéndolos contra procesos quimicos degradativos
(Silva et al., 2014). Por ello, ante la escasa estabilidad de los polifenoles, esta
tecnologia podria incrementar la vida util de estos compuestos y favorecer una
liberacion controlada del encapsulado (Castromonte et al., 2020). No obstante, en
muchas técnicas de encapsulacion se generan altos costos de produccion (Gibbs
et al., 1999). Por ello, la gelificacion idnica ha demostrado ser una forma simple,
rapida y eficiente para estos compuestos antioxidantes, donde no se requiere de
equipo especializado, altas temperaturas, o disolventes organicos (Otalora et al.,
2019). No obstante, los parametros de proceso para los polifenoles presentes en
extractos de cascara de tuna aun no han sido establecidos. Bajo estas
consideraciones, formulamos la siguiente interrogante:

¢, Cual es el efecto del uso de agentes encapsulantes tales como alginato de sodio
y pectina en un proceso de gelificacion idnica sobre las propiedades antioxidantes

de los extractos obtenidos a partir de cascara tuna roja?

1.2. Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar el proceso de gelificacion iénica para microencapsular compuestos

antioxidantes presentes en cascara de tuna roja (opuntia ficus-indica).

1.2.2. Objetivos especificos

a) Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de agente encapsulante
alginato de sodio al 1, 2 y 3%; y pectina al 3, 4 y 5% en un proceso de
gelificacién idnica sobre el contenido de polifenoles, capacidad antioxidante y

perfil de polifenoles a partir de extractos obtenidos de cascara de tuna roja.
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b) Determinar el efecto de diferentes concentraciones de agente encapsulante
alginato de sodio al 1, 2y 3%; y pectina al 3, 4 y 5% sobre el tamafo y forma

de los microencapsulados a partir de extractos de cascara de tuna roja.

1.3. Justificacion e importancia

El consumo del fruto de la tuna genera importantes cantidades de residuos
(cascara y semilla), los cuales presentan importantes concentraciones de
compuestos bioactivos. En particular, la cascara que constituye alrededor del 33-
al 50% del peso total del fruto es una fuente natural rica en polifenoles. Por ello,
establecer nuevas estrategias que permitan revalorizar este subproducto, el cual
no presenta ningun valor econdmico y gran disponibilidad, permitira nuevas

alternativas econémicas a la industria.

Los polifenoles presentes en la cascara de tuna son metabolitos secundarios con
importantes propiedades bioactivas, los cuales han demostrado efectividad en la
prevencion y tratamiento de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo
tales como citotéxicas, antiinflamatorias, antihipertensivas y antidiabéticas. Esto
debido a su capacidad para reducir los radicales libres. Por ello, los estudios no
solo deberian enfocarse en los métodos de extraccion de estos metabolitos, sino
también deberian estudiar la incorporacion de estos compuestos en matrices
alimentarias como los microencapsulados con la finalidad de ofrecer nuevas
potenciales aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica. En general,
diversos estudios recomiendan el uso de alginato de sodio y pectina como las
mejores alternativas de grado alimentario para el desarrollo de
microencapsulados. Entonces, el uso del método de gelificacion ibnica combinado
con agentes gelificantes de grado alimentario podria representar una alternativa

sustentable para el desarrollo de estos microencapsulados.

La microencapsulacion para conservar los compuestos bioactivos de la tuna
(polifenoles) permitira que los microencapsulados pueden incorporarse en
diversas formulaciones de productos alimenticios como aperitivos, extruidos,
refrescos, peliculas comestibles, caramelos gomosos y yogur para obtener un

color atractivo y mejorar la capacidad antioxidante de los alimentos.
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1.4. Hipotesis
1.4.1. Hipotesis general

Es posible que el uso de agentes gelificantes favorezca las
caracteristicas quimicas (polifenoles, capacidad antioxidante y perfil de
polifenoles) y fisicas (tamafio y forma) de los microencapsulados

obtenidos a partir de extractos de cascara de tuna roja.

1.4.2. Hipétesis especificas

a) Un incremento en la concentracion de alginato de sodio y pectina
mejorara la retencion de polifenoles y la capacidad antioxidante en

microencapsulados de cascara de tuna roja.
b) Un aumento en la concentracion de alginato de sodio y pectina
incrementara el tamafo de los microencapsulados con formas mas

esféricas y uniformes.

1.5. Variables

Tabla 1. Variables independientes

Variables Indicador indice
independientes
Agente
encapsulante
Alginato de sodio 1,2,3 %
Pectina 3,4,5 %
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Tabla 2. Variables dependientes

Variables dependientes indice
Polifenoles totales mg equivalente a
acido galico/g sélido
seco
Perfil de polifenoles Mg/g sélido seco
Capacidad antioxidante ORAC umol Trolox/ g
sélido seco
Eficiencia de polifenoles totales %
Tamano de particula mm

Morfologia de particula -
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CAPITULOII
2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Muchiutti et al. (2019), evaluaron el alginato de sodio como material encapsulante
en el aceite esencial de orégano (aeo), aplicando la técnica de gelificacion idnica
con alginato de sodio al 1 % (p/v) y cloruro de calcio 0,05 M. Se adoptaron dos
niveles para la distancia de caida (10-20 cm) y dos para el tiempo de retencion en
la solucidon de cloruro de calcio (5-15 min). Se caracterizaron las capsulas
midiendo el contenido de humedad, actividad de agua, didmetro y contenido de
polifenoles. A un tiempo de retencién de 5 minutos y una distancia de caida de 20
cm se obtuvieron capsulas con un mayor contenido de polifenoles (0,490 + 0,06
meq de acido galico/mL de aeo) y la mayor eficiencia de encapsulacién (25%). En
conclusion, las capsulas con mayor contenido de polifenoles fueron las obtenidas
por el proceso de mayor distancia entre la salida de la gota y la solucién de cloruro
célcico, y el tiempo de retencion mas corto; mientras que las capsulas con mas
hinchazén fueron las obtenidas por procesos de mayor tiempo de retencion. No
obstante, todavia queda bajo investigacion el desarrollo de mas concentraciones
de alginato de sodio para una mayor recuperacion de estos compuestos

antioxidantes.

Corkovi¢ et al. (2021), analizaron la produccién de perlas de alginato (2%) y
alginato/pectina (2%/1%) a partir del jugo de chokeberry para la preservacion de
polifenoles mediante el uso de tecnologia de vibracién. Los efectos de diferentes
agentes encapsulantes y la duracion de la complejacion (30 o 90 min) con una
solucion de CaCl, al 7% sobre polifenoles y antocianinas totales, actividad
antioxidante y perfiles volatiles fueron investigados. Una combinacion de
alginato/pectina a 90 minutos complejacién obtuvo el mayor contenido de
polifenoles totales (5,69 £ 0,18 g/kg) y capacidad antioxidante por DPPH (27,89 +
0,46 umol/100 g). Por lo tanto, la combinacion de alginato con pectina favorece en
el aumento de la concentracion de polifenoles dentro de las perlas en comparacion
con las preparadas solo con alginato. Sin embargo, queda pendiente el analisis
del uso solo de pectina para evaluar su comportamiento como agente

encapsulante en la concentracion de polifenoles.
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Sampaio et al. (2019), evaluaron la influencia del alginato de sodio 2% (p/v) y
pectina 4% (p/v) y el efecto del secado (60 °C y 90 °C) sobre la estabilidad de las
perlas ricas en licopeno obtenidas por gelificacién iénica de un concentrado de
sandia. El contenido de licopeno fue mayor en las perlas de alginato (6375,6 *
10,6 pg/g), la morfologia y tamafio de particula en las perlas de alginato humedo
presentaron una forma mas redonda y en las perlas de pectina fueron mas
alargadas. Los diametros de las perlas de pectina fueron mas grandes (2,6 y 3,3
mm) que en las de alginato (1,9 a 2,3 mm). Por lo tanto, las particulas secas
producidas con alginato son la mejor opcién para producir perlas ricas en licopeno.
No obstante, aun queda bajo investigacién el desarrollo de mas concentraciones
de pectina y alginato para una mayor recuperacion de estos compuestos

antioxidantes.

Castillo et al. (2017), investigaron el disefio 6ptimo de microcapsulas a base de
alginato de sodio (0.5, 1 y 2%) combinado con Aloe Vera (1, 5, 10% v/v),
empleando concentraciones de CaCl, que variaron desde 0.025 hasta 0.1M, la
metodologia empleada fue por gelificacién idnica para microencapsular cepas de
Lactobacillus plantarum. Con base a los resultados se establecié que la mejor
concentracion de alginato fue al 1% y la de CaCl, al 0.1M. Por lo tanto, a una
mayor concentracion de calcio se obtendran capsulas con mayor firmeza. Sin
embargo, queda pendiente la investigacion del uso solo de Aloe Vera como agente

encapsulante.

Hernandez et al. (2018), evaluaron la encapsulacion de la bacteria Azospirillum
brasilense con diferentes concentraciones de alginato de sodio (1%, 1.5%, 2%),
concentraciones de cloruro de calcio (0.1 y 1 M) y pH (6,7 y 8) mediante
gelificacion iénica. Los resultados mostraron que la mejor combinacién de alginato
es al 2% vy cloruro de calcio al 1 M que formaron microcapsulas uniformes, que
estando humedas son de aproximadamente 1 mm de diametro. Por lo tanto, la
concentracién de alginato toma un papel importante en la formacién de las
microcapsulas, ya que en la concentracibn mas baja no se consolida y se
producen solamente laminas delgadas. Sin embargo, queda pendiente la
investigacion de mayores concentraciones de alginato de sodio como agente

encapsulante.

Rodriguez et al. (2017), encapsularon jugos de frutos amarillos, morados y rojos

de Stenocereusspp. (Pitahayas) empleando alginato de sodio (0,8, 1,0y 1,2 %
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p/v), pH (3,0 a 7,0) y cloruro de calcio al 1,0 % p/v mediante el método de
gelificacion ionica. Utilizando 1,0% de alginato de sodio las capsulas presentaron
forma esférica con diametro (4,59 y 4,70 mm), peso (82,60 a 97,50 mg) y volumen
(0,075-0,098 mL) similar entre frutos. Por lo tanto, la encapsulacion con alginato
es un método adecuado para conservar alimentos en condiciones controladas. No
obstante, aun queda bajo investigacién el desarrollo de mas concentraciones de

cloruro de calcio.

Lara et al. (2019), estudiaron la gelificacion iénica normal en un zumo de frutas
(papaya y melon), tomando como factores de estudio el pH de la solucién (5 y 6),
temperatura del liquido (25 y 35 °C) y concentracién de alginato de sodio (0,8 y
1,2 %). Las variables respuesta analizadas fueron la viscosidad de la mezcla,
textura de ruptura y morfologia del gel. Teniendo como mejores tratamientos:
pH=5, temperatura=35°C y concentracion de alginato=1,2%; traduciéndose en
esferas gelificadas con una textura (0,158-0,1072 N) fuerte al tacto, soportando su
manipulacion manteniendo seguro el liquido gelificado. Por lo tanto, el pH es un
parametro fundamental en la estabilidad del gel, ya que a valores altos se registra
una despolimerizacion del alginato y por consecuencia una estructura protectora
debil.

Castanoén et al. (2020), evaluaron la estabilidad de las capsulas de jugo de naranja,
obtenidas mediante gelificacion idnica, utilizando pectina de alto metoxilo (1.5%,
2%y 2.5% plv), alginato de sodio 0.5% (p/v), pH (2.5, 3.5 y 4.5) y s¢lidos solubles
totales a 5 °Brix y 15 °Brix. Se determinaron la pérdida de peso, atributos de color,
diametro, morfologia macroscopica y densidad en las capsulas elaboradas. Los
parametros de calidad aceptables fueron utilizando alginato de sodio 0.5 % (p/v),
pectina 2%, pH 2.5 ,5 °Brix y almacenamiento a 4 °C; los tamafios de las capsulas
oscilaron de 0.49 mm a 0.41 mm y obtuvieron un 45.56 % de forma esférica y solo
un 6.67 % para capsulas amorfas. Por lo tanto, el uso de tecnologias de
encapsulacion como la gelificacion ionica permite la preservacion de las
caracteristicas fisicoquimicas del jugo de naranja y es necesario estandarizar las
condiciones aplicadas para incrementar la predominancia de la morfologia
esférica. Sin embargo, aun queda bajo investigacion el desarrollo de mas

concentraciones de pectina.
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2.2. Bases teodricas
2.2.1. Tuna

La tuna (Opuntia ficus-indica) es un cultivo que pertenece a la familia Cactaceae,
la cual estéda muy extendida en el Peru, especialmente en los valles interandinos,
donde ha encontrado condiciones climaticas adecuadas para su crecimiento
adaptandose muy bien a zonas aridas caracterizadas por condiciones secas,
lluvias erraticas y suelos pobres expuestos a la erosion (Amaya, 2009; Paucara
y Castillo, 2021).

a) Taxonomia
La tuna es una baya de forma ovalada; que presenta en el apice una
depresidn correspondiente al lugar de insercion de la flor, tiene un diametro
entre 5,7 y 6,8 cm, con longitudes desde 5,2 hasta 12 cm, y un peso variable
entre 45 y 280 g. Y, ademas, el tiempo de maduracion esta entre los 3 y 4
meses (Almanza y Fischer, 2012). Cuya clasificacién taxonémica se muestra

en la Tabla 3.

Tabla 3. Taxonomia de opuntia ficus-indica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familia: Cactaceae

Subfamilia: Opuntioideae

Género: Opuntia

Especie: O. ficus indica (L.)

Nombre binomial O. ficus indica (L.) 1768 Mill

Fuente: Amaya (2009)
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b) Produccioén regional
La Tabla 4 muestra la produccion de tuna en los distritos de Moquegua y
San Cristébal de Calacoa, cuya produccion hasta el afio 2021 alcanzo las
2000 tn.

Tabla 4. Produccion de tuna en Moquegua y San Cristébal de Calacoa

Produccion (t)

Ano Moquegua San Cristébal de
Calacoa
2023 (enero) 947.62 703.22
2022 4330.68 3119.91
2021 2455.37 1496.70
2020 2613.75 1570.05
2019 2712.96 1706.65
2018 2598.07 1347.44
2017 2292.18 1260.52

Fuente: Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego (2023)

c) Composicion quimica

El fruto de la tuna presenta diferentes variedades las cuales poseen
diferentes contenidos nutricionales y varian segun las diferentes regiones
(Shoukat et al., 2023). Los ingredientes altamente activos que existen
predominantemente en la fruta y en los cladodios, son conocidos como
fitoquimicos (ricos contenidos de minerales, betalainas, carbohidratos,
vitaminas, antioxidantes, polifenoles y taurina) (Shoukat et al., 2023).
Ademas, el consumo de tuna aporta carbohidratos, proteinas, grasas,
minerales, fibra, aminoacidos, vitamina C, compuestos fendlicos y
pigmentos betalainicos; cuya composicion quimica se muestra en la Tabla
5.

La composicidn de la cascara de la tuna también posee un gran contenido
de polisacaridos como la celulosa, mucilago y pectina; asimismo; incluye
otros componentes como azucares, fibra, esteroles, lipidos, entre otros
(Tabla 6) (Coronado-Contreras et al., 2023).
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Tabla 5. Composicion quimica de la tuna roja

Componente Unidad Valor Método de ensayo
Valor energético Kcal /100 g 46,14 Calculo
Carbohidrato % 10,395 Fehling
Proteina % 0,66 Kjeldahl
Grasa % 0,22 Barshal

Fibra % 4,97 Hidrolisis acido base
Vitamina A ug/100g 7,908 Espectrofotometria
Vitamina C mg /100 g 15,72 Espectrofotometria
Calcio mg /100 g 37,39 Volumetria
Fosforo mg /100 g 23,62 Espectrofotometria
Humedad % 79,08 Gravimetria
°Brix °Brix 18,834 Refractometria
Cenizas % 0,383 Gravimetria

Fuente: Paucara y Castillo (2021)

Tabla 6. Composicion quimica de la cascara de tuna

Componente % en peso seco
Cenizas 11,5
Grasas y ceras 11,0
Lignina 24
Proteina (N x 6.25) 8,6
Mucilago 41
Otros polisacaridos 35,0
Celulosa 27,0

Fuente: Habibi et al. (2004)
2.2.2. Compuestos bioactivos de la tuna
La tuna presenta una amplia gama de colores, que pueden variar desde el
blanco, amarillo, naranja, rojo y purpura (Bolafos et al., 2012). La coloracion del

fruto estd determinada por la presencia de pigmentos entre los cuales se

encuentran las betalainas (Bolanos et al., 2012), presentes en la pulpa y en la
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cascara, en su mayoria como betacianinas (responsables del color rojo-purpura)
y betaxantinas (responsables del color amarillo-anaranjado) (Ramirez et al.,
2015).

La cascara de la tuna es una fuente importante de polifenoles tales como
flavonoles, flavanoles, estilbenos y acidos fendlicos, cuyo contenido fendlico
puede alcanzar hasta 218.8 mg equivalentes de acido galico (mg GAE) / 100 g
de fruta fresca (Iftikhar et al., 2023).

A. Polifenoles totales

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas que estan
relacionados a propiedades sensoriales, nutricionales y farmacologicas
(Surco et al., 2020). Los polifenoles que se encuentran presentes en la
cascara de tuna son los acidos fendlicos, flavanoles, flavonoles y estilbenos;
los cuales presentan propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Ordénez
et al.,2019).

Algunos estudios realizaron la cuantificacion de polifenoles totales en

cascara, piel y semilla de diferentes variedades de tuna, cuyos valores se

muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Contenido fendlico total en cascara, pulpa y semilla de tuna

Variedad de Contenido fendlico total (mg EAG/100 g)

tuna Cascara Pulpa Semilla Fuente
Morada 22,5 32,6 34,8 Ordoriez et al. (2019)
Roja NR 68,7 NR Jorge y Troncoso (2016)
NR 27,46 NR NR Dormousoglou et al.
(2023)
Roja 47,85 25,81 1,08 Albergamo et al. (2022)
Roja NR 67,0 - 50,9 NR Teresa et al. (2011)
Roja- NR 33,5-60,0 NR Stintzing et. al (2005)
purpura

NR: No registra
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A.1 Clasificacion de polifenoles

Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica diversa y esta
es una base sobre la cual se puede lograr la clasificacion (Rambaran,
2020). Las principales clases de polifenoles incluyen acidos fendlicos,
flavonoides y no flavonoides; entre los flavonoides, se pueden distinguir
distintas familias tales como flavonoles, flavanoles, flavonas, isoflavonas,
flavanonas, y antocianinas. Mientras que en el caso de los no flavonoides
se encuentran otras familias tales como estilbenos, lignanos y otros

(Figura 1).
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Figura 1. Clasificacién esquematica de polifenoles

Fuente: Adaptado de Rambaran (2020)
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A.2. Perfil de polifenoles

Amaya et al. (2019), evaluaron el perfil fitoquimico mediante
cromatografia liquida de tres tonalidades de cultivares de tuna (verde,
amarillo-naranja y roja). Los analisis permitieron identificar 145
compuestos: 68 polifenoles extraibles, 15 polifenoles hidrolizables, 41
betalainas, 16 carotenoides y 5 fitoesteroles. La tuna presenta una mayor
concentracion de compuestos fendlicos en la cascara que la pulpa, las

semillas o jugo, cuyo perfil se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Perfil de polifenoles de cascara de tuna roja

Nombre del componente

Cantidad (ug/g peso seco)

Acidos hidroxibenzoicos

Acido galico 295 + 40
Acido isovainilico 1801 + 74
Acido siringico 536 + 50
Acido protocatequico 295 + 21
Acido vanilico 187 + 32
Acido benzoico 1002 + 14
Acido elagico 393 + 84
Acidos hidroxicinamicos
Acido cinamico 3155 + 98
Acido cafeico 27203 + 337
Acido ferulico 1410 £ 49
Acido sinapico 689 + 49
Acido isoferulico 4050 + 129
Flavonoles
Miricetina 694 + 49
Quercetina 29283 + 1825
Kaempferol 5077 £ 273
Isorhamnetina 102547 + 1534
Flavanonas
Hesperidina 760 £ 47
Naringenina 4344 + 189

Fuente: Amaya et al. (2019)
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A.3. Factores que afectan la estabilidad de los polifenoles

La degradacion de los polifenoles en los productos alimenticios durante la

vida util puede ocurrir por mecanismos enzimaticos y no enzimaticos, siendo

afectados por varios parametros tanto internos como externos (Hanuka et

al., 2020). Entre ellos el mas significativo es el valor del pH, seguido de la

luz, temperatura, disponibilidad de oxigeno, iones metalicos, enzimas,

proteinas, sal de nitrito, didéxido de azufre, otros antioxidantes e

interacciones con otros componentes alimentarios (Xiao, 2022).

pH: El valor del pH es un factor clave que influye en la estabilidad de
los polifenoles, un ambiente acido estabiliza los polifenoles, mientras
que en una solucion alcalina conlleva a su degradacion, dimerizacién
y oxidacion. Asimismo, el pH es responsable de la variacion de color

de los polifenoles (Xiao, 2022).

Temperatura: Los polifenoles se degradan a altas temperaturas, por
lo que una forma de poder protegerlos es manteniendo la
temperatura baja de procesamiento y almacenamiento, a 4 °C la
estabilidad es 6ptima y sus estructuras se mantienen mas estables
por tiempos mas prolongados, debido a la inhibicion de la actividad
enzimatica de la fenol oxidasa, provocando una reduccion en la
oxidacion y, por ende, la condensacion y degradacién (Cao et al.,
2020).

Interacciones con otros componentes alimentarios: El acido
ascorbico y los azucares, son componentes que a menudo se
agregan externamente durante el procesamiento de alimentos, lo
que provoca alteraciones en la estabilidad de los polifenoles (Cao et
al., 2021). Por otro lado, un estudio reveld que la adicion de azucar
antes o durante el procesamiento ejerce un efecto protector que
mejora la extraccion de polifenoles y sus actividades antioxidantes,
debido a la disminucion de la solubilidad en oxigeno, quelacién de
iones de metales de transicion y eliminacion de especies reactivas

de oxigeno (Nazri et al, 2021; Cao et al., 2021).
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o Luzy oxigeno: La exposicion a la luz presenta gran influencia en la

degradacion de los polifenoles y cambios en su composiciéon e
inclusive puede llegar a tener efectos mas fuertes que las altas
temperaturas, en particular la luz no controlada puede provocar la
isomerizacion de los polifenoles (Ferreyra et al., 2023; Deng et al.,
2018).
La presencia de oxigeno reduce significativamente los polifenoles,
produciendo una autooxidacién y pardeamiento enzimatico por la
polifenol oxidasa, y por ello, la oxidacién de polifenoles es
proporcional a la concentracion de oxigeno (Deng et al., 2018). Su
actividad antioxidante estd directamente asociada a su estructura
molecular, ya que el numero de grupos hidroxilo esta directamente
involucrado en la autooxidacion y la capacidad de eliminacion de
radicales libres mediante la donaciéon de atomos de hidrégeno. Por
ello, cuantos mas grupos hidroxilo contienen, mas inestabilidad
exhiben (Wang et al., 2008).

¢ lones metalicos: Las caracteristicas antioxidantes de los polifenoles
dependen de los diferentes iones metalicos que estan unidos a ellos.
Los flavonoides son quelantes efectivos de iones metalicos y poseen
un rol importante en la iniciacién de procesos de radicales libres. Al
quelar los iones metalicos se crean compuestos complejos, y por
ello, su actividad antioxidante adicional resulta de la unién de iones
metalicos como Fe (Il), Fe (lll) y Cu (I), que participan en reacciones

generadoras de radicales libres (Grazul & Budzisz, 2009).

2.2.3. Extraccion por ultrasonido (EAU)

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) se basa en la fuerza de cavitacion
formada por ondas de amplitud controladas. Esta fuerza forma burbujas, que
colapsan en la superficie del tejido vegetal creando fisuras a través de las
cuales los compuestos bioactivos son extraidos por el solvente. Ademas, esta
innovadora tecnologia nos permite aplicar diferentes variables de extraccion,
como temperatura, tiempo, relacion disolvente a sélido, diferentes
composiciones de disolvente, amplitud y tiempo de pulso (Gémez et al., 2021).
El ultrasonido es un tipo especial de onda sonora con una frecuencia de 20-

100 MHz, que esta fuera del rango del oido humano y comprime y expande al
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material expuesto. Al emplear ultrasonido, facilita la difusion a través de la
pared celular y el lavado del contenido celular una vez que las células estan
rotas (Pérez et al., 2017).

Brahmi et al. (2022), evaluaron la composicion y las propiedades del extracto
polifendlico de flores Opuntia ficus indica obtenido por extraccion asistida por
ultrasonido, donde las condiciones 6ptimas fueron 36% de etanol, un tiempo de
extraccion de 60 min y una temperatura de 53 °C, lo que produjo una extraccion
de 24,4 £ 0,82 mg de fendlicos totales expresados como mg de acido galico

equivalente (GAE)/g de peso seco.

Vasquez et al. (2022), determinaron las variables que ejercen una influencia
significativa en la eficiencia de los EAU y su posterior optimizacion para la
extraccion eficiente de las betalainas de la pulpa de Opuntia. Se seleccionaron
cuatro variables (%EtOH como disolvente, temperatura de extraccion, amplitud
de ultrasonido y ciclo). Las condiciones para obtener la mayor concentracion
de betalaina fueron 100 mg de pulpa con 20 mL (60%:40% EtOH: H20) de

disolvente a 20 °C a 24% de amplitud y 0,2 ciclos durante 10 min.

Gomez et al. (2021), estudiaron la optimizacién de la extraccion "verde" de
betalainas y compuestos fendlicos de frutos enteros de Opuntia stricta var.
Dillenii por extraccién asistida por ultrasonido (EAU), utilizando una
metodologia de superficie de respuesta (RSM). El tiempo de extraccion mas
eficiente fue de 5 min y la mejor combinacién de parametros de los EAU fue
50% de amplitud, 15% de etanol en disolvente (etanol/agua, 15/85, viv) y 20 °C
de temperatura, obteniéndose 10,06 + 0,10 mg de betalainas principales
totales/g de peso seco; 2,32 + 0,08 mg de acido piscidico/g de peso secoy 0,38

1 0,00 mg de flavonoides principales totales/g de peso seco.

2.2.4. Microencapsulacion

Se ha demostrado que la encapsulacion de polifenoles y su aplicaciéon en
diferentes matrices comestibles pueden aumentar la estabilidad de estos
compuestos (Flores-Mancha et al., 2019). Ademas, proteger y extender la vida
util de compuestos sensibles, incluyendo una liberacién controlada, entrega y

enmascaramiento de sabores, colores y olores. (Otalora et al., 2016).
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Las microcapsulas se pueden clasificar segun su tamafio, estructura y
morfologia (Figura 2). En general, existen dos clasificaciones principales
relacionadas con la morfologia: las microcapsulas que es un sistema donde el
nucleo esta rodeado por una capa exterior y, por otro lado, las microesferas
consideradas de tipo matricial, donde el nucleo se integra homogéneamente
dentro del material de cubierta (Ribeiro et al., 2019). Sus formas especificas

estan influenciadas por las tecnologias de proceso, los materiales del nucleo y

las paredes de fabricacion de las capsulas (Fang & Bhandari, 2010).

Microcapsulas

Tipo de matriz
—— Macrocépsulas >5000 um - Regular O (microesferas)
— Simple O
——Microcapsulas ><15€g(1) um — Irregular b
F——  Multipared O
—— Nanocépsulas <1pm ——  Multinucleo Q
— Agregado 6

Figura 2: Clasificacion de microparticulas

Fuente: Adaptado de Ribeiro et al. (2019)

La liberacién del encapsulado se da bajo una liberacion inicial del principio activo
enlazado a la superficie, seguida de una liberacién a través de la matriz del
polimero y a través de los poros durante la degradacion de la matriz y finalmente
una liberacion erosional por la desintegracién de la matriz del polimero (Parra,
2011).

Los materiales encapsulantes tienen la funcion de proteger al alimento de la
humedad, el calor u otras condiciones extremas, mejorando asi su estabilidad y
manteniendo la viabilidad (Parra, 2011).
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A)

B)

A. Microencapsulacion por gelificacion ionica

\.

4

De acuerdo con Otarola et al. (2016), uno de los métodos mas comunes de
encapsulacion es la gelificacion idnica con formacion de geles de alginato por
reticulacién idnica con cationes multivalentes.

En el proceso de gelificacién idnica se producen pequeinas gotas de solucion a
partir de la mezcla entre un agente encapsulante y el compuesto que se desea
encapsular (Figura 4). El agente encapsulante mayormente usado es el alginato
de sodio, debido a que es un polimero de facil accesibilidad, baja viscosidad y
alta reactividad con los iones calcio (Ortiz et al., 2021).

El proceso de microencapsulacion con alginato se lleva a cabo a través de dos
mecanismos de gelificacion ionica: la gelificacion externa (Figura 3A) y la
gelificacion interna (Figura 3B), dependiendo de si el calcio se suministra desde

fuera de las capsulas o en el interior de las mismas (Lupo et al., 2012).

.

=,

=z )

Alginato de sodio @ lones calcio
+ compuesto de (Cloruro de calcio)
interés

- ()
Sol.de @
iones

()
Sol. de

. iones

calcio +

Sol. de Sol. de
iones jones
calcio +

compuesto @

calcio + calcio +

compuesto compuesto \< compuesto L)

de interés de interés . de interés de interés
@ @
&LAlginato de sodio O Acido organico @ Agente
(acético, secuestrante
adipico, (Fosfato,
glucono delta- sulfato, citrato
lactona) de sodio)

Figura 3: Diagrama representativo de gelificacion iénica externa (A) e interna (B)

Fuente: Ortiz et al. (2021)

Segun Castillo et al. (2017), por el método de gelificacion idnica existen factores
determinantes para la morfologia de las microcapsulas como el tamafio de la

boquilla de la jeringa, la distancia de separacién de la boquilla a la solucién de
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cloruro de calcio, el efecto de la gravedad y la tensién superficial de la solucion
que induce la gelificacion influyen en su forma esférica y tamano. Otros factores
determinantes que pudiesen influir en la forma son el tamafo de particula, la
concentracién de alginato, la carga bacteriana y el tiempo de exposicién al

cloruro de calcio.

Extracto + agente encapsulante
(1%,2%,3 %)

Solucién de cloruro de Formacién de microcapsulas Filtrado
calcio en agitacién (tiempo de reticulacion)

Figura 4: Proceso de gelificacion ionica

La gelificacion con el calcio es una de las propiedades funcionales mas
relevantes del alginato y la pectina que les permite ser utilizados en la industria
alimentaria, su mecanismo de gelificacién consiste en el clasico modelo de caja
de huevo, en el que dos cadenas de poliuronato antiparalelas forman dimeros
de caja de huevo con el calcio y se agregan posteriormente lateralmente para
formar multimeros (Cao et al., 2020). Dicho modelo se uso por primera vez para
describir el proceso de gelificacion del calcio con el alginato y posteriormente se
hicieron modificaciones para explicar la gelificacion del calcio con la pectina,
algunos estudios han descubierto que los geles de alginato y pectina muestran
diferencias significativas en la forma de asociaciéon cadena-cadena durante la
formacion de dimeros de caja de huevo vy, por lo tanto, afecta las propiedades
finales del gel (Cao et al., 2020).
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2.2.5. Agentes encapsulantes

A. Alginato de sodio

El alginato ha sido uno de los polimeros mas empleado en la
microencapsulacion, esta forma una matriz altamente versatil, biocompatible
y no toxica para la proteccion de componentes activos, células o
microorganismos sensibles al calor, pH, oxigeno y luz, entre otros factores
(Lupo et al., 2012).

Los alginatos son hidrocoloides extraidos de las algas que pueden reaccionar
con los iones de calcio y formar un gel estable. Para hacer las perlas, se
mezcla el alginato con el compuesto bioactivo y luego se agrega gota a gota
una solucion de cloruro de calcio. La perla puede tener un tamafio de 200 a
5000 micrones. Y los geles retienen moléculas superiores a 5.000 Dalton
(Gibbs et al., 1999).

El alginato de sodio estructuralmente es la sal sodica del acido alginico y
consta de grupos sucesivos de dos acidos urénicos: -D-manurdénico (M) y o-
L-glucurdnico (G), unidos linealmente entre si por enlaces glicosidicos 1-4,

cuya estructura quimica se muestra en la Figura 5.

Rﬁ Viﬁ

-00C Ho ©
M

00C, HO

M
Figura 5: Estructura quimica del alginato de sodio

Fuente: Frent et al. (2022)
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Solubilidad

La solubilidad del alginato de sodio es mas lenta en agua fria y lleva a la
obtencidon de una soluciéon viscosa. Presenta insolubilidad en alcohol,
soluciones hidroalcohdlicas con un contenido de alcohol superior al 30%,
cloroformo y éter. Su solubilidad depende del pH, el peso molecular, la
fuerza idnica, la naturaleza de los iones presentes en su estructura y la

concentracion (Frent et al., 2022).

El mecanismo de gelificacion del alginato es conocido por el modelo de caja
de huevos, generado por una unién cooperativa de cationes divalentes y las
regiones del bloque G del alginato. La adicion de los iones calcio al alginato

provocan la unién de dos cadenas G en lados opuestos, formando

estructuras arqueadas y con cavidades que contienen los iones Ca 2+ (Hu
et al., 2022; Ching et al., 2015). (Figura 6)

Figura 6: Modelo de “caja de huevos” de gelificacion del alginato con el i6n
calcio

Fuente: Lopes da Silva et al. (2017)

B. Pectina

Es una fibra polisacarida con una estructura muy compleja formada por
unidades lineales de acido galacturonico unidas por enlaces glucosidicos
parcialmente metoxilados (Bruno et al., 2022), cuya estructura quimica se
muestra en la Figura 7. Entre sus propiedades mas destacadas estan la
biodegradabilidad, biocompatibilidad y capacidad de gelificaciéon, lo que la

convierte en un gran portador para compuestos bioactivos (Odun & Reddy,
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2023). Ademas, presentan otros beneficios como polimero de encapsulacién
y beneficios para la salud como tal (Morales et al., 2022).

La pectina es un polimero prometedor para ser utilizado en aplicaciones de
liberacion controlada, no es facilmente digerida por las enzimas digestivas
humanas vy, por lo tanto, es usada para aumentar el tiempo de transito u
obtener la entrega especifica del sitio de compuestos bioactivos (Morales et
al., 2022; Singh et al., 2018).

El grado de metilacion es un parametro importante relacionado con su
capacidad de gelificacién, el cual se basa en la relacion de los grupos
carboxilo metil-esterificados a la cantidad total de unidades de &cido
galacturénico (Gawkowska et al., 2018). La clasificacion tecnoldgica de la
pectina esta basada en el grado de metilacién, las pectinas de alto metoxilo
poseen mas del 50% de sus grupos carboxilo esterificados con metanol, las
pectinas de bajo metoxilo entre el 5% y el 50%, y el acido péctico por debajo
del 5% (Gawkowska et al., 2018).

La gelificacion o reticulacién de la pectina se puede lograr debido a las fuertes
interacciones inter o intramoleculares formadas entre el Ca2+ y el grupo de
los aniones carboxilo de la pectina, para crear una red de gel continua a través
del paradigma de "caja de huevo" (Figura 8) (Odun & Reddy, 2023). La
capacidad del gel para producir uniones estables de caja de huevo esta sujeto
a la presencia de bloques extendidos de residuos de acido galacturénico no

metoxilados para la unién con los iones Ca 2+ (Said et al., 2023).

COOCHs, COOH COOCH, COOCH, COOH

Aoy ey R e e

Figura 7: Estructura quimica de la pectina

Fuente: Pawar et al. (2008)

Solubilidad
La pectina es soluble en agua y su solubilidad depende del grado de
esterificacion, el peso molecular, el pH, la temperatura y los iones presentes

en la solucion (Arias et al., 2021).
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Figura 8: Modelo de “caja de huevos” que ilustra el mecanismo de gelificacion de la

pectina de bajo metoxilo

Fuente: Saadah dijo et al. (2023)

2.3. Definicion de términos

2.3.1. Polifenoles: Son compuestos organicos caracterizados por multiples unidades
de fenol. Son reconocidos como los principales compuestos bioactivos de las plantas,
abundantes en diversas fuentes dietéticas, y se destacan por su potente actividad

bioldgica y propiedades antioxidantes. Safer et al., (2013).

2.3.2. Antioxidante: Se definen como sustancias sintéticas o naturales que pueden
retrasar o prevenir la oxidacion de un sustrato cuando esta presente en pequefias

cantidades en relacion con la cantidad del sustrato. Nie et al., (2018).

2.3.3. Extraccién por ultrasonido: Tecnologia emergente de extraccion rapida y
efectiva que utiliza ultrasonidos para generar un movimiento rapido de solventes, lo que
resulta en una mayor velocidad de transferencia de masa, asi como una aceleracion de
la extraccion. Singla & Sit, (2021).

2.3.4. Microencapsulacion: Tecnologia avanzada de procesamiento de alimentos que
puede encapsular cualquier compuesto dentro de un material en particular, formando
una pequefia esfera que protege los compuestos sensibles y garantiza su administracion
segura. Choudhury et al., (2021).
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2.3.5. Gelificaciéon idénica: Es una técnica de encapsulacién que se basa en
interacciones idnicas entre un polimero y un polianion de bajo peso molecular o
policatién, que, por lo general, son iones calcio (cloruro de calcio) produciendo un gel
insoluble dentro de una sustancia activa, de esta manera, la sustancia a encapsular
queda atrapada en la matriz de un polisacarido y su liberaciéon posterior se realiza a

través de cambios de fase de gel. Mosquera-Vivas et al., (2023).

2.3.6. Reticulacion idnica: Es una reticulacion fisica que ocurre cuando un polimero
soluble en agua y cargado se entrecruza con un ion de carga opuesta. Duran et al.,
(2022).

2.3.7. Agente encapsulante: También recibe otras denominaciones como material de
recubrimiento, membrana, cubierta, capsula, material portador, fase externa o matriz
polimérica. Se utiliza para encapsular componentes bioactivos y actia como una
pelicula protectora, aislando el nucleo y evitando el efecto de su exposicién inadecuada.
Esta membrana se disuelve a través de un estimulo especifico, liberando el nucleo en

el lugar ideal. Zambrano et al., (2024).

2.3.8. Gloquidios: Espinas delgadas y cortas que se encuentran en las areolas de los

cactus, especialmente en las subfamilias Opuntioideae. Porras-Florez et al., (2017).

2.3.9. Cladodios: También conocidos como tallos de nopal, palas o pencas, son
articulados aplanados y con tejidos carnosos; en el centro de la penca se encuentra una
red bilateral del tejido celuldsico que con el transcurso del tiempo se endurece, dandole

a ésta una constitucién rigida. Guzman & Chavez (2007).

2.3.10. Cation divalente: Es un ién con carga positiva y valencia (+2) como el Mg®" y
Ca?*, que actian como puente para la unién de iones o moléculas cargadas
negativamente (aniones). Debido a su doble carga positiva, puede formar enlaces

idbnicos mas fuertes que un catién univalente. Negin et al., (2017).
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CAPITULO Il
3. METODOLOGIA

3.1. Tipo y nivel de investigacion

El tipo de investigacion de este proyecto es experimental y cuantitativo.

3.2. Ambito temporal y espacial

El proyecto de investigacion se desarrollé durante el periodo junio — octubre 2024.
El acondicionamiento de la muestra, extraccién por ultrasonido, los analisis de
polifenoles totales, capacidad antioxidante (DPPH y ORAC), perfil de polifenoles
y microencapsulacion se realizaron en el Laboratorio de Extraccién de
Compuestos de Alto Valor (TESECAV) de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la UNAM. Los analisis relacionados a la morfologia y tamano de
particula se realizaron en los laboratorios de la Universidad Nacional San Agustin

(Arequipa).

3.3. Muestra

10 kg de tuna roja se recolectaron mediante muestreo aleatorio no probabilistico
por conveniencia. Las muestras fueron proporcionadas por productores de San
Cristobal de Calacoa, el cual esta ubicado en el departamento de Moquegua,
provincia General Sanchez Cerro, region Moquegua, cuyas coordenadas son -
16.741253, -70.711609. Luego las muestras fueron transportadas en cajas de

cartén corrugado protegidas de la luz.

3.4. Instrumentos

3.4.1. Materiales, equipos, instrumentos y reactivos

a) Materiales
e Agitadores magnéticos
o Bolsas para sellado al vacio
o Botellas de plastico ambar
e Bureta automatica
e Cinta doble cara de carbono

e Cubetas de plastico para espectrofotometria
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Embudos

Espatulas

Filtros de jeringa 0,22 um

Fiolas (5, 10,25,50,100,250 y 1000 mL)

Gradilla de metal

Jeringas de 5 mL con aguja de la marca Family Doctor, con calibre 21G
(grosor de la aguja) y una longitud de 1 1/2 pulgadas (aproximadamente
38 mm)

Matraz Erlenmeyer de 250 mL

Microplacas blancas y negras de 96 pocillos

Papel aluminio

Papel filtro estandar

Pinzas

Piseta

Placas Petri

Probetas de vidrio (10, 25, 50, 100 y 250 mL)

Punta para micropipeta (100- 1000 ulL)

Punta para micropipeta (20 - 200 pL)

Stup de aluminio

Tamiz Humboldt U.S.A STANDARD N° 8

Tubos Eppendorf de polipropileno para microcentrifuga de capacidad de
2mL

Tubos Eppendorf de polipropileno para microcentrifuga de capacidad de
50 mL

Vasos precipitados (10,30, 50, 100 y 250 mL)

b) Equipos

Analizador de humedad (Fisher Scientific, MX-50)

Balanza analitica (ENTRIS224-1S, Sartorius)

Centrifuga (Centurion Scientific, Pro-analityt. C2004)

Congelador (Indrel Scientific, CV 54 D-486)

Congeladora —refrigeradora (Samsung, modelo Rh25h5613sg)
Espectrofotometro UV-Vis (Genesys 150, Thermofisher)

Estufa (memmert, UN55)

Homogenizador por ultrasonido (CY-500, Optic Ivymen Systems™)

Lector de Microplacas (Synergy/HTX, Biotek Instruments Inc)
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Lector de Microplacas (Thermo Scientific, Fluoroskan 5200112)
Metalizador (Quorum, modelo Q150R ES Plus) Microscopio electronico
de barrido (Thermo Scientific, modelo Scios 2 Dual Beam)

Multiagitador (Witeg Germany, MS-MP8)

pH metro (Thermo Scientific- Orion Versastar Pro)

Picador Universal (Ergomixx 800 W, Bosch MS6CA4120)

Placa calefactora con agitacion (Thermo Scientific, Cimarec*
SP88857105)

Selladora al vacio (Lavezzini, modelo Jolly)

UHPLC Vanquish Flex acoplado a un espectrometro de masas Orbitrap
(Thermo Scientific)

Vortex (J.P. Selecta)

c) Instrumentos

Micropipeta volumen 10-100 uL
Micropipeta volumen 20-200 uL
Micropipeta volumen 100-1000 uL
Vernier precision 0.05 mm
Refractémetro (Milwaukee, MA871)

d) Reactivos

2,2-diphenyl-1-picrilhidrazilo — DPPH (90 % pureza)

Acetonitrilo

Acido 6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico - Trolox (98% de
pureza)

Acido férmico (= 98% pureza)

Acido galico (99% pureza)

Agua destilada

Agua Mili Q

Alginato de sodio

Carbonato de sodio

Citrato de sodio

Cloruro de calcio

Dihidrocloruro de 2,2'-Azinobis (2-metilpropionamidina) -AAPH (97%)
Estandar de &cido cafeico (98%)

Estandar de acido vanilico (97%)
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e Estandar de apigenina (95%)

o Estandar de catequina (95%)

e Estandar de epicatequina (90%)

o Estandar de kaempferol (97%)

o Estandar de procianidina A2 (90%)
o Estandar de procianidina B2 (90%)
e Estandar de quercitrina (90%)

e Estandar de resveratrol (99%)

e Estandar de rutina (93%)

e Etanol grado HPLC

e Fluoresceina (>95 de pureza)

e Folin Ciocalteu

e Fosfato dibasico de potasio

¢ Fosfato monobasico de potasio

e Metanol (99% pureza)

e Pectina de bajo metoxilo

e Pulverizacion catddica de oro

3.5. Procedimientos

El presente trabajo de investigacién se desarrollé en dos etapas que incluyen la
extraccién de compuestos antioxidantes (etapa A) y la microencapsulacién (etapa
B) (Figura 9).
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Variables respuesta
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Figura 9: Diagrama general del proyecto
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A continuacion, detallamos en la metodologia cada una de las etapas de la Figura 9.

3.5.1. Metodologia
A. ACONDICIONAMIENTO

Los frutos de tuna roja fueron adquiridos del distrito de San Cristobal de
Calacoa la region de Moquegua y se transportaron en cajones de madera al
Laboratorio de Extraccion de Compuestos de Alto Valor de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial.

El acondicionamiento inicio con la eliminacion de los gloquidios (espinas
foliares) de los frutos de tuna empleando una esponja y agua. Posteriormente
se desinfectaron con una soluciéon de hipoclorito de sodio al 3%. Luego se
realizé la separacion de la cascara de la pulpa. Después se cortaron las
cascaras en trozos pequefios de 2 x 2 cm y se acondicionaron en bolsas de
sellado al vacio. Las muestras permanecieron en congelacién a -20°C hasta

su posterior uso (Gémez et al., 2021).
A.1. EVALUACION FISICOQUIMICA DE LA CASCARA DE TUNA

Se evaluaron las siguientes caracteristicas:

e pH: El pH se midié en un potenciometro (Thermo Scientific - Orion
Versastar Pro), segun la metodologia descrita en la AOAC (1990).

o Sodlidos solubles (°Brix): Los °Brix se midieron en un refractometro
(Milwaukee, MA871), segun la metodologia descrita en la AOAC
(1990).

o Acidez: La acidez titulable se cuantific6 homogenizando 10 g de
cascara con 90 mL de agua mili Q. La muestra fue filtrada y se ajusto
a pH 8.2 anadiendo NaOH 0.1 N contenido en una bureta automatica.
Los resultados fueron expresados como g acido citrico 100 /g de
cascara (Bolafios et al., 2012). Para ello se empled la siguiente

formula:

N x Meq x F
(—)*100

%acidez titulable =
Donde:
N: Normalidad NaOH
Meq: Peso equivalente del &cido citrico 0.06404

F: Volumen utilizado en mL del NaOH
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m: Peso de la muestra en g
¢ Humedad: Se realiz6 la medicion de humedad segun la metodologia
descrita en la AOAC (1990), por dos métodos:
- Meétodo convencional (estufa)
- Analizador de humedad (Fisher Scientific, MX-50)

B. PROCESO DE EXTRACCION

B.1. Extraccion por ultrasonido

Los parametros de proceso se establecieron basandose en anteriores
investigaciones reportadas por Amrane et al., (2018) con algunas
modificaciones. Las muestras congeladas de cascara de tuna se trituraron
con un picador Universal (Ergomixx 800 W, Bosch MS6CA4120) por 30
segundos, hasta obtener un menor tamafio de particula. Luego se pesé ~24
g de la muestra acondicionada y se anadio el solvente (agua mili Q).
Posteriormente se sometié a 30°C por 20 minutos en un sistema de
ultrasonido con sonda (CY-500, Optic lvymen Systems™). Después, los
extractos obtenidos se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos en una
centrifuga (Centurion Scientific, Pro-analityt.C2004) y el sobrenadante se
filtr6 con papel filtro. Las condiciones anteriormente mencionadas
permitieron obtener extractos con una relacion muestra sélida: volumen de
extracto de 1:32.5. Y finalmente, los extractos crudos fueron envasados en

viales ambar y almacenados a -20 °C hasta su posterior analisis.

C. CARACTERIZACION DE EXTRACTOS
C.1. Determinacion del contenido de polifenoles

El contenido de polifenoles totales de los extractos de cascara de tuna se
determiné por el método de Folin-Ciocalteu de Singleton y Rossi, (1965) y
adaptado por Amrane et al., (2023). Se mezclé un volumen de 1500 pL del
Reactivo de Folin diluido 1/10 con 500 uL de extracto de cascara. Se dejo
reaccionar por 5 minutos y luego se afadié 1500 uL de carbonato de sodio
(6% p/v). Luego la mezcla se dejo en reposo por 1 h a temperatura ambiente
y la absorbancia se lecturé a 750 nm (Espectrémetro UV-Vis Genesys 150,
Thermofisher, San Jose, CA, USA). Los resultados fueron expresados en

mg EAG (equivalente de acido galico) por gss (gramo de sdlido seco).
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Se elabord la curva de calibracién a partir de una solucién stock (10 mg/mL)

de acido galico (Anexo 1).

C.2. Determinacion de la capacidad antioxidante

C.2.1. Determinacion de la capacidad antioxidante por DPPH

La capacidad antioxidante de los extractos se determind por el método
de inhibicion del radical DPPH desarrollado por Brand-Williams et al.,
(1995). En una placa de 96 pocillos se mezclé 140 pL de extracto diluido
con 140 pL de solucion metandlica DPPH (0,3 mM), luego la solucion se
incubo a temperatura ambiente en oscuridad por 45 min. Posteriormente,
se lecturo a 517 nm en un lector de microplacas (Synergy/HTX, Biotek
Instruments Inc). A la vez, se usé como blanco 140 uL de metanol mas
140 pL del solvente de extraccion (agua mili Q) y como parte del control
140 uL de solucion DPPH mas 140 uL de metanol. Los resultados se
expresaron en Clso (mg/mL), concentracion de extracto efectivo necesario
para inhibir el 50% de la actividad del radical DPPH.

C.2.2. Determinacion de la capacidad antioxidante por ORAC

La capacidad antioxidante por el método ORAC (Capacidad de Absorcion
de radicales de Oxigeno) de los extractos se realiz6 de acuerdo a la
metodologia desarrollada por Chirinos et al., (2013). Primero se prepard
la solucion buffer fosfato (PBS) a 75 mM, pH 7,4; para ello se mezclo
fosfato dibasico de potasio con fosfato monobasico de potasio, lo cual se
empled para la dilucion de los demas reactivos. Seguidamente se prepard
la fluoresceina 55 nM, la solucion Trolox 0,0002 M la cual se empleé para
hacer una curva de calibracion Trolox a 8, 16, 24, 32 y 40 yM, y por ultimo
se prepar6 el APPH 153 mM. Posteriormente, en una placa de 96 pocillos
de color negro se afiadié 25 uL de muestra, las diluciones Trolox y el
blanco (PBS). La placa se insertd en el lector de microplacas (Thermo
Scientific, Fluoroskan 5200112) y se incubé por 10 min a 37 °C antes de
la inyeccion automatica de fluoresceina y AAPH. Los valores finales de
ORAC se expresaron como umol ET/gss (micromol equivalente a Trolox

por gramo de sélido seco).
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C.3. Determinacion del perfil de polifenoles

La cuantificacion del perfil de polifenoles se realizé segun el método descrito
por Briliantama et al., (2022) con algunas modificaciones , en un sistema
UHPLC (cromatografo liquido de ultra alta performance)(Agilent 1290 Infinity
II, USA) con detector de arreglo de diodos (DAD). Para la extraccion de fase
sélida, cartuchos SPE SiliaPrep C18 5 mL, 500 mg (Silicycle, Québec,
Céanada) se activaron con 10 mL de metanol grado HPLC y seguidamente
de 10 mL de agua Mili Q. Posteriormente se afiadié 25 mL del extracto con
una presion de vacio moderada. Luego, para eluir los analitos retenidos en
los cartuchos se usd 5 mL de metanol, se filtraron los extractos eluidos a
través de un filtro de jeringa de 0,22 um y se almacené en viales ambar.
Después, 2 uL de las muestras se inyectaron en un cromatografo liquido de
ultra alta performance. Para la separacion se us6 una columna analitica a
InfinityLab (Agilent, USA) Poroshell EC-C18 (2,1 mm x 150 mm x 1,9 um) a
30 °C. La fase movil estuvo conformada por solvente (A) agua Mili Q mas
0,1% de acido férmico y solvente (B) acetonitrilo mas 0,1% de acido férmico,
utilizando una elucion de gradiente: 0 min 95% A — 5% B, 15 min 60% A —
40% B y 18 min 95% A — 5% B a un caudal de 0.3 mL/min. Finalmente, los
analisis de llevaron a cabo por triplicado y los resultados fueron expresados

en pg del polifenol especifico por gramo de solido seco (ug/gss).

D. MICROENCAPSULACION

La microencapsulacion se realizé utilizando el método descrito por Sampaio
et al. (2019) con algunas modificaciones. Al extracto de cascara de tuna se
anadi6 los agentes encapsulantes, el alginato de sodio (1, 2y 3% p/v) y la
pectina de bajo metoxilo (3, 4 y 5% p/v), y la solucién se mantuvo en agitacion
a 35 °C hasta disolucion completa de los encapsulantes (5 h
aproximadamente). Estas concentraciones de agente encapsulante se
eligieron en base a pruebas preliminares como las concentraciones minimas
necesarias para formar microcapsulas esféricas (observadas visualmente).
Posteriormente, la mezcla obtenida, se deposité en una jeringa de 5 mL y se
dejo caer por goteo en un vaso de precipitado conteniendo 50 mL de Ca(Cl, al
7 %, la altura entre la punta de la jeringa y la solucién fue de 5 cm, la cual se

mantuvo en agitacion a 350 rpm durante 30 segundos (tiempo de
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endurecimiento). Finalmente, se filtraron las microcapsulas y se almacenaron

en oscuridad a 4 °C para su posterior analisis y uso.
D.1. Analisis del encapsulado
D.1.1. Tamaio y morfologia de particula

La morfologia de las microcapsulas se realizé utilizando el método
descrito por Sampaio et al. (2019) con algunas modificaciones. Para ello
se tomo una parte de las capsulas hiumedas y se transfirieron a una estufa
a 60°C por 24 horas, con la finalidad de obtener microcapsulas secas. Se
prepararon las muestras colocandolas en un stup de aluminio (soporte) y
se recubrieron con una cinta doble cara de carbono para fijar mas las
muestras. Posteriormente se recubrid las muestras con oro por
pulverizacion catodica con el equipo metelizador (Quorum, Q150R ES
Plus) durante 2 minutos. Finalmente, las muestras fueron analizadas por
un microscopio electrénico de barrido (Thermo Scientific, modelo Scios 2
Dual Beam), el ensayo se realizo con el detector ETD a una distancia de
trabajo de 5.00 - 45.00 mm. El analisis se realizé operando a 20.00 Kv y
las magnificaciones se realizaron de 80x a 15 000x.

Para el tamafio de particula se realizé la medicibn de 35 capsulas

tomadas al azar con un Vernier de precision 0,05 mm.

D.1.2. Caracterizacion de capsulas

La caracterizacion se realizé utilizando el método descrito por Muchiutti
et al. (2019) con algunas modificaciones. Para ello se disolvié 1 g de
capsula humeda en citrato de sodio (5 % p/v) en un agitador a 37 °C y
200 rpm hasta la disolucion completa de las capsulas (1 h con 30 min
aproximadamente). Posteriormente se cuantific6 el contenido de
polifenoles totales, perfil de polifenoles y capacidad antioxidante; de

acuerdo a las metodologias anteriormente descritas.
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D.1.3. Eficiencia de encapsulacion (EE) de polifenoles totales

La eficiencia de encapsulacion se calculd6 empleando la siguiente
ecuacion:

Tmicrocépsulas

X 100
CPTextracto

CP
EE(%) =

Donde CPTyicrocapsuias FEPresenta el contenido total de polifenoles

encapsulados en microcapsulas y CPT,,irqcto FEPresenta el contenido
total de polifenoles de los extractos de cascara de tuna utilizados en el

proceso de obtencion de las microcapsulas.
3.6. Analisis de datos

Para la microencapsulacion, se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) de
2 (encapsulante: pectina y alginato) x 3 (concentraciones de encapsulante) con 2
repeticiones con la finalidad de evaluar el efecto de los factores estudio sobre las
variables respuesta (polifenoles totales, capacidad antioxidante, perfil de
polifenoles, eficiencia de encapsulacion y tamano y forma de los encapsulados). El
programa utilizado fue el Statgrafics Centurion XVI.I version 2012, donde los
resultados fueron analizados mediante un analisis de varianza (ANOVA) y las

pruebas de comparacion de medias se realizé mediante la prueba Tukey (p < 0.05).
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

41.

4.2,

Analisis fisicoquimicos

Los analisis fisicoquimicos permiten definir su composicién, calidad y pureza,
(Clogston & Patri, 2013). De acuerdo con nuestros resultados, los valores de pH,
Brix y humedad se encuentran dentro de los rangos rexportados por otros autores
(Tabla 9).

Tabla 9. Analisis fisicoquimicos en cascara de tuna roja

Analisis Cascara de tuna roja
pH 5,35+ 0,02
°Brix 14,5 + 0,28
Acidez (% acido 0,027 + 0,00
citrico)
Humedad (%) 84,83 + 1,26

La tabla presenta el promedio + la desviacion estandar (n = 3).

Bourhia et al., (2019) reportaron en cascaras de tuna frescas valores de pH entre
5,13 a 5,32; °Brix de 14,69 a 15,80 y acidez titulable de 0,130 a 0,196 de acido
citrico/100 g de materia. Mientras, Gosh et al., (2021) determinaron valores de pH
de 5,48; °Brix de 13,02 y acidez como % de acido citrico en 0,03 a partir de cascaras
de tuna purpura. Bolanos et al., (2012) analizé siete variedades de tuna color rojo-
purpura cuyos valores en pH fueron de 5,57 y 5,75; °Brix 10,03 y 11,97 y acidez
titulable 0,032 y 0,021 g acido citrico/100 g.

Con respecto a la humedad, Ettalibi et al., (2020) estudiaron las caracteristicas
fisicoquimicas de tres variedades de cascara de tuna donde obtuvieron valores de
humedad entre 81,59 % a 83,47 %. Asimismo, Choque et al., (2023) obtuvieron un

valor de 82,72% en frutos de tuna morada.

Analisis quimicos de los extractos obtenidos a partir de cascara de tuna

El contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante se muestran en la Tabla 10.
Al respecto, Mamani- Pari et al., (2024) realizaron la extraccion en cascara de tuna
roja por ultrasonido utilizando como solvente agua a 30°C, obteniendo un valor de
polifenoles totales de 8,63 mg EAG/ gss, asi como valores de capacidad
antioxidante por DPPH (4,29 mg/mL) y ORAC (432,86 umol/gss). Si bien existen
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4.3.

diferencias entre los resultados reportados, la composicién de los frutos de tuna
varia dependiendo de los factores edaficos en el sitio de cultivo, la estacién y la
edad de la planta, por ende, los valores de capacidad antioxidante y polifenoles
podrian variar de acuerdo a la especie y variedad (Boutakiout et al., 2018). El uso
de ultrasonido como medio de extraccion permite que las ondas ultrasénicas
rompan las paredes celulares, mejorando la transferencia de masa y facilitando la

liberacion de polifenoles (Mehta et al., 2024).

Tabla 10. Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante en extractos

de cascara de tuna roja

Analisis Extracto de cascara
de tuna roja
Contenido de polifenoles totales 7,95+ 0,39

(mg EAG/gss)

Capacidad antioxidante

DPPH (mg/mL) 18,44 + 0,59
ORAC (umol ET/gss) 115,37 £ 3,15

La tabla presenta el promedio * la desviacion estandar (n = 3).
Perfil de polifenoles

En la cuantificacidon de compuestos fendlicos mediante cromatografia liquida
permitié identificar 7 compuestos fendlicos (Tabla 11). El &cido galico fue el polifenol
mas abundante con 26,64 ug/gss, seguidos por la epicatequina (19,65 ug/gss) y
rutina (16,41 ug/gss). Contrariamente, la Procianidina B2 fue el polifenol presente
en menor concentraciéon con 1,31 ug/gss. Al respecto, Iftikhar et al. (2023)
mencionan que el compuesto fendlico mas predominante en el fruto entero de la
tuna es el acido galico (84,74 pg/g), asi como otros polifenoles tales como acido
siringico (23,54 ug/g), rutina (7,43 ug/g) y la quercitina (3,41 pg/g). Similarmente,
Abou-Zaid et al., (2022) también obtuvieron como acido fendlico mas predominante
al acido galico en cascaras de tuna roja. Interesantemente, Mamani-Pari et al.
(2024) bajo las mismas condiciones de extraccion en cascaras de tuna roja
obtuvieron como flavanol mas predominante a la Procianidina A2 (36,51 ug/gss)
seguido de la catequina (11,83 pg/gss) y como flavonol mayoritario se tuvo a la
quercitina (96,00 ug/gss). Las diferencias a la muestra en estudio se deben a la
zona de recoleccién y las labores culturales. Esto considerando que existen

diversos factores que pueden influir en la biosintesis y acumulacion de metabolitos
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secundarios tales como factores genéticos/cultivares, practicas agrondémicas y

condiciones ambientales /climaticas (Aruwa et al., 2019).

Tabla 11. Perfil de polifenoles en extractos de cascara de tuna roja

Descripcion Extracto de cascara de

tuna roja

Promedio = DE

Acidos fenolicos (ug/gss)

Acido galico 26,64 + 2,13
Acido vanilico ND
Subtotal 26,64
Estilbenos (pg/gss)
Resveratrol ND
Flavanoles (pg/gss)
Catequina 13,43 £ 1,08
Procianidina A2 6,13+ 0,49
Procianidina B2 1,31 £ 0,10
Epicatequina 19,65 + 1,57
Subtotal 40,52
Flavonoles (ug/gss)
Rutina 16,41 + 1,31
Kaempferol ND
Quercetina 9,52 + 0,76
Subtotal 25,93
Flavona (pg/gss)
Apeginina ND
Feniletanoides (ug/gss)
Hidroxitirosol ND
Secoiridoides (pg/gss)
Oleopeurina ND

El perfil de polifenoles de los extractos de cascara de tuna esta expresado en

microgramos por gramos de solido seco. El promedio es el resultado de 2 repeticiones.

1 representa la desviacion estandar (n=2). Los coeficientes de variacion son menores al

10 % para todos los tratamientos. ND: No detectado.

4.4. Microencapsulaciéon

4.4.1. Analisis del encapsulado

A. Morfologia y tamaiio de particula

En general, las microcapsulas en estado humedo exhibieron una forma

circular-esférica con excepcion del alginato de sodio al 3% que presento una

forma tipo lagrima (Figura 12): Probablemente, el incremento de la
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concentracion de alginato del 2 al 3% incrementa la viscosidad generando
una soluciéon muy espesa y viscosa, por lo que se requiere una mayor fuerza
para la generacion de gotas a través de la jeringa (BelS&ak et al., 2015). Esto
concuerda con la investigacion de Wissam & Samer (2019), quienes al
emplear concentraciones de alginato al 1 y 2% obtuvieron perlas esféricas y
al 3% se formaron perlas con colas distintivas.

Luego durante el proceso de secado, las microcapsulas obtenidas (Figura
10 — 15) mostraron una superficie rugosa con presencia de grietas y algunos
poros, esta morfologia fue similar a las reportadas por Otarola et al. (2016)
y Dallabona et al. (2020). La formacion de poros y grietas esta relacionada
con la expansion de las particulas por el efecto de la temperatura, velocidad
de secado y la viscosidad del encapsulante (Colin-Cruz et al., 2019). El
proceso de secado promueve la deformacién de las microcapsulas a causa
de la pérdida de agua, debilitando la estructura del gel de la matriz,
produciendo la contraccién y el colapso de la superficie de las microcapsulas
(Sampaio et al., 2019). Al respecto, Zivkovi¢ et al., (2020), produjeron
microcapsulas mediante gelificacién idnica de extractos de hojas de Stevia
y orujo de Aronia, las cuales en estado humedo fueron casi esféricas; sin
embargo, después de secarlas a una masa constante, se perdid su
esfericidad con la aparicién de grietas y poros.

Por otro lado, Jansen et al. (2019), menciona que la presencia de grietas
podria interferir en la proteccién de los compuestos activos, favoreciendo la

transferencia de oxigeno.
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Figura 10: Micrografias SEM de microcapsulas de alginato 1% magnificacion 200x (A y C) y 2500x (B y D)
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Figura 11: Micrografias SEM de microcapsulas de alginato 2% magnificacion 200x (A y C) y 2500x (B y D)
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Figura 12: Micrografias SEM de mlcrocapsulas de alginato 3% magnificacion 80x% (A y C) y 2500x (B y D)
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Figura 13: Micrografias SEM de microcapsulas de pectina 3% magnificacion 200% (A 'y C) y 2500x (B y D)
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Figura 14: Micrografias SEM de microcapsulas de pectina 4% magnificacién 200% (A 'y C) y 2500x (B y D)
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Figura 15: Micrografias SEM de microcapsulas de pectina 5% magnificacion 200x (Ay C) y 2500x (B y D)
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Los diametros de las capsulas de alginato al 3% fueron 1.4 veces mas
grandes que las capsulas al 1% de alginato. Mientras, las capsulas de
pectina al 5% fueron 1.36 veces mas grandes que las capsulas al 3% de
pectina (Tabla 12). Esta diferencia se debe a que la concentracion de agente
encapsulante afecta directamente el tamafio de particula, a una mayor
concentracién se incrementa la viscosidad, y, por ende, se producen
particulas con diametros mas grandes (Machado et al., 2022). Ademas, de
acuerdo a Ribeiro et al. (2019), la denominacién que reciben las capsulas

con un diametro entre 1 a 5 mm es de microcapsulas.

Tabla 12. Tamafio de microcapsulas de alginato y pectina

Agente encapsulante Diametro (mm)
Alginato de 1% 1,93 £ 0,07
sodio 2% 2,27 £ 0,21
3% 2,70 £ 0,20
Pectina de bajo 3% 1,98 £ 0,06
metoxilo 4 % 219+ 0,17
5% 2,70 £ 0,24

La tabla presenta el promedio * la desviacion estandar (n = 3).

Resultados similares han sido reportados por otros autores Narin et al.,
(2020), quienes produjeron capsulas de alginato al 1% con un diametro de
1,66 mm; Li et al., (2021), obtuvieron capsulas de alginato al 2% de tamafo
uniforme con un diametro promedio de 2,66 mm; Cortes-Camargo et al.,
(2023), evaluaron el alginato de sodio (SA) y dos mezclas de SA - mucilago
de semilla de tamarindo (SA-TSM) como encapsulantes donde el tamano
medio de particula de las perlas de hidrogel varié entre 2,09 y 2,91 mm. No
obstante, el tamafio de particula depende del diametro de la aguja, la
viscosidad de la mezcla, la homogeneizacién y la distancia entre su salida y
la solucion endurecedora (cloruro de calcio) (Etchepare et al., 2015).

En el caso de la pectina, Sampaio et al., (2019), evaluaron la pectina al 4%
en un proceso de gelificacién idnica para encapsular licopeno de sandia
donde el diametro promedio fue de 2,93 mm. Mientras, Silveira et al., (2023),
evaluaron el efecto del tamano de las capsulas en la retencion de extracto
de granada en capsulas de pectina, donde el tamano promedio fue de 2,762
mm. Mayormente, en la pectina se han hecho mezclas con otros

encapsulantes para mejorar la eficiencia de encapsulacién y retenciéon de

60



compuestos activos (Bels¢ak et al., 2015; Norcino et al., 2022; Singh, et al.,
2018).

B. Caracterizacion de microcapsulas
B.1. Polifenoles totales

Para el alginato de sodio, el uso de 1, 2 y 3 % permitié obtener un contenido
de polifenoles totales de 4,25; 3,18 y 2,47 mg EAG/gss (Figura 16). Por
ello, la mejor condicion fue establecida con el uso del 1% de alginato. Si
bien no existen reportes de encapsulados de extractos de cascara de tuna
roja, hay algunas investigaciones sobre la recuperacion de compuestos
activos utilizando alginato como encapsulante. Por ejemplo, Stoica et al.,
(2013), encapsuld polifenoles de rosa canina (escaramujos o rosal) con
alginato al 2'y 3 %, su mejor condicion fue al 2% de alginato. Por otro lado,
Narin et al., (2020) investigaron el efecto de diferentes concentraciones de
alginato al 1; 1,5y 2 %; siendo el 1 % la concentracién con mayor presencia
de compuestos bioactivos.

Por otro lado, Bajpai & Tankhiwale (2006), mencionan que durante la
encapsulacion el tiempo es un factor que puede afectar la capacidad de
retencion de compuestos bioactivos, porque tiempos mayores de 11 min
pueden desestabilizar la red estructural que protege a estos compuestos.
Por ello, diversos investigadores mencionan que para mantener y/o
preservar el mayor contenido de compuestos bioactivos se deben utilizar
mezclas de encapsulantes puede aumentar la capacidad de encapsulacion
de los polifenoles y extender su liberacién en condiciones de digestion
simulada (Li, et al., 2021; Corkovi¢ et al., 2021).
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Figura 16: Contenido de polifenoles totales en microencapsulados

Para la pectina, empleando concentraciones del 3, 4 y 5 % permitié obtener
un contenido de polifenoles totales de 3,41; 2,80 y 2,69 mg EAG/gss
(Figura 16). La mejor condicién fue al 3%. El mecanismo de gelificacion de
la pectina depende de factores como la concentracion de la pectina, la
concentracion de iones divalentes, el pH, la temperatura y el tipo y la
concentracién de soélidos solubles (Yuliarti et al., 2017). La pectina de bajo
metoxilo como material de pared produce microcapsulas con una
estructura suave y un alto contenido de humedad por lo que su estabilidad
es limitada y podria conducir a futuro a la pérdida de compuestos bioactivos
(Budin et al., 2023).

En este sentido, comparando los dos encapsulantes, las particulas
producidas con alginato de sodio al 1% fueron 1.25 veces mas efectivas
que las producidas con pectina al 3%. Por ello, el alginato es el
encapsulante mayormente usado para microencapsular debido a que
presenta una capacidad para formar un gel mas fuerte en presencia de
calcio (Chew & Nyam, 2016).
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B.2. Capacidad antioxidante (ORAC)

Pectina “%

Alginato
de sodio

La capacidad antioxidante esta directamente relacionada con el contenido
de polifenoles totales. (Aguirre et al., 2018). Para el alginato de sodio, el
uso de concentraciones de 1, 2 y 3 % de alginato permitié obtener una
capacidad antioxidante en valores de ORAC de 81,11; 78,64 y 68,24 ymol
ET /gss, respectivamente (Figura 17). Entonces, las bajas concentraciones
de alginato mejoran la capacidad antioxidante. De manera similar, el uso
de pectina al 3, 4 y 5 % permitié obtener una capacidad antioxidante de
64,91; 62,23 y 62,22 umol ET /gss (Figura 17). El analisis ORAC mide la
capacidad global de los antioxidantes para neutralizar los radicales peroxilo
(Bevan et al., 2023). No obstante, las particulas producidas con alginato
de sodio al 1% permiti6 mejorar la capacidad de inhibicion de radicales
libres de los encapsulados siendo mas efectivo que las producidas con

pectina al 3%.
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Figura 17: Capacidad antioxidante ORAC en microencapsulados
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B.3. Perfil de polifenoles

Tabla 13. Perfil de polifenoles en microencapsulados a partir de extractos de cascara de tuna roja

Descripcion Alginato de sodio Pectina
1% 2% 3% 3% 4% 5%
Acidos fendlicos (ug/gss) Promedio * DE  Promedio * DE Promedio * DE Promedio * DE Promedio * DE Promedio * DE
Acido galico 1,44 + 0,45 2,08 +0,13 7,56 £ 0,96 1,05+ 0,10 1,37 £ 0,05 1,66 £ 0,18
Acido vanilico ND ND ND ND ND ND
Subtotal 1,44 2,08 7,56 1,05 1,37 1,66
Flavanoles (pg/gss)

Catequina 557 +1,42 7,51+0,55 10,02 + 1,28 0,22 + 0,04 0,30 £ 0,01 0,34 + 0,07
Procianidina A2 2,03+0,13 2,02 + 0,05 2,58 + 0,33 ND ND ND
Procianidina B2 ND ND ND ND ND ND

Epicatequina 4,03 £ 0,66 4,07 £1,30 12,48 + 1,59 0,60 + 0,26 0,50 + 0,02 0,93+0,40
Subtotal 11,63 13,60 25,07 0,81 0,80 1,27
Flavonoles (ug/gss)

Rutina 2,67 £0,28 2,75+ 0,09 5,02 + 0,64 1,71+ 0,23 2,27 + 0,08 2,69 + 0,40
Kaempferol ND ND ND ND ND ND
Quercetina 1,45+ 0,15 1,79 £ 0,00 2,55+0,32 0,51 +£ 0,07 0,69 + 0,02 0,81+0,12

Subtotal 4,12 4,54 7,56 2,22 2,96 3,49

El promedio es el resultado de 2 repeticiones. * representa la desviacion estandar (n=2). Los coeficientes de variacion son menores al 10 % para

todos los tratamientos. ND: No detectado
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B.3.1. Acidos fendlicos

Un incremento en la concentracién de alginato del 1 al 3% permitié recuperar
5.25 veces mas acido galico (Tabla 13). Probablemente, el incremento de la
concentracion de alginato de sodio afecta el contenido y liberacion de los acidos
fendlicos en la solucion, debido a que el gel es mas denso y retiene fuertemente
estos compuestos (Essifi et al.,2021). Similarmente, los incrementos de pectina
del 3 al 5% recuperan un 58% mas &acido galico (Tabla 13). No obstante,
comparando ambos polimeros, en la pectina se encontraron los valores mas
bajos en acidos fendlicos a comparacién con el alginato. Esto debido a que los
acidos fendlicos interactian con la pectina por medio de enlaces de hidrégeno,
fuerzas de van der Waals, interacciones hidrofébicas y electrostaticas lo cual
provoca la disminucién de polifenoles libres y cambios en su grupo activo (Hu et
al., 2023).

B.3.2. Flavanoles

El uso de alginato al 3% recupero 19.74 veces mas la recuperacién de flavanoles
totales que la pectina al 5%. Ademas, el alginato recupero altas concentraciones
de catequina, Procianidina A2 y epicatequina (Tabla 13). Interesantemente,
catequina fue el flavanol mayoritario. Entonces, contrario al comportamiento de
los acidos fendlicos, el incremento en la concentracién de alginato de sodio
podria mejorar el rendimiento de encapsulacion de los flavonoides (Essifi et al.,
2021).

B.3.3. Flavonoles

Rutina y quercetina fueron los flavonoles cuantificados en los encapsulados de
alginato y pectina. Al igual que en los flavanoles, los flavonoles obtenidos con el
alginato de sodio se vieron favorecidos al aumentar la concentracion del 1 al 3
% (Tabla 13). Mientras, los incrementos en la concentracion de pectina de 3 a
5% mejor6 en 57% y 59% la recuperaciéon de rutina y quercetina,
respectivamente (Tabla 13). Contrario al comportamiento del contenido de
polifenoles donde se veia que las bajas concentraciones ayudaban a la
recuperacién de estos compuestos, en el analisis se ve que las altas

concentraciones favorecen el contenido de polifenoles especificos.
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C. Eficiencia de encapsulacion (EE) de polifenoles totales

Para el alginato de sodio, empleando concentraciones del 1, 2 y 3 % permitio
obtener eficiencias de encapsulacion de 53,40; 39,93 y 31,07% (Figura 18). La
mejor condicion fue al 1%. Entonces, a menores concentraciones mejor es la
eficiencia de los encapsulados. Similares resultados fueron obtenidos por Tzatsi
& Goula (2021), quienes encapsularon extractos de bayas de aronia con
concentraciones de alginato del 2 al 4 %, teniendo una mejor eficiencia de
encapsulacion al 2%. Mientras, Kim et al., (2016), también obtuvieron bajas
eficiencias del 29 al 41% para microcapsulas de alginato cargadas de catequina
preparadas por gelificacion en emulsion con aceite de girasol. Probablemente,
una mayor concentracion incrementa la viscosidad e intensifican la estructura
porosa de las capsulas, reduciendo el diametro medio de las gotas y la eficiencia

de encapsulacion (Leal et al., 2023).

Pectina 4% '—|—'

Alginato |
desodio

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Eficiencia de encapsulacién (%)

Figura 18: Eficiencia de encapsulacion (%)

Para la pectina, el uso de concentraciones del 3, 4 y 5 % permitié obtener
eficiencias de encapsulacion de 42,86; 35,22 y 33,88% (Figura 18). Pawar et al.,
(2008), al encapsular metronidazol empleando concentraciones de cloruro de
calcio del 1 al 5%, las eficiencias mas altas se tuvieron a la concentracion del
1%. Las capsulas de pectina se forman por reticulacion intermolecular, entre los
grupos carboxilo de la pectina que poseen carga negativa y los iones divalentes

de calcio, cuando existe un exceso de cationes divalentes, compiten por la
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interaccion con los sitios aniénicos, imponiendo fuerzas repulsivas que resultan

en el debilitamiento de los geles.
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CAPITULO V

5.CONCLUSIONES

En el proceso de microencapsulacion por gelificacion idnica los mejores resultados
se tuvieron a bajas concentraciones de agente encapsulante; en el alginato de sodio al
1% mejord el contenido de polifenoles (4,25 mg EAG/gss), la capacidad antioxidante
(ORAC: 81,11 umol ET/gss) y la eficiencia de encapsulacion (53,40%). Al igual que la
pectina al 3% favorecidé los polifenoles totales (3,41 mg EAG/gss), la capacidad
antioxidante (ORAC: 64,91 ymol ET/gss) y la eficiencia (42,86%). En cuanto a los
polifenoles especificos en los encapsulados las altas concentraciones presentaron la
mayor recuperacion de acidos fendlicos (7,56 pg/gss); flavanoles (25,07 ug/gss) y
flavonoles (7,56 pg/gss) para el alginato de sodio al 3%. Asimismo, en la pectina al 5%
aumentdé el contenido de acidos fendlicos (1,66 pg/gss); flavanoles (1,27 ug/gss) y
flavonoles (3,49 pg/gss). Las capsulas producidas con alginato fueron mas eficientes

que las de pectina en cuanto a la retencion de polifenoles y capacidad antioxidante.

Con respecto a la forma de los microencapsulados, en estado humedo todas las
capsulas tuvieron una forma esférica a excepcion del tratamiento con alginato de sodio
al 3% que poseia una forma irregular alargada. En estado seco, se aprecia que
visualmente tenia una mejor apariencia el alginato de sodio al 2% ya que no presentaba
muchas rugosidades y su forma era redonda, del mismo modo la pectina al 4 y 5%
fueron las mejores concentraciones en las que se mantuvo una forma redonda en los
microencapsulados. Por otro lado, el tamafo se vio influenciado por la concentracion, a
medida que aumenta la concentracion de encapsulante aumenta su tamafo. Estos
resultados permiten concluir que las capsulas producidas con alginato son la mejor
opcion ya que poseen una estructura mas fuerte y sélida, y a la vez, se podria optimizar
el proceso de gelificacion idnica para reducir la pérdida de polifenoles ajustando las
condiciones del proceso y realizando modificaciones en la matriz a través de

combinaciones con otros encapsulantes.
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CAPITULO VI
6. RECOMENDACIONES

Se recomienda que las microcapsulas elaboradas se puedan emplear para futuras
investigaciones, por ello se sugiere refrigerarlas y almacenarlas entre 5 a 10 °C en un

recipiente humedo en ausencia de luz.
Se sugiere realizar un estudio donde se realicen mezclas de encapsulantes para

evaluar la factibilidad en la eficiencia, el contenido de polifenoles y la capacidad

antioxidante de las sustancias encapsuladas.
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ANEXOS

Anexo 1. Analisis fisicoquimicos en cascara de tuna roja

Determinacién de pH

N° de muestra Valor pH

1 5,323

2 5,338

3 5,365

4 5,373

5 5,343
Promedio 5,348
DS 0,020

cv 0,381

Determinacion de acidez

N° de pH Volumen gastado NaOH % Acidez
muestra alcanzado (mL)

1 8,260 0,45 0,029

2 8,242 0,415 0,027

3 8,219 0,41 0,026

4 8,256 0,39 0,025
Promedio 0,027

DS 0,002

cv 5,996

Determinacion de °Brix

N° de muestra °Brix
1 14,1

2 14,5

3 14,9

4 14,5

5 14,5
Promedio 14,5
DS 0,28

cv 1,95




Determinacion de Humedad

Determinaciéon de humedad en balanza gravimétrica en cascara de tuna roja

N° de muestra Peso muestra Peso muestra % Humedad
inicial (g) final (g)
1 4,630 0,745 83,90
2 4,636 0,796 82,83
Promedio 83,37
DS 0,76
CcVv 0,91

Determinacién de humedad por estufa en cascara de tuna roja

N° de muestra Peso placas Peso muestra Peso muestra % Humedad

petri con inicial (g) final (g)
tapa (g)

1 84,7448 4,0149 0,5535 86,21
2 89,9749 4,0779 0,6143 84,94
3 79,8220 4,0826 0,5765 85,86
4 83,9105 4,0829 0,6469 84,16
5 81,6223 4,0312 0,5675 85,92
Promedio 85,42
DS 0,86
Ccv 1,00
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Anexo 2. Curva de calibracién de acido galico

y = 17.264x + 0.0014 e
R? = 0.9956 R
-"'..
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Concentracion (mg acido galico/mL)

N° Concentracion Absorbancia
(mg acido (nm)
galico/mL)

X Y
1 0 0
2 0,02 0,334
3 0,03 0,533
4 0,035 0,600
5 0,04 0,710
6 0,045 0,801
7 0,05 0,832

0.06
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Anexo 3. Analisis en extractos de cascara de tuna roja

Contenido de polifenoles totales

Repeticiones

Polifenoles (mg EAG/gss)

R1 R2
1 8,294 7,504
2 8,313 7,523
3 8,257 7,824
Promedio 7,952
DS 0,385
CcVv 4,845

Capacidad antioxidante DPPH

Repeticiones

IC50: mg/mL
R1 R2

1

18,270 18,798

2 17,949 18,766

3 17,860 19,032
Promedio 18,446
DS 0,593
cv 3,216

Capacidad antioxidante ORAC

Repeticiones Capacidad antioxidante: umol ET /gss

R1 R2
1 133,136 111,686
2 111,394 121,290
3 108,274 106,421
Promedio 115,367
DS 3,160
cv 2,739
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Perfil de polifenoles

Muestra Longitud Polifenoles = Concentracion Muestra Longitud de Polifenoles = Concentracion Promedio
de onda ppm onda ppm
270 Rutina 15,48 270 Rutina 17,3376 16,409
Quercetina 8,98 Quercetina 10,0576 9,519
280 Hidroxitirosol ND 280 Hidroxitirosol ND ND
Catequina 12,672 Catequina 14,19264 13,432
Procianidina 1,234 Procianidina B2 1,38208 1,308
B2
EXTRACTO Epicatequina 18,542 EXTRACTO Epicatequina 20,76704 19,655
PURO R1 Vanilina ND PURO R2 Vanilina ND ND
Procianidina 5,783 Procianidina A2 6,47696 6,130
A2
Oleopeurina ND Oleopeurina ND ND
324 Acido galico 25,134 324 Acido galico 28,15008 26,642
Resveratrol ND Resveratrol ND ND
Apeginina ND Apeginina ND ND
373 Kaempferol ND 373 Kaempferol ND ND

R: Repeticion, ND: No detectado
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Anexo 4. Analisis de los encapsulados

Contenido de polifenoles totales

Absorbancias a 750 nm Concentraciéon
Agente encapsulante Concentracion de (mg Promedio
encapsulante EAG/gss) (mg
R1 R2 R3 R1 R2 R3 EAG/gss)
1% R1 0,586 0,586 0,586 4,09 4,09 4,09 4,09
1% R2 0,653 0,597 0,649 4,55 4,16 4,52 4,41
Alginato de sodio 2% R1 0,446 0,489 0,441 2,81 3,08 2,77 2,89
2% R2 0,589 0,547 0,518 3,7 3,44 3,25 3,47
3% R1 0,453 0,478 0,431 2,36 2,49 2,24 2,36
3% R2 0,513 0,506 0,469 2,67 2,63 2,44 2,58
3% R1 0,538 0,555 0,545 3,22 3,32 3,26 3,27
3% R2 0,569 0,608 0,600 3,41 3,64 3,59 3,55
Pectina 4% R1 0,498 0,531 0,533 2,57 2,74 2,75 2,68
4% R2 0,567 0,512 0,62 2,92 2,64 3,20 2,92
5% R1 0,523 0,533 0,533 2,57 2,61 2,61 2,60
5% R2 0,553 0,557 0,596 2,71 2,73 2,92 2,79
R: Repeticion
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Capacidad antioxidante ORAC

Agente encapsulante Concentracion de Concentracion (uM) Concentracion (umol ET/gss) Promedio
encapsulante (umol
ET/gss)
R1 R2 R3 R1 R2 R3

Alginato de sodio 1% R1 23,69 23,67 23,19 85,69 85,62 83,88 85,06
1% R2 21,09 21,48 21,43 76,28 77,69 77,51 77,16

2% R1 24,37 25,26 24,46 79,58 82,48 79,87 80,64

2% R2 24,23 23,66 22,52 79,12 77,26 73,54 76,64

3% R1 26,47 26,03 26,33 71,52 70,33 71,14 70,99

3% R2 26,07 24,15 22,5 70,44 65,25 60,79 65,49

Pectina 3% R1 20,21 21,03 21,89 62,84 65,39 68,06 65,43

3% R2 21,22 20,68 20,23 65,98 64,30 62,90 64,39

4% R1 25,02 24,97 25,9 66,95 66,81 69,30 67,69

4% R2 20,66 22,13 20,86 55,28 59,21 55,82 56,77

5% R1 22,39 23,26 23,74 57,03 59,25 60,47 58,92

5% R2 26,97 26,9 23,3 68,70 68,52 59,35 65,52

R: Repeticion
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Perfil de polifenoles

Alginato de sodio Pectina
1% 2% 3% 3% 4% 5%
Longitud Polifenol R1 R2 X R1T R2 X R1 R2 X R1 R2 X RT R2 X R1 R2 X
de onda especifico

270 Rutina 247 2,87 267 269 281 2,75 456 547 502 1,87 155 1,71 2,22 2,33 2,27 2,41 297 2,69
Quercetina 1,34 156 145 1,79 1,79 1,79 232 2,77 254 056 046 051 067 0,70 0,69 0,72 0,89 0,81

280 Hidroxitirosol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Catequina 457 6,57 557 789 7,12 751 911 10,92 10,02 0,24 0,19 0,22 0,29 03 0,30 0,29 0,39 0,34
ProcianidnaB2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Epicatequina 3,56 4,5 4,03 3,15 499 4,07 11,35 13,61 12,48 041 0,78 0,60 049 0,51 050 1,21 0,65 0,93

Vanilina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Procianidina A2 2,12 1,94 2,03 2,06 198 202 235 281 258 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Oleopeurina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
324 Acido galico 1,12 1,77 1,44 217 199 208 6,87 824 756 1,12 098 105 1,33 14 137 153 1,78 1,66
Resveratrol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Apeginina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

373 Kaempferol ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

R: repeticion. X promedio expresado en microgramos por gramo de solido seco (ug/gss).

93



Tamano de microcapsulas de alginato y pectina

N° Capsula TAMANO DE CAPSULAS (mm)
Alginato de sodio Pectina
1% 2% 3% (ancho) 3% (largo) 3% 4% 5%
1 1,9 2,1 2,8 5 2 2,1 3
2 1,9 2,7 29 4 1,9 2,1 2,8
3 1,98 2,1 2,5 4,5 2 2,3 25
4 2 2,1 29 5 2 2,05 2,8
5 1,8 2,4 2,9 5,05 2 2,5 25
6 1,8 2,1 2,8 4.1 1,9 2 29
7 2 2,5 2,8 4,8 1,9 2,1 29
8 2 2,1 2,5 4 2 2,1 3
9 1,98 24 29 5 2 2,3 2,98
10 1,9 2,2 2,5 5 2,05 2,1 24
11 1,98 23 29 4.1 2 2,1 2,6
12 1,8 2,1 2,7 5,1 2 2 3
13 1,8 2 25 7 2 2,4 29
14 2 21 2,8 4,5 1,9 2,2 24
15 1,8 2,7 25 4,5 2 2,3 25
16 2 24 29 5,1 1,9 2,5 25
17 1,9 2,1 2,7 4,1 2 2,3 25
18 1,9 2,05 2,8 4.1 1,9 2,1 25
19 1,98 21 2,6 5,2 2 24 3
20 1,9 2,3 25 3,9 2 2 25
21 1,9 21 2,8 4,5 21 2,3 2,3
22 1,98 2,4 2,9 4,5 2 2 24
23 1,99 24 24 5 2 2,5 25
24 1,98 2,5 2,6 4 2 2,3 3
25 2 2,05 24 6,8 2,05 2,05 3
26 1,98 2,5 25 4,8 21 2,5 29
27 1,99 2,1 2,9 7 2 2,4 25
28 1,9 2,5 2,8 5,9 2 2,1 2,8
29 2 2,05 3 55 2 2,05 24
30 2 2,5 3 6 1,9 2,3 2,8
31 1,9 2,5 24 4 2 2 25
32 2 2,05 29 5 1,9 2 25
33 1,8 2,5 25 4,5 1,9 2,1 2,85
34 1,9 21 24 4 2 2,1 29
35 1,85 2,5 2,7 5 2 2 3
PROMEDIO 1,93 2,27 27 4,87 1,98 2,19 27
DS 0,07 0,21 0,2 0,84 0,06 0,17 0,24
cv 3,83 9,23 7,26 17,18 2,8 7,81 8,85
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Anexo 5. Analisis de varianza para el contenido de polifenoles totales, capacidad

antioxidante y eficiencia de encapsulacion y prueba Tukey por encapsulante

Tabla ANOVA para Polifenoles por Tratamientos encapsulante

Fuente Suma de G/ |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Tratamiento ({12.3626 5 12.47252 48.18 0.0000

Error 1.53965 30 |0.0513216

Total (Corr.) |13.9023 35

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
AG3 |6 2.47057 |a

PE5 |6 2.69392 |a

PE4 |6 2.80062 |Ab

AG2 |6 3.17508 | Bc

PE3 |6 3.40855 | C

AG1 |6 4.24685

Tabla ANOVA para ORAC por Tratamientos encapsulante

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Tratamiento [2081.57 5 1416.313 21.70 0.0000

Error 575.424 30 (19.1808

Total (Corr.) |2656.99 35

Pruebas de Multiple Rangos para ORAC por Tratamientos encapsulante

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
PE5 |6 62.2179 |A
PE4 |6 62.2279 |A
PE3 |6 64.9118 |A
AG3 |6 68.2422 |A
AG2 |6 78.6409 (B
AG1 |6 81.1123 | B
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Tabla ANOVA para Eficiencia encapsulacion por Tratamientos encapsulante

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razoén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Tratamiento {1954.83 5 1390.967 48.18 0.0000

Error 243.456 30 |8.11521

Total (Corr.) {2198.29 35

Pruebas de Multiple Rangos para Eficiencia encapsulacién por Tratamientos
encapsulante

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos|Media |Grupos
Homogéneos

AG3 |6 31.0669 |A

PE5 [6 33.8754 |A

PE4 |6 35.2171 |Ab

AG2 |6 39.9259| Bc

PE3 |6 42.8617| C

AG1 |6 53.4031| d

96



Anexo 6. Analisis de varianza para el perfil de polifenoles y prueba Tukey por

Tabla ANOVA para Rutina por Tratamiento encapsulante

encapsulante

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Cuadrados
Tratamiento |12.8045 5 2.56091 21.61 0.0009
Error 0.711078 6 0.118513
Total (Corr.) [13.5156 11
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Nivel |Caso (Media |Grupos
S Homogéneos
PE3 |2 1.7065|a
PE4 |2 2.272 |a
AG1 |2 2.67 |a
PE5 |2 2.6865|a
AG2 |2 2.7505|a
AG3 |2 5.016 | b
Tabla ANOVA para Quercetina por Tratamiento encapsulante
Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados
Tratamiento 6.10176 5 1.22035 48.88 0.0001
Error 0.149801 6 0.0249669
Total (Corr.) 6.25156 11

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos
Homogéneos

PE3 |2 0.513 a

PE4 |2 0.684907 |a

PE5 |2 0.8075 a

AG1 |2 1.4515 b

AG2 |2 1.7875 b

AG3 |2 2.545 c
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Tabla ANOVA para Catequina por Tratamiento encapsulante

Fuente Suma de G! | Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados
Tratamiento 184.811 5 36.9622 56.03 0.0001
Error 3.95822 6 0.659704
Total (Corr.) 188.769 11
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Nivel |Casos |Media Grupos
Homogéneos
PE3 |2 0.2155 |a
PE4 |2 0.295457 |a
PE5 |2 0.3395 |a
AG1 |2 5.5695 b
AG2 |2 7.507 bc
AG3 |2 10.0165 | ¢
Tabla ANOVA para Epicatequina por Tratamiento encapsulante
Fuente Suma de G/ | Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados
Tratamiento 209.669 5 41.9338 51.50 0.0001
Error 4.88531 6 0.814219
Total (Corr.) 214.554 11

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
PE4 |2 0.499045 |a

PE3 |2 0.595 a

PE5 |2 0.9325 a

AG1 |2 4.0285 a

AG2 |2 4.0698 a

AG3 |2 12.479 b
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Tabla ANOVA para Procianidina A2 por Tratamiento encapsulante

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Cuadrados
Tratamiento 15.0568 5 3.01136 141.44 0.0000
Error 0.127742 6 0.0212904
Total (Corr.) 15.1845 11
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Nivel |Caso |Media |Grupos
S Homogéneos
PE4 |2 0 a
PE5 |2 0 a
PE3 |2 0 a
AG2 |2 2.0215| b
AG1 |2 2.03 b
AG3 |2 2578 | b
Tabla ANOVA para Acido galico por Tratamiento encapsulante
Fuente Suma de G/ | Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Cuadrados
Tratamiento 61.8579 12.3716 61.98 0.0000
Error 1.19772 0.199619
Total (Corr.) 63.0556 11

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel |Casos |Media Grupos Homogéneos
PE3 |2 1.0535 |a
PE4 |2 1.36644 |a
AG1 |2 1.444 a
PE5 |2 1.6575 |a
AG2 |2 2.0785 |a
AG3 |2 7.555 b
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Anexo 7. Panel fotografico

Fotografia 1.
Separacion de pulpa y cascara de tuna roja

Fotografia 2.
Analisis fisicoquimicos
Determinacién de pH Determinacion de acidez  Determinacion de °Brix

/|

\\ |
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Fotografia 3.
Determinacion de tamafio de particula (tamafio de particula 2,0 mm; tamiz N°8)

Fotografia 4.
Extraccion por ultrasonido

Fotografia 5.
Andlisis de polifenoles totales
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Fotografia 6.
Analisis de la capacidad antioxidante
Método DPPH

Fotografia 7.
Perfil de polifenoles
Extraccion de fase sélida
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Fotografia 8.
Microencapsulacion por gelificacion idnica
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Fotografia 9.
Disolucién de microencapsulados para analisis de polifenoles totales, perfil de
polifenoles y capacidad antioxidante
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Fotografia 10.
Secado de microencapsulados para analisis SEM (microscopia electronica de barrido)

Fotografia 11.
Preparacion de muestras para analisis SEM

Fotografia 12.
Recubrimiento de muestras en oro
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Fotografia 13.
Analisis SEM

Fotografia 14.
Medicion del tamafio de los encapsulados
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Moquegua, 05 de diciembre da 2625

VISTOS:

El Proveido N° §108-2025-R de fecha (5 de diciembre de 2025 emitido por ¢l Rectorado, Informe N° D0508-2025-UNAM-
R-5G de fecha 05 de diciembre de 2025 emitido por el Secretario General, Informe Técnico N° D0177-2025-SEGE-GT emitido por la
Especialista Administrativo -Grados y Titulos, el Acuerdo del Pieno del Consejo Universitario de Sesion Extraordinaria N® 47-2025-SE-

i CU-UNAM, de fecha 05 de diciembre de 2025, y;

CONSIDERANDO:

Que, conforme al 4to pamafe del articulo 18, de la Constitucion Politica del Peril, dispone que ¢ada Universidad es
putdrioma en su régimen normative, de gobiernc, académico, administrativo y economico. Y el articulo 8° de la Ley N° 30220-Ley
niversitaria, establece que la referida autonomia inherente a las Universidades, se ejerce de conformidad con la Constitucion y demés
normativa aplicable. Concerdante con el articulo 1, de fa Ley N° 31520, Ley que restablece la autonomia y la institucionalidad de las
universidades peruanas, asi como la Ley N° 32141, Ley que modifica la Ley N° 30220-Ley Universitaria, a fin de fortalscer la
institucionalidad de las Universidades Pablicas Fcanciadas;

Que, el Articulo 58, de la Ley N° 30220-Ley Universitaria, establece gue el Consejo Universitaric es al méximo organo
de gestidn, direccion y ejecucion académica y administrativa de la Universidad. Concordante con el articulo 18° del Estatute de la
Universidad Nacional de Moquegua, aprebadoe bajo Resolucion de Asamblea Universitaria N° 015-2025-AL-UNAM,;

Que, el arffcula 59 de la Ley Universitaria-Ley N° 30220, establece las atribuciones del Consejo Universitario, y
especificamente el numeral 59,9, establece; Conferir los grados académicos y Jus titulos profesionales aprobados por las Facultades y
Escuela de Posgrado, asi como otergar distinciones honorificas y reconocer y revalidar los estudios, grados y titulos de universidades
extranjeras, cuando la universidad esta auterizada por fa Superintendencia Nacional de Educacion Superior Universitaria. Cancordante
con &l numeral 14, del articulo 20° del Estatuto de la Universidad Nacional de Moquegua;

Que, el Sr. Rector es el personere y representante legal de la Universidad Nacional de Moquegua, conforme a o
dispuesto por la Ley N°® 30220-Ley Universitaria, iene a su carge la Direccion, Conduccion y Gestidn del Gobierno Universitario en todos
sus ambitos, concordante con el ariculy 24° y numeral 2 del ariicuio 26° del Estatuto de la Universidad Nacional de Moquegua;

Que, mediants Informe Técnico N° DO177-2025-8EGE-GT de fecha 05 de diciembre de 2025, e Informe N° D0508-2025-
UNAM-R-3G de facha 05 de diciembre de 2025, el Secretario General de la UNAM, remite al Rectorado el expediente para el irémite
de Titule Profesional de ingeniero Agroindustrial de la Bachiller: QUISPE VALDIVIA ANGIEE GABRIELA de Is Escuela Profesionai de
Ingenierla Agroindustrial, quien se encuentra apta para la expedicidn del Titula Profesional de Ingeniero Agroindustrial, al haber cumplico
satisfactoriamente con los requisitos legales y reglamentarios, exigidos en el Reglamento de Grados y Titulos de la Universidad Nacional

Que, el articulo 44° da la Ley N° 30220, Ley Universitaria sefiala que las universidades oforgan los grados académicos
de Bachiller, Maestro, Doctor y los Titulos Profesionales que correspondan, a nombre de la Macion {...}. Asimismo, la Ley N° 31803,
modifica el articulo en mencidn adicionande; La Superintendencia Nacional de Educacion Superior Universitaria (SUNEDU} determina
los criterios, asi coma establece y supervisa el procadimiento administrative para el reconecimisnto de grados y titulos otorgades en el
\Sjtranjem. en &l marco da la nomaliva vigente;
X

Que, el numeral 452 del arficulo 45° de la Ley N° 30220, Ley Universitaria, precisa los requisitos minimos para la
tencion del tituto profesional, como son: el grade de Bachiller v la aprobacidn de una tesis o trabajo de suficiencia profesional.
— Asimisma, establece que el tulo profesional solo se puede obiener en la universidad en la cual se haya obtenida el grado de bachiller;

Que, mediante Resolucién de Comisidn Organizadora N° 1153-2021-UNAM, se aprobo el Reglamento de Grados y
Titules de la Liniversidad Nacional de Moquegua, el mismo que fue modificado a iravés de las Resoluciones de Comisién Organizadora
N® 410; 453 y 880-2022, N° 880-2023-UNAM y N” 081, 484-2024-UNAM el cual establece fos requisitos ¥ nomna fos procedimientos
para la obtencion de les grados académicos y titulos profesionales conferidos por esta Casa Superior de Estudios;

Que, bajo el amparo de los considerandos precedentes, el Pleno del Consejo Universitario en Sesion Extracrdinaria N°
47-2025-SE-CU-UNAM, de fecha 05 de diciembre de 2025, emitid, el siguiente, Acuerdo, POR UNANIMIDAD: CONFERIR, a nombre
de la Nacién el Titulo Profesional de Ingeniero Agraindusirial por la modalidad de sustentacién de tesis a la Bachiller: QUISPE VALDIVIA
ANGIEE GABRIELA, de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindusirial, de la Facultad de Ingenieria y Arquitectura de fa Universidad
Nacional de Moguegua;
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RESOLUCION DE CONSEJO UNIVERSITARIO
N° 869-2025-CU

Moguegua, 05 de diciembre de 2025

En uso de las facultades y atribuciones conferidas por el Art. 18, de la Constitucion Politica del Per(, fa Ley N° 30220
Ley Universitaria, &! Estatuto de la Universitad Nacional de Moguegua, y a Io acordado por ef pleno del Consejo Universitario:

SE RESUELVE:

ARTICULO 1°: CONFERIR, A NOMBRE DE LA NACION zja Bachiler
=  QUISPE VALDIVIA ANGIEE GABRIELA
TESIS : “MICROENCAPSULACION MEDIANTE GELIFICAGION IONICA DE POLIFENGLES EXTRAIDOS DE LA CASCARA DE TUNA ROUA (opustia
ficus-indica)”, cuyo Asesor Principal fue e Dr. Nils Leander Huaman Cstilla.
EITITULO PROFESIONAL DE INGENIERO AGROINDUSTRIAL.

Por la modalidad de SUSTENTACION DE TESIS, de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial, de Ja Facultad
de Inganieria y Aruiteciura de la Universidad Nacional de Moquegua.

ARTICULO 2°: ENCARGAR, al Secretario General a través de quien comesponda, para que realice las acciones
pertinentes relacionadas con la inscripeién correspendiente en el Registro de Grados y Titulos de la Superintendencia Nacional de
Educacion Superior Universitaria - SUNEDL).

ARTICULO 3°: DISPONER, el cumplimiento de la presente Resolucién a todas las dependencias de fa Universidad
Nacional de Moguegua.

ARTICULO 4°: DISPONER la publicacion de la presente resolucién en af Portal Ingtitucional de Ja Universidad

Nacional de Moquagua www.unam.e
REGiISTRESE, PUBLIQUESE Y CUMPLASE;

N MARCA MAQUERA
OR
ONSEJO UNIVERSITARIO

‘ABOG. EDGAR PINTO H CAVILCA

| ECRETARIO GE o,
z

P

(/

PRESIDE! D
77
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