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RESUMEN

El procesamiento a nivel industrial de frutas produce una enorme cantidad de
residuos sélidos. Las semillas de yaca constituyen alrededor del 10% al 15% del
peso de la fruta y forman parte de los residuos; se ha demostrado que estos tienen
considerables beneficios nutricionales y pueden ser utilizadas como fuente de
compuestos bioactivos, nutracéuticos y aditivos naturales en la industria alimentaria.
Sin embargo, la informacion cientifica sobre este tema es aun limitada. Debido a lo
anterior el objetivo de este trabajo fue la extraccion de diferentes partes de la semilla
de yaca y el uso de la nanotecnologia para la encapsulacion de sus compuestos
fendlicos utilizando tecnologias verdes; se empled la extraccién asistida por
ultrasonido y la nanoprecipitacion para la encapsulacién. La extraccion de
compuestos fendlicos se realizo a diferentes concentraciones hidroalcoholicas para
cada parte de la semilla. Posteriormente se les determiné el contenido de fenoles
totales, flavonoides, taninos y capacidad antioxidante (DPPH y ABTS®). El
espermodermo de la semilla de yaca es el que tuvo la mayor concentracion de
fenoles (28.37 mg E.A.G/ g materia seca), lograndose la mayor extraccion en
soluciones con 95 % de etanol. El espermodermo tiene una mayor proporcion de
taninos (80.1 %) que de flavonoides (58.4 %). Se lograron obtener sistemas
nanoencapsulados utilizando como polimero pared zeina y goma arabiga como
estabilizante mostrando tamarfios de particula de 310 nm, PDI de 0.22 y potencial
zeta de -23.6 mV cuando la concentracion de zeina fue de 0.66 mg/mL, 0.5 % de
goma arabiga y 6.6 mL de dispersion de polifenoles de espermodermo de yaca con
una eficiencia de encapsulacion de 60 % en promedio. Los sistemas obtenidos
fueron estables por 15 dias por lo que son potencialmente utilizables en la

conservacion de alimentos.

Vi



INTRODUCCION

La yaca (Artocarpus heterophyllus Lam.). Es una fruta tropical originaria de India,
Tailandia e Indonesia y ahora se encuentra en muchas partes de Asia, Africa,
América del Sur y el norte de Australia. Pertenece a la familia de las moraceas y
crece en regiones célidas y humedas (Mahanta & Kalita, 2015). La planta de yaca
comenzd a cultivarse en México en la década de 1960, actualmente se cultivan
alrededor de 1751 hectéreas en seis estados mexicanos. La produccion anual es
cercana a las 23,995 toneladas y el estado de Nayarit es el productor mas
importante de México con alrededor del 93 % de toda la produccion (Calderén-Chiu,
2021). En 2016, México exportd 16 mil 798 toneladas de yaca principalmente a
Estados Unidos, representando un gran porcentaje de la produccion nacional
(Gomez, 2022).

Sin embargo, el procesamiento de la yaca genera enormes cantidades de
desperdicio que incluyen la cascara, las semillas, las fibras y la pulpa no utilizable,
que por lo general se desechan y pueden constituir hasta el 70 % del peso total de
la fruta (Dhull, Kaur, & Purewal, 2016), lo que contribuye a la contaminacién
ambiental ya que no existen requisitos ambientales, capacidad tecnolbgica y
recursos econdmicos que garanticen un destino final seguro para estos residuos
(Ulloa et al., 2017). Las semillas de la yaca son uno de los componentes con mayor
concentracion de compuestos bioactivos de alto valor agregado como carotenoides,
flavonoides, esteroles volatiles, taninos y polifenoles, por lo que su aprovechamiento
como subproducto es una alternativa para disminuir su desperdicio (Daud et al.,
2022). El procesamiento de estas partes tradicionalmente no comestibles podria
tener ciertos beneficios econdmicos, ambientales y para la salud. A pesar de ello, la

investigaciéon sobre la semilla de yaca es limitada (Li et al., 2021).

Los compuestos fendlicos son los principales bioactivos responsables de beneficios
para la salud ya que exhiben una amplia gama de propiedades fisiologicas,

respaldadas por sus efectos antioxidantes, antimicrobianos, antiinflamatorios,



antialérgicos, antiaterogénicos, antitrombaoticos y cardioprotectores (Coman et al.,
2020). Ademés de que pueden satisfacer la demanda industrial como posibles
colorantes, aditivos y conservantes naturales en alimentos o bebidas, incorporados
en cosméticos, alimentos funcionales y suplementos farmacéuticos; por lo que se
requiere de estrategias de extraccion eficientes y rentables para su obtencion
(Kumar, 2021).

La valorizacion sostenible de los compuestos fendlicos de las semillas de yaca
requieren el uso de tecnologias de extraccibn ecolégicas, que sean
energéticamente eficientes y respetuosas con el medio ambiente, como la
extraccion asistida por ultrasonido, que a diferencia de los métodos convencionales
es mas eficiente en términos de tiempo de extraccion, energia, tipo y consumo de
solvente, solubilidad y tasas de recuperacion, lo que facilita la liberacion de este tipo

de compuestos bioactivos (Esclapez, Garcia-Pérez, Mulet, & Céarcel, 2011).

Por otro lado, la nanotecnologia ha demostrado ser un area de la ciencia mas
potente que abarca un campo diverso y se ha convertido en una tendencia
prometedora en las Ultimas décadas (Aarthye & Sureshkumar, 2021), esta tiene la
capacidad para manipular o controlar a escala atémica; la creacién y utilizacion de
sistemas, estructuras y dispositivos, que tienen atributos y funciones unicos debido
a sus dimensiones en escala nanométrica; y desarrollo de tecnologia e
investigacién (Nabipour & Hu, 2020). La nanotecnologia ha modernizado todo el
sistema alimentario desde la seguridad alimentaria hasta la sintesis molecular de
nuevos productos e ingredientes alimentarios (Pathakoti, Manubolu, & Hwang,
2017). La nanoencapsulacion también se conoce como una tecnologia para
proteger los componentes bioactivos y es efectiva con la entrega de ingredientes
funcionales para la salud, para mejorar el sabor, la consistencia, la textura, la vida
atil mas prolongada, la biodisponibilidad de nutrientes, entre otros (Tahir et al.,
2021). En este trabajo se analiza la extraccion de compuestos fendlicos asistida por

ultrasonido de diferentes partes de la yaca, asi como la nanoencapsulacion.


https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/chemistry/ultrasound-extraction

CAPITULO |. ANTECEDENTES

1.1 Yaca (Artocarpus heterophyllus Lam).

La yaca es una fruta tropical originaria de India. Pertenece a la familia de las
moraceas, crece en regiones calidas y hiumedas. Las yacas maduras son frutos de
gran tamafio que miden entre 22 a 90 cm de largo y 13 a 50 cm de diametro con un
peso que varia entre 2 y 36 kg (Yutong Zhang, Bo Li, Fei Xu, 2021). El fruto puede
contener entre 100 y 500 semillas y representa el 18-25 % del peso del fruto
mientras que la pulpa representa el 30 % del peso del fruto. Los &rboles tienen cierta
tolerancia a la salinidad y a las inundaciones, pero poca a la sequia (Moke et al.,
2017).

La pulpa es de color crema amarillenta debido a la presencia de carotenoides. Los
bulbos de yaca son comestibles y pueden describirse como ligeramente acidos,
cremosos, suaves, fibrosos, dulces y muy fragantes, similares a otras frutas
tropicales como el platano o la pifia (Anaya-Esparza et al., 2018). Las semillas de
la fruta madura tienen un alto contenido de humedad y, por lo tanto, no se conservan
bien por mucho tiempo, por lo que se comen después de hervirlas, cocerlas al vapor
y tostarlas (Mahanta & Kalita, 2015).
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L. “‘\:
3
— |

> Centro de
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Semilla

Figura 1. Estructura de la Yaca



1.1.1 Composicion quimica de la yaca.

La yaca presenta un alto contenido de proteinas, carbohidratos, calcio, hierro, zinc,
vitaminas y compuestos bioactivos en comparacion con las frutas comunes
(Vazhacharickal et al., 2015). Tiene un bajo contenido caldrico; 100 g de yaca solo
contienen 94 calorias. La yaca también contiene niacina, conocida como vitamina
B3 y necesaria para el metabolismo energético, la funcién nerviosa y la sintesis de
ciertas hormonas. Una porcion de 100 g de pulpa de yaca proporciona 4 mg de
niacina (Goswami & Chacrabati, 2015), El Cuadro 1, muestra la composicién de la

yaca.

Cuadro 1. Composicion proximal de la yaca (Goswami & Chacrabati, 2015).

| Nutrientes |  Frutajoven | Frutamadura |
Agua (9) 76,2-85,2 72,0-94,0
| Protefna (g) [ 2.0-2.6 [ 1.2-19 |
| Grasa () I 0,1-0,6 I 0,1-0,4 |
| Carbohidrato () ||  9.4-115 || 16,0-254 |
| Fibra (g) I 2.6-3.6 I 1.0-1.5 |
| Azlcares totales (g) || - I 20,6 |
| Minerales totales (g) || 0,8 I 0,8-0,9 |
| Calcio (mg) |  300-732 | 200370 |
I | | |
| Magnesio (mg) I - I 27,0 |
| Fésforo (mg) | 20,0-572 | 380-410 |
| Potasio (mg) || 287,0-323,0 | 191,0-407,0 |
| Sodio (mg) | 30350 | 20410 |
| Hierro (mg) I 0,4-1,9 I 0,5-1,1 |
| Vitamina A (UI) I 30,0 || 175,0-540,0 |
| Tiamina (mg) | 0.05015 | 0.03-009 |
|  Riboflavina(mg) |  0.05-02 | 00504 |
| VitaminaC(mg) | 12,0-140 |  7.0-10.0 |
| Energia (kJ) I 50-210 |  88-410 |



https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/science/article/pii/B9780124081178000143#bib46

1.1.2 Usos de la yaca.

Algunos usos que se le dan a este fruto son como frituras deshidratadas, papillas,
mermeladas, dulces, helados y bebidas. La madera del arbol se suele utilizar en la
fabricacion de muebles, y en la obtencion de extractos para la inhibicion de
melanina. El latex se calienta se emplea para la preparacion de porcelana y loza y
calafatear embarcaciones (Gomez, 2022). La Figura 2 muestra la forma en que se
realiza el aprovechamiento de esta fruta, mostrando que es diverso ya que se utiliza

para la obtencion de diferentes productos o subproductos.
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Figura 2. Usos de la Yaca (Sexena et al., 2011).

1.1.3 Produccion de la yaca.

Las investigaciones histdricas sugieren que el arbol de yaca se origino en las selvas
tropicales de los Ghats occidentales en la parte suroeste de la India. Sin embargo,
con el tiempo, los arboles se han introducido en otras partes de la India y regiones

tropicales del mundo. Hoy en dia, los arboles se encuentran creciendo ampliamente
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en gran parte de Asia, en las islas del Caribe, en la zona de bosques siempre verdes
de Africa Occidental, en el norte de Australia, y en América (USA, Brasil, Puerto
Rico, México y en algunas islas) (Baliga, Shivashankara, Haniadka, Dsouza, & Bhat,
2011).

La planta de yaca comenz6 a cultivarse en México en la década de 1960,
actualmente se cultivan alrededor de 1751 hectareas en seis estados mexicanos. La
produccion anual es cercana a las 23,995 toneladas y el estado de Nayarit es el
productor mas importante de México con alrededor del 93 % de toda la produccién
(Calderon-Chiu, 2021). Nayarit tiene una superficie de cultivo para exportacion de
yaca, con un total de 490 hectéareas, con un valor aproximado de $41 millones, por
lo que se considera un fruto de suma importancia en 12 municipios de Nayarit,
principalmente, en San Blas donde se tienen mas de 300 hectareas. El fruto de este
cultivo solo se recolecta para consumo nacional y exportacion, principalmente a
Estados Unidos (Cervantes, 2018).

1.2 Subproductos agroalimentarios

Grandes cantidades de desechos agroalimentarios y alimentos no comestibles se
producen a lo largo de la cadena de suministro, desde la produccion inicial hasta las
etapas finales de consumo (Torres-Valenzuela, Ballesteros-Gomez, & Rubio,
2020). Hoy en dia, la disposicion final de los residuos agroalimentarios se ha
convertido en un gran desafio para las industrias del procesamiento de alimentos
ya que no existen requisitos ambientales, capacidad tecnolégica y recursos
econOmicos para estos residuos que garanticen un destino final seguro (Vazquez-
Gonzalez, Ragazzo-Sanchez, & Calderdn-Santoyo, 2020). La Figura 3, muestra la
valorizacion de los compuestos bioactivos obtenidos a partir de subproductos de la

industria alimentaria.
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Figura 3. Esquematizacion del ciclo de valorizacion de compuestos bioactivos a partir de
subproductos de la industria agroalimentaria (Gil-Martin et al., 2022).

Una amplia gama de subproductos se pueden obtener del procesamiento de frutas,
constituidos principalmente por hojas, cascaras, tallos, pulpas inservibles, semillas,
frutos descartados y huesos (Ganesh, Sridhar, & Vishali, 2022). La conversién de
estos desechos se pueden utilizar en productos alimenticios de alto valor agregado
como compuestos bioactivos, proteinas, fibras dietéticas y aplicados en el
desarrollo de alimentos funcionales y nutracéuticos (Marcillo-Parra, Tupuna-Yerovi,
Gonzalez, & Ruales, 2021). En el Cuadro 2 se muestran algunos ejemplos de
subproductos de frutas que son utilizados para la obtencion de diferentes

compuestos bioactivos.



Cuadro 2. Subproductos de frutas tropicales.

| Subproducto || Compuesto | Actividad | Referencia |
Céascara de (Torres-
! Flavonoides Antioxidante Valenzuela et al.,
guanabana 2020)

Céscara de higo

Flavonoides y acidos

Antioxidante y

(Sivieri, 2022)

fendlicos antimicrobiano
. (Ain, Saeed,
. Fenalicos,
Céscara de : o Barrow,
flavonoides, Antioxidante
granada carotenoides Dunshea, &
Suleria, 2020)
Cas_cara y Fenoles simples, . (Cadiz-Gurrea et
semillas de . : Cardioprotector
. flavonoides y taninos al., 2020)
maracuya
Semilla de Acidos fendlicos Antioxidante (Sivieri, 2022)
papaya
Resveratrol, (Torres-
Semilla de uva polifenoles y Antioxidante Valenzuela et al.,
antocianinas 2020)
(Devi, Kavitha,
Semilla de Taninos, Antidiabético y Kannah,
mango proantocianidinas antioxidante Rajkumar, &
Banu, 2020)

1.2.1 Subproductos de la yaca.

La yaca es una fruta novedosa entre los consumidores, investigadores e industrias
alimentarias debido a la diversidad de compuestos que se pueden obtener de varias
de sus estructuras (Vazhacharickal et al., 2015). Con el rapido desarrollo de la
industria de cultivo y procesamiento de yaca, se generan gran cantidad de residuos
gue incluyen la cascara, las semillas y la fibra, que generalmente no se utilizan v,
en consecuencia, se desechan (Ranasinghe, Maduwanthi, & Marapana, 2019). Los
residuos después del procesamiento de la yaca pueden constituir hasta el 70 % del

peso total de la fruta (Ulloa et al., 2017).

Los componentes principales presentes en los desechos de la yaca son fibra
dietética, azucares, proteinas, pectinas, acidos organicos, antioxidantes, fenoles,
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flavonoides, taninos, vitaminas y minerales, que pueden ser una buena fuente de
compuestos bioactivos de alto valor agregado. (Ain et al., 2020). Por lo tanto, la yaca
es un excelente recurso de producto natural con diversas actividades bioldgicas,
gue incluyen antioxidantes, antiinflamatorios, antibacterianos y, antineoplasicos (Li
et al., 2021).

La recuperacion de subproductos de los desechos de yaca no solo puede mejorar
la economia general de las unidades de procesamiento, sino que también reduce
considerablemente el problema de la contaminacion ambiental (Chi, Yang, Ren, &
Yang, 2022). En los ultimos afios, han aumentado las oportunidades de utilizar estos
desechos en nutracéuticos, agentes saborizantes, compuestos bioactivos en
envases y nanoparticulas (Ganesh et al., 2022). A continuacién, se presentan los
posibles usos que se le puede dar a los subproductos de la yaca Figura 4.

Actividad Actividad
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Actividad Actividad
Antifingica ~f%~———e . Antiinflamatoria
_____________________ Hojas
| Actividad [ Actividad |
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et J i S—— © | Actividad |
H | . Diurética !
S, ¥ - D
Actividad | \‘.q. f4 < SR
Antiinflamatoria <= .ﬂt?’i\t e ?'ik 3
= Senillay Mg, pre——— :
Eje y latex ; a1 Actividad |
J] Yaca ‘ ____________ | Antibacteriana |
proseeoeeect , . Actividad |
: Citoprotectores | i Anticancerigena |

Actividad S Actividad
Antioxidante Cascara Antibacteriana

Figura 4. Revalorizacion de subproductos de la yaca. Adaptado de (Vazquez-Gonzalez et
al., 2020; A.gupta et al., 2022; Swami & Kalse, 2018).



1.2.2 Semillas de yaca.

La semilla de yaca es firme, cerosa, de forma ovalada y oblonga, mide de 2 a 4 cm
de largo, de 1 a 2 cm de ancho y tienen una masa que varia de 2.5 a 14 g. Esta
semilla se encuentra formada por un arilo transparente en la capa superior y por
una subcapa llamada espermodermo de color café, la cual cubre al cotileddn
(Gomez, 2022).

Representan del 8 al 15 % del peso total de la fruta (Dhull et al., 2016). Son una
buena fuente de carbohidratos (67 %) y proteinas (20 %). Pueden contener mucho
material de almiddén el cual se puede utilizar como ingrediente para galletas, pan,
pasteles, caramelos de goma y rellenos, asi como en la industria cosmética con un
costo potencialmente bajo (Chi et al.,, 2022). Ademas de contener compuestos
fendlicos potencialmente utiles en el desarrollo de nutracéuticos. Sin embargo, las
semillas de yaca generalmente se descartan como desechos, lo que contribuye a

un enorme desperdicio de recursos naturales (Zhang et al., 2021).

Tradicionalmente se consumen hervidas y tostadas, se utilizan en platos cocinados,
su harina se puede utilizar para hornear y se conservan en salmuera y en salsa de
tomate. Ademas, las semillas se consumen ampliamente como postre 0 como
ingrediente en preparaciones culinarias asiaticas (Yutong Zhang, Bo Li, Fei Xu,
2021). El polvo de semilla de yaca pulverizado y fermentado en si podria usarse

como colorante alimentario natural (Chi et al., 2022).

La semilla de yaca es un excelente recurso de producto natural con diversas
actividades  biologicas, que incluyen antioxidantes, antiinflamatorias,
antibacterianas, antineoplasicas. La investigacion sobre el procesamiento y la
utilizacién de estas partes tradicionalmente no comestibles podria tener ciertos
beneficios econdbmicos, ambientales y para la salud (Li et al., 2021). El extracto de
las semillas es util para la digestion, en el tratamiento de la diarrea y la disenteria y
tienen actividades anticancerigenas, antibacterianas, antioxidantes (Baliga et al.,

2011). La Figura 5 muestra la apariencia de las semillas de yaca.



Los valores reportados para los nutrientes en la semilla de yaca parecen
variar. Estas variaciones se pueden atribuir a las diferencias de origen, variedad,
ambiente y madurez de la fruta (Mahanta & Kalita, 2015). Algunos estudios han
demostrado que, dependiendo de la variedad de yaca, la concentracion de
carbohidratos y proteinas en las semillas varia, aunque sean de la misma region
(Baliga et al., 2011). En el Cuadro 3 se muestra la composicion de la yaca

observandose que ademas de las macromoléculas y el agua, esta también es rica

Figura 5. Semillas de yaca.

en micronutrientes minerales.

Cuadro 3. Composicion proximal de la semilla de yaca sobre la base del peso fresco (por
100 g) (Baliga et al., 2011).

Composicion Cantidad Composicion Cantidad
Agua (9) 51-64.5 Minerales
| Proteina (g) || 6.6-7.04 || Minerales totales (g) || 0.9-1.2 |
| Grasa (g) | 0.40-043 || Calcio (mg) | 50 |
| Carbohidratos (g) || 25.8-38.4 || Magnesio (mg) I 54 |
| Fibra(g) | 115 || Fésforo (mg) || 38-97 |
| Azucares totales (g) || - || Potasio (mg) | 246 |
| Vitaminas I I Sodio (mg) | 632 |
| Tiamina (mg) | 025 I Hierro (mg) | 15 |
| Riboflavina (mg) | 011-03 ||  Energia(kJ) | 133-139 |
| Vitamina C (mg) [ 11 [ [ |




1.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un gran grupo de sustancias quimicas consideradas
metabolitos secundarios de las plantas, con diversas estructuras y actividades
quimicas (Alara, Abdurahman, & Ukaegbu, 2021). Son componentes comunes de
frutas y verduras, ya que tienen un papel vital contra la patogenicidad y cambios
ambientales. Estos compuestos inactivan los radicales libres generando efectos

antioxidantes primarios y antiradicales (Devi et al., 2020).

Las plantas producen estas sustancias como método de defensa para protegerse
de patdgenos, la luz ultravioleta y para adaptarse a su entorno (Embuscado, 2015).
Son inestables y propensos a la degradacién debido a la exposicion de temperatura,
ciertas condiciones de pH y atagues enzimaticos, hecho que restringe sus
aplicaciones de forma libre (Coman et al., 2020). Los compuestos fendlicos también
juegan un papel importante como constituyentes del aroma y proporcionan

astringencia a los productos alimenticios (Chavez-Santiago et al., 2021).

1.3.1 Clasificacion.

Quimicamente, los compuestos fendlicos son sustancias que poseen un anillo
aromatico y un anillo benceno con uno o mas grupos hidroxido que incluyen
derivados funcionales (ésteres, ésteres metilicos , glucésidos , etc.) (Barba, Esteve,
& Frigola, 2014). Los polifenoles se subdividen en diferentes grupos segun el
namero de anillos fendlicos que posean y los elementos estructurales que se les
unen; se distribuyen principalmente como flavonoides, acidos fendlicos, taninos,

estilbenos y lignanos (Galanakis, 2021), como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Clasificacion de fenoles en alimentos. Adaptado de (Marquez, 2016).

1.3.2 Funcionalidad en los alimentos.

Los compuestos fendlicos ademas de ser compuestos naturales beneficiosos para
la salud en los alimentos, también pueden tener el potencial de ser aditivos y
conservantes alimentarios ideales, esto debido a sus altas actividades
antimicrobianas y antioxidantes, prolongando la vida atil de los alimentos y
aportandoles funcionalidades (Mark, Lyu, Lee, Parra-saldivar, & Chen, 2019).
Contribuyen a las cualidades sensoriales de los alimentos, ademas de su particular

aporte a la nutricién.

De hecho, se sabe que la mayoria del amargor y la astringencia de las plantas y de
los alimentos y bebidas asociados a ellas proviene de los polifenoles presentes en
ese alimento o bebida. Este proceso no solo previene el deterioro de frutas y
verduras para prolongar la vida atil de los productos alimenticios, sino que también
puede proteger al cuerpo humano contra el dafio de las especies reactivas del
oxigeno (Mark et al., 2019).
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1.3.2.1 Propiedades antioxidantes.

Los subproductos de frutas se consideran como una alternativa de compuestos
antioxidantes. La concentracion de estos compuestos puede variar mucho segun la
matriz alimentaria estudiada y la tecnologia aplicada (Rosell6-Soto et al., 2015). Se
han identificado alrededor de 8000 compuestos fendlicos de las plantas, que actian
principalmente como antioxidantes (Kehinde, Nayik, & Rafig, 2020). Los
compuestos fendlicos son capaces de mostrar actividad antioxidante reduciendo el
nivel de estrés oxidativo que estaria involucrado en enfermedades crénicas (Cadiz-
Gurrea et al., 2020). El potencial antioxidante de los compuestos fendlicos esta
dictado por su estructura, especialmente el anillo de benceno, el nimero y posicion
del grupo hidroxilo. El anillo de benceno es responsable de la estabilizacion de las
moléculas antioxidantes al reaccionar con los radicales libres (Zeb, 2021). La Figura
7 muestra el mecanismo de accion de los antioxidantes sobre los radicales libres en
donde estos hacen una donacién de electrones al radical libre, lo cual ya no permite
que el radical pueda atacar a moléculas estables.

Molécula estable Antioxidante

Donacién de
electones
Electrén
desapareado
¥_//

Figura 7. Accién antioxidante sobre los radicales libres (Ekiert, 2022).

Los antioxidantes naturales ricos en compuestos fendélicos se han convertido en una
parte importante de la tecnologia de conservacion. La variedad de extractos de

diversas partes de las plantas y frutos se utilizan gradualmente en la industria
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alimentaria, ya que controlan la descomposicion oxidativa y ayudan a mejorar la
calidad de los productos alimenticios. Como resultado de esto, evitan el deterioro y

prolongan la vida atil de los alimentos (Kehinde et al., 2020).

1.3.2.2 Propiedades antimicrobianas.

La actividad antimicrobiana de extractos vegetales es generalmente atribuida a los
compuestos fendlicos presentes en estas matrices, y se ha observado que tienen
un gran impacto sobre la resistencia de las membranas microbianas interfiriendo en
el metabolismo microbiano, retardando o inhibiendo el crecimiento de los
microorganismos (Rodriguez, 2011). Los compuestos fendlicos han mostrado un
amplio  espectro  contra Bacillus  cereus, Bacillus  coagulans, Bacillus
subtilis, Lactobacillus  casei, Micrococcus roseus, Streptococcus faecalis, E.
coli, Salmonella  typhimurium y Salmonella  enteric , Fusarium  moniliforme

y Saccharomyces cerevisiae (Vazquez-Gonzélez et al., 2020).

La bioconservacion en el empleo de antimicrobianos naturales en alimentos tiene
dos funciones: el control de los procesos naturales de degradacion y controlar el
crecimiento de microrganismos patdgenos (Magdalena, Pop, Cimpeanu, & Turcus,
2018). Los flavonoides han sido ampliamente asociados con una amplia gama de
actividades bioldgicas, destacando su actividad antimicrobiana. (Vazquez-Gonzalez
et al., 2020).

Chavéz-Santiago et al., (2021) demostraron que las isoprenilflavonas, la artocarpina
y la artocarpesina, obtenidas a partir de extractos metandlicos de la yaca, inhiben la
formacion de la bacteria cariogénica Streptococcus mutans.

1.3.3 Bioactividad

En los dltimos afios, se descubrié que las dietas enriquecidas con compuestos
fendlicos pueden ayudar a prevenir y tratar una amplia gama de enfermedades

cronicas/degenerativas, como cancer, diabetes, enfermedades -cardiacas,
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enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares, el envejecimiento, entre
otras (Ekiert, 2022). Ademas, tienen un impacto positivo en la salud y se sabe que
modulan los procesos metabdlicos e influyen en las actividades celulares debido a
sus propiedades nutracéuticas; dependiendo de la via y su biodisponibilidad en el

cuerpo (Saini, Panesar, & Bera, 2019).

La bioactividad de los compuestos fendlicos depende en gran medida de su
estructura quimica particular (presencia de dobles enlaces, nUmero y posicién de
grupos hidroxilo en el anillo aromatico) presentes en la matriz alimentaria (Coman
et al., 2020). La distribucion de compuestos fendlicos en los tejidos y células
vegetales varia considerablemente segun el tipo de compuesto quimico en cuestién
por lo tanto pueden proporcionar beneficios para la salud, en particular la prevencion

y tratamiento de enfermedades (Raimundini Aranha et al., 2021).

1.4 Extraccién de compuestos fendlicos

La extraccion de plantas se puede definir como el proceso de separacion de
compuestos solubles del material vegetal utilizando solventes, donde el objetivo
principal de este proceso es maximizar el rendimiento del compuesto bioactivo con
un impacto minimo o nulo en las propiedades del compuesto (Madiha Yusoff, Mat
Taher, Rahmat, & Suan Chua, 2022). Depende de muchos factores, como el método
de extraccién, las materias primas, tamafio de particulas, temperaturas, tipo

de solvente y su proporcion soluto-solvente (Kumar, 2021).

Los procesos de extraccidn se han centrado principalmente en compuestos de
origen vegetal, esto se debe a que contienen una amplia gama de compuestos
bioactivos que se utilizan ampliamente en las industrias alimentaria, farmaceéutica y
cosmética (Aarthye & Sureshkumar, 2021). Por lo tanto, es un paso vital en el
aislamiento y la recuperacioén de compuestos de alto valor, la Figura 8 muestra las
estructuras quimicas de los compuestos fendlicos que comunmente se extraen de
plantas, en los cuales se han evaluado muchas tecnologias para su obtencion

(Panja, 2018).
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Figura 8. Las estructuras quimicas de los compuestos fendlicos comunes extraidos de las
plantas (Zhang et al., 2018).

Las condiciones de extraccidon juegan un papel muy importante debido a su efecto
sobre la liberacién de los compuestos bioactivos de la matriz al medio (Devi et al.,
2020). En donde, la preparacion y extraccion de polifenoles bioactivos depende de
la estructura individual de la matriz de la muestra y también de las propiedades
guimicas de los compuestos deseados, ya que la pérdida de polifenoles se ha
notado por ionizacién, hidrdlisis y oxidacion durante el proceso de extraccidon
cuando se aplica un tiempo de extraccion prolongado (Pagano, Campone, Celano,
Piccinelli, & Rastrelli, 2021).

En ingenieria de alimentos, la extraccion de compuestos naturales es de bastante
interés debido a las propiedades de algunos extractos como los compuestos
fendlicos. Ademas, la extraccion de compuestos bioactivos puede aumentar el valor
de algunos subproductos de la industria alimentaria (Esclapez et al., 2011). Los

extractos de subproductos o compuestos aislados podrian usarse como
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bioingredientes en alimentos funcionales, o como nutracéuticos en preparaciones
medicinales y farmacéuticas (Coman et al., 2020), como se muestra en la Figura 9.
Por otro lado, los extractos de plantas sirven como una mejor plataforma para la
sintesis de nanoparticulas ecoldgicas, ya que estos extractos proporcionan
compuestos naturalmente disponibles que actian como agentes reductores,

protectores o estabilizadores (Aarthye & Sureshkumar, 2021).

Disolventes Compuestos fenélicos
sostenibles ——;

6,.- w B¢y Extraccion através
de tecnologias verdes

Residuos
agroalimentarios

Figura 9. Extraccion de compuestos fendlicos de residuos agroalimentarios.

1.4.1 Métodos de extraccién

Los meéetodos de extraccion son diferentes segun el principio de extraccion. La
extraccién por disolventes es el método mas utilizado (Jha & Sit, 2022). La
extraccion de productos naturales progresa a través de las siguientes etapas: 1) el
disolvente penetra en la matriz sélida; 2) el soluto se disuelve en los disolventes; 3)
el soluto se difunde fuera de la matriz solida; 4) se recogen los solutos extraidos
(Qing-Wen Zhang, 2018). Cualquier factor que aumente la difusividad y la
solubilidad en los pasos anteriores facilitara la extraccion. Los compuestos fendlicos
se pueden extraer utilizando tecnologias convencionales y no convencionales, cada

una con sus propias ventajas y desventajas (Saini et al., 2019).
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1.4.1.1 Métodos convencionales de extraccion.

La extraccion convencional se ha utilizado durante décadas, ya que proporciona un
vehiculo fisico para transferir los compuestos entre las diferentes fases (sélido,
liquido y vapor), son de bajo costo, combina simplicidad (facil operaciéon manual) y
presion basal (condiciones ambientales) (Esclapez et al., 2011). Ademas, su
razonable eficiencia y asequibilidad hacen de esta alternativa la primera opcién
como procedimiento estdndar para la extraccion y concentracion de compuestos
fendlicos, implementando métodos como Soxhlet, la extraccién de reflujo y la
maceracion, por mencionar las mas importantes, en donde los equipos involucrados
en estos métodos son distintos entre si (Jha & Sit, 2022). En el Cuadro 4, se muestra
la comparacion de algunos parametros de diferentes métodos de extraccion

convencionales.

Cuadro 4. Comparacion de diferentes métodos de extraccion convencionales (Qing-Wen
Zhang, 2018).

Volumen

Método Solvente | Temperatura| Presién Tiempo de Polaridad de
: los extractos
Disolvente
e, Dependiente
solventes

Maceracién Ambiente Atmosférica || Prolongado Grande del solvente
acuosos y no i
de extraccion
acuosos
Dependiente

Extraccion Disolventes Alta Atmosférica || Prolongado || Moderado del solvente

Soxlhet orgéanicos i
de extraccion
L Disolventes Dependiente
Extraccion -
de reflujo acuosos y no Alta Atmosférica || Moderado Moderado del solven_te
acuosos de extraccion

1.4.1.2 Tecnologias emergentes.

En los ultimos afios se han aplicado con éxito métodos de extraccion innovadores,
con tiempos acortados, uso reducido de disolventes organicos, mayor recuperacion
de los compuestos y, un impacto ambiental minimizado en comparacién con los
métodos de extraccion convencionales (Vazquez-Gonzalez et al., 2020), en el

Cuadro 5 se muestra la comparacion de diferentes tecnologias emergentes mas
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eficientes que los métodos convencionales. Estas tecnologias emergentes, como
campos eléctricos pulsados, extraccidn asistida por ultrasonido, extracciones
asistidas por microondas, extracciones de fluidos supercriticos, entre otras, han
evolucionado para la recuperacion de compuestos bioactivos especiales y
compuestos nutracéuticos de los desechos de alimentos, lo que ha elevado su valor
de utilidad (Gil-Martin et al., 2022).

Cuadro 5. Comparacion de diferentes tecnologias emergentes (Qing-Wen Zhang, 2018).

Volumen .
Método Solvente Temperatura Presion Tiempo de Ilz?slae::?rzgtﬂi
Disolvente
Extraccion Agua, solventes Ninguno o Dependiente
asistida por acuosos y no Ambiente Atmosférica || Corto g del solvente
. moderado i
microondas acuosos de extraccion
Extraccion Agua, solventes Dependiente
asistida por acuosos y no Alta/ ambiente || Atmosférica || Corto Moderado del solvente
ultrasonido acuosos de extraccion
Fluido
Extraccion ( Seunp(:}g:lmg:r?te Cerca de la NInGUNG o Compuestos
fluidos 9 temperatura Alta Corto guno no polares a
- S-CO2),a . pequefio polares
supercriticos ambiente
Veces con moderados
modificador
EXt::a:n?og de Agua, solventes Dependiente
eIéctrFi)co acuosos y no Alta/ ambiente || Atmosférica || Corto Moderado del solvente
acuosos de extraccion
pulsado

1.4.1.2.1 Extraccién asistida por ultrasonido.

La extraccion asistida por ultrasonido es una tecnologia en crecimiento mas
ecoldgica y limpia (proceso de extraccion verde), reemplazando a los métodos
convencionales para mejorar la extraccion de compuestos bioactivos de varias

matrices de plantas (Devi et al., 2020).

El ultrasonido se basa en la formacibn de ondas mecanicas ultrasonicas
longitudinales que tienen una frecuencia (>20 kHz) en la que el desplazamiento de
las particulas es paralelo a la direccién de propagacién de la onda, donde se forman,
crecen y colapsan burbujas, en un fenémeno conocido como cavitacion (Pagano et

al., 2021). Pueden propagarse a través de un medio sdlido, liquido o gaseoso
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induciendo el desplazamiento y desalojo de las moléculas de sus posiciones
originales (Welti-Chanes, Morales-de la Pefa, Jacobo-Veldzquez, & Martin-Belloso,
2017). En la Figura 10 se presenta la cavitacion de una onda ultrasonica la cual se
caracteriza principalmente por cuatro parametros fisicos; la frecuencia (Hz), la
potencia ultrasonica (W), la longitud de onda (cm) y la intensidad ultrasénica (Ul)
(W/cm?) (Vilkhu, Mawson, Simons, & Bates, 2008).
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Figura 10. Cavitacion inducida por ultrasonido (Chen et al, 2015).

Esta tecnologia es beneficiosa en términos de areas econémicas y practicas que
incorporan tiempos de extraccion mas cortos, volumen de disolvente reducido, un
aumento integral en la tasa de extraccion, calidad mejorada del extracto y
enriqguecimiento de los procesos de extraccion acuosa, reduciendo sus costos
operativos, lo que implica la ausencia de disolventes y una mayor extraccion de
compuestos organicos, garantiza la seguridad alimentaria y es considerada un
tratamiento respetuoso con el medio ambiente (Rosell6-Soto et al., 2015). En la
Figura 11 se esquematiza el equipo ocupado para la extraccion asistida por

ultrasonido.
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Figura 11. Extraccion asistida por ultrasonido (Devi et al., 2020).

Una de las principales ventajas de la extraccion asistida por ultrasonido es la mayor
penetracion del disolvente en los poros de la planta o matriz y la mejora de la
transferencia de masa debido a la ruptura de las estructuras celulares provocada
por la cavitacion (Pereira, Zabot, Reyes, Iglesias, & Martinez, 2021). Se han
aplicado en gran medida para la extraccion de compuestos bioactivos debido a su
alta eficiencia en términos de rendimiento de recuperacién y tasa de extraccion
(Pradal, Vauchel, Decossin, Dhulster, & Dimitrov, 2016). Los principales desafios de
la aplicacion de ultrasonido incluyen problemas de escalamiento y eficiencia

energética (Assadpour & Jafari, 2019).

1.5 Nanotecnologia

La ciencia de la nanotecnologia se ocupa de la manipulacién de materiales a nivel
de atomos y moléculas; la creacién y utilizacibn de sistemas, estructuras y
dispositivos, que tienen atributos y funciones unicos debido a sus dimensiones; y
desarrollo de tecnologia e investigacion (Nabipour & Hu, 2020). Nano en general se
refiere al tamafio por debajo de 1000 nm. Las nanoparticulas se pueden sintetizar y

también estan disponibles de forma natural, como las células vivas (Esfanjani &
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Jafari, 2017). El interés por el tamafio extremadamente pequenfio, la capacidad de
penetracion y la relacion superficie-volumen Unica de las nanoparticulas las hace
mas beneficiosas, en comparacion con las micro y macroparticulas (Kalaiyan et al.,
2020).

Existen dos métodos de consolidacion que se utilizan en la nanotecnologia, basados
en el enfoque top-down (emulsificacion, emulsificacién-evaporacion de disolventes)
se consigue la disminucién del tamafio de las particulas, asi como la conformacién
de la estructura. En los métodos basados en un enfoque bottom-up (coacervacion,
nanoprecipitacion, complejacion de inclusion), el desarrollo de particulas se basa en
el autoensamblaje o la autoorganizacién de las moléculas, y el tamafio puede

aumentar progresivamente (Magdalena et al., 2018).

1.5.1 Aplicaciones de la nanotecnologia para prolongar la actividad de
compuestos bioactivos.

La nanotecnologia se ha convertido en una de las tecnologias mas prometedoras
para revolucionar la industria alimentaria desde la fabricacibn de productos
alimenticios y sus correspondientes ingredientes hasta sus aplicaciones y consumo
(Rashidinejad & Jafari, 2020). Las mejoras en diferentes propiedades de los
alimentos, como los atributos sensoriales, nutricionales, mejora de las
caracteristicas de los alimentos y creacion de aditivos alimentarios (Dasgupta et al.,
2015), desarrollo de nuevos materiales de envasado de alimentos y desarrollo de
nanosensores han dado lugar a un gran niumero de productos nuevos e innovadores

(Kalaiyan et al., 2020), como se muestra en la Figura 12.

Es una alternativa favorable para conservar y proteger compuestos bioactivos frente
a circunstancias ambientales inapropiadas, ademas de aumentar su
biodisponibilidad y estabilidad, asi como su absorcién, permeacién, proteccién y
solubilidad favoreciendo asi su aplicacion en productos alimenticios (Bazana,
Codevilla, & de Menezes, 2019). Los alimentos y bebidas son vehiculos adecuados

para compuestos fendlicos encapsulados (Delfanian & Sahari, 2020). La
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nanoencapsulacion de ingredientes bioactivos es un enfoque factible para la
entrega de estos materiales en sitios especificos y su absorcién eficiente a través

de las células en el sistema digestivo (Rashidinejad & Jafari, 2020).

Analisis fisicoquimicos,

Compuestos fenolicos, actividad antioxidante,

antocianinas, estabilidad,

carotenoides, vitaminas. bioaccesibilidad.
Extraccion Evaluacion

o i -
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=

O —
L0 )
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Subproductos de frutas Encapsulacion Aplicaciones en Alimentos
Piel, semillas, tallos, Encapsulacion de Enriquecimiento y fortificacion
sobras de pulpa, fibras compuestos bioactivos Colorantes naturales

Mejoramiento en la estabilidad,
deterioro oxidativo y proliferacion
oxidativa

Figura 12. Aplicacion alimentaria de compuestos bioactivos encapsulados extraidos de
subproductos de frutas (Marcillo-Parra et al., 2021).

1.5.2 Nanoparticulas coloidales a partir de biopolimeros.

Una nanoparticula es un sélido coloidal, formado de materiales aceptados como
seguros (polimeros biodegradables, lipidos, proteinas) en los que una sustancia de
interés “activo” puede ser incorporada, actuando como una unidad completa en
términos de transporte y propiedades, se clasifica de acuerdo a sus caracteristicas,

tamafio y estructura (Zambrano, 2013).

Su tamafio subcelular permite una mayor penetracion en las superficies, son
capaces de mejorar la estabilidad de las sustancias activas y pueden ser
biocompatibles con tejidos y células cuando se sintetizan con materiales que son
biodegradables (Garavand, Rahaee, Vahedikia, & Jafari, 2019). Debido a sus
propiedades Unicas, las nanoparticulas se utilizan ampliamente en diferentes
campos de la ciencia (Vijayaraghavan & Ashokkumar, 2017).
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Las nanoparticulas a base de carbohidratos y proteinas debido a su tamafio
extremadamente pequefio poseen alta area superficial, biocompatibilidad,
biodegradabilidad y excelentes propiedades 6pticas, mejoran ain mas su utilidad
para multiples disciplinas (Gutiérrez-Martinez, 2019). Se pueden utilizar para la
nanoencapsulacion de compuestos bioactivos y dependiendo del método de
preparacion, se pueden obtener nanoparticulas, nanoesferas o nanocépsulas
(Anandharamakrishnan, 2014). En la Figura 13 se muestran dos tipos de
nanoparticulas poliméricas las nanoesferas y las nanocapsulas; las primeras son
sistemas matriciales en los que los compuestos bioactivos estan fisica y
uniformemente dispersos, mientras que las nanocapsulas son sistemas reservorios
en los que los compuestos bioactivos estan confinados en una cavidad que consiste
en un ndcleo liquido interior rodeado por una membrana polimérica (Faridi & Mahdi,
2016).

Membrana
olimérica

Fendles

Matriz polimérica

Nanoesfera Nanocapsula

Figura 13. Nanoparticulas poliméricas eficientes para encapsular fenoles. Adaptado de
(Faridi & Mahdi, 2016).

1.5.3 Método de nanoprecipitacion.

Se ha desarrollado y utilizado una gama amplia de técnicas para la encapsulacion
en la industria alimentaria. La principal diferencia entre cada metodologia depende
del método de atrapamiento del compuesto bioactivo y su combinacién con el
material de la pared: puede ser una solucion, una emulsion o una dispersion,
dependiendo (Vincekovi¢ et al., 2017). La preparacion de nanoparticulas utilizando

enfoques verdes es respetuosa con el medio ambiente y proporciona nanoparticulas
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con tamafios, morfologias y estabilidad mejor definidos (Nasrollahzadeh, Atarod,
Sajjadi, Sajadi, & Issaabadi, 2019).

La nanoprecipitacion es adecuada para producir nanoparticulas a partir de
polisacaridos y/o proteinas. Este método se logra al disminuir la calidad del
disolvente en el que se disuelve el biopolimero, lo que induce la sobresaturacion,
qgue proporciona una fuerza impulsora para la precipitacion de solutos (Magdalena
et al., 2018). La principal fuerza impulsora para la formacién de particulas durante
la precipitacion con un antidisolvente es el desequilibrio de las interacciones
moleculares entre el soluto, el disolvente y el antidisolvente (Joye & McClements,
2014).

Durante el proceso de nanoprecipitacion, las particulas polares se solubilizan
facilmente en el medio acuoso, mientras que las particulas no polares tienden a
interactuar con otras particulas no polares dando como resultado la formacion de
nanoagregados (Sharif, Fabra, & Lopez-Rubio, 2019), como se presenta en la
Figura 14. Asi, las nanoparticulas pueden poseer diferentes cargas (positiva,
negativa o neutra), dependiendo de los materiales de pared utilizados, asi como de

las condiciones ambientales (Rashidinejad & Jafari, 2020).

Fase acuosa:
Tensoactivos
Compuestos 2 .
bioactivos r_\ p
=

Fase organica: Soluclon'de
solvente + polimero nano;{anlculas
poliméricas

® Compuestos bioactivos Polimero natural \,\/“* Tensoactivo

Figura 14.Método de nanoprecipitacion para la sintesis de nanoparticulas poliméricas de
compuestos bioactivos (Wang et al., 2020).
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La principal ventaja de esta técnica es que este método no necesita un aumento de
temperatura y, por lo tanto, puede ser util para la encapsulacion de ingredientes
bioactivos (Taheri & Jafari, 2019), proporcionando barreras protectoras,
enmascarando el sabor y el olor, favoreciendo su biodisponibilidad y estabilidad

para su aplicacién en productos alimenticios (Tacer-Caba, Nilufer-Erdil, & Ai, 2015).
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CAPITULO Il. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
EXPERIMENTAL

2.1 Justificacién

La producciéon de frutas ha aumentado continuamente en las Ultimas décadas
impulsada por el gran interés por parte de los consumidores por adquirir mas
alimentos naturales que promuevan beneficios para la salud. Las frutas son uno de
los productos basicos mas consumidos a nivel mundial y representan mas del 42 %
del desperdicio total de alimentos. Los desechos de frutas (céscaras, semillas,
hojas, fibras, pulpa) de la industria alimentaria son uno de los problemas de
contaminacion ambiental mas comunes del mundo. Sin embargo, estos desechos
ahora son de gran interés como subproductos tanto para disminuir el volumen de
residuos como para obtener compuestos de alto valor afiadido. En el caso particular
de la yaca, las semillas de esta fruta pueden ser utilizadas para la obtencion de
compuestos fendlicos, los cuales pueden satisfacer la demanda que tiene la
industrial como colorantes, aditivos y conservantes naturales en alimentos o
bebidas, alimentos funcionales y suplementos nutracéuticos. No obstante, se debe
tomar en cuenta que los compuestos fendlicos son sensibles a cambios ambientales
y pueden llegar a degradarse, por lo que el uso de tecnologias emergentes
representa una buena alternativa para la extraccion de este tipo de compuestos
haciendo mas eficiente la extraccion y las tasas de recuperacion, asi mismo la
nanotecnologia es otra alternativa para conservarlos y protegerlos frente a
circunstancias ambientales inapropiadas y aumentar su biodisponibilidad y
estabilidad.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general.

Establecer las condiciones de extraccion asistida por ultrasonido y

nanoencapsulacion de compuestos polifendlicos de semilla de yaca (Artocarpus

heterophyllus Lam), para evaluar la liberacion controlada y el efecto protector sobre

los compuestos bioactivos; a través de la medicion de los cambios en la capacidad

antioxidante y contenido de fenoles como indicador de estabilidad de los

compuestos presentes.

2.2.2 Objetivos particulares.

1.

Evaluar el efecto de la concentracion de etanol (65, 75, 85y 95 % v/iv) y la
relacion de soluto-solvente en la extraccion asistida por ultrasonido de

compuestos fendlicos de la semilla de yaca.

Evaluar la concentracion de flavonoides, taninos y la capacidad antioxidante
de los extractos de la semilla de yaca a través de las técnicas de DPPH Y

ABTS" para identificar la degradacion de estos compuestos fitoquimicos.

Establecer las condiciones de preparacién de nanoparticulas poliméricas
como proteccion de los compuestos bioactivos extraidos de la semilla de

yaca mediante nanoprecipitacion.

Caracterizaciéon del tamafio de particula, potencial zeta, eficiencia de
encapsulacién, estabilidad y capacidad antioxidante de los sistemas
nanoencapsulados de compuestos fendlicos con potencial uso en la

conservacion de alimentos.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Materia prima.

Las yacas (Artocarpus heterophyllus Lam.) fueron cosechadas en el Llano,
municipio de San Blas, Nayarit en julio del 2021, como se muestra en la Figura 15,
tomando en consideracion su estado de madurez (color exterior amarillento), su
firmeza, olor caracteristico y se inspeccionaron cuidadosamente para asegurarse

de que no presentaran ningun dafio fisico.

Figura 15. Yaca madura lista para proceso.

Una vez en el laboratorio cada fruto se examiné para cerciorarse de que no
presentaran dafios fisicos o biolégicos y se almacenaron en una camara de

congelacion para su posterior tratamiento.

2.3.2 Reactivos.

Metabisulfito de sodio al 0.05 % (m/v), Folin-Ciocalteu diluido en una relacién 1:10
(v/v), carbonato de sodio saturado (75 g/ L), carbonato de sodio al 35 % (350 g/ L),
acido tanico, radical DPPH con una concentracion de 200 puM, Trolox (Acido-6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), radical ABTS* a una concentracién

de 7 mM, persulfato de potasio a una concentracion de 2.45 mM, zeina acido galico
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y quercétina todos estos de la marca Sigma Aldrich®, cloruro de aluminio y acetato
de potasio de la marca MEYERe, , goma arabiga de la marca Cosmopolita.

2.4 Plan de experimentacion

Cuantificacion de Capacidad antioxidante Cuantificacion de Rendimiento de
fenoles totales (DPPH y ABTS flavonoides y taninos extacion

Tamalno = Ir@ce d?, Potencial Z Estabilidad fisica S de
particula polidispersion encapsulacion

Figura 16. Metodologia de la experimentacion.

2.5 Obtencion de semilla de yaca pulverizada

Las yacas fueron procesadas de acuerdo a las condiciones de tratamiento hecho
por (Mahanta & Kalita, 2015) y (Benitez, 2011) con algunas modificaciones, el

proceso se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Diagrama de proceso de la yaca.

Para la obtencion de la semilla de yaca y sus partes se comenzo por pelar la fruta
manualmente quitadndole la cascara. Después se retiraron las semillas de los bulbos
y se remojaron en metabisulfito de sodio al 0.05 % (m/v) por 24 h. Los arilos, las
coberturas y los espermodermos se separaron manualmente del resto de la semilla,
se secaron en un deshidratador de alimentos marca Food Dehydrator modelo
SX770 a 60 °C por 18 h, para posteriormente pulverizar cada parte en un molino
marca Krups modelo F408 hasta obtener harina fina. Con respecto a la parte
restante de la semilla (cotiled6n) se molié en un molino modelo: NB-101B, se realizé
el mismo proceso de secado y pulverizado mencionado anteriormente y se obtuvo
harina de cotiledon. En la Figura 18 se esquematizan los pasos que se siguieron
para la separacion y obtencion de las fracciones de la semilla de yaca, previo a la

extraccion de los compuestos fendlicos.
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Figura 18. Procesamiento de la yaca.

2.6 Proceso de extraccion de la semilla de yaca

En la Figura 19 se muestran los pasos que se siguieron para la extraccion de los
compuestos fendlicos de las diferentes fracciones de la semilla de yaca
considerando diferentes concentraciones de etanol-agua (solucion hidroalcohdlica).
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Figura 19. Diagrama de proceso de la extraccion de las diferentes partes de la semilla de

yaca.

El proceso de extraccion para las distintas estructuras de la semilla de yaca fue el

siguiente. Para ello se pes6 1 g de materia vegetal en una termobalanza M-Power:

AZ214 de la marca Sartorius y se diluyé en cada solucion hidroalcohdlica. Esta

mezcla se llevd a sonicar en un homogeneizador ultrasénico UP200Ht de la marca

Hielscher a condiciones de Amplitud=100 %, Ciclos de trabajo=100 % vy

Potencia=variable, en un periodo de 22.5 minutos. El extracto se centrifugd en un
equipo FC5707+R05 100-230V de la marca Frontier™ a 6500 rpm durante 15 min,

el sobrenadante obtenido se filtr6 con ayuda de una bomba de vacio AR-1500L de

la marca Felisa®. Finalmente, el extracto se vertio en un matraz y se aforé a 50 mL,

se envaso y almaceno a -20 °C. El diagrama de proceso se muestra en la Figura

20.
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Figura 20. Extraccion de compuestos fendlicos a partir de la semilla de yaca.

2.7 Caracterizacion de los extractos de la semilla de yaca

2.7.1 Fenoles totales por Folin-Ciocalteu.

El método de Folin-Ciocalteu se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan
con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracion azul
susceptible de ser determinada espectrofotométricamente. Este reactivo contiene
una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en acido fosférico y reacciona
con los compuestos fendlicos presentes en la muestra (Marina, Avella, Alberto,
Garcia, & Cisneros, 2008). El acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos
sales en el medio acido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendélicos
da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos
para evaluar el contenido en polifenoles (Garcia Martinez, Fernandez Segovia, &
Fuentes Lopez, 2015)

La determinacién de fenoles totales del extracto de cada parte de la semilla de yaca

se realizé de acuerdo al método descrito por (Al-Duais, Miller, Bohm, & Jetschke,
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2009) con algunas modificaciones. Se mezclaron 125 pL de extracto y 650 pL de
reactivo comercial Folin-Calcalteu diluido en una relacion 1:10 (v/v); después de 2
min de reposo en la oscuridad se agregaron 500 pL del reactivo carbonato de sodio
saturado (75 g/L). La mezcla se agit6 ligeramente en un vortex mixer L-VM2000 de
la marca UNICO y se incubo a temperatura ambiente y en oscuridad por 2 h.
Finalmente, se midid la absorbancia a 740 nm en un espectrofotometro UV Vis
Genesys™ de la marca Thermo Scientific™. Los resultados fueron reportados como
mg equivalentes de acido galico (mg EAG) por g de peso seco, obtenidos a partir
de una curva patrén de acido gélico con concentraciones de 0.5 hasta 3.5 mg/mL,
representado con la siguiente ecuacion y = 9.7856(x) + 0.1486, r2=0.9917. El

andlisis se realiz6 para cada tratamiento por triplicado.

y =9.7856x + 0.1486
Curva Fenoles Totales R? = 0.9917
8 3
=
©
22
o
31
<
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4
Concentracion de Ac. Galico (mg/ml)

Figura 21. Curva Patrén para la determinacién de Fenoles Totales.

2.7.2 Flavonoides.

Se ha propuesto el uso de métodos espectrofotométricos para la determinacién de
flavonoides totales en las plantas, utilizando AICIs. El cation de aluminio forma
complejos estables con flavonoides en etanol, que se producen en el analisis
espectrofotométrico un desplazamiento hacia longitudes de ondas mayores y una
intensificacion de la absorcion. Asi, es posible determinar la cantidad de flavonoides,
evitando la interferencia de otras sustancias fendlicas, especialmente acidos
fendlicos, que invariablemente acompafan a los flavonoides en los tejidos vegetales
(Granados Loépez, 2014).
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Los flavonoides totales se determinaron por el método colorimétrico de AICl3
descrito por (Chang, Yang, Wen, & Chern, 2002) y (Jagtap, Panaskar, & Bapat,
2010) con algunas modificaciones. Se mezclaron 200 uL de extracto, 600 pL de
etanol, 40 uL de AICls, 40 pL de acetato de potasio y 110 pL de agua destilada. Se
incubo a temperatura ambiente y en la oscuridad por 30 min para su posterior
medicion. Se midi0 la absorbancia de las muestras a 415 nm en un
espectrofotometro UV-Vis. Los resultados fueron reportados como ug equivalentes
de quercetina (ug EQ) por g de peso seco, obtenidos a partir de una curva patron
de quercetina con concentraciones de 25 hasta 500 pug/mL, representado con la
siguiente ecuacion y = 0.0065(x), r=0.9974. El andlisis se realiz6 para cada

tratamiento por triplicado.

. y = 0.0065x
Curva Flavonoides R? = 0.9974
4
'G“ 3
c
©
22
3
f: 1
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0 100 200 300 400 500 600
Conc. de Quercetina (png/mL)

Figura 22. Curva Patron para la determinacién de Flavonoides.

2.7.3 Taninos.

La determinacién de taninos por el método de Folin-Ciocalteu se basa en la reaccion
de los compuestos polifendlicos con el reactivo Folin (tungsto-fosfomolibdico) en
medio basico dado por una solucion de carbonato de sodio en cierto porcentaje, en
el cual se produce un complejo de color azul, la intensidad de este cromaoforo es
directamente proporcional a la cantidad de taninos totales en la muestra (Herrera,
2018).
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La determinacion de taninos se realizd6 mediante el método descrito por (Chandran
& Kavitha Chandran, 2016) y (Haile & Kang, 2019) con algunas modificaciones. Se
mezclaron 20 pL de extracto, 1680 uL de agua destilada, 100 puL del reactivo
comercial Folin-Calcalteu y 200 uL de carbonato de sodio al 35 % (350 g/ L). Se

incubo a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 30 min.

Se midié la absorbancia a 700 nm en un espectrofotdémetro UV-Vis. Los resultados
fueron reportados como mg equivalentes de acido tanico (mg EAT) por g de peso
seco, obtenidos a partir de una curva patron de 4cido tanico y representada con la
siguiente ecuacion y = 0.0086(x) + 0.015, r?=0.9944. El andlisis se realizé para

cada tratamiento por triplicado.

. y = 0.0086x + 0.015
Curva de Taninos R - 0.9944
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Figura 23. Curva Patron para determinar Taninos.

2.7.4 Determinacion de actividad antioxidante.
2.7.4.1 DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracil)

La molécula 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre
estable debido a la deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula
completa. La deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta intenso
tipico del radical. Cuando la solucion de DPPH reacciona con el sustrato
antioxidante que puede donar un &tomo de hidrogeno, el color violeta se desvanece.
El cambio de color es monitoreado espectrofotométricamente y es utilizado para la

determinacion de los parametros para las propiedades antioxidantes (Randa, 2016).
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La determinacién de la capacidad antioxidante se realizé de acuerdo al método
descrito por (Du et al., 2016) con algunas modificaciones. Se prepar6 una disolucién
del radical DPPH con una concentracién de 200 uM en etanol (0.078864 g/L). Se
mezclaron 450 pL de extracto y 1050 pL de la disolucion madre de DPPH
mencionada anteriormente. Se incubo a temperatura ambiente y en la oscuridad
durante 30 min. Como blanco se utilizé etanol. Se midi6 la absorbancia a 517 nm
en un espectrofotometro UV-Vis. Los resultados fueron reportados como mmol
equivalentes de trolox por g de peso seco, obtenidos a partir de una curva patrén
de Trolox (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) con
concentraciones de 0.5 hasta 2 mmol/L y representado por la siguiente
ecuacion y = —7.1756(x) + 1.6249, r?=0.9919. El analisis se realiz6 para cada

tratamiento por triplicado.

y =-7.1756x + 1.6249
Curva de DPPH R2=0.9919
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Figura 24. Curva Patron para determinar Capacidad Antioxidante por DPPH.

2.7.4.2 ABTS" (2,2'azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)).

Este método se fundamenta en la inhibicidn por parte de los antioxidantes de la
absorbancia del cation radical de ABTS* (2,2'azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato). El radical cationico ABTS* es un cromoforo verde azulado que tiene un
espectro de absorcion de longitud de onda larga caracteristico (734 nm) y se genera
por una reaccion de oxidacién del ABTS™ con persulfato de potasio. De esta manera
el grado de decoloracion como porcentaje de inhibicion del radical ABTS* esta

determinado en funcion a la concentracion (Rioja et al., 2018).
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La actividad antioxidante con el radical ABTS* se hizo siguiendo el procedimiento
descrito por (Zhang et al., 2017) con algunas modificaciones. La preparacion del
radical se realizé mediante la reaccion de persulfato de potasio a una concentracion
de 2.45 mM y una concentracion de 7 mM de ABTS™; para esto, se coloc6 0.0066 g
de persulfato de sodio y 0.0384 g del radical ABTS+ en un matraz aforado de 10
mL, afiadiendo agua destilada para aforarlo. La mezcla se agité en un vortex mixer
por unos segundos, se cubrié el matraz con aluminio y se incub6 en la oscuridad y
a temperatura ambiente por 16 h. Antes de su uso con las muestras se tomo 31 L
de la solucion del radical activado y se diluyo con etanol hasta una absorbancia de
0.7+ 0.2 a 734 nm. Se mezclaron 28 puL de extracto y 1372 uL de la solucion de
ABTS" diluida en etanol. Se midio la absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro
UV-Vis de forma continua y posteriormente a los 7 min. Los resultados se
expresaron en mmol de equivalentes de trolox por g de peso seco, obtenidos a partir
de una curva patron de Trolox (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) con concentraciones de 0.1 hasta 0.8 mmol/L y representado por la
siguiente ecuacion y = —0.5496(x) + 0.6769, r>=0.9809. El andlisis se realiz6 para

cada tratamiento por triplicado.

Curva ABTS* y = -0.5496x + 0.6769
R? = 0.9809
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Figura 25. Curva Patrén para determinar Capacidad Antioxidante por ABTS*.

2.8 Rendimiento de extraccion

Se evalud la cantidad de extracto seco obtenido. El resultado corresponde al

porcentaje en peso del extracto seco al cual se le evapord el solvente en un
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rotavapor modelo RV10 de la marca IKA, con respecto a la cantidad de polvo de

semilla de yaca base seca utilizada en la extraccion. La ecuacion utilizada es la
siguiente:

extracto seco obtenido (g) * 100 )
- = porcentaje en peso del extracto seco
polvo de semilla de yaca (g)

2.9 Preparacién de nanoparticulas por nanoprecipitacion.

Las nanoparticulas fueron elaboradas mediante el método de nanoprecipitacion con

modificaciones de acuerdo con (Gali, Bedjou, Ferrari, & Donsi, 2022), el proceso de
elaboracion se muestra en la Figura 26.

Fase inorganica
0.5% goma arabiga
paun ——
12000 rpm
1=2 min
Filtrado
A=50% l Fase organica
P=50 W l 2 mgfmL de zeina
Suspension de Etanol 95% —— | Agitado
goma arabiga 450 rpm
l t=24 h
I Filtrado
1 mL/min
Extracio fendlico |—— | Agitado l
l Suspension de zeina
Suspension de ) l
goma arabiga 1 mL/min
de fenoles 12000 rpm
=5 min on
y 1 min off Suspensién
con
nanoparticulas

Figura 26. Diagrama de proceso de la elaboracion de nanoparticulas por
nanoprecipitacion.

Para la preparacion de la fase organica se disolvid zeina con concentraciones de 2

mg/mL y 0.66 mg/mL en soluciones de etanol al 95 % en una parrilla ThermoFhiser

39



modelo SP-131325 a 450 rpm. Posteriormente se filtr6 en una bomba de vacio y se

envaso.

En la fase acuosa se utilizé 0.5 % de goma arabiga y se hidraté en agua, se agito
en un homogeneizador Ultra-Turrax de Biomedica-Lab, modelo BK-HG160, a una
velocidad de 12000 rpm durante 2 min, se filtré6 en una bomba de vacio y se sénico
durante 5 min. Posteriormente se agregaron diferentes cantidades de fenoles (3.3
mL y 6.6 mL) en soluciones de goma arabiga con agitacién de manera continua por
medio de una bomba de desplazamiento positivo maca New Era Pump Systems

modelo NE-400 a un flujo de 1 mL/min.

Para la preparacion de las nanoparticulas la fase organica se agité en un
homogeneizador Ultra-Turrax a una velocidad de 12000 rpm con ciclos de trabajo
de 5 min y 1 min de descanso, agregandose de manera continua la fase inorganica
por medio de una bomba de desplazamiento positivo, a un flujo de 1 mL/min. En la

Figura 27 se esquematiza el proceso de formacion de las nanoparticulas.

Fase inorganica
{yoma arabiga +
fenoles)

Extracto fendlico

Goma
arahiga

Fase organica
(zeina)

Figura 27. Nanoparticulas zeina-goma arabiga cargadas de compuestos fendlicos por
nanoprecipitacion.

2.10 Caracterizacion de nanoparticulas

2.10.1 Tamafo de particula e indice de polidispersidad.

La distribucién del tamafio de particula e indice de polidispersidad (IPD) de los

sistemas nanoparticulados se determinaron mediante la técnica de dispersion
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dinamica de luz laser con un angulo de 90° usando un equipo Zetasizer Nano ZS90
de Malvern Instruments. Las mediciones se hicieron por triplicado.

2.10.2 Potencial Zeta.

El potencial zeta de las dispersiones se determiné con el equipo Zetasizer Nano. Se
emplearon soluciones diluidas (1:10) de las dispersiones en agua MilliQ. Se
cuantifico el valor de potencial zeta en relacién con su movilidad electroforética,

tomando como referencia dispersiones de zeina.

2.10.3 Eficiencia de encapsulacion.

Para la determinacion de la eficiencia de encapsulacién se centrifugaron las
nanoparticulas en una centrifuga de HERMLE, modelo Z 323 K a 15000 rpm por 60
min, posteriormente se separo el sobrenadante del sedimento. Se determiné fenoles
totales por Folin-Ciocalteu al sobrenadante y a los fenoles con goma arabiga
mediante un espectrofotometro UV-Vis a 740 nm. La eficiencia de encapsulacion

fue obtenida mediante la siguiente ecuacion:

mg
L fenoles encapsulados

mg bi
ey fenoles en la goma arabiga

Eficiencia de encapsulacion (%) = * 100

2.10.4 Estabilidad fisica

La estabilidad fisica de las nanoparticulas se determind con un equipo Turbiscan
Classic MA 2000. El equipo emplea pulsaciones de luz infrarroja (800 nm), para
realizar las mediciones cada 8 min en un lapso de 24 h. La muestra fue colocada en
celdas cilindricas de vidrio de 5 mL, el equipo tomé lectura cada 5 mm hasta la altura
final 50 mm con los que se obtuvieron perfiles de retrodispersién de luz de las
dispersiones. Los comportamientos obtenidos en los perfiles de luz retrodispersada
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fueron relacionados con los fendbmenos de desestabilizaciéon de los sistemas

dispersos como se muestra en la siguiente Figura 28.

FENOMENO DE MIGRACION DE PARTICULAS O CAMBIO DE
DESESTABILIZACION TAMARNO
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Figura 28. Mecanismos de inestabilidad de sistemas detectados por el Turbiscan.

2.11 Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos de los experimentos para la extraccion de compuestos
fendlicos y su caracterizacibn se analizaron estadisticamente mediante,

auxiliandose del software estadistico MINITAB 19.
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CAPITULO lll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Fenoles totales en estructuras semillas de yaca

En la Figura 29 se muestra el contenido de fenoles totales obtenidos de las

diferentes estructuras que componen la semilla de yaca después de la extraccién

hidroalcohdlica (85 % de etanol), observandose que, el espermodermo contiene el

81.66 % de los polifenoles presentes en la yaca, siendo el cotiledon el que menor

proporcion tiene de polifenoles con 4.57 %, es importante resaltar que no existié

diferencia estadisticamente significativa entre el contenido de polifenoles totales del

arilo y cobertura (oo < 0.05) con 6.36 y 7.3 % respectivamente. Aunque esto no

implica que tengan la misma composicién de polifenoles ya que de acuerdo a su

estructura y localizacion en la semilla se pueden encontrar diferentes tipos de

compuestos biactivos.

= N N w w
(S,] o (6] o (6]

mg E.A.G./ g m.s.

5 -
0 ;

Espermodermo Cotiledén

85% etOH

Arilo

Cobertura

Figura 29. Fenoles totales de las diferentes estructuras de la semilla de yaca.

En la literatura no se ha encontrado informacién sobre el estudio de cada estructura

de la semilla de yaca, sin embargo Kumoro et al. (2020) encontraron que el

contenido de fenoles totales de la semilla de yaca completa es aproximadamente
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de 2.43 + 0.27 mg E.A.G./ g materia seca, comparandola con la estructura del
espermodermo el valor es 12 veces mayor, al realizar el promedio de fenoles totales
de todas las estructuras se evaludé que el espermodermo contenia 14 veces mas
fenoles totales que la semilla de yaca reportada en la literatura. Esto se debe a que
la concentracion de fenoles se ve disminuida al encontrarse unidos quimicamente
con otros compuestos de la semilla como los azlcares que en este caso se
denominan glicosilados, proteinas y otros compuestos bioactivos, lo que resulta en

la alteracién de la polaridad (Galanakis, 2021).

Zhang et al. (2017) analizaron diferentes partes de la yaca obteniendo que el
contenido de fenoles totales en la cascara es de 48.04 + 457 mg E.A.G. / g de
materia seca y en la pulpa fue de 10.34 £ 0.16 mg E.A.G / g de materia seca, lo que
indica que tienen mas fenoles que la semilla completa de la yaca, sin embargo, al
compararlos con el espermodermo de la semilla de yaca la cascara mostré tener 2
veces mayor compuestos fendlicos, esto puede deberse a que la céscara tiene
contacto directo con el entorno circundante externo, enfrentandose con situaciones
que pueden generar estrés, lo que puede alterar la fisiologia de la estructura y
estimula respuestas que provocan acumulacion, principalmente de compuestos
fendlicos (Cantillo-Zacarias, Garcia-Mateos, Esparza-Torres, Martinez-Damian, &

Hernandez-Ramos, 2021).

Los compuestos fendlicos pueden variar segun la parte de la yaca que se estudie;
Chavez-Santiago et al., (2021) y Vazhacharickal et al., (2015) mencionan que se
registran en la pulpa de la yaca compuestos fendlicos como la artocarpina,
artocarpetina, artocarpetina A, norartocarpetina, morine, artonin, isocarpina,
artocapesina, y otros compuestos bioactivos. De acuerdo con lo publicado por
Kumoro et al. (2020) la semilla de yaca contiene acidos fendlicos en cantidades muy
pequefias como el 4cido ferulico 0.00216 mg / g materia seca y acido galico 0.0115
+ 0.1 mg / g materia seca. Por otro lado Fernandes et al., (2017) analizaron por
HPLC extractos de semilla de yaca encontrando que el &cido 5-cafeoilquinico fue el
compuesto principal, correspondiendo a mas del 24.70 % del total de fenoles

identificados en extractos de semillas, asi mismo Zhang et al., (2017) caracterizaron
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53 compuestos de la cascara de la yaca por HPLC incluidos 8 acidos organicos,
8 glucésidos, 12 4cidos fendlicos, 18 flavonoides, por lo que cada parte de la yaca
pueden llegar a tener efectos como antioxidante, antifingico y antidiabético por

mencionar algunos en comun que beneficien la salud.

3.1.1. Extraccion fenoles totales en espermodermo

Una vez determinado el contenido de fenoles totales en las diferentes estructuras
de la semilla de yaca y puesto que el espermodermo fue el que tuvo el mayor
contenido de estos. Por lo que se realizé una extraccion con diferentes soluciones
hidroalcohdlicas de 65, 75, 85y 95 % (v/v).

En la Figura 30 se muestran las modificaciones de la eficiencia de extraccion de
compuestos fendlicos, mostrandose que la solucién hidroalcohdlica que mostré
mayor eficiencia de extraccién fue la del 95 % con 209.47 mg E.A.G./g m.s., lo que
implica que la extraccion de compuestos fendlicos se incrementa al tener mayor
proporcién de etanol debido a la mayor afinidad de los compuestos polifenélicos
presentes en relacion a su solubilidad en etanol, los resultados obtenidos con 95 %
de etanol son coincidentes con la extraccion de polifenoles de sorgo negro en donde
se estudiaron diferentes concentraciones de etanol-agua en combinacién con acido
citrico, mostrando que en solucion hidroalcohdlica al 90 % se tiene una mayor
eficiencia de extraccion en comparacion con otros tratamientos (Cox et al., 2019).
Ademas, es importante resaltar que el etanol al 95 % posee una alta capacidad de
extraccidon de compuestos fendlicos debido al incremento de la polaridad de la
matriz. Sin embargo, se ha encontrado que los polifenoles totales de los extractos
disminuyen con el aumento del contenido de agua en el solvente acuoso utilizado
(Do et al., 2014).
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Figura 30. Contenido de fenoles totales a diferentes concentraciones hidroalcohdlicas de
la estructura del espermodermo.

Ademas, a mayor cantidad de disolvente utilizado, mayor efecto de gradiente de
concentracion se logra entre la matriz vegetal utilizada y el disolvente, tomando en
cuenta que a proporciones grandes de disolvente el gradiente de concentraciéon
puede llegar a ser insignificante (Esclapez et al., 2011), por lo que la concentracién
maxima que se planteo fue al 95 % (v/v). Por otro lado, los compuestos fendlicos
son &cidos organicos deébiles, pueden variar de hidrofilos a hidrofobos y, por lo
general, se extraen facilmente en soluciones hidroalcohdlicas, donde las fracciones
se pueden recuperar segun la polaridad variando la concentracién de alcohol (Zeb,
2021).

Después de realizar la extraccion hidroalcohdlica al 95 % (v/v) al espermodermo de
la semilla de yaca, se obtuvo un rendimiento del 49.91 %, indicativo de que la
extraccibon a esa concentracion incrementa la eficiencia de obtencion de
compuestos fendlicos, sin embargo, es importante resaltar que debido a su caracter
antioxidante estos son muy sensibles a las condiciones ambientales, de tal forma
que, si no se tiene un meétodo para mantener sus caracteristicas, estos se

degradaran facilmente.
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Kehinde et al., (2020) evaluaron la extraccion de fenoles totales con diferentes
disolventes siendo el etanol el que mas contribuy6 a la extraccion de estos en
comparacion con los otros disolventes, esto se debe a que los compuestos fendlicos
gue se encuentran en el endospermo tienen una alta solubilidad en el etanol,
asociado al grupo hidroxilo que actia como donante de hidrogeno (Alara et al.,
2021). Ademas de que es un disolvente organico, no toxico y verde, donde su
empleo en alimentos es compatible y eficiente en comparacion de otros disolventes

como el metanol que llega a ser toxico en el area de los alimentos.

En comparacién con otras semillas de frutas se encontr6é que el espermodermo de
la semilla de yaca tiene cantidades semejantes de fenoles totales con la semilla de
uva, de acuerdo con los datos publicados por Ghouila et.al., (2017) el contenido de

fenoles totales de la semilla de uva es de 256.15 + 17.14 mg E.A.G./ g materia seca.

3.2 Resultados de la determinacion de taninos y flavonoides

La Figura 31 muestra la composicion de flavonoides totales y taninos (flavonoides
polimerizados) de las diferentes estructuras de la semilla de yaca consideradas en
este estudio, para una extraccién a una concentracion del 85 % de etanol. En esta
figura se resalta que la proporcién de taninos es mayor que la de flavonoides en la
suma total de las estructuras estudiadas, es decir en las estructuras de la semilla
se encuentra una mayor proporcion de flavonoides polimerizados que se cuantifican

como taninos (Debeaujon et al., 2003).

En cuanto al contenido de taninos, el espermodermo de la semilla de yaca es el que
tiene la mayor proporcion de estos compuestos con un 80.1 % del total de los
taninos cuantificados en las diferentes estructuras, seguido por la cobertura en
donde se cuantifico un 15.27 % y las estructuras con menor contenido de taninos
fueron el arilo (1.21 %) y cotiledon (1.03 %). El mayor contenido de taninos en el
espermodermo se asocia a la funcién especializada de este recubrimiento para
proteger el embrion de dafios mecanicos y oxidativos (Demonsais, Utz-Pugin,

Loubéry, & Lopez-Molina, 2020). Ademas, de acuerdo con Pizon-Torres et al. (2009)
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en un estudio realizado sobre la semilla de Centrolobium robustum (Fabaceae), se
establecié que el contenido de taninos fue mayor en el endospermo debido a la

funcién de la semilla y la proteccién necesaria.

Por otra parte, el contenido de flavonoides de las diferentes estructuras de la semilla
de yaca estudiadas también se muestran en la Figura 31 observandose que, el
espermodermo es el que tuvo el mayor contenido de flavonoides con 4.64 mg E.A.T/
g de materia seca que representa el 58.95 % de los flavonoides presentes en las
estructuras de la semilla de yaca estudiada, mientras que la cobertura tuvo un 23.5
% de flavonoides y la menor proporcién la tuvieron el cotiledon (10.92 %) y el arilo
(6.66 %).
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Figura 31. Taninos y flavonoides en las diferentes estructuras de la semilla de yaca.

Con los datos obtenidos, se pudo observar que los taninos son los compuestos
fendlicos que se presentan en mayor cantidad en cada estructura con excepcion del
cotileddn, esto se debe a la polaridad de los compuestos en donde los taninos son
mas afines a extraerse con esa concentracion de etanol a comparacion de los
flavonoides. Kumoro et al., (2020) reportaron que los flavonoides y taninos de la
semilla de yaca oscilan aproximadamente en 0.0203 = 0.06 mg E.Q/ g de materia

seca y 0.0006 + 0.229 mg E.A.T./ g de materia seca, respectivamente, cantidades
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que a comparacion con los resultados obtenidos son muy bajas, esto se puede
deber a que en lo reportado en la literatura se utilizé toda la semilla completa.

Se ha estudiado el contenido de flavonoides de diferentes partes de la yaca, Zhang
et al., (2017) reportaron que el mayor contenido de flavonoides se observé en la
cascara (pericarpio) de la fruta con 2.79 + 0.04 mg E.Q/ g materia seca, seguido de
la pulpa de la fruta con 2.27 £ 0.31 mg E.Q/ g materia seca y la semilla de yaca con
1.62 + 0.10 mg E.Q/ g materia seca. Comparando la cascara, pulpa y semilla de
yaca con la estructura del espermodermo que contiene mas flavonoides, es 7, 9 y

12 veces mayor, respectivamente.

Los flavonoides reportados en la yaca incluyen principalmente catequina, rutina y
miricetina (Chavez-Santiago et al., 2021). Ademas de que los prenilflavonoides
presentes como 5,7,40-trihidroxi-6,8-diprenilisoflavona en la yaca han mostrado
fuertes propiedades antioxidantes, esta propiedad en los flavonoides se debe a su
instauracién en los enlaces quimicos (Swami & Kalse, 2018). Mientras que la
concentracion de los taninos no se mantiene constante ya que puede variar
notablemente a lo largo de las diferentes etapas del desarrollo fenolégico (Herrera,
2018).

3.2.1 Taninos y flavonoides en espermodermo

El analisis del contenido de taninos y flavonoides se llevd a cabo en el
espermodermo con extraccion hidroalcohdlicas con 65, 75, 85 y 95 % (v/v).
Observandose en la Figura 32 que, la concentracion de taninos no vario
significativamente en relacion con la concentracion de etanol en la solucién,
estableciendose entonces de acuerdo con un ANOVA (a = 0.05) que no existio
diferencia estadisticamente significativa entre el uso de soluciones hidroalcohdlica
a 65, 75y 85 % v/v y la concentracion de taninos (p < 0.05). Esto se puede asociar
a que los taninos son insolubles en disolventes no polares y mas solubles en
disolventes polares como el etanol, ademas cuentan con un gran niumero de grupos

polares, esta polaridad aumenta cuando se le agrega agua y esto influye en la
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solubilidad de los compuestos fendlicos, que pueden llevar a efectos de conduccién
i6nica y rotacion del dipolo del agua (Vazquez-Gonzalez et al., 2020). De acuerdo
con los resultados obtenidos es posible establecer que los taninos presentes en el

espermodermo tienden a ser hidrolizables (Fraga-corral et al., 2020).
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Figura 32. Taninos y flavonoides a diferentes concentraciones hidroalcohdlicas de la
estructura del espermodermo.

En la Figura 32 también se observa que para el caso de los flavonoides se tuvo un
mayor efecto de la concentracibn de etanol en la solucién de extraccion,
observandose que de acuerdo con el ANOVA Yy prueba de Tukey para diferenciaciéon
de medias (a = 0.05) se encontr6 que no existio diferencia estadisticamente
significativa entre las soluciones de 65 y 75 % con 6.84 y 6.21 mg EQ
respectivamente, siendo estas con las que se obtiene el mayor contenido de
flavonoides totales, a su vez, las muestras con solucién hidroalcohdlica al 85 y 95
% tuvieron las menores proporciones de flavonoides con 4.65 mg EQ/ g materia
seca (85 %) y 3.49 mg EQ/ g materia seca (95 %). Puesto que los compuestos
flavonoides participan en la longevidad y latencia de las semillas y que la cantidad
de flavonoides depende de la especie, genotipo y condiciones ambientales de

crecimiento su presencia en el endospermo es considerable ya que su sintesis
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contribuye a la generacién de proantocianinas polimerizadas lo que incrementa el

contenido de taninos (Autier, 2010).

3.3 Capacidad Antioxidante

Los polifenoles son sustancias que debido a sus grupos hidroxilo en la posicion
para, tienen una alta actividad antioxidante, dependiendo entonces de la
composiciéon de acidos fendlicos, flavonoides y taninos. Se llevd a cabo la
determinacion de DPPH y ABTS®* para diferentes concentraciones etandlicas
utilizadas en la extracciéon para el espermodermo que es el que mostré contar con

una mayor proporcion de polifenoles.

3.3.1 Método por DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo)

En la Figura 33 se muestra la capacidad antioxidante evaluada por DPPH para el
espermodermo, estableciéndose como era de esperarse que los extractos
obtenidos a una concentracion del 95 % de etanol tuvieron la mayor capacidad para
oxidar el radical DPPH con 72.95 % meq de Trolox/ g de materia seca, asociandose
a que los antioxidantes fendlicos proporcionaron una donacion de hidrégeno a
concentraciones >85 % de etanol ya que la actividad antioxidante depende de gran
medida del contenido total de compuestos fenélicos y de su estructura molecular,
especialmente el anillo de benceno y el numero y posicion del grupo hidroxilo
(Zeb,2021; Kumar et al., 2021). Por otro lado, es importante resaltar que, no se
encontro diferencia estadisticamente (a = 0.05) en las fracciones etandlicas con 65,
75 y 85 % de acuerdo con la prueba de diferenciacién de medias de Tukey (p <
0.05) con tan solo 11.18 % de capacidad antioxidante respecto a los polifenoles
extraidos con 95 % de etanol, lo que logra establecer que al menos en el
espermodermo de semilla de yaca los componentes polifendlicos corresponden a
componentes mas polares y por ende con mayor afinidad por el etanol, Daud et al.,
(2022) mencionan que dependiendo de la polaridad del solvente puede aumentar la

actividad antioxidante y los compuestos fendlicos debido a la alta afinidad de los
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compuestos antioxidantes en las semillas hacia solventes mas polares en

comparacion con los no polares.

Por otra parte, Zhang et al., (2017) reportaron que la capacidad antioxidante para la
cascara de yaca fue de 37.87 = 0.14 mg/ g de materia seca, en comparacion con
los resultados obtenidos con la semilla de yaca a la concentracion al 95 % la cascara
es 2 veces menor. Chavez-Santiago et al., (2021) mencionan que las diferencias en
la capacidad antioxidante de los extractos de yaca estan directamente relacionadas
con los fitoquimicos contenidos en la fruta, principalmente los que tienen grupos
funcionales como hidroxilo (-OH) y que abundan en compuestos del tipo polifendlico
tales como: acidos fendlicos (galico acido, acido ferulico y acido tanico), flavonoides
(catequina, rutina y miricetina) y/o taninos (condensados/hidrolizables)

principalmente.
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Figura 33. Capacidad antioxidante (DPPH) a diferentes concentraciones hidroalcohoélicas
de la estructura del espermodermo.

3.3.2 ABTS*

En la Figura 34, se muestran los resultados obtenidos para la actividad ABTS,
observandose que no existié diferencia estadisticamente significativa entre los
extractos con 65 % de etanol y aquellos con 85 y 95 % de etanol, aunque la mayor
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capacidad antioxidantes ABTS* fue para los extractos con 85 % de etanol con
387.96 + 21.97 mg E.T/ g de materia seca. En este sentido la determinaciéon ABTS*
presentd menor variacion en la capacidad antioxidante, asociado a que mediante
esta técnica es posible determinar la accion tanto de sustancias hidrofilicas como
lipofilicas y puesto que la yaca tiene un alto contenido de 3-caroteno se considera
que este método puede asociar este comportamiento antioxidante a las muestras

en diferentes extractos etanolicos (Kuskoski et al., 2005).
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Figura 34. Capacidad antioxidante (ABTS) a diferentes concentraciones hidroalcohélicas
de la estructura del espermodermo.

Zhang et al., (2017) mostraron mediante la determinacion de la capacidad
antioxidante por ABTS* que la semilla de yaca contiene 230.88 + 0.13 mg E.T/ g de
materia seca, comprandola con el espermodermo a la concentracion al 85 % la
capacidad antioxidante es casi 2 veces mayor (387.96 £ 21.97 mg E.T/ g de materia
seca) que la reportada en la literatura, esto puede deberse a los compuestos
fendlicos encontrados en las muestras en donde predominan mas en la estructura
del espermodermo que en la semilla completa. Cantillo-Zacarias et al., (2021)
reportaron que la capacidad antioxidante por el método de ABTS™* de la pulpa de
yaca es de 0.5561 * 5.22 mg E.T/ g de materia seca, por lo que comparando este
valor con el de la estructura del espermodermo se observa que la capacidad
antioxidante es 697 mg E.T/ g de materia seca menor, por lo que la proporcion de
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compuestos fendlicos y carotenos es baja en esta estructura es muy poca ya que

Baliga et al., (2011) mencionaron que los compuestos fendlicos de la semilla de

yaca han contribuido aproximadamente el 70 % de la actividad antioxidante total.

3.4 Resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas.

En la Cuadro 6 se muestran un panorama general de los resultados promedios de

la caracterizacion de las nanoparticulas resultante de la variacion de las condiciones
de preparacién 1) 0.66 mg/ mL, 0.5 %, 3.3 mL; 2) 0.66 mg/ mL, 0.5 %, 6.6 mL; 3) 2
mg/ mL, 0.5 %, 3.3 mL y 4) 2mg/ mL, 0.5 %, 6.6 mL, estos resultados seran

analizados a continuacion.

Cuadro 6. Caracterizacién de nanoparticulas de zeina-goma arabiga cargada de

Tamaiio de
particula (nm)

indice de
polidispersidad
(IPD)

Potencial Zeta
(mV)

Eficiencia de encapsulacion (%)

3.4.1 Tamafo de particula e indice de polidispersidad.

Dia

10
15

10
15

10
15

compuestos fendlicos de la semilla de yaca.

Condiciones de preparacidn (zeina, goma arabiga, fenoles)

1) 0.66 mg/mL,

0.5%, 3.3 mL
321.23+5.31
307.7614.64
318.36+5.31
314.06%2.93
0.22+0.02
0.23+0.03
0.20+0.03
0.24+0.01
-27.310.43
-23.9610.25
-23.1+1.04
-21.06%0.49
60.72+2.09

2) 0.66 mg/mL,

0.5%, 6.6mL
305.6+2.29
303.93+£3.25
302.5%3.65
290.63+2.43
0.19+0.02
0.21+0.02
0.22+0.009
0.21+0.05
-19.9+0.23
-18.7+0.26
-19.7£1.10
-17.9+1.00
50.18+10.91

3) 2 mg/mL,
0.5%,3.3mL

582.93+17.26
416.86+9.66
451.93+2.48
455.16+3.01

0.48+0.01
0.33+0.04
0.36+0.02
0.37+0.01
-19.8+0.60
-20.7+0.49
-21.9+0.30
-22.8+0.80
63.8+1.92

4) 2mg/mL, 0.5%,

6.6 mL
456.8+6.68
426.3+1.86
388.53+5.12

370.53+£12.98
0.38+0.06
0.3240.08
0.4040.01
0.331£0.04
-22.0340.46
-17.36+0.35
-19.60.52
-19.06+0.61
52.71+5.59

En la Figura 35, se muestran los datos obtenidos para el tamafio de particula, estas

nanoparticulas presentaron tamafios promedios < 600 nm, por lo que se consideran
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dentro del intervalo correspondiente a sistemas coloidales de talla nanométrica,
ademas, se han reportado tamafios de entre 100 y 600 nm para nanoparticulas
preparadas con zeina, considerandose que las variaciones en tamafo dependen de
las variables consideradas en la preparacion (Luo & Wang, 2014). En el caso de la
segunda condicion reportada fue la que presenté el tamafio de particula mas
pequefio en el dia 0 con un valor de 305.6 £ 2.29 nm, sin embargo, se observé que
durante los 15 dias de almacenamiento todas las condiciones tuvieron una
disminucién de tamafio de 7.17 nm, 14.97 nm, 127.77 nm y 86.27 nm, para las
condiciones 1) 0.66 mg/ mL, 0.5 %, 3.3 mL; 2) 0.66 mg/ mL, 0.5 %, 6.6 mL; 3) 2 mg/
mL, 0.5 %, 3.3 mL y 4) 2mg/ mL, 0.5 %, 6.6 mL, respectivamente, esto puede
deberse a que las nanoparticulas fueron liberando los compuestos activos, ademas
de irse separando, ya que uno de los principales inconvenientes de las
nanoparticulas de zeina es que tienen una hidrofobicidad superficial relativamente

alta, lo que las hace propensas a la sedimentacion (Yang et al., 2023).
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Figura 35. Tamafio de particula de las diferentes condiciones de nanopatrticulas.

Por otro lado, el tamafio de las nanoparticulas obtenidas también se atribuye al
hecho de que la zeina al ser una proteina soluble en etanol tiene mayor afinidad de
unién a compuestos fendlicos menos polares (Carrasco-Sandoval, Aranda-Bustos,
Henriquez-Aedo, LOpez-Rubio, & Fabra, 2021). Se ha demostrado que los
compuestos fendlicos se unen a los polisacaridos mediante enlaces de hidrégeno
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entre grupos hidroxilo de los polisacaridos y fenoles, los cuales son promovidos por
cambios conformacionales de los compuestos en solucion, lo que facilita algunas
propiedades fisicas de las nanoparticulas (Rashidinejad & Jafari, 2020), en este
caso los compuestos fendlicos obtenidos tienden a ser mas polares por lo que la
interaccion zeina-fenoles puede llegar a ser débil lo que provoca que las
nanoparticulas sean inestables, sin embargo, al agregar la goma arabiga como
tensoactivo, estabiliza a la zeina ademas de que los fenoles hidrofilicos son mas
afines a unirse a la goma, teniendo asi nanoparticulas en donde el caracter apolar
de la zeina se encuentra hacia el interior de la molécula, a su vez los aminoacidos
polares de sus cadenas se ubican en la superficie de la molécula interactuando con

el grupo carboxilo de los fenoles-goma arabiga.

En la Figura 36, se muestran los resultados obtenidos de los indice de
polidispesidad, donde las nanoparticulas presentaron una distribucién del tamafio
de las particulas normal, presentando valores de indice de polidispersidad <0.5 lo
que nos indica que se tiene una buena homogeneidad entre la distribucion de los
tamafios de particula monodispersos, teniendo una buena estabilidad (Mudalige et
al., 2018).
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Condicién 3) 2 mg/mL, 0.5%, 3.3 mL  ®mCondicién 4) 2mg/mL, 0.5%, 6.6 mL

Figura 36. indice de polidispersidad de las diferentes condiciones de naoparticulas.
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3.4.2 Potencial zeta {

En la Figura 37, se muestran el potencial zeta reportado de las diferentes
nanoparticulas preparadas, tienen valores menores a los -15 mV, estos parametros
nos indican la buena estabilidad coloidal que pueden tener las nanoparticulas
mediante la medicion de la magnitud de repulsién o atraccion electrostética de las
particulas debido a la barrera de alta energia entre particulas, en el caso de la
condicion 1) presentdé el valor absoluto mas alto con -27.3 = 0.43 mV en
comparacion con las condiciones 2) 0.66 mg/ mL, 0.5 %, 6.6 mL; 3) 2 mg/ mL, 0.5
%, 3.3 mL y 4) 2mg/ mL, 0.5 %, 6.6 mL, estas presentan valores parecidos a la
primera lo que nos indica una buena estabilidad coloidal y una buena funcionalidad
de la nanoparticulas. Gali et al., (2022) realizaron nanoparticulas de zeina y goma
arabiga cargadas de rutina un compuesto fendlico y obtuvo valores parecidos a los
reportados, observaron que la carga superficial fue de -14.1 + 0.6 mV donde cambi6
de positiva a negativa gracias a la adsorcion de las moléculas anionicas de la goma
arabiga en la superficie de la particulas de zeina cationicas, lo que podria explicarse
por la interaccion con la zeina en la interfaz ya que la zeina adquiere una carga
positiva, mientras la goma arabiga tiende a tener una carga negativa por lo que se
acentda la carga negativa en los complejos zeina-goma arébiga (Li et al., 2019).
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Figura 37. Potencial Zeta de las diferentes condiciones de nanoparticulas.
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3.4.3 Eficiencia de Encapsulacion

La condicién de preparacion que presenté mayor eficiencia de encapsulacion fue la
condicion 3) con el 63.8 £ 1.92 %, en comparacion con las otras condiciones que
presentaron una eficiencia por arriba del 50 %. La eficiencia de encapsulacion
depende de diferentes factores, incluida la estructura quimica, la polaridad y la
naturaleza tanto del material de la cubierta como del nacleo (Carrasco-Sandoval et
al., 2021). La encapsulacion presentada en todas las condiciones se atribuye a la
interaccion entre la zeina y los compuestos fendlicos, que a pesar de ser débil se

vio incrementada con la presencia de la goma arabiga como agente tensoactivo.

3.4.4 Estabilidad fisica

En la Figura 38 se muestran los perfiles de retrodispersion obtenidos de las
diferentes condiciones de nanoencapsulacion, se aprecid que el fenobmeno de
inestabilidad presente en todas las condiciones fue el de cremacion, esto se puede
deber a que los fenoles encapsulados se fueron liberando lo que condujo a la
migracion de las nanoparticulas a la superficie del vial, sin embargo, este fenémeno

no afecto a la estabilidad de las muestras en las 24 h en las que se realiz6 el andlisis.

La condicién que presento la mejor estabilidad fisica fue la condicion 2 donde existe
una variacion promedio del 6.57 % en la retrodispersion de la luz entre el inicio y el
final de la prueba, esta variacion pequefia coincide con que el IPD es de 0.19 + 0.02
dando nanoparticulas mas homogéneas y se mas estables, por lo que el fenémeno
de cremacién no fue tan presente, la condicion 1 tuvo un comportamiento similar a
la condicién 2 con una variacion promedio del 15.36 %. Por otro lado, la condicion
gue se vié con mayor presencia del fenomeno de cremacién fue la condicion 4 tuvo
un aumento promedio mayor en la variacion de retrodispersion de luz del 24 % y un
IPD de 0.38 = 0.06 teniendo una mayor heterogeneidad en los tamafos de

particulas volviendo al sistema mas inestable.
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Figura 38. Perfiles de retrodispersion de luz (1) 0.66 mg/mL, 0.5 %, 3.3 mL, 2) 0.66
mg/mL, 0.5 %, 6.6mL, 3) 2 mg/mL, 0.5 %, 3.3 mL, 4) 2mg/mL, 0.5 %, 6.6 mL.)
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CONCLUSIONES

Se obtuvo que la estructura de la semilla de la yaca con mayor contenido de
compuestos fendlicos es el espermodermo con el 81.66 % de los polifenoles totales,
ademas, la extraccion con 95 % de etanol fue la que presento la mayor eficiencia

de extraccion.

El espermodermo tiene una mayor proporcion de taninos (80.1 %) que de
flavonoides (58.95 %) con soluciones etanol-agua al 85 %, no existiendo diferencia
estadisticamente significativa a diferentes concentraciones de etanol en relacion

con la proporcién de taninos y flavonoides.

Se logré6 mostrar que los extractos tuvieron una buena capacidad antioxidante
determinada por DPPH y ABTS*. No encontrandose diferencia estadisticamente (a

= 0.05) en las fracciones etandlicas con 65, 75y 85 %.

Se logré nano-encapsular por nanoprecipitacion, los polifenoles del espermodermo
de yaca, estableciéndose que la mayor estabilidad de los sistemas se obtuvo
utilizando 0.66 mg/mL de zeina, 0.5 % de goma arabiga y 6.6 mL del extracto
polifendlico, ademas, de presentar menos el fendmeno de inestabilidad de
cremacion y teniendo una encapsulacion del 50.18 + 10.91 % por lo que es apta

para su aplicacién en un futuro a algun alimento.

Este proyecto constituye una alternativa viable para el uso de subproductos en
especial de la semilla utilizando tecnologias emergentes y ecolégicas para el
aprovechamiento de los compuestos bioactivos que se encuentran en estas
estructuras, para su posterior aplicacion en alimentos los cuales pueden contribuir

a la conservacion y aportando beneficios a la salud.
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