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RESUMEN

Las hojas de Annona muricata contienen compuestos bioactivos que pueden ser
aprovechados mediante procesos tecnoldgicos adecuados para la produccion de
nutracedticos y alimentos funcionales. Se estudio el efecto de las condiciones de
microencapsulacion en las propiedades tecnofuncionales y bioldgicas de extracto
microencapsulado de hojas de guanabana. La extraccion se efectu6 a 70 °C durante 30 min
mezclando las hojas molidas con un solvente hidroalcohdlico (1:36), estas condiciones
fueron estandarizadas previamente mediante un disefio factorial multinivel para maximizar
la eficiencia de extraccion. El extracto fue microencapsulado empleando maltodextrina y
goma arabiga al 5 y 10% via secado por atomizacion y liofilizacion. Los tratamientos
resultantes fueron caracterizados mediante ensayos de solubilidad, eficiencia de
encapsulacion, microestructura y espectroscopia IR, y se selecciond el secado por
atomizacion utilizando maltodextrina (10%) por conservar mejor el extracto comparado con
la liofilizacion. El polvo resultante presenté 72.12% de eficiencia de encapsulacion,
particulas esféricas de tamario heterogéneo y alta solubilidad. Para mejorar las caracteristicas
del polvo (minimizando la humedad y maximizando la solubilidad y eficiencia de
encapsulacion), la técnica seleccionada fue optimizada en funcidn al flujo de alimentacién y
temperatura, fijando los parametros de 7 mL/min y 140 °C. El extracto microencapsulado en
condiciones optimas fue caracterizado fisicoquimicamente y se probo su efecto en células
cromafines PC12 y neuronas corticales para descartar neurotoxicidad. Se encontro que la
anonacina presente en los polvos microencapsulados reduce la viabilidad celular y altera los
impulsos neuronales de calcio, pero este efecto disminuye segun la concentracion y por la
existencia de otros fitoquimicos. El extracto microencapsulado contiene sustancias
originalmente presentes en las hojas que conservan un efecto funcional dependiente de la

concentracion en la que estén presentes.

Palabras claves: microencapsulacion, Annona muricata, optimizacion, polimeros

encapsulantes, anonacina, atomizacion, liofilizacion.



ABSTRACT

Annona muricata leaves present bioactive compounds that can be extracted and protected by
suitable technological processes for functional foods and nutraceuticals production. The
effect of technological conditions for microencapsulating Annona muricata leaves extract
on the functionality of the resulting powders were studied. Phytochemical extraction from
soursop leaves was performed at 70 °C for 30 min mixing the grinded leaves with a
hydroalcoholic solvent (1:36), those conditions were previously established by using a
multilevel factorial design in order to maximize extraction efficiency. The extract was
microencapsulated via spray drying and freeze-drying using Maltodextrin and Gum Arabic
at 5 and 10 %. The resulting treatments were physicochemically characterized through
solubility, encapsulation efficiency, microstructure and IR spectrum, in order to select the
most suitable microencapsulation technique, the type and the percentage of encapsulant. The
treatment with maltodextrin at 10 % using spray drying microencapsulation, was selected
due to its highest encapsulation efficiency (72.12 %). The resulting powder was comprised
of spherical particles heterogeneous in size with a hollow center. In order to enhance the
technofunctional characteristics of the resulting powder, the rate of feeding and temperature
were fixed by optimization at 7 mL/min and 140 °C. The cytotoxic activity of the optimum
treatment on PC12 cells was tested at different concentrations and times of exposure
founding that there is a toxic effect on PC12 cells attributed to the presence of annonacin;
elsewhere, It was observed an alteration on calcium signal of cortical neurons as a
consequence of a depletion of energy supply into neurons, this effect was decreased in
extracts due the presence of other phytochemicals. The results confirm that bioactivity of
phytochemicals originally present in the leaves are still active, but their effect depends on

the concentration in which they are present.

Keywords: microencapsulation, Annona muricata, optimization, encapsulant polymers,

annonacin, spray drying, freeze drying.



I. INTRODUCCION

La industria de nutracéuticos se encuentra en constante investigacion del potencial de
compuestos bioactivos procedentes de fuentes vegetales, para lo cual acude a recursos
empleados ancestralmente como medicina alternativa por grupos étnicos. Lo anterior
involucra un manejo adecuado del proceso productivo desde la siembra, recoleccion,
extraccion, el procesamiento y conservacion. Por su parte, la industria alimentaria adopta y
contribuye en la reinvencion de las tecnologias actuales de suministro de compuestos
bioactivos en busca de asegurar la disponibilidad y funcionalidad de estos agentes

promotores de la salud.

Una fuente de compuestos benéficos para la salud es la guanabana (Annona muricata), planta
tropical que presenta multiples aplicaciones, y se utiliza integralmente en medicina
tradicional, agronomia, farmacia, entre otros. En los ultimos afios se ha extendido el
consumo de las hojas por sus propiedades terapéuticas, atribuidas a fitoquimicos como
acetogeninas, alcaloides y compuestos fenolicos; sin embargo, debido a la sensibilidad de
estos compuestos a condiciones externas, deben ser protegidos de su degradacion post

extraccion.

Como alternativa tecnologica para la de conservacion de compuestos bioactivos figura la
microencapsulacion, la cual es ampliamente utilizada para situar fitoquimicos a disposicion
del consumidor minimizando su degradacion. La microencapsulacion consiste en el
atrapamiento de un compuesto de interés dentro de un microenvase; como resultado, se
producen pequefas particulas conteniendo al principio activo, el cual se circunscribe por una
cobertura, o se incrusta en una matriz, con el objetivo de disponer de sus propiedades cuando
se produzca la liberacion (Gharsallaoui et al. 2007); asimismo, es una herramienta Gtil para
optimizar la distribucion de moléculas bioactivas y células vivas hacia alimentos (Nedovic
et al. 2011).



La atomizacion y liofilizacion son técnicas comunmente usadas para la obtencion de
microencapsulados, la atomizacion se emplea en la industria farmacéutica y alimentaria para
microencapsular extractos de frutas, emulsiones, farmacos, entre otros; asimismo, se emplea
la liofilizacion porque ofrece la ventaja de no aplicar calor, sin embargo involucra un mayor
costo (Saikia et al. 2015), a pesar del tiempo necesario para la liofilizacién, esta técnica es
simple y adecuada para la microencapsulacién de componentes bioactivos solubles en agua
y termosensibles (Jafari et al. 2016); finalmente, la seleccion de la técnica dependera del

proposito que se dara al polvo obtenido.

Sin embargo, independiente de la técnica, las condiciones tecnolégicas de la
microencapsulacion pueden originar particulas de tamafio y forma irregular, que conducen
a la conservacion deficiente de los compuestos de interés. Por ejemplo, la técnica de
encapsulacion, el tipo y concentracion del agente encapsulante empleado, ejercen un efecto
directo en la estructura de las microparticulas, y esto a su vez determina las propiedades
tecnofuncionales de los polvos como el color, la solubilidad, redispersibilidad, liberacion,
entre otras (Cano-Chauca et al. 2005, Chranioti y Tzia 2014).

Con el proposito de preservar la actividad del compuesto de interés, es prioritario
comprender el proceso de formacion de la superficie de las microcapsulas (Porras-Saavedra
et al. 2015), para lo cual resulta conveniente realizar ajustes de los parametros tecnolégicos
del proceso de microencapsulado acorde con el fin previsto del polvo (Mondragén et al.
2013). Considerando que la tendencia futura es la aplicacion en el ser humano, se debiera
priorizar las implicancias para la salud del consumidor, en funcién de una caracterizacion

tecnofuncional y bioldgica para determinar la utilidad y afinidad para su uso posterior.

Por lo expuesto anteriormente, se estudio el efecto de las condiciones de microencapsulacion
en las propiedades tecnofuncionales y bioldgicas de extracto de hojas de guanabana en
proyeccion a la elaboracion de una bebida instantanea de consumo humano directo, para lo
cual se plantearon los siguientes objetivos especificos:

= Determinar las condiciones de obtencion del extracto de hojas de guanabana.

= Seleccionar la técnica de microencapsulacion del extracto de hojas de guanabana.

= Optimizar la técnica de microencapsulacion seleccionada.

= Evaluar la actividad bioldgica del extracto optimizado.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Guanéabana

La guanabana o graviola (Annona muricata L.) es una fruta tropical que crece en Centro y
Sudameérica, zonas tropicales de Asia y Oceania, y paises subsaharianos (Machado de
Moraes et al. 2016, Gavamukulya et al. 2014, Badrie y Schauss 2010). Se desconoce el lugar
exacto de origen, pero posiblemente sea nativa de Centro América, las Antillas y la zona
septentrional de América del Sur (Florez Londofio y Martinez Mufioz 2010, Lim 2012). En
el Peru se cultiva en la alta Amazonia, costa y valles interandinos (Gutsche 2008). Pertenece
a la familia Annonaceae (Morton 1966), la cual incluye 130 géneros con 2300 especies,
caracterizados por la presencia de metabolitos con actividades bioldgicas importantes, entre
las que destacan las Acetogeninas (Florez Londofio y Martinez Mufioz 2010, Solis-Fuentes
et al. 2011). En la Figura 1 se esquematiza la clasificacion taxondmica de la planta de

acuerdo a Florez y Martinez (2010).

e

Género: Annona

Familia:

. Annona
Especie: muricata

Figura 1. Clasificacion taxonémica de la guandbana



2.1.1 Usos tradicionales

La fruta no solo se aprecia como alimento (Coria-Téllez et al. 2016); sino ademas en la
medicina tradicional de los tropicos se sabe que la corteza, raiz, hojas, fruto y semillas de
Annona muricata presentan varias aplicaciones médicas (Solis-Fuentes et al. 2011), e
incluso como biopesticidas, bioinsecticidas y repelente de insectos (Coria-Téllez et al.
2016). Las partes de la planta en donde se encuentran distribuidos los fitoquimicos se

esquematizan en la Figura 2.

Figura 2. Fracciones botanicas de la guanabana con presencia de fitoquimicos

Popularmente el jugo del fruto se emplea como un lactagogo, para tratar diarrea, y
enfermedades del corazén e higado; mientras que las hojas son usadas para tratar

enfermedades cutaneas y dolores localizados (Coria-Téllez et al. 2016).

La ingestion de la decoccion de las hojas es empleada como analgésico (Quilez et al. 2018);
asimismo, las hojas son usadas para tratar malestares respiratorios como la gripe y el asma
(Kossouoh et al. 2007); también las hojas actlan como antiparasitario a nivel intestinal y
cutaneo (Badrie y Schauss 2010), incluso se aplican para tratar la Malaria en paises tropicales
(Boyom et al. 2011). Las hojas pueden emplearse para hacer té, o ser consumidas enteras
como suplemento dietario en capsulas con alegaciones de salud (Machado de Moraes et al.
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2016); llegando incluso a ser usadas como tratamiento alternativo de cancer, hipertension y
diabetes (Gavamukulya et al. 2014, Coria-Téllez et al. 2016). En el Per( se comercializan
con distintos grados de procesamiento con fines medicinales (Figura 3).

Figura 3. Presentaciones comerciales de las hojas de guanabana en Peru

Frescas a granel (A); deshidratadas envasadas (B); pulverizadas en capsulas (C), foto
extraida de Inkanat (2016)

2.1.2 Propiedades terapéuticas

Estudios recientes a nivel in vivo e in vitro han demostrado sus propiedades
antihiperglicémica, antihiperlipidémica, antimalarica, antiparasitaria, insecticida,
molusquicida, antiviral, anticancerigena (Gavamukulya et al. 2014), antiprotozoaria,
antioxidante, larvicida, ansiolitica, anti estrés, antiulcerosa, hepatoprotectora, hipotensiva,

antidiabética y cicatrizante (Coria-Téllez et al. 2016).

Investigaciones empleando esta planta sefialan que el extracto etandlico de las hojas y
compuestos aislados a partir de ellas, presentan actividad citotdxica contra células de cancer
de mamas (Rachmani et al. 2012), células de cancer pulmonar (Quispe et al. 2006), y cancer
de colon (Liu et al. 2016), atribuido a induccion de la apoptosis. Asimismo, en estudios
clinicos empleando pacientes diabéticos a quienes se les administré extracto de hojas de
guandbana (en capsulas), se pudo observar disminucion del nivel de glicemia y a medida que
aumento la dosis, se intensifico el efecto (Arroyo et al. 2009), dejando en evidencia la
propiedad hipoglicemiante. Por el contrario, el consumo excesivo del fruto y derivados
puede causar una forma atipica del mal de Parkinson, debido a las neurotoxinas anonacina y
escuamocina (Machado de Moraes et al. 2016), ver Tabla 1. En tanto, las hojas y las semillas



son los érganos mas estudiados, probablemente debido que son de uso més tradicional
(Coria-Téllez et al. 2016).

Tabla 1. Propiedades terapéuticas de Annona muricata segun estudios cientificos

Bioactividad Tipo de estudio Parte Referencia
Anticancerigeno Pulmon In vitro Hojas Quispe et al. (2006)
Anticancerigeno Prostata Invivo/invitro  Hojas/Tallo Torres et al. (2012)
Anticancerigeno Colon In vitro Hojas Nik Mat Daud et al. (2016)
Anticancerigeno Higado In vitro Hojas Liu et al. (2016)
Anticancerigeno Mamas In vitro / in vitro Hojas Syed Najmuddin et al. (2016)
Antiulceroso Ulcera péptica In vivo Hojas Bento et al. (2016)
Antidiabético In vivo Hojas Florence et al. (2013)
Antidiabético Clinico Hojas Arroyo et al. (2009)
Antiinflamatorio In vivo Hojas Foong y Hamid (2012)
Hipotensivo S. Cardiovascular In vivo Hojas Nwokocha et al. (2012)
Neurotoxico Clinico - Lannuzel et al. (2007)

2.1.3 Efectos adversos

El consumo excesivo de graviola y productos elaborados de partir de ésta, podria haber
causado una forma atipica del mal de Parkinson en la isla caribefia de Guadalupe y la isla de
Guam en el pacifico (Machado de Moraes et al. 2016); estudios en ratas asocian esta
enfermedad neurodegenerativa a la Anonacina (Solis-Fuentes et al. 2011). Sin embargo, la
mayor exposicion a estas toxinas ocurre al consumir frutos de la familia Annonaceae y

derivados, en lugar de las preparaciones con fines medicinales (Bonneau et al. 2016).

La dosis de acetogeninas neurotoxicas que se consume dependerd mayoritariamente de la
forma en que la guanabana se ingiera. Si se consumen las hojas en forma de té, la dosis de
acetogeninas seria relativamente baja debido a que presentan muy poca solubilidad en agua;
por el contrario, si se consumieran las hojas enteras, la dosis esperada superaria a la del té
(Machado de Moraes et al. 2016). Coria-Téllez et al. (2016) indican que la dosis letal media
de un extracto acuoso de las hojas excede el consumo esperado para un humano, el cual es
alrededor de 211 mg/kg por dia, considerando que una persona promedio consume una taza
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de infusion tres veces al dia, se requeriria consumir méas de 71 tazas de infusion al dia para

alcanzar una dosis letal en humanos.

2.1.4 Fitoquimicos bioactivos

Los compuestos bioactivos son constituyentes no nutricionales que comunmente se
encuentran presentes en pequefias cantidades en los alimentos; estos compuestos presentan
estructuras quimicas y funciones caracteristicas intrinsecas, a partir de las cuales se han
clasificado (Kris-etherton et al. 2002). En la Tabla 2 se incluyen algunos de los metabolitos

encontrados para los principales grupos de fitoquimicos en esta especie.

Tabla 2. Algunos fitoquimicos identificados en las hojas de guanabana

Acetogeninas Alcaloides Compuestos
(ACG) (ALK) fenolicos (PHC)

Anonacina Anonaina Acido clorogénico
Anomontacina Anonamina Acido cinamico
Anomuricina Asimilobina Acido cafeico
Bullatacina Coclaurina Acido gélico
Montanacina Coreximina Catequina
Muricatalina Isoboldina Epicatequina
Muricin Muricina Galocatequina
Solamina Reticulina Kaempferol
Squamocina Xylopina Quercetina

Fuente: Adaptado de Coria-Téllez et al. (2016)

Los géneros de la familia Annonaceae en su mayoria se caracterizan por la presencia de
metabolitos secundarios con actividades bioldgicas importantes (Solis-Fuentes et al. 2011).
Coria-Téllez et al. (2016), sefialan que han sido reportados mas de doscientos compuestos
bioactivos que se encuentran en Annnona muricata, entre los cuales figuran alcaloides,
acetogeninas, compuestos fenolicos, ciclopéptidos, entre otros (Hamizah et al. 2012, Solis-
Fuentes etal. 2011). Asimismo, se conoce la existencia de terpenoides, cumarinas y
lactonas, antraquinonas, taninos, fitosteroles y saponinas, estos metabolitos fueron revelados
mediante un screening fitoquimico, con lo cual se confirma que los extractos foliares
contienen moléculas conocidas ampliamente por sus aplicaciones médicas (Gavamukulya et
al. 2014).



e Acetogeninas
Las acetogeninas (ACGs) son compuestos lipofilicos encontrados en la familia Annonaceae
provenientes de la ruta de los policétidos, poseen entre 32 a 37 carbonos, y se sugiere que
los anillos tetrahidrofurano (THF), tetrahidropirano (THP) y epoxidos presentes a lo largo
de su estructura se producen mediante la epoxidacién y ciclacion de dobles enlaces (Bonneau
et al. 2016, Schlie-Guzman et al. 2009, Spurr y Brown 2010, Lock y Rojas 2003).

Se han identificado mas de 400 acetogeninas, 120 de las cuales en el género Annona; en las
hojas se han identificado 46 (Wahab et al. 2018), siendo la Anonacina la mas representativa,

véase su estructura quimica en la Figura 4A.

La actividad citotoxica y anticancerigena se atribuye a su particular estructura molecular. El
mecanismo bioquimico es clave para explicar estas propiedades y estd en proceso de
profundizacion. Kojima y Tanaka (2009) exponen un efecto sobre el complejo mitocondrial
1 (NADH-ubiquinona oxidoreductasa), lo que produce una deplecion del abastecimiento de
energia a las células cancerigenas, las cuales poseen una alta demanda de energia, y como
consecuencia se desencadena una necrosis celular. Coria-Téllez et al. (2016) suponen un
aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial, que genera liberacion de
proteinas pro-apoptéticas que conducen a la formacion del apoptosoma y posterior

generacion de caspasas, provocando una apoptosis.

Hollerhage et al. (2015) manifiestan que es necesario comprobar si el efecto citotoxico de
las acetogeninas es selectivo o especifico para células cancerigenas; sin embargo, algunos
estudios in vitro sugieren que existe selectividad en lineas celulares especificas (Quispe et
al. 2006).

e Alcaloides
Luego de las ACGs, los alcaloides (ALKSs) son los metabolitos secundarios mas importantes
de la especie Annona muricata (Edwards et al. 2015). Los alcaloides son bases nitrogenadas
organicas habitualmente presentes en plantas, a menudo con un enlace heterociclico de
nitrégeno, el cual deriva del metabolismo de aminoécidos (Fester 2010). En las plantas los
alcaloides estan presentes en forma de sales, estos pueden ser extraidos de la célula con agua
acidificada o alcohol, o alternativamente solubilizados en solventes organicos (ej.:

cloroformo) cuando la planta es alcalina (Woolley 2001).
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Se han identificado més de 500 alcaloides en la familia Annonaceae, siendo esta diversidad
un indicador de una ventaja evolutiva, dado que la constante biosintesis de estos compuestos
apuntan a que cumplen roles fisioldgicos, ecoldgicos, entre otros, que resultan importantes
para la supervivencia de la planta (Gonzélez-Esquinca et al. 2014). En las hojas se han
identificado alrededor de 22 alcaloides, algunos de ellos del tipo isoquinolinicos, derivados

de aporfina, y protoberberina (Wahab et al. 2018).

A estos se le atribuye un efecto tdxico, siendo la anonaina (Figura 4B) uno de los mas
representativos (Egydio-Brandao et al. 2017). Ademaés de su efecto toxico, los alcaloides
extraidos de las hojas han mostrado un efecto anticorrosivo en el acero (Vergara et al. 2018),
e incluso son empleados como antidoto en situaciones de envenenamiento (Cremonez et al.
2016).

e Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos estan presentes en todas las plantas y constituyen uno de los
grupos de fitoquimicos mas abundantes; poseen un anillo aromatico que contiene uno o mas
grupos hidroxilo y presentan estructuras que van desde moléculas simples hasta moléculas
de alto peso molecular (Jiménez et al. 2014, Kris-etherton et al. 2002). Dentro de estos se
incluye la subcategoria de Flavonoides, los cuales han sido estudiados por su efecto
terapéutico contra el cancer; sin embargo existen otros estudios que no han probado este tipo

de asociacion (Kris-etherton et al. 2002).

De las hojas de guandbana se han aislado 34 compuestos fenélicos (Wahab et al. 2018), entre
los més abundantes se encuentran la rutina, catequina, catequina galato, quercetina, acido
p-cumarico, acido cafeico y epicatequina (Nam et al. 2017, Justino et al. 2018), los cuales

son responsables de su propiedad antioxidante (Coria-Téllez et al. 2016).

e Oftros
Los complejos minerales como sales de acido fitico estan presentes en la planta y distribuidos
a traves de ella (Szkudelski 2017); a estos se les atribuye actividad preventiva ante el
desarrollo de células cancerigenas, en proporciones y frecuencias adecuadas de consumo
(Shamsuddin 2002, Eaton y Graf 1993), también ha sido reportada la presencia de

megastigmanos, pero su efecto aun es desconocido (Wahab et al. 2018).



C. Quercetina
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Figura 4. Estructura quimica de metabolitos secundarios encontrados en las hojas
Fuente: Adaptado de Liaw et al. (2016), Chen et al. (2011) y Justino et al. (2018)

2.2 Extraccion de compuestos bioactivos

La extraccion de compuestos bioactivos se realiza con fines de investigacion e
industrializacion, en ello intervienen factores como el método de extraccion, la naturaleza
quimica del compuesto de interés, y como consecuencia implica la busqueda de solventes a

fin a este, con el objeto de optimizar la extraccion (Saikia et al. 2015).

Generalmente para desarrollar alimentos funcionales a partir de frutas y sus derivados, los
fitoquimicos son extraidos usando la técnica de extraccion por solventes, pudiendo ser
liquido-liquido o solido-liquido. Un ejemplo de este dltimo es la lixiviacién, método de
extraccion comunmente usado en la industria alimentaria que consiste en la separacion de
uno o varios solutos contenidos en una matriz solida mediante el contacto con un liquido que
los disuelve selectivamente (Saikia et al. 2015). Para aislar acetogeninas de Annonaceae se
utiliza este método puesto que son facilmente solubles en la gran mayoria de los solventes

organicos (Florez Londofio y Martinez Mufioz 2010).

Martins etal. (2015) sostienen que la lixiviacion recibe denominaciones diferentes
dependiendo de la naturaleza del solvente empleado; es asi que se originan extractos
hidroalcohdlicos, si se empled una mixtura de alcohol y agua, o extractos acuosos al usar
exclusivamente agua, estos Gltimos adquieren el titulo de decoccion o infusion si la

extraccion incluye una etapa de ebullicion, o si se afiade agua hirviente y se deja reposar.
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El desempefio de una extraccion se expresa a través de la eficiencia de extraccion, la cual
relaciona el contenido de un metabolito de referencia, entre la cantidad inicial de soluto que
fue empleado (Liu etal. 2013). Entre los factores que determinan la eficiencia de la
extraccion figura la temperatura, esta juega un rol importante puesto que en muchos casos
acelera el proceso de extraccion (Bustos-Hipolito et al. 2012); sin embargo, debido a la
existencia de compuestos termosensibles, no siempre es recomendable aplicar temperaturas
elevadas, lo cual conduce al empleo de técnicas alternativas como ultrasonido, microondas,
entre otras (Pérez-Loredo et al. 2017). Otro factor determinante en este proceso es el tiempo,
dado que durante la permanencia pueden ocurrir reacciones que forman componentes

indeseables para los fines posteriores (Casagrande et al. 2018).

Los compuestos bioactivos se caracterizan por ser susceptibles a una rapida inactivacion o
degradacion una vez extraidos de su fuente original (de Vos et al. 2010). En consecuencia,
es necesario algun tipo de procesamiento o sistema de entrega para asegurar la efectividad
de los fitoquimicos en el cumplimiento de las funciones destinadas. Esto se debe a que los
fitogquimicos son propensos a destruccion y oxidacion debido a factores ambientales tales
como luz y oxigeno; la técnica empleada para prevenir su exposicion a condiciones

ambientales adversas es la microencapsulacion (Saikia et al., 2015).

2.3 Microencapsulacién

La microencapsulacion es una alternativa tecnologica para estabilizar y proteger un principio
activo atrapandolo con un material que lo aisla de condiciones ambientales como luz, aire y
humedad (Matioli y Rodriguez-Amaya 2003, Saikia et al. 2015). A través de este proceso se
producen particulas a escala micrométrica que en su interior contienen farmacos,
compuestos bioactivos, aditivos alimentarios, nutrimentos, entre otros (Jafari et al. 2016,
Guevara-Breton y Jiménez-Munguia 2008); estos compuestos se preservan dentro de
matrices que prolongan su periodo de vida y funcionalidad permitiendo posteriormente la

liberacion controlada del componente encapsulado (Vidal et al. 2013).
El método de encapsulacion se elige de acuerdo a la aplicacion requerida, el tamafio de

capsula deseado, el elemento a encapsular, el costo y las propiedades fisicas y quimicas del

recubrimiento. Las investigaciones en torno a este tema se centran en la busqueda y
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aplicacion de nuevos materiales de recubrimiento y técnicas novedosas de encapsulacion
(Fadini et al. 2018).

Jafari et al. (2016), sefialan que existe una variedad de agentes de recubrimiento que se
seleccionan dependiendo del tipo y naturaleza de los materiales de nucleo, el destino de los
ingredientes microencapsulados, asi como el tipo de técnica de microencapsulacion.
Completada la etapa anterior, el agente encapsulante en solucidn es mezclado con el material
a encapsular; posteriormente esta mezcla es deshidratada mediante técnicas de atomizacién
o liofilizacion (Chranioti y Tzia 2014); como consecuencia se obtiene un polvo que puede
ser facilmente usado como farmaco, nutracéutico e insumo para la industria alimentaria
(Nalawade y Gajjar 2016).

2.3.1 Efecto tecnologico

Dentro de las consideraciones tecnoldgicas que intervienen en el proceso de
microencapsulacion se incluyen el tipo de encapsulante, la combinacion de encapsulantes,
la concentracion de solidos, temperatura, entre otros; en tanto, este impacto es evaluado a
través de indicadores como la Eficiencia de Encapsulacion (E.E.) en funcién a un metabolito
de interés (Lopez 2010).

De acuerdo a la técnica de microencapsulacion empleada se pueden obtener particulas de
tamafo y forma heterogéneas que conducen a la conservacion deficiente de los compuestos
de interés (Roy etal. 2018). Tanto el tamafio, forma y estructura superficial de las
microparticulas dependen de los encapsulantes y métodos utilizados para su preparacion
(Sheu y Rosenberg 1998, Tonon et al. 2009, Gharsallaoui et al. 2007).

La estructura de las microparticulas determina las propiedades tecnofuncionales de los
polvos (Cano-Chauca et al. 2005); en tal sentido, es prioritario comprender el proceso de
formacion de la superficie de las microcapsulas en términos de composicion para mejorar
condiciones durante el proceso de secado por atomizacion (Porras-Saavedra et al. 2015),

puesto que de ello dependera su solubilidad, liberacion, estandarizacion, entre otras.
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2.3.2 Microencapsulacion por atomizacion

El secado por atomizacion o aspersion es una operacion unitaria mediante la cual un producto
liquido se atomiza en una corriente de aire caliente para producir instantaneamente un polvo,
que luego es separado del flujo de corriente usando un filtro o un ciclén (Walters et al. 2014);
es utilizado ampliamente para producir alimentos como proteina de suero de leche, café
instantaneo, leche, etc. (Gomez y Jiménez 2014).

Este método es ampliamente usado para encapsular sabores, ingredientes alimenticios, y
compuestos bioactivos como vitaminas y aceites esenciales (Gomez y Jiménez, 2014);
ademas de ser el mas econdmico y de su simplicidad de operacion, una de las grandes
ventajas que ofrece, es que es apropiado para materiales sensibles al calor, puesto que el

tiempo de exposicion a temperaturas elevadas es muy corto (Salazar-Gonzéles et al. 2009).

El tiempo en que la particula se forma depende del tamafio inicial de la gota, la composicion
de esta, y la tasa de evaporacion; esta ultima es dependiente a su vez de la transferencia de
calor y masa del sistema. En la Figura 5 se esquematiza el proceso gradual de formacion de
la particula durante el secado. La velocidad de formacién de la particula es crucial en la
determinacion del tiempo de residencia, y por ende la escala del equipamiento y parametros
de procesamiento requeridos para producir el tamafio de particula adecuado a un ritmo de

produccioén constante (Walters et al. 2014).

Do: Diametro inicial
Dr: Diametro de la particula

Di: Diametro interno

2
Calentamiento
Etapa 1 Etapa 2 final
>

Tiempo de secado

Temperatura de la gota

Figura 5. Perfil del secado de una gota durante el secado por atomizacion.
Fuente: Adaptado de Mezhericher et al. (2010).
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2.3.3 Microencapsulacion por liofilizacion

La liofilizacion es la técnica mas adecuada para la deshidratacion de todos los materiales
sensibles al calor, y también para microencapsulacion. Es una operaciéon de multiples etapas
de estabilizacion de materiales a través de cuatro operaciones principales como el
congelamiento, sublimacion, desorcién, y finalmente almacenamiento (Ezhilarasi et al.
2013).

Segun Jafari et al. (2016), en la microencapsulacion mediante liofilizacion, las mezclas de
los materiales de nucleo y cobertura son homogenizados y luego liofilizados para producir
ingredientes microencapsulados con propiedades favorables. Algunos investigadores han
introducido el método de la liofilizacibn como una manera eficiente para proteger

compuestos termosensibles como las antocianinas (Yamashita et al. 2017).

2.3.4 Agentes encapsulantes

Existen actualmente una gran variedad de materiales que se emplean como agente acarreador
0 encapsulante, entre los cuales figuran proteinas y carbohidratos como almidon,
maltodextrina, pectina, gomas, entre otros polimeros (Saikia et al. 2015). El encapsulante
ideal deberia ser capaz de formar peliculas, emulsificar, biodegradarse, resistir las
condiciones del tracto intestinal, ofrecer baja viscosidad y alto contenido de solidos,

presentar poca higroscopicidad y un costo bajo (Rocha-Parra et al. 2016)

Luna-Guevara et al. (2016) sefialan que es importante seleccionar correctamente el material
encapsulante, dado que de ello depende la eficiencia de encapsulacion y la estabilidad de la
microcapsula; asimismo, el encapsulante debe ser compatible con la naturaleza del
compuesto activo (peso molecular, funcionalidad quimica, polaridad y volatilidad relativa).
Lo anterior, sumado a los pardmetros del proceso de encapsulacion, determinan las
propiedades funcionales de la microcapsula y la forma en que puede ser utilizada (Guevara-

Breton y Jiménez-Munguia 2008).

Los materiales de encapsulacion mas eficaces para aplicaciones alimentarias son los
polisacaridos (Nedovic et al. 2011), dentro de los cuales destacan goma arabiga (GA) y
maltodextrina (MD) con diferentes equivalentes de dextrosa (Jafari et al. 2016). Ambos son

ampliamente empleados en microencapsulacion mediante secado por atomizacion por sus
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propiedades tecnoldgicas (Jafari et al. 2016, Cano-Chauca et al. 2005), ademas son
reconocidos como ingredientes GRAS (Generally Recognized As Safe). Tanto la goma
ardbiga como las maltodextrinas son incoloras, ofrecen alta solubilidad en agua, baja
viscosidad en solucion, tienen un costo relativamente bajo, y aseguran una proteccion
adecuada de compuestos sensibles a oxidacion (Cano-Chauca et al. 2005, Carneiro et al.
2013, Ramirez et al. 2015, Jafari et al. 2016, Akhavan Mahdavi et al. 2016).

La goma arabiga debido a sus caracteristicas especificas, como alta solubilidad en agua, baja
viscosidad y propiedades emulsificantes es ampliamente usada en microencapsulacion
(Jafari et al. 2016); de igual forma, las maltodextrinas debido a su bajo costo y gran
capacidad de recubrimiento resultan materiales de cobertura adecuados (Kuck y Norefia
2016).

2.3.5 Microcépsulas

Como resultado de un proceso de encapsulacion se originan particulas dentro de las cuales
se encuentran contenidos uno o varios compuestos que han sido retenidos por un material

encapsulante en diversas formas, las mas usuales se presentan en la Figura 6.

Nucleo

___________________ -

Encapsulante

Polinuclear Matricial

O @
(a)

(b) (c)
Figura 6. Representacion esquematica de tipos de microcapsulas
Fuente: Al Shannaq y Farid (2015).

Segun el tamafio, las capsulas pueden clasificarse en nanocapsulas (<2 pm), microcapsulas

(0.2 a 5000 pum), y macrocapsulas (>5000um) (Silva et al. 2014). Una microcapsula es por
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lo tanto una microparticula, cuya morfologia puede tipificarse en funcion a como el material
de ndcleo se ha depositado en su interior (Al Shannaq y Farid 2015). Independientemente de
la distribucion, una microcépsula se encuentra compuesta por tres elementos, el nucleo, la
matriz y el agua contenida; la proporcion en la que estdn presentes cada uno de estos
elementos depende de factores tecnoldgicos como la técnica de encapsulacion empleada, la

afinidad de la matriz con el solvente, el tipo de solvente, entre otros (Krishnaiah et al. 2012).

El objetivo de microencapsular algo es mantenerlo a salvo por un periodo de tiempo hasta
antes de producirse su liberacién; en alimentos, las microcapsulas son vehiculo de
compuestos, y el encapsulante sirve de soporte hasta el momento en que ellos son liberados
y posteriormente absorbidos por la pared intestinal (Gharsallaoui et al. 2007); esto ultimo no
ocurre si la dimension de las particulas esta en escala nanométrica, puesto que debido al
tamario, las nanoparticulas atraviesan la pared intestinal sin impedimento alguno, y alcanzan
el torrente sanguineo con facilidad (Yusoff y Salimi 2018). La nanocépsulas tienen la ventaja
de ser administradas via intravenosa, y de esta manera alcanzar el objetivo para que el

componente que contiene sea liberado (Kothamasu et al. 2012).

2.3.5.1 Proceso de liberacion

Existen mecanismos de naturaleza quimica y fisica a través de los cuales el nicleo es
liberado de la matriz entre los que figuran la difusion, disolucion, y ruptura (Hu et al. 2017);
la forma en que ocurre la liberacion segun el sistema de encapsulacion se esquematiza en la
Figura 7. Durante este proceso se ven involucrados principios de intercambio de masa
regulados por el espesor, el indice de agujeros, grado de deformacion de la membrana, y
aspectos concernientes al nacleo como la solubilidad, difusividad, y coeficiente de particién
(Hu et al. 2017).

La liberacion del principio activo ocurre de manera dinamica a una tasa de liberacién
variable, la cual inicialmente es mas rapida, y con el paso del tiempo se vuelve constante;
asimismo, la forma como ocurre no se atribuye Unicamente a un mecanismo en particular,

sino a una combinacién de los mismos (Martins et al. 2011).
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Figura 7. Mecanismos de liberacion en un sistema reservorio (A) y monolitico (B)
Fuente: Adaptado de Hu et al. (2017) y Martins et al. (2011).

2.4 Actividades bioldgicas

Para estudiar el efecto bioldgico de tratamientos importados de la medicina tradicional a
base de extractos de plantas, se realizan ensayos in vitro e in vivo, usualmente empleando
modelos animales como ratones y ratas (Santos-Sanchez et al. 2018), y lineas celulares
aisladas (Medini et al. 2015). Entre las actividades biolégicas méas estudiadas figuran la
actividad antioxidante, antinflamatoria, anticancerigena, antimicrobiana, hipolipidémica y
neuroprotectora (Radojkovi¢ et al. 2016, Weli et al. 2018).

2.4.1 Actividad anticancerigena

La actividad anticancerigena se puede estudiar a través de ensayos de citotoxicidad, entre
los que figura el ensayo MTT [bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio].
Este ensayo es usado como un indicador de la viabilidad de células neoplasicas post
exposicion a un agente citotdxico. Posteriormente se incorpora el reactivo MTT, el cual es
inicialmente amarillo, y como resultado de la actividad celular es reducido a Formazan, de
color violeta, el cual es cuantificable espectrofotométricamente y se relaciona de forma

directa a la cantidad de células vivas respecto a un control (sin MTT) (Kuete et al. 2017).
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Para atribuir un efecto anticancerigeno, los ensayos deben revelar una viabilidad celular
reducida, puesto que la poblacion objetivo es perjudicial; por el contrario, valores altos de
viabilidad, denotarian una incapacidad del componente evaluado para matar células
cancerigenas (Meenakshisundaram et al. 2019). Para estudiar el efecto de compuestos
contenidos en materiales vegetales, estos son extraidos usando solventes de naturaleza
variada; sin embargo, dado que muchos de ellos son citotdxicos, el solvente es
posteriormente removido, y el extracto seco es resuspendido en una solucién inofensiva para

las células y asi es inoculado junto con ellas (Rady et al. 2018, Medini et al. 2015).

2.4.2 Actividad neurotoxica

La neurotoxicidad es una de las principales causas de desérdenes neurodegenerativos como
el Alzheimer y el Parkinson (Mohammad Ahmadi Soleimani et al. 2016). Para evaluar este
efecto se emplean tejidos cerebrales (ex vivo), modelos biologicos (in vivo), o lineas celulares
(in vitro); en este ultimo caso se evaluan cambios morfologicos, muerte celular, disfunciones
mitocondriales, entre otros (Bortolussi y Muro 2019), mediante el empleo de técnicas de
inmunofluorescencia, microscopia de barrido electronico y electrofisiologia (Fuentealba
et al. 2012).

Usualmente en estudios in vitro se emplean células cerebrales de roedores, las cuales son
extraidas y cultivadas en medios adecuados para su crecimiento; una vez alcanzado el
tamafo y numero requerido son expuestas al compuesto del cual se desea conocer su
toxicidad (Heusinkveld y Westerink 2017). Al respecto, estos ensayos deben contar con la
aprobacion de un comité de ética o alinearse a reglamentaciones que regulen la crianza y
método de sacrificio de los animales de donde se extraeran las muestras celulares (Zhang
et al. 2019); finalmente, los resultados encontrados son luego extrapolados al ser humano

bajo estandares establecidos (Croom et al. 2015).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El estudio fue realizado en los laboratorios de Microbiologia de Alimentos, Fisicoquimica,
Investigacion e Ingenieria de la FIAL, y el Instituto IBBM de la Universidad Nacional
Agraria La Molina. También se usaron instalaciones de las facultades de Ingenieria Agricola
y de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Concepcidn (Chile) y se requiri6 servicios en
los laboratorios La Molina Calidad Total, y Cenprofarma de la UNMSM.

3.2 Material vegetal

Las hojas fueron recolectadas en diciembre de 2016 y 2017 en una finca ubicada en Pisco,
Ica, Peru (Latitud: 13° 44.817” S, Longitud: 76° 9.897° O) (Figura 8), las cuales fueron
previamente certificadas como especie Annona muricata L. por el herbario Augusto
Weberbauer (MOL) de la Universidad Nacional Agraria La Molina (Anexo 1).

Figura 8. Zona de procedencia de las hojas de Annona muricata L.



Se seleccionaron al azar hojas frescas (=300) en estado integro de 5 ejemplares (Huang et al.
2019), que fueron lavadas con agua potable y se secaron en ausencia de luz solar durante 10
dias (Humedad final = 12%), previo a la molienda fueron deshidratadas en estufa (Memmert
UM400, Alemania) a 50 °C hasta 10% de humedad. Luego, las hojas fueron molidas
empleando un molino Thomas Scientific (3383-L30) aplicando un tamiz metalico de malla
N° 20 (Tyler) y se almacenaron herméticamente en bolsas de polietileno hasta su uso. Ver
Anexo 2.

3.3 Reactivos

Como agentes encapsulantes se empleé Goma arabiga (Nexira food), Maltodextrina DE=
15-20 (Lihua Starch, China) y Maltodextrina DE= 10-12 (Frutarom), los cuales fueron
seleccionados en ensayos preliminares debido a su tolerancia al alcohol, para la preparacion
de los extractos foliares se empled Etanol 99.9 % (Merck, Alemania). Como estandares
analiticos se empled Acido galico (Sigma-Aldrich, EUA), Anonacina 94 % (JMC, EUA) y
Trolox (Merck, Alemania). Los principales reactivos utilizados en los ensayos fueron Acido
acetico (Merck, Alemania), Folin-Ciocalteu (Merck, Alemania), Carbonato de sodio (Merck,
Alemania), Metanol (Merck, Alemania), Diclorometano (Merck, Alemania), Tolueno (J.T.
Baker, EUA), Acetonitrilo (J.T. Baker, EUA), ABTS (Sigma-Aldrich, EUA), Trolox
(Sigma-Aldrich, EUA), DPPH (Sigma-Aldrich, EUA), Buffer Fosfato Salino (PBS)
(Gibco™), Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), Fluo-4 AM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA).

3.4 Métodos de caracterizacion
3.4.1 Microestructura

Se evalud la morfologia del extracto seco, los encapsulantes puros y los extractos
microencapsulados mediante microscopia de barrido electronico (JSM-6380LV, JEOL) de
acuerdo con Vidal et al. (2013). Las muestras en polvo fueron colocadas en la superficie
superior de piezas cilindricas metalicas cubiertas con una cinta adhesiva de doble cara e
inmovilizadas al vacio empleando un recubrimiento de oro (S150, Edwards). Las imagenes
fueron obtenidas mediante el software Jeol Scanning Electron Microscope con un aumento
creciente de 1200 a 20000x.
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Las hojas pulverizadas y los polvos microencapsulados via liofilizacion fueron analizados
empleando un microscopio SEM con detector de energia dispersiva (EDS) Quanta 200 (FEI
company, EUA) sin tratamiento previo de la muestra con aumentos de 500 a 6000, las
microfotografias fueron analizadas empleando el software EDAX Genesis acoplado al
equipo (Chavez-Rivas et al. 2014).

3.4.2 Eficiencia de encapsulacion de compuestos fendlicos

Se identificé el grado de encapsulacion mediante un analisis de eficiencia en funcién al
contenido total de compuestos fendlicos (CFT) de cada tratamiento, el CFT fue usado como

indicador de la cantidad de fitoquimicos funcionales presente en los polvos.

El contenido de compuestos fendlicos en el interior (CFI) y la superficie (CFS) de las
microparticulas fue determinado mediante el método de Folin-Ciocalteu, adaptado de
Alhamad et al. (2017). Para la extraccion de la muestra se emple6 el método de Saikia et al.
(2015). Para el CFly el CFS se tomaron 100 mg de extracto en polvo y se mezclé con 1 ml
de las mezclas (a) etanol, acido acetico y agua (50:8:42) y (b) etanol-metanol (1:1),
respectivamente; luego la mezcla fue agitada en un vortex a 1200 rpm (Vortex Genie 2,
Scientific Industries, Inc.) durante 1 min y posteriormente filtrada a través de un filtro de
0.45 pum. Se tom6 100 pL de sobrenadante y fue combinado con 100 pL del reactivo Folin-
Ciocalteu diluido en agua (1:10, v/v), se dejo reaccionar durante 5 min, luego se adiciond
100 pL de solucion acuosa de Na,COs (100 g I') y se enras6 con agua destilada hasta 1200
ML, se dejo reaccionar por 30 min y se mididé la absorbancia a 726 nm en un
espectrofotometro de micropozos (PowerWave XS2, Biotek, EUA) empleando como blanco
agua destilada. El contenido total de compuestos fendlicos se calculd6 mediante una curva
estandar de solucion de éacido galico (1 a 20 pug ml?), véase Anexo 3. La eficiencia de

encapsulacion (EE) fue calculada empleando la siguiente ecuacion (1).

CFI-CFS
CFI

EE (%) = ( ) x 100 (1)

Donde EE es la eficiencia de encapsulacién, CFl y CFS es el contenido de compuestos

fenolicos al interior y en la superficie de las microcapsulas, respectivamente.
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3.4.3 Capacidad antioxidante

e Meétodo del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo)
Este protocolo de andlisis fue adaptado segun describen Jing et al. (2015) y Kim et al.
(2017). EIl polvo microencapsulado (50 mg) se mezcl6 con 1000 pL de metanol (80%) en
tubos Eppendorf, luego fueron agitados en una mesa orbital a 200 rpm por 6 h, y se
centrifugaron a 9000 rpm por 15 min. Se tom¢ 100 pL del sobrenadante, se afiadié 500 pL
de solucién DPPH (0.4 mg/mL), y se completé con 700 pL de solucion metandlica (80%).
Se agit6 en vortex por 15 s a 1200 rpm, se dejé reaccionar en oscuridad por 25 min, y se ley6
la absorbancia de 130 pL de muestra en un lector de micropozos a 517 nm. La capacidad

antioxidante fue expresada en Trolox a partir de una curva estandar (Anexo 4).

e Meétodo del radical ABTS (azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)

Este analisis fue desarrollado segun Chirinos et al. (2013), con modificaciones. La solucion
ABTS madre se prepar0 mezclando una solucion acuosa de ABTS (7.4 mM) con una
solucion de K»S>0s (2,6 mM) en una relacion 1:1 (v/v), y se dejo reaccionar en ausencia de
luz por 12 h a temperatura ambiente. 1 mL de esta solucién fue diluido con 22 mL de metanol
(80 %) hasta ajustar la absorbanciaa 1.1 + 0.02. Se mezcl6 150 pL de extracto con 1350 pL
de la solucion diluida de ABTS, se agitd en vortex durante 10 s a 1200 rpm y se dejo
reaccionar en oscuridad durante 6 min. Se tomé6 una alicuota de 150 pL y se leyé la
absorbancia a 734 nm en un lector de micropozos, usando metanol como control. La
actividad antioxidante fue calculada en pMol trolox por gramo a partir de una curva estandar
de Trolox (0.1 — 0.7 uMol/mL), véase Anexo 5.

3.4.4 Determinacion de Anonacina por HPLC

La Anonacina contenida en las hojas y en los polvos microencapsulados se determind por el

método descrito por Bonneau et al. (2017), con modificaciones.

A. Preparacion de las muestras y soluciones estandar

Se peso las hojas previamente deshidratadas (3 g) y los extractos microencapsulados (2 g),
y se mezcld con diclorometano (10% m/v) en tubos falcon de 50 ml, se hicieron 3
extracciones consecutivas de 3 h ¢/u mediante agitacion en una mesa orbital a 200 rpm, se
centrifugo6 por 15 min a 4000 rpm y se filtrd el sobrenadante empleando filtros de jeringa de

0.45 um, el liquido recolectado fue evaporado a baja presion (45 °C) hasta sequedad. El
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material colectado fue reconstituido con 2 ml de etanol y sonicado por 5 min hasta su
disolucién; posteriormente las muestras fueron filtradas (0.45 um) y colectadas en tubos
eppendorf de 2 ml, y se almacenaron en congelacién (-18 °C) hasta su empleo. Para la
elaboracion de la curva estandar se prepararon soluciones metandlicas de estdndar de
anonacina (Anexo 6) a 0.003, 0.006, 0.03, 0.06, 0.3, 0.6 y 0.9 mg/mL.

B. Cuantificacion

La cuantificacion se desarroll6 empleando HPLC-UV (Hitachi LaChrom Elite, MERCK) a
A=210 nm. El equipo HPLC estaba compuesto de un organizador Modelo L — 2000 series,
bomba de desgasificacion Modelo L — 2100/2130, inyector automéatico modelo L — 2200,
horno de columna Modelo L — 2300 y Detector UV Modelo L — 2400.

La separacion se realizé en una columna C18 (250 mm x 0.4 mm ID, 5um) empleando una
fase movil compuesta por Agua (A)/Acetonitrilo (B) con flujo tipo gradiente (Tabla 3). La

inyeccion de la muestra (10 L) se aplico a un flujo de alimentacion de 1 mL/miny 40 °C.

Tabla 3. Condiciones de alimentacion de la fase mavil

Tiempo (min)
Solvente 0 o5 20 43
A: Agua (%) 60 0 0 60

B: Acetonitrilo (%) 40 100 100 40

En cuanto a la cuantificacion de las muestras, se empled la pendiente de la curva de

calibracion mostrada en el Anexo 7, empleando la ecuacion (2).

Area Total

Anonacina (mg = L™1) = (2)

pendiente de la recta

3.4.5 ldentificacion y cuantificacion de Anonacina por HPTLC

El andlisis se realizd mediante adaptacion del método de Gupta et al. (2012), como se detalla

a continuacion.
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A. Preparacion de muestras

Para la identificacion de Anonacina en las hojas frescas y hojas secas se realizd una
extraccion con tolueno (1 g x 60 mL), debido a su capacidad de extraccion de metabolitos
(Samrot et al. 2016) y en sustitucion del diclorometano; posteriormente se evaporo el
solvente, y se suspendieron los s6lidos en 2 mL de metanol, la mezcla fue filtrada empleando
un filtro de jeringa de 0.45 pm y conservada en refrigeracion hasta su uso. Para los extractos
microencapsulados, se mezclé 300 mg del polvo con 1 mL de la solucién CFl, se agitd
durante 15 min en una mesa orbital (200 rpm), y se filtr6 (0.45 pum).

B. Siembray Desarrollo

Para la elaboracion de la curva de calibracion se aplicaron volimenes crecientes (2 a 15 pL)
de una solucion metanolica de estandar de Anonacina (0.9 mg/mL), para la identificacion de
Anonacina en las hojas frescas y secas, se inyecto 3 uL de muestra, y para cuantificacion de
Anonacina en los extractos microencapsulados, se tomo 4 uL de muestra. La siembra se
realizo a un flujo constante de 150 nL/s con un ancho de banda de 6 mm, y 14 mm de
distancia entre carriles sobre una placa de HPTLC usando un sembrador automatico
(Linomat VV, CAMAG). Las placas fueron desarrolladas en una camara de doble canal
(20%10 cm) hasta una distancia de 7 cm usando como solvente de saturacion y fase movil
una mezcla de cloroformo/ciclohexano/dietilamina (5:2.5:2.5 v/v) a 25 + 2°C y 40% de

humedad relativa.

C. Lecturay Cuantificacién
Luego del desarrollo las placas fueron secadas y escaneadas a 210 nm (TLC scanner 1V,
CAMAG) operado en modo de reflectancia-absorbancia; la dimension del slit se mantuvo
en 5x0.45 mmy la velocidad de escaneo empleada fue 20 mm s™. El area bajo la curva de
absorbancia de cada carril fue analizada con el software WIinCATS (V1.2.1). La
concentracion en las muestras incognita se estimd a partir de la recta de las distintas

cantidades de estandar versus las areas de los picos respectivos (Anexo 8).

3.4.6 Anadlisis proximal de las hojas

Las hojas deshidratadas fueron caracterizadas en cuanto al contenido de humedad para
alimentos secos (AOAC 2005), grasa mediante AOAC 922.06 (Anexo 9), proteinas
mediante AOAC 978.04A y 984.13A (Anexo 10) y ceniza (AOAC 2005).
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3.4.7 ldentificacion de minerales en las hojas

Las hojas deshidratadas fueron analizadas con un microscopio SEM-EDS (Quanta 200, FEI)
y se identificd de manera cualitativa la presencia de minerales (Kumar y Birru 2017). Este
método se basa en la medicion de radiacion reflejada post exposicion de la materia a una
fuente de rayos X y que es caracteristica para cada elemento. El porcentaje de cada elemento
se expres6 como el promedio de mediciones realizadas en tres secciones distintas de la
microfotografia, considerando la suma de todos ellos como 100 % (Abhimanyu y Ravindra
2018).

3.4.8 Color del extracto hidroalcoholico de guanabana

El analisis de color se realizo segun Islam et al. (2016), con modificaciones. Se empled un
colorimetro CR-410 (Konica-Minolta, Japon) para determinar parametros de color del
sistema CIELab, incluyendo la Luminosidad (L*), las coordenadas a* y b*, la cromaticidad
(C*) y el tono (H*). El extracto fue colocado en una cubeta para liquidos (22 °C) y se midio
los valores por triplicado previa calibracion del instrumento con una placa blanca de

ceramica.

3.4.9 Humedad de las microcépsulas

La humedad de los extractos microencapsulados fue determinada de acuerdo al método de
Rocha-Selmi et al. (2013) a partir de 1 g de muestra, empleando una balanza de humedad
(AND MX-50, Japon).

3.4.10 Solubilidad

La solubilidad de los extractos microencapsulados se determind de acuerdo con el método
adaptado de De Souza et al. (2015), como se describe a continuacion. En un tubo falcon se
mezcld 0,5 g de muestra con 50 mL de agua destilada y se agitd en una mesa orbital (MRC,
TOS-40BOFD) a 100 rpm durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
centrifug6 a 3000 rpm por 15 min (Rotofix 32, Hettich). Se tomé una alicuota de 25 mL de
sobrenadante y se colocé en un beaker de 50 mL previamente pesado y se deseco en estufa
a 105 °C hasta peso constante. La solubilidad fue calculada por la diferencia de masa
posterior a la evaporacion (Ms — M;), correspondiente a los sélidos solubilizados en los 25

mL de muestra, y expresada en porcentaje mediante la ecuacion (3).
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SBD = (%) x 10000 (3)

Donde M es la masa del vaso mas sélidos (g), Miequivale a la masa del vaso vacio (g), y
W a la masa de la alicuota de 25 mL (g).

3.4.11 Tamafio de particula

El tamafio fue expresado en términos del diametro medio ponderado en volumen (D[4,3]),
determinado mediante la estimacién de los diametros de mas de 650 particulas empleando
el software Axio Vision Rel. 4.8 a partir de fotografias panordmicas obtenidas con
microscopia SEM. De acuerdo a Jinapong et al. (2008), el diametro medio en volumen fue
calculado empleando la ecuacion (4).

Ynid}
D[4,3] = Z’;—d3 (4)

Donde ni es el nimero de particulas de diametro di.

3.4.12 Esfericidad

La esfericidad en los mejores tratamientos microencapsulados por atomizacion y
liofilizacion fue determinada segun Liu et al. (2015), mediante analisis de imagenes SEM
empleando el programa ImagelJ a través de la relacion del area y el perimetro de particulas

independientes usando la ecuacion (5).

Esfericidad (®) = 22 (5)

p2

Donde, A es el area de la particula, y P es el perimetro.

3.4.13 Porcentaje de particulas rugosas

El porcentaje de particulas rugosas del extracto microencapsulado pre y post optimizado se

realiz6 mediante analisis de imagenes adecuando el método de Paramita et al. (2010).
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3.4.14 Espectroscopia FTIR

Para verificar el proceso de encapsulado, el extracto atomizado, los encapsulantes puros y
los extractos microencapsulados fueron analizados mediante Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR) de acuerdo con Krishnaiah et al. (2012). Los espectros IR
fueron obtenidos empleando un espectrometro TruDefender FT (Ahura Scientific, EUA)
punta de diamante con una resolucion de 3 cm™ desde 4000 a 650 cm™. Antes de colocar las
muestras (en polvo) se realiz6 una correccion de aire del entorno. Las gréficas se elaboraron

con el software Resolutions pro 4.0 Varian.

3.4.15 Cultivos celulares PC12

Lineas celulares PC12 fueron cultivadas en un medio DMEM (Medio de
Eagle modificado por Dulbecco) suplementado con suero fetal bovino (5 %), penicilina (1
%), estreptomicina (1 %) y 2mM L-glutamina. Una vez que se logré un 80 % de confluencia,
las celulas fueron tratadas con 1 mL de tripsina durante 4 min, fueron lavadas, y
resuspendidas en HyQ DMEM/High-Glucose (Hyclone, Logan, UT, EUA) suplementado
con 5% de suero fetal bovino (Hyclone), 2mM de L-glutamina (Gibco), y 1% de penicilina-
estreptomicina (Gibco). Las celulas fueron luego centrifugadas (3000 g durante 3 min),
resuspendidas, y posteriormente colocadas en placas a una concentracion de 50 000
células/pozo. 100 pL de solucion fueron sembrados en placas de 96 pozos y se mantuvieron
en incubacion a 37 °C con 5 % de CO», luego de 48 h las placas fueron usadas (Fuentealba
et al. 2012).

3.4.16 Ensayo de viabilidad celular por MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol]

Las hojas pulverizadas y los polvos microencapsulados fueron mezclados con DMSO (100
mg/mL), luego la mezcla fue sonicada por 5 miny se centrifug6 a 8000 rpm por 10 min, al
término, el sobrenadante fue filtrado (0.45 um). En tanto, el estandar de anonacina y el
extracto seco fueron reconstituidos con DMSO a razén de 100 mg/mL y se homogenizo la
mezcla a 1200 rpm en vortex. A partir de los cinco extractos (hojas pulverizadas, extractos
microencapsulados por atomizacion y liofilizacion, el estandar de anonacina y el extracto

crudo seco), se prepararon diluciones seriadas con PBS (1 - 10* pg/mL), ver Anexo 11.
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Se evalud la supervivencia celular a las muestras usando el ensayo MTT adaptado de
Fuentealba et al. (2012). Se pipete6 1 pL de cada muestra a distintas concentraciones (1, 10,
100, 1000 y 1000 pg/mL), y fue adicionado en cada pozo de placas previamente inoculadas
con células tumorales de médula suprarrenal de ratas (PC12). Las placas fueron incubadas
por 24 h a 37 °Cy 5% de CO.. Luego se retird el medio y los pozos fueron sembrados con
100 pL de MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide) en solucion de PBS (1 mg/mL), y se
dejo reaccionar durante 30 min a las mismas condiciones de incubacion anteriormente
descritas. EI medio fue reemplazado con 100 uL de isopropanol y luego las placas se
incubaron por 15 min. Se leyé la absorbancia a 570 nm (30 °C) empleando un lector de
micropozos (NOVOStar, BMG Labtech) a concentraciones finales de 0.1 a 100 pg/mL. El
valor de absorbancia para cada muestra fue normalizado al valor promedio del cultivo
respectivo no tratado - considerado como 100% de viabilidad celular - empleando el software
GraphPad Prism 6. Se aplico el mismo procedimiento para evaluar el efecto del tiempo luego

de 48 h de exposicion a las muestras de 10* pg/mL.

3.4.17 Cultivo de neuronas corticales

Neuronas corticales de embriones de ratdn criados de acuerdo a las regulaciones de NIH
(National Institutes of Health, EUA) y el Comité de ética de la Universidad de Concepcion,
fueron sembradas a razon de 200 000 células/mL en placas previamente tratadas con poly-
lisina. ElI medio externo estuvo compuesto por DMEM suplementado con suero de caballo
(10%), DNasa (4 pg/mL) y L-Glutamina (2mM). Luego de 24 h, el medio fue cambiado por
MEM (Minimun Essential Medium) suplementado con suero de caballo (2%), suero bovino
fetal (2%) N3 (0.5%), albimina de suero bovino (1mg/mL), apotransferrina (20 mg/mL),
putrescina (4mg/mL), insulina (1.25 mg/mL), selenito de sodio (1 pg/mL), TH# (2ug/mL),
progesterona (1.25 pg/mL) y corticosterona (4 ug/mL). Los experimentos se desarrollaron
luego de 9 dias de incubacion a 37 °C con 5% de CO3, previa visualizacion de la viabilidad

celular al microscopio (Fuentealba et al. 2012).

3.4.18 Analisis fluorométrico de Ca®* citosolico

Se midieron niveles de Ca®"en cultivos corticales recientemente inoculados con las
soluciones de 10* pg/mL respectivamente hasta concentraciones finales de 0.1 pg/mL.
Previo al anélisis, el medio fue removido y se afiadié 5 puL de Fluo-4 AM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) disuelto en DMSO (dimetilsulfoxido), se dejé reaccionar por 20
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minutos a 37 °C en ausencia de luz. Posteriormente, el medio fue removido y fue lavado con
DPBS para eliminar el Fluo 4 AM remanente (durante 20 min); luego se realizaron dos
lavados consecutivos usando 2 mL de SEN (Normalized external solution). Las lecturas de
Ca?* citosolico se realizaron usando un microscopio invertido de fluorescencia (Nikon TE-
2000-U, Japon) acoplado a una cdmara EM-CCD ixon+ de 16 bit (Andor, Belfast, North
Irlanda) por 200 s con intervalos de 1 s. Los resultados fueron analizados usando el software
ImagingWorkbench 6.0 (INDEC Biosystems, Santa Clara, CA, EUA) (Saez-Orellana et al.
2015).

3.5 Etapas metodoldgicas

La primera fase de la investigacion consistio en la determinacion de parametros de
extraccion; posteriormente, se realizd la seleccion de la técnica de microencapsulacion en
funcidn a caracteristicas tecnofuncionales de los polvos. La técnica seleccionada fue luego
optimizada en cuanto a parametros tecnologicos del proceso de microencapsulacion, y
finalmente se evaluaron propiedades bioldgicas del extracto microencapsulado sobre lineas
celulares PC12 y cultivos neuronales. El procedimiento experimental se esquematiza a

continuacion en la Figura 9.
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3.5.1 Determinacién de parametros de extraccion

Para fijar los parametros de extraccion se gener6 un disefio multifactorial (Tabla 5) a partir
de factores y sus niveles previamente definidos en ensayos preliminares; el disefio
corresponde a un arreglo multinivel factorial con tres variables independientes (Solvente,
Relacién Materia Prima — Solvente, y Temperatura/Tiempo), considerando como variables
respuesta la (1) Absorbancia a la Am&x=230 nm, asociada a absorcién de radiacion por
Acetogeninas (Prayitno et al. 2016) y (2) la eficiencia de extraccion de compuestos
fendlicos, como indicador de la cantidad de fitoquimicos deseables. El solvente se dividio
en dos niveles, siendo el nivel minimo 80% de agua méas 20% de etanol, y el nivel superior
solo agua (100%); el segundo factor correspondiente a la dilucién tuvo tres niveles, y el

factor Temperatura/Tiempo dos niveles.

A. Elaboracion de los extractos
Todos los tratamientos de extraccion se realizaron en un bafio ultrasonico (Lab Companion
UCS-05, EUA) a una intensidad media constante (120 W), a las condiciones prescritas segun
el disefio experimental, posteriormente se realizé un enfriamiento con hielo y el extracto fue
filtrado empleando una fibra de Nylon para ser centrifugado a 4000 rpm durante 30 min

(adaptado de Locanawan, 2015).

B. Caracterizacion de los extractos
La absorbancia (ABS) de los 12 tratamientos fue medida a 230 nm previa dilucion con agua
destilada (1 a 120). El contenido de compuestos fendlicos fue determinado de acuerdo al
método descrito previamente, empleando la curva de calibracion presentada en el Anexo 12.
La eficiencia de extraccion fue hallada dividiendo los compuestos fendlicos totales (CFT)

entre la cantidad de muestra inicial (g), expresado en porcentaje mediante la ecuaciéon (6).

. CFT
Muestra (g)

E.E. x 100 (6)

Donde E.E. es eficiencia de extraccion, y CFT el contenido total de compuestos fendlicos.

C. Optimizacion
Para la determinacion de las condiciones de extraccién se realiz6 una optimizacion (criterio

“mayor es mejor”’) mediante la metodologia de superficie de respuesta utilizando el Software
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STATGRAPHICS Centurion XVL.I. Se aplicé un anélisis multirespuesta (ABS230nm Y
Eficiencia de extraccion), considerando que existe una relacion directa de las respuestas
independientes sobre la respuesta global, y R? superior a 0.8.

3.5.2 Seleccion de la técnica de microencapsulacion

El extracto preparado a condiciones estandares fue microencapsulado mediante secado por
atomizacion y liofilizacidn, el polvo resultante fue caracterizado y se ponderd con el analisis
del indicador (Eficiencia de Encapsulacion) para definir una técnica. Este proceso se realizd

como se describe a continuacion:

3.5.2.1 Extraccion

a. Para atomizacion

Las hojas previamente pulverizadas fueron pesadas en matraces Erlenmeyer y mezcladas
con una solucion hidroalcoholica (20 % Etanol) en una relacion 1:36 (masa:volumen); los
matraces fueron colocados en un bafio Maria (LAUDA Aqualine AL 25) a 70 °C durante 30
minutos. Seguidamente, se aplicé una inversion térmica en un bafio con hielo con la finalidad
de detener la extraccion y se filtré el extracto empleado una fibra de nylon. El liquido filtrado
fue centrifugado a 2 500 rpm (Damon IEC HN-SII) durante 30 min.

El sobrenadante recuperado durante la extraccion fue mezclado con los encapsulantes goma
arabiga (Anexo 13) y maltodextrina (Anexo 14) para obtener soluciones al 5y 10 % en masa.
La mezcla fue homogenizada (IKA® T18 Ultra-Turrax®) gradualmente a 10 000 y 15 000

rpm durante 5 minutos y permanecio en refrigeracion hasta su secado.

b. Para liofilizacion

Para la extraccion, las hojas pulverizadas se mezclaron con una solucion hidroalcoholica (20
% etanol) dentro de matraces Erlenmeyer en una relaciéon de 1 a 36 (masa:volumen), que
fueron colocados en un bafio maria (VWR™, Modelo 1150S) a 70 °C durante 30 minutos,
luego se aplicd un enfriamiento rapido en un bafio con hielo y se filtr6 el extracto empleado
una fibra de nylon. El liquido filtrado fue centrifugado a 4 000 rpm (modelo Neofuge 18R,

Heal Force,) durante 30 min y se recuper0 el sobrenadante.
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Para la microencapsulacion, el sobrenadante fue mezclado con goma ardbiga y maltodextrina
en dos concentraciones (5 y 10%); la mezcla fue homogenizada (modelo OV5, Velp
Scientifica) a 10 000 y luego a 14 000 rpm durante 5 minutos.

3.5.2.2 Microencapsulacion via secado por atomizacion

La encapsulacion fue realizada segun la metodologia descrita por Kuck y Norefia (2016),
con modificaciones. Se empled un atomizador de laboratorio (B-290, Biichi) operado a una
temperatura de 140 °C con una boquilla de 1 mm de didmetro; la mezcla fue inyectada con
una bomba peristaltica a un flujo de alimentacion de 10 mL/min y 10 %, con flujo de aire

comprimido de 32.5 m%/h.

3.5.2.3 Microencapsulacion via liofilizacion

Esta operacion se realizo mediante la adaptacion del méetodo de Kuck y Norefia (2016). Las
mezclas de extracto con los encapsulantes fueron congeladas a — 80 °C durante 24 h y luego
deshidratadas en un liofilizador de mesa (VirTis Sentry™, SP Industries) a - 60°C y 100
mTorr (0.133 mBar) de presion de vacio por 96 h. Luego del liofilizado las muestras fueron
homogenizadas con ayuda de un mortero y pilon. Seguidamente las muestras fueron

conservadas herméticamente en frascos oscuros de vidrio para su posterior caracterizacion.

3.5.3 Optimizacion de la técnica de microencapsulacion seleccionada

En la etapa previa se selecciond el secado por atomizacion como la técnica de
microencapsulacién mas adecuada para encapsular al extracto de Annona muricata debido a
una mayor EE; consecuentemente, se procedio a optimizar dos condiciones de importancia
tecnoldgica en esta técnica. La humedad, solubilidad y eficiencia de encapsulacion de

compuestos fenolicos fueron empleadas como variables respuesta.

El estudio fue desarrollado en etapas (Figura 9). Para esta etapa se generé un disefio
experimental que arrojé 6 tratamientos, resultado de la combinacion de 3 niveles de
temperatura (°C), y 2 niveles del flujo de alimentacion (mL/min), los polvos resultantes
fueron caracterizados fisicoquimicamente, y a partir de los datos obtenidos se analizd
estadisticamente el disefio para obtener el tratamiento 6ptimo. El analisis de datos se realiz
empleando el software STATGRAPHICS Centurion XVI.1.
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Con el fin de reducir el nimero de tratamientos y permitir un ahorro de recursos, en esta
etapa sélo se emplearon dos variables independientes, considerando el hecho que
previamente se habian estandarizado factores como el tipo y concentracion de encapsulante.
Se seleccionaron la temperatura y el flujo de alimentacién al ser dos parametros de
procesamiento comdnmente empleados para la optimizacion del secado por atomizacion
(Fernandes de Barros et al. 2013).

e Microencapsulacion
Se prepar6 un extracto de las hojas pulverizadas empleando como solvente una solucion
hidroalcohdlica (20% de etanol) en la relacion 1:36. La mezcla fue hecha en matraces
Erlenmeyer que fueron colocados en bafio Maria por 30 min a 70 °C. Pasado el tiempo se
realizd una inmersion con hielo para detener la extraccion, se filtro el extracto empleando
una fibra de nylon, y el liquido recuperado fue centrifugado por 30 min a 3000 rpm. Se
separd el sobrenadante y se mezclo con 10% de Maltodextrina (Anexo 15) empleando un
homogeneizador (Velp Scientific, OV5) a 10000 y 14000 rpm durante 5 min,
progresivamente. La dispersion obtenida fue inyectada al spray dryer (SD-BASIC,
LabPlant) a las condiciones establecidas en el disefio experimental, y el polvo recolectado

fue conservado en envases oscuros de vidrio para su posterior caracterizacion.

e Caracterizacion de los tratamientos
Los tratamientos fueron caracterizados en cuanto a la eficiencia de encapsulacion de
compuestos fenolicos, solubilidad y humedad. Posteriormente, se realizo una caracterizacion
del tratamiento éptimo en cuanto a su morfologia, capacidad antioxidante (DPPH y ABTS)

y cuantitativamente mediante HPTLC (ver 3.4.5).

3.5.4 Evaluacion de actividades bioldgicas del extracto microencapsulado final

Para evaluar el efecto anticancerigeno y neurotoxico del extracto microencapsulado se
realizaron pruebas bioldgicas con cultivos celulares PC12 y neuronas corticales de ratéon. A
su vez se evalud el efecto del estandar de anonacina, un extracto fresco de hojas, extracto
deshidratado de hojas, y un extracto microencapsulado por liofilizacion, originando 5
tratamientos. Las células PC12 se emplearon para un ensayo de viabilidad mediante el

método MTT, los cultivos neuronales se emplearon para analizar sefiales de Ca?* citosélico;
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el primer ensayo es usualmente empleado como indicador de muerte celular y el segundo

para explicar incidencia de enfermedades neurodegenerativas.

3.6 Analisis estadistico

Todos los datos fueron expresados como promedio + la desviacion estdndar (D.S.) de al
menos tres réplicas. La significancia de las diferencias fue evaluada mediante analisis de

varianza (ANOVA). El andlisis estadistico fue realizado empleando el software Excel.

Para las pruebas bioldgicas, los datos fueron analizados empleando el programa Prism a
través de un ANOVA unilateral seguido a una prueba de comparaciones maltiples Tukey-
Kramer’s. Para indicar diferencia significativa se emplearon valores de p inferiores a 0.05.

Los experimentos se realizaron por triplicado = el error estandar de la media (SEM).

La optimizacion de los parametros de extraccion y de la microencapsulacion via secado por

atomizacion se realizo mediante STATGRAPHICS Centurion (version de prueba).
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IV. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Determinacién de parametros de extraccion

4.1.1 Caracterizacion de la materia prima

Con el objetivo de estandarizar la obtencién del extracto, se emplearon hojas de una Unica
procedencia, y tiempo de cosecha. La planta de guandbana no deja de tener hojas; sin
embargo, estas presentan un ciclo semestral de renovacion; el proceso de renovacion de
hojas se realiz6 de manera natural (sin poda). Los ejemplares de este estudio se renovaban
de mayo — octubre, y noviembre - abril (Figura 10).

Mes 3

9 sapy

Figura 10. Ciclo biolégico de las hojas de guanabana.



La planta de guanabana presenta dos ciclos de renovacion foliar al afio, pero solo da fruto
una vez (en verano - otofio); inmediatamente después de la fructificacion, se inicia un

proceso de senescencia natural.

Un factor que influye en la composicion quimica de las hojas es el momento de recoleccion,
dado que la cantidad de metabolitos es dependiente de los estadios bioldgicos de la planta
(De Souza et al. 2018). Para los estudios de extraccion, las hojas de guanabana fueron
recolectadas en diciembre de 2016; mientras que, para el estudio de optimizacion del secado

por atomizacion, en diciembre de 2017.

Las hojas recolectadas fueron caracterizadas en términos de composicion quimico-proximal
(Tabla 4) como patron de referencia para interpretacion de resultados; en estudios similares,
la composicion de las hojas secas es distinta, y esto es atribuido a factores como la zona
geografica, momento de recoleccion, edad de la planta, patrones de siembra, entre otros
(Thang et al. 2013).

Tabla 4. Composicion quimico-proximal de las hojas secas de guanabana (b.h.)

Compuesto Patg:(;i:)t al. Este estudio
Humedad (g/100 g) 9.87 +0.01 12.12 +0.09
Proteinas (g/100 g) 13.92 £0.20 10.77 £0.18
Grasa (g/100 g) 2.94£0.20 2.86
Carbohidratos (g/100 g) - -
Ceniza (g/100 g) 7.17+0.01 10.28 + 0.09
Anonacina (1g/g) - 302.55 + 7.10

El contenido de anonacina en las hojas (302.55 pg/g) se encuentra proximo a lo reportado

por Machado de Moraes et al. (2016), 305.6 + 28.3 ug/g, empleando UPLC-QTOF-MS.

Las hojas de guanabana fueron analizadas con un microscopio SEM encontrando la
presencia de algunos minerales, los mismos que se encuentran distribuidos de manera

heterogénea en toda la hoja. La naturaleza de esta planta precisa principalmente de elementos

37



como nitrégeno, potasio, fosforo (MINAGRI 2010), calcio, sodio y magnesio (Yamarte
Chirinos et al. 2009). En la seccion izquierda de la Figura 11 se presenta la composicién
promedio de los elementos encontrados en el tejido vegetal.
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Na | o0.1920.12 : .
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V
Al 0.070.06
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Si 0.55%0.22
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Figura 11. Imagen SEM de las hojas secas pulverizadas y composicion elemental (%)

Porcentaje calculado sobre el total de minerales identificados por microscopia semicuantitativa

Se observan elementos predominantes de moléculas organicas como el C y el O, asi como
bioelementos (P, S); similarmente, se observa una cantidad importante de Ca, lo que supone
la presencia de sales de Calcio, entre las que figura el Oxalato de calcio, cuyo consumo
regular podria estar asociado a la formacion de calculos renales (Sa et al. 2019). De acuerdo
a Vidal Hernandez et al. (2014), el contenido de macro y micro elementos en las hojas de
guandbana incluye N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn y Zn durante la época seca, y aparicion de
boro (B) en época de lluvia, incluyendo variacion en el porcentaje de los demas
componentes; ademas de factores medioambientales, existen factores intrinsecos al vegetal
que inducen a que la demanda de micronutrientes varie durante su desarrollo fisiolégico, y

de lo cual depende su estado nutricional (Avilan R. 1975).
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Annona muricata presenta K, Ca, P en la forma de fitatos, Mg, y Na (Olawale 2007); cabe
sefialar que los fitatos juegan un rol importante en la prevencion de cancer (Mucenik y
Shamsuddin 2006), esto contribuye a las propiedades anticancerigenas de las hojas de
guanabana, e induce a pensar que sus propiedades terapéuticas son el resultado de una

interaccion de fitoquimicos.

Por la naturaleza del ensayo, la composicion de atomos es referencial; sin embargo, su
caracter cualitativo podria tomarse como punto de referencia para rastrear qué minerales
pasan a formar parte del extracto y posteriormente a ser microencapsulados también. De
acuerdo a Wang et al. (2017) esto permite identificar en qué partes del proceso pudo haberse
generado una contaminacion; asimismo, determinar el origen de compuestos presentes en el
producto final luego de una caracterizacion de la composicién mineral de todos los insumos
involucrados en su elaboracion. Es escaza la informacion sobre la composicion mineral de
las hojas de guanabana, pero se sabe que esta puede ser sujeta a variacion de acuerdo a las
condiciones agrondmicas en las que se desarrolld la planta, entre ellas: altitud, préacticas

agricolas, zona geogréfica, entre otras (Garcia-Soto et al. 2011)

4.1.2 Parametros de extraccion

Las condiciones de extraccion se estandarizaron en funcién de la eficiencia de extraccién de
compuestos fenolicos y la absorbancia (A=230 nm) a partir de doce tratamientos generados

a traves de un disefio multinivel factorial (Tabla 5).

Se empled la absorcion de radiacion a 230 nm dada su relacion con la presencia de
acetogeninas (Prayitno et al. 2016), lo cual fue confirmado mediante el espectro de absorcion
del estandar de Anonacina en solucién (Anexo 16); de igual forma, como indicador del
desemperio de la extraccion se empleo la eficiencia de extraccion de compuestos fenolicos
(Liu et al. 2013). Ambos indicadores son los principales responsables de las propiedades

terapéuticas de las hojas y mantienen un efecto sinérgico entre si (Yang et al. 2015).
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Tabla 5. Resultados del disefio experimental para optimizar la extraccion

Variables independientes Variables dependientes
Tratamientos Solvente Relacion °T/t  Absorbancia* Eficienci_q de
(%)  (MP:Solvente) (°C/min) (230 nm) ex”(f}};‘):'on
1 80 1:21 60/30 0.582 104.92
2 80 1:21 70/20 0.602 125.71
3 80 1:36 60/30 0.709 116.79
4 80 1:36 70/20 0.673 138.77
5 80 1:51 60/30 0.490 106.25
6 80 1:51 70/20 0.498 130.91
7 100 1:21 60/30 0.531 96.37
8 100 1:21 70/20 0.531 127.01
9 100 1:36 60/30 0.613 74.22
10 100 1:36 70/20 0.661 95.85
11 100 1:51 60/30 0.501 56.94
12 100 1:51 70/20 0.511 148.12

*Absorbancia del tetrahidrofurano de acetogeninas (Prayitno et al. 2016).

En la Figura 12 se presenta la respuesta maltiple (ambos factores) bajo la funcién de
deseabilidad; en donde se observa que existe una region que maximiza la extraccion en

funcidn a los criterios de optimizacién analizados.
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Figura 12. Superficie de respuesta estimada para la deseabilidad
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Las condiciones que maximizan la extraccién de acuerdo con el andlisis del disefio

experimental se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de extraccién optimizadas

Factor Optimo
Temperatura/Tiempo 70°C/20
MP : Solvente 1:36
Solvente 80 %

* Parametros calculados a 120 W de potencia de sonicado

Los resultados demuestran que a mayor temperatura/tiempo (70 °C y 20 min) se maximiza
la extraccion empleando un ratio de 1:36 (p/v) para la relacion de la materia prima (g) con
el solvente (mL), siendo este ultimo mayoritariamente agua (80 %). En un estudio para
optimizar el contenido de quercetina procedente de Dendrobium officinale empleando
variables independientes similares, se fijo como temperatura y tiempo de extraccion 60 °C
y 30 min, siendo la proporcion de solido-liquido 1 a 41 (Zhu et al. 2019); la investigacion
de referencia ademés incorpora el efecto de la potencia de sonicado y hace uso de
concentraciones de etanol mas elevadas. En contraparte, durante la presente investigacion se
emplearon como variables respuesta dos metabolitos de distintos grados de hidrofilicidad,

por tanto, los resultados son consecuencia de un efecto maltiple.

El analisis privilegid el empleo del solvente compuesto por 80 % de agua y 20 % de etanol;
al respecto, Casagrande et al. (2018) indican que la mezcla de agua y solventes como el
etanol ocasionan ahorros productivos aumentando la eficiencia de extraccion de metabolitos.
Cabe sefialar que, debido a la afinidad de ciertos compuestos por un determinado solvente,
el empleo de mezclas eleva la diversidad de metabolitos presentes en el extracto resultante.
En extractos foliares de Annona muricata originaria de Uganda elaborados empleando dos
solventes (agua y etanol), se identificaron compuestos en comun pero en distintas
proporciones, entre los que figuraban: alcaloides, flavonoides, terpenoides, cumarinas y
lactonas, antraquinonas, taninos, glicésidos cardiacos, fenoles, fitoesteroles y saponinas
(Gavamukulya et al. 2014); lo anterior desdibuja la idea que el extracto contiene moléculas

reconocidas por su efecto farmacoldgico.
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Se procedid a extender el tiempo de extraccion en 10 min con fines de adaptacion a
condiciones practicas de trabajo en laboratorio y extraer una mayor cantidad de metabolitos
en compensacion al sonicado, tomando como base las condiciones halladas (Tabla 6). Los
parametros de extraccion se fijaron en 30 minutos de lixiviacion a 70 °C (sin ultrasonido)
empleando como solvente una solucion etandlica al 80 % con un ratio de 1:36 (p/v) en
relacion a las hojas secas pulverizadas. En la Tabla 7 se especifican las caracteristicas del
extracto obtenido a las condiciones establecidas.

Tabla 7. Caracteristicas del extracto hidroalcohélico de las hojas

Atributo Valor

Sélidos totales (SS.TT.) (g/mL)  0.00685 + 0.00001
pH 5.70 + 0.04
Color

L* 69.85 + 0.27

a* 11.91 £ 0.09

b* 64.17 + 0.03
Alcaloides totales 1.06 %*
Anonacina (mg/mL) 0.00146 +0.43

Fenoles totales (mg AG/mL) 1.362 £ 0.041

“Extraido de informe de ensayo (Anexo 17)

Al expresar el contenido de compuestos fenolicos extraidos en funcion a la masa inicial
empleada, se obtuvo 49.03 mg AG/g de hojas; este valor es superior al maximo hallado
(44.39 mg AG/g) durante la optimizacién de la extraccion de CFT procedentes de hojas de
Sideritis scardica a 100 °C durante 20 min empleando agua como solvente (Irakli et al.
2018). Dicho estudio revela la existencia de una relacion directamente proporcional entre la
temperaturay la cantidad de CFT extraidos; asimismo, la combinacion de bajas temperaturas
y tiempos prolongados ocasionan una menor extraccion de compuestos fenolicos en
comparacion al empleo de altas temperaturas y tiempos cortos. Por otro lado, el contenido
de Anonacina extraido de acuerdo a la cantidad de hojas seria 0.05 mg/g, por debajo del
contenido reportado (0.299 a 15.05 mg/g) en extractos con fines analiticos y cuantificados

por diversas técnicas (Coria-Téllez et al. 2016).
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4.2 Seleccion de la técnica de encapsulacion

4.2.1 Caracterizacion morfoldgica de los insumos

En este estudio, la microestructura del extracto atomizado sin encapsular (Figura 13A) y la
estructura original de los encapsulantes en condiciones comerciales (Figura 13B y 13C) se
emplearon como controles para explicar la morfologia del extracto microencapsulado. Cada
componente presentd una microestructura caracteristica inherente a su naturaleza quimica y

como consecuencia del proceso tecnoldgico experimentado durante su fabricacion.

Figura 13. Micrografias de los insumos empleados

Tanto para la manufactura de MD como de GA participan operaciones de secado que
condicionan las propiedades del producto (Sulieman 2018, Zhang et al. 2018). Durante este
proceso se desarrollan mecanismos de transferencia de materia y energia que originan
cambios fisicos, quimicos y estructurales (Sabarez 2012, 2017), lo cual determina las
caracteristicas finales del polvo, como el color, aspecto, propiedades texturales y
estructurales, propiedades sensoriales como el aroma y sabor, asi como las propiedades
nutricionales y funcionales (Karam et al. 2016); por este motivo, cada vez se realizan mas
estudios para obtener caracteristicas Optimas de los polvos procedentes de frutas y sus
subproductos. En tanto, resulta imperativo usar encapsulantes de calidad estructural
conocida para comprender el mecanismo que implica la transformacion de extractos liquidos
en particulas sélidas dada la inexistencia de patrones de referencia de los encapsulantes al
momento de adquirirlos para visualizar su pureza. El aspecto del producto resultante puede
ser visualizado en el Anexo 18, con notables diferencias respecto de los insumos que le

dieron origen.
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4.2.2 Caracterizacion morfoldgica de las microparticulas

El andlisis visual permitio entender como la morfologia de los insumos resulté alterada como
consecuencia del proceso de atomizacion, en la Figura 14 se presentan conformaciones
diferentes a las registradas originalmente para los insumos, conduciendo a la idea que estos
se fusionaron y por tanto el extracto fue atrapado por los encapsulantes.

5%

10 %

Figura 14. Microcapsulas de extracto hidroalcohdlico de hojas de guandbana

obtenidas mediante atomizacion.

En general la forma de las microparticulas fue esférica y presentaron un tamafio heterogéneo;
la esfericidad y la heterogeneidad de tamafio es caracteristico del proceso de atomizado
(Tonon et al. 2009, Li et al. 2015), pero a su vez dependientes del tipo y concentracion del

encapsulante empleado (Corrigan 1995, Ramirez et al. 2015).

Las particulas con MD fueron mas esféricas que aquellas empleando GA, que resultaron

morfoldgicamente mas irregulares. Este mismo comportamiento ha sido reportado por
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Simon-Brown et al. (2016), quienes sefialan que la microencapsulacion con MD origina
particulas con formas méas uniformes y esféricas que aquellas muestras empleando GA;
segun Fernandes et al. (2014) y Janiszewska (2014), este comportamiento se atribuye a la
elasticidad que otorga la MD durante el proceso de secado; por otro lado, Dib Taxi et al.
(2003) indican que los extractos encapsulados con GA tienden a adquirir una conformacion

similar a la de GA pura.

Con ambos encapsulantes se observa mayor proporcion de particulas turgentes al usar una
mayor concentracion de encapsulante (10 %), revelando una relacion directamente
proporcional con la esfericidad de las particulas, principalmente aquellas con MD; en forma
similar, Simon-Brown et al. (2016) reportaron mayor incidencia de particulas esféricas en
extractos de Zingiber officinale microencapsulados con MD, asimismo Li et al. (2015)
mencionan que el grado de encogimiento (shrinkage) de microcapsulas de aceite de pescado

disminuye al aumentar la concentracion del encapsulante.

Desde el punto de vista tecnofuncional, las particulas con superficies rugosas son mas
sensibles a reacciones de oxidacion comparadas con aquellas de superficie lisa debido a sus
mayores areas superficiales (Tolun et al. 2016). Asimismo, una superficie lisa disminuye la
permeabilidad de gases, aumentando la proteccion y retencion del ndcleo (Li et al. 2015,
Santana et al. 2016, Simon-Brown et al. 2016); adicionalmente, la obtencion de
microcapsulas con una superficie lisa contribuye a mejorar las caracteristicas de flujo del
material (Tonon et al. 2009).

La temperatura de secado es determinante puesto que influye significativamente en la
conservacion de compuestos bioactivos termosensibles (Ramirez et al. 2015), asi como en
el tamafio, forma y superficie de las particulas (Alamilla-Beltran et al. 2005). Cabe sefialar
que una elevada rugosidad es caracteristica de particulas producidas por atomizacion a bajas
temperaturas (Lacerda et al. 2016, Alamilla-Beltran et al. 2005); por el contrario, las
temperaturas altas, favorecen la obtencidén de particulas con superficie lisa, y con un
diametro medio mayor (Rosenberg y Young 1993, Alamilla-Beltran et al. 2005, Tonon et
al. 2009). Sin embargo, el haber considerado previamente la misma temperatura de secado
para todos los tratamientos, permitié detectar las diferencias encontradas en funcién

exclusivamente del tipo y concentracién del encapsulante.
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4.2.3 Formacion de particulas defectuosas durante el secado por atomizacion

El proceso de transformacion de la gota en particula y los fendmenos posteriores
desencadenados durante el secado por atomizacion son compilados en la Figura 15, en
concordancia a lo propuesto por Nandiyanto y Okuyama (2011), y Walton (2000).

N
7’

1 ~
> : Evaporacion del solvente y expansion . >

A. Ruptura

B. Encogimiento y

arrugamiento

C. Desinflamiento y

plegamiento

Vista Transversal

O Verde: Extracto

O Beige: Encapsulante
O Celeste: Solvente

Figura 15. Particulas defectuosas identificadas en el analisis de imagenes

Durante la formacion de la particula, se necesita cierto espesor de la superficie sélida (Shell)
para estabilizarla mecanicamente (Elversson y Millgvist-Fureby 2005), el cual se logra por
la concentracion del encapsulante y las condiciones de proceso; una porosidad elevada y
naturaleza permeable de la estructura de la particula, permite el flujo de agua, vapor de agua
y posiblemente gases disueltos desde el interior hacia la superficie con minima resistencia,
minimizando asi la presion internay la distension de las particulas (inflacién) (Walton 2000),

de lo contrario si la presion interna fuese superior ocurriria una expansion y una explosion.

La fragmentacion de particulas fue un defecto recurrente en todos los tratamientos, pero

evidentemente menor a mayor concentracion de encapsulante (Figura 15A); la ruptura y
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formacion de agujeros superficiales se asocia entre otras cosas a temperaturas de secado
elevadas, que producen una excesiva evaporacion del agua y una rapida expansion de la
particula (Rosenberg y Young 1993, Alamilla-Beltran et al. 2005); ademas esta relacionado

a la naturaleza del material encapsulante.

Las microparticulas con GA al 5 % evidencian haber experimentado una fase de
“ballooning”, con una tendencia a la ruptura tras haber extralimitado su extension,
observandose ademas la presencia de restos de particulas post ruptura; este fenémeno fue
visualmente menor en las particulas al 10 %. La incidencia de ruptura es un indicador de la
eficiencia del proceso de microencapsulacion (Trindade y Grosso 2000), siendo ambos

inversamente proporcionales.

El arrugamiento se presento principalmente en microparticulas con GA (Figura 15B), que
muestran una superficie predominantemente rugosa, a causa de un mayor grado de
encogimiento; las estructuras abolladas pueden ocurrir debido a una répida pérdida de
humedad durante las primeras etapas del proceso de secado y un enfriamiento posterior
inmediato, ocasionando una contraccion de las gotas (Tolun et al. 2016, Rosenberg et al.
1985). En consecuencia, el arrugamiento superficial de las particulas reduce las propiedades

de flujo de las microcapsulas (Li et al. 2018).

En las microfotografias de las microcapsulas con 10 % de GA se aprecian particulas tipo
sombrero de hongo (Figura 15C); similarmente, Janiszewska y Wiodarczyk (2013)
reportaron microfotografias de pigmento de betarraga encapsulado con MD mediante secado
por atomizacion, donde se aprecia distintos estadios de lo que ocurriria durante la formacion
de estas particulas, lo cual sugiere que provienen de particulas que han logrado expandirse
(sin llegar a romperse) y que pierden presion interna, produciéndose un desinflamiento, y

posterior plegamiento a la mitad.

En la Figura 16 se presentan microfotografias de los tratamientos con ambos encapsulantes

a la concentracion mas baja (5 %) en donde se aprecia el defecto de ruptura.
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Figura 16. Microcapsulas empleando 5 % de encapsulante

No es evidente la existencia de un nucleo independiente, sugiriendo que el extracto se ha
fusionado con la matriz, formando una pared externa con un centro hueco, el cual es mayor
mientras mas esférica sea la particula (Figura 16); esto mismo ha sido observado en
microparticulas de antocianina encapsulada empleando GA/MD, las cuales se catalogan
como estructura de nucleo maltiple (Akhavan Mahdavi et al. 2016) o tipo matriz, en las
cuales el nucleo se encuentra distribuido homogéneamente a traves del material de pared
(Rocha et al. 2012); de forma similar Kim y Morr (1996) reportaron particulas esféricas
huecas rodeadas por paredes porosas y con hendiduras superficiales al usar GA como

encapsulante.

De acuerdo a Nandiyanto y Okuyama (2011), las particulas huecas resultan como efecto de
una rapida tasa de evaporacion. Otro factor que influye en la morfologia de las
microparticulas es el solvente (Sadeghi et al. 2013), en este caso se empled una fase binaria
(etanol — agua). Walton (2000) sefiala que, si la evaporacion del solvente (volatil) excede la
velocidad de difusion del liquido a través de la estructura de la particula, se produce una

particula hueca con una burbuja interna.

Una de las propiedades primordiales de polvos encapsulados destinados a consumo humano
directo es su facil reconstitucion, lo que dependera del tamafio de particula, densidad,
porosidad, carga superficial, area superficial, y la presencia de sustancias anfipéaticas
(Domian y Wasak 2008). Ademas del criterio tecnoldgico, en un enfoque méas amplio, es
necesario que las capsulas protejan a los compuestos bioactivos de las condiciones adversas
del tracto gastrointestinal de tal manera que se logre su liberacion en un sitio especifico (de

Vos et al. 2010). Lo anterior involucra exponer las microparticulas a condiciones similares
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a las del sistema digestivo (orofaringe, estdmago, intestino delgado e intestino grueso), y
evaluar qué tan efectivo resulta el encapsulante para tal fin, dicha efectividad esta asociada
al tipo de particula, diametro de la particula, espesor de la pared, a la afinidad por el medio

externo, entre otros (Solanki et al. 2013).

Adicionalmente, es necesario optimizar las condiciones de microencapsulacion en funcion
al uso previsto del producto, que para el caso especifico de atomizacion son: el tipo de
encapsulante, concentracion del encapsulante, tipo de spray, temperatura de entrada, flujo
de alimentacion, velocidad de aire, entre otras; teniendo en cuenta aquellas variables con

efecto significativo, lo cual se logra mediante un screening previo.

e Tamafo de particula

El rango y tamafio promedio de las particulas es presentando en la Tabla 8. De acuerdo con
los tamafios hallados (0,25 a 13,87 um), las particulas se encuentran comprendidas en el
segmento de microcapsulas (0.2 a 5000 um) sefialado por Silva et al. (2014), la variabilidad
de tamafio presentada es una caracteristica de particulas producidas mediante secado por
atomizacion (Carneiro et al. 2013). Con ambos encapsulantes se evidencia un incremento en
el diametro de la particula al aumentar la concentracion de encapsulante, este mismo efecto
ha sido observado empleando GA (Simon-Brown et al. 2016); adicionalmente, en
comparacion a usar MD, las particulas con GA tienden a presentar un tamafo ligeramente
mayor, como ha sido reportado en estudios similares (Fernandes et al. 2014, Simon-Brown
et al. 2016).

Tabla 8. Diametro promedio en volumen y tamafio de microparticulas

. D [4,3] Intervalo de tamafio
Tratamiento
(Hm) (Hm)
EXT GA 5% 6.97 0.28 - 13.87
EXT GA 10% 7.51 0.25-11.21
EXT MD 5% 7.05 0.29 - 12.86
EXT MD 10% 7.36 0.30-13.43

El tamafio relativamente pequefio de las particulas podria estar relacionado a la naturaleza
del solvente empleado, puesto que el etanol reduciria la tension superficial de la solucion y

contribuiria a la formacién de gotas pequefias durante la aspersion (Sadeghi et al. 2013).
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En la Figura 17 se presenta una distribucién de frecuencias de los didmetros (um) para cada

tratamiento.
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Figura 17. Distribucion de frecuencias de diametros de particulas (um)

e Espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
El espectro infrarrojo de los materiales encapsulantes, el extracto puro atomizado y los
extractos microencapsulados se presentan en la Figura 18, el cual revela los tipos de

moléculas que los constituyen.

Todos los espectros presentaron una banda de absorcion en comdn a la longitud de onda de
3300 cm* (Figura 18), lo cual es caracteristico de los grupos hidroxilo (-OH) y un indicador
del contenido de agua de las muestras, de igual forma todos los espectros tienen un pico en
comUn alrededor de 900 cm™. El espectro del extracto puro presenta bandas de absorcion
tipicas (molecular fingerprint) en el rango de 1700 a 1400 cm; estas bandas préacticamente
desaparecen en los extractos microencapsulados, lo cual es indicador de un buen proceso de

encapsulacion (Medina-Torres et al. 2016).
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La region comprendida entre 1630 a 1590 cm ™! es caracteristica de compuestos fendlicos y
alcaloides (Turker-Kaya y Huck 2017). Ambos encapsulantes redujeron la intensidad de
banda caracteristica del extracto (picos a 1585 y 1507 cm™1); por otro lado, la GA presenta
un pico (alrededor de 1600 cm ™) ubicado muy cerca a los picos caracteristicos del extracto,
el cual también ha sido identificado para este encapsulante (Bouaziz et al. 2016), y esta
relacionado a enlaces amida de naturaleza proteica (Mohamed et al. 2017). Estos resultados

confirman la presencia de compuestos bioactivos dentro de las microparticulas.
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Figura 18. Espectro infrarrojo de los tratamientos y los insumos originales




4.2.4 Eficiencia de encapsulacion de compuestos fendlicos

Los resultados de este ensayo evidencian diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados (Tabla 9), demostrando que los compuestos fendlicos fueron encapsulados en
distintos grados en la matriz a las condiciones de estudio.

Tabla 9. Valores de eficiencia de encapsulacion, y solubilidad.

E.E. N
Muestras Solubilidad
(%)
EXT GA5 % 53.46 + 1,932 93.23 +0.99%2
EXT GA 10 % 64.76 + 1.46% 88.49 + 0.73%°
EXT MD 5 % 54.10 + 0.99% 08.15 + 0.63%
EXT MD 10 % 72.12 +1.10% 97.38 + 0.99%

“Promedios con niimeros y letras diferentes en cada columna indican diferencia

significativa (p<0.05) entre bloques y niveles respectivamente.

En este estudio se registraron porcentajes de E.E. desde 53.46 a 72.12 %); se observa que los
valores de eficiencia aumentan al incrementar la concentracion de encapsulante, y es mayor
en las muestras con MD, tendencia similar al estudio de Saikia et al. (2015), quienes ademas
reportan valores de 63 a 79 % empleando MD; asimismo, se observa que el valor encontrado
para el tratamiento con GA al 5 % llega a ser equivalente al tratamiento con MD al 5 %, y

aumenta significativamente con MD al 10 %.

Considerando que el extracto es una mezcla de compuestos con propiedades unicas, esta
variabilidad entre valores de E.E. es explicada parcialmente debido a la naturaleza del
metabolito y su afinidad con la matriz (Robert et al. 2010); asi como también atribuible a la
susceptibilidad que presentan los compuestos fendlicos durante el proceso de secado por
atomizacion (Da Rosa et al. 2014, Saikia et al. 2015, Kuck y Norefia 2016).

e Solubilidad
Se calcularon valores de solubilidad en el rango de 88.5 a 98.2 % (Tabla 9), encontrandose
diferencias significativas con relacion al tipo y concentracion de encapsulante, siendo mayor
la solubilidad al emplear maltodextrina. Por el contrario, dependiendo del tipo de material

encapsulante empleado puede ocurrir que no existan diferencias significativas entre ellos,
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segun reportan Kuck y Norefia (2016), quienes utilizaron GA, PHGG (goma guar
parcialmente hidrolizada) y PD (polidextrosa). Asimismo, se evidencio que la solubilidad
disminuy6 a medida que incrementd la concentracion; este comportamiento en la solubilidad
estaria asociado al tamafio de particula, dado que, a menor tamafio, mayor seré la superficie
disponible para hidratacion (Kuck y Norefia 2016); coincidentemente los tratamientos con
mayor solubilidad (5 % de encapsulante) fueron los que presentaron menor tamafio de
particula.

e Contenido de Anonacina en los polvos microencapsulados via Atomizacion
Se analizaron concentraciones de Anonacina estandar entre 3 y 900 mg/L. Al contrastar los
cromatogramas del estandar contra los de la fase movil se identificd que los picos de los
minutos 24.1 (1) y 24.8 (2) corresponden al estandar, mientras que el pico perteneciente al
minuto 30.6 corresponde a la fase movil. En base a este comportamiento, para la
cuantificacion de Anonacina se considero la suma de las areas de los picos 1y 2 (tiempos de
retencion 24.1 y 24.8 respectivamente); el contenido de anonacina encontrando en los

tratamientos se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Contenido de Anonacina en las diferentes muestras (b.h.)

Concentracion
Muestra

(g/g)
Hojas secas de guanabana (HOJ) 302.55+£7.10
Extracto con goma arabiga al 5 % (GAD5) 315.09 £ 4.32

Extracto con goma arabiga al 10 % (GA10) 238.53 £0.79
Extracto con maltodextrina al 5 % (MD5) 347.10 £ 17.15
Extracto con maltodextrina al 10 % (MD10)  222.04 + 2.64

4.2.5 Extracto microencapsulado via liofilizacion

El extracto de guanabana fue encapsulado via liofilizacion empleando los mismos tipos y
concentraciones de encapsulantes que en el secado por atomizacion, para evaluar el efecto

de la técnica. La morfologia adquirida por los tratamientos se presenta en la Figura 19.
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Figura 19. Microparticulas de extracto de hojas de guanabana microencapsulado

mediante liofilizacion.
Goma arabiga (GA) y maltodextrina (MD) al 5y 10 %

Las imagenes SEM revelaron que la morfologia de los extractos liofilizados difiere de la de
los extractos atomizados. En el liofilizado, el agua congelada sirve como estructura de
soporte, y una vez que es removida por sublimacion, el encapsulante aparece como una
estructura porosa (Ezhilarasi et al. 2013); en consecuencia, se obtiene un polvo formado por
particulas tipo cristales o escamas, de tamafio heterogéneo, sin nicleo definido, en las que
el extracto — y sus compuestos bioactivos — se encuentran incrustados en la matriz. De
acuerdo con Che Man et al. (1999), la morfologia de microcapsulas procedentes de
liofilizacion se origina debido a las condiciones de presidn y temperatura, que inducen a un

“planchado” de estas.
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e Solubilidad
Los valores de solubilidad estuvieron en el rango de 94.96 y 95.82 (Tabla 11); de acuerdo
con Murali et al. (2015), la encapsulacion (via liofilizacién) con MD ofrece mayor
solubilidad que la GA,; sin embargo, en este caso no se encontraron diferencias significativas
asociadas al tipo de encapsulante. Respecto a lo anterior, se sabe que el DE influye en la
capacidad de formar enlaces con el agua; por lo tanto, la solubilidad se vera afectada en

funcion al grado de hidro6lisis de la molécula (Saavedra-Leos et al. 2015).

Tabla 11. Valores de eficiencia de encapsulacion, y solubilidad

E.E. N
Muestras Solubilidad
(%)
EXT GA5% 15.04 + 0.78%2 05.75 + 1.18%
EXT GA 10 % 25.37 + 1.57% 96.72 + 1.5912
EXTMD5% 40.75 + 0.62%¢ 05.82 +1.2112
EXT MD 10 % 64.08 + 1.99% 94.96 + 1.23%

“Promedios con niimeros y letras diferentes en cada columna indican diferencia
significativa (p<0.05) entre el tipo de encapsulante y la concentracion,

respectivamente.

4.2.6 Comprobacion de la microencapsulacion via FTIR

El espectro de los extractos microencapsulados por liofilizacion se presenta en la Figura 20,
donde se comprueba una atenuacion de las sefiales correspondientes a la region
dactilografica (fingerprint) del extracto crudo seco; sin embargo, en comparacién con los
espectros IR de tratamientos procedentes de atomizacion (Figura 18), existen picos
diferenciados posiblemente atribuidos a cambios moleculares originados durante la fase de

congelamiento y sublimacion (Chi et al. 2019).
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4.2.7 Seleccion de la técnica de microencapsulacion

Los tratamientos encapsulados via liofilizacion presentaron los valores més bajos de
eficiencia de encapsulacion (Tabla 12); sin embargo, estudios (Ezhilarasi et al. 2013)
reportan valores de E.E. superiores a 90 % para acido hidroxicitrico procedente de un
extracto de Garcinia cowa microencapsulado via liofilizacién; no obstante, el método
empleado para su determinacion fue distinto. Las publicaciones en cuanto al calculo de la
eficiencia de encapsulacion difieren unas de otras en la forma como se determina; en

consecuencia, se evidencian variabilidad en los resultados.

Tabla 12. Valores de E.E. de acuerdo a la técnica de microencapsulacion

o . Eficiencia de encapsulacion de
Técnica  Encapsulante  Concentracion |
compuestos fendlicos (%)

ATZ GA 5 53.46 + 1.93?
ATZ GA 10 64.76 + 1.46°
ATZ MD 5 54.10 + 0.99
ATZ MD 10 72.12 + 1.10°
LZD GA 5 15.04 + 0.78¢
LZD GA 10 25.37 + 1.57°
LZD MD 5 40.75 + 0.62
LZD MD 10 64.08 + 1.99°

Nota: Superindices distintos indican diferencias significativas (p-valor<0.05) entre los tratamientos.

Los tratamientos producto del secado por atomizacion presentaron mayores valores de
eficiencia de encapsulacion en comparacion a los polvos liofilizados (Anexo 19). En tanto,
el encapsulante que presentd6 mayor aptitud de encapsulacion en ambas técnicas fue la

maltodextrina aplicada al 10 %.

En la Figura 21 se realiza una comparacion de las caracteristicas visuales del extracto
microencapsulado por ambas técnicas. Las particulas provenientes de liofilizacion
evidencian un color amarillento debido a que el extracto no ha logrado ser encapsulado
completamente. Esta tonalidad se atribuye a carotenoides (Pelden y Meesawat 2019), y la

diferencia de color es un indicador cualitativo del grado de encapsulacion.
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A. Secado por atomizacion B. Liofilizacion
K5 ™ ,I .

e Particulas  esféricas de tamafio e Particulas en forma de granulos o escamas
heterogéneo (Pmp10=0.90). de tamafio heterogéneo (®Pwp10=0.62).

e Microparticulas independientes con
centro hueco.

e Es necesario aplicar agitacién durante
un tiempo para facilitar su disolucion.

e Polvo amarillo palido, tipo harina con Polvo amarillento, de textura aspera
grumos. altamente higroscopico. Denso.

Figura 21. Comparacion de las caracteristicas visuales de los polvos

e Microparticulas aglomeradas sin nucleo.

¢ Raépida disolucion en agua.

microencapsulados

De acuerdo a Garcia-Cardenas et al. (2015), una vez encontrado un encapsulante adecuado,
se requieren condiciones Optimas del secado por atomizacion para obtener una buena
eficiencia de encapsulacion. En la siguiente etapa de la investigacion se procedio a optimizar
la técnica seleccionada (atomizacion) teniendo como parametros fijos el tipo y concentracion

de encapsulante.

4.3 Optimizacion de la técnica seleccionada: Secado por atomizacion

4.3.1 Parametros 6ptimos

Los tratamientos generados de acuerdo al disefio experimental (factorial multinivel) para la
optimizacion de los pardmetros de proceso, fueron caracterizados fisicoquimicamente en

cuanto al contenido de humedad, solubilidad y E.E. de compuestos fenolicos (Tabla 13).
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Tabla 13. Caracterizacion fisicoquimica de los tratamientos del disefio

Tratamiento

Variables independientes

Variables dependientes

. o Eficiencia de

Temge(z:r;;ltura (mFI_IernOi ) Hu&e)dad Solu(l(;:)l)ldad encaiiz;acién

1 130 7.0 7.82+£0.28 93.22+0.62 78.76+1.20
2 140 7.0 580+£0.70 94.56+0.44 77.68+0.62
3 150 7.0 550+0.43 9524+0.79 71.48+1.01
4 130 12.5 8.79+£0.60 91.50+0.90 82.73+0.78
5 140 12.5 7.01+£081 92.64+0.67 81.35+0.90
6 150 12.5 6.80+£0.36 93.84+0.96 74.87+0.75

Una vez completada la caracterizacion, se analizé el efecto de cada variable respuesta bajo
el criterio de minimizar la humedad, y maximizar la solubilidad y la eficiencia de
encapsulacion. Una imagen del proceso operativo se muestra en el Anexo 20. Para efecto de
optimizacion, la influencia de las tres variables fue evaluada de manera globalizada mediante
el factor Deseabilidad (Anexos 21 - 24), arrojando como condiciones Optimas los datos
mostrados en la Figura 22. Cabe sefialar de la falta de ajuste para todos los factores evaluados

result6 no significativa (p>0.05), y sus modelos respectivos presentaron R? superiores a 0.8.

La humedad, solubilidad y eficiencia de encapsulacién son variables usualmente empleadas
con fines de optimizacion (Tan et al. 2015, Garcia-Cardenas et al. 2015). Ello debido a que
un valor elevado de eficiencia de encapsulacion se traduce en una mejor proteccion de los
agentes encapsulantes (Chranioti y Tzia 2014); asimismo, la obtencién de polvos de baja
humedad evita el apelmazamiento; por otro lado, se prefiere polvos de elevada solubilidad
en vista que el fin previsto de este producto es ser un insumo en la preparacién de una bebida

instantanea.
La concentracién y el tipo de encapsulante, al igual que el didmetro de boquilla se

mantuvieron constantes; estos parametros fueron estandarizados con anterioridad en una fase

previa.
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Figura 22. Condiciones 0ptimas para la microencapsulacion de extracto de hojas de

guanabana mediante atomizacion.

A: Superficie de respuesta y B: Grafico de contornos.

Se encontrd que existe un area que maximiza la respuesta de deseabilidad a las condiciones
estudiadas (Fig. 22A), ello es igualmente verificable en el grafico 2D correspondiente a los
contornos (Fig. 22B); el valor de deseabilidad hallado (0.71) indica un buen ajuste de los

valores experimentales (Correa-Filho et al. 2019).

Se fijaron como condiciones optimas 140 °C y 7 mL/min, para la temperatura de la camara
y el flujo de alimentacion, respectivamente, ambos valores se encuentran dentro de los
rangos de 132 - 160 °C y 5 - 10 mL/min propuestos por Aliakbarian et al. (2018) para la
optimizacion de compuestos fenolicos microencapsulados; asimismo, los valores dptimos
encontrados podrian variar si el andlisis fuese realizado en funcidén a otras variables
respuesta, lo cual estara intimamente vinculado al fin previsto del polvo resultante. Para
efecto de réplica, adaptacion y escalamiento, estas condiciones deben ser sujetas a una

validacién previa.
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4.3.2 Efecto de la temperaturay el flujo de alimentacién

Se emplearon so6lo dos factores de importancia tecnolégica para la optimizacion del proceso
de microencapsulacion con el fin de reducir el nimero de tratamientos y permitir un ahorro
de recursos, otros factores como el tamafio de boquilla, tipo y concentracién de encapsulante
fueron considerados constantes por su desempefio en la etapa anterior; a continuacion, se
explica de manera individual el efecto de cada variable independiente sobre los indicadores

fisicoquimicos analizados.

e Efecto de la Temperatura
En la Figura 23 se observa que existe una relacion inversamente proporcional de la
temperatura con la humedad y la eficiencia de encapsulacién; este comportamiento deja en
evidencia la sensibilidad de los compuestos fendlicos a medida que se incrementa la
temperatura, asi como la obtencién de polvos méas secos resultado de un aumento en la
velocidad con la que se pierde humedad, a pesar del relativo corto tiempo de exposicion que
ofrece este técnica.

100 92.493.6 94.5
90
80
70 m130°C
60
S m140°C
c_>6 >0 150 °C
40 B
30
20
8‘3 4 6.2
10
0
Humedad Solubilidad E. Encapsulacion

Figura 23. Efecto de la temperatura

Por otro lado, a medida que aumenta la temperatura, también se incrementa la solubilidad
de los polvos microencapsulados, este comportamiento esta relacionado al menor grado de
agregacion o aglomeracién que experimentan las particulas (por efecto de la baja humedad),
lo que permite que su dispersion y subsiguiente disolucion se realice con mayor facilidad.
De acuerdo a Chranioti y Tzia (2014), durante el proceso de atomizacion se reduce la
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actividad de agua en mas de 75 % respecto del valor inicial, ocasionando un aumento en la

temperatura de transicion vitrea de la matriz que compone el polvo (Walzel y Furuta 2011).

En secado por atomizacion, la variable que ejerce mayor influencia en la humedad de las
microcépsulas es la temperatura del aire, ésta en combinacion con la velocidad de
alimentacion, provocan que la humedad aumente o disminuya independientemente de la
cantidad de encapsulante empleado debido al tiempo de permanencia de la gota en la cdmara
(Fernandes de Barros et al. 2013).

e Efecto del flujo de alimentacion
En la Figura 24 se esquematiza el efecto de la velocidad del flujo de alimentacion sobre las
variables estudiadas. Se aprecia que a medida que el flujo aumenta, mayor es la humedad y
la eficiencia de encapsulacion; sin embargo, se observa una ligera disminucién de la
solubilidad.

100
90
80
70
60
50 12,5 mL/min
40
30

20 6.4 1.5

o A

Humedad Solubilidad E. Encapsulacion

= 7.0 mL/min

Valor

Figura 24. Efecto del flujo

El aumento en la humedad a mayores velocidades de flujo, se debe a una evaporacién
incompleta producto de la rapidez con que se alimenta el liquido al aspersor, ocasionando
que las gotas no tengan el tiempo suficiente para terminar de perder humedad (Mezhericher
et al. 2010) y junto a ello aumentando la adhesion de particulas en la cdmara de secado
(Gharsallaoui et al. 2007); en consecuencia, las particulas del polvo resultante se encuentran
maés aglomeradas, lo que dificulta su dispersion, razén por la cual la solubilidad es mas baja.
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Por otro lado, la eficiencia de encapsulacién se ve aumentada por una menor degradacion de
compuestos fendlicos, puesto que estos son protegidos tanto por la humedad, como por la

aglomeracion (Reineccius 2004).

4.3.3 Caracterizacion del tratamiento éptimo

e Capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante del extracto microencapsulado en condiciones Optimas fue
determinada mediante dos métodos, obteniendo 17.88 + 0.86 (umol ET/g) y 90.59 + 1.19
(umol ET/g) por DPPH y ABTS, respectivamente.

El valor determinado mediante DPPH expresado en mg TE/g es de 4.48 + 0.22; este dato es
comparable con valores hallados (2.69 a 8.52 mg TE/g) para extracto de hojas de moringa
microencapsulado por atomizacion (Airouyuwa y Kaewmanee 2019), la amplitud del rango

en el estudio de referencia se atribuye a que se probaron distintas condiciones tecnolégicas.

El extracto es una mixtura de compuestos de naturaleza diversa a distintas concentraciones;
la capacidad antioxidante resultante es atribuida a una serie de compuestos presentes en el
extracto, y no exclusivamente a los compuestos fenélicos. Adicionalmente, el solvente usado
para el acondicionamiento de la muestra en ambos métodos es distinto, por ende, los valores
de capacidad antioxidante no se correlacionan a los de compuestos fenolicos. De acuerdo
con los analisis de HPTLC, el contenido de Anonacina en el extracto microencapsulado fue
de 0.904 + 0.054 mg/qg. Este valor es considerablemente mayor al del extracto original (0.015
+ 0.43 mg/mL). El incremento experimentado se explica en parte a la evaporacion del
solvente, con un subsiguiente aumento en la concentracion; asi como a que otras

acetogeninas estarian agrupadas formando la banda correspondiente al Rt del estandar.

e Microestructura de la formulacion 6ptima
El polvo resultante del tratamiento Optimo fue caracterizado morfolégicamente para
correlacionar la microestructura de las particulas con los parametros estudiados. En la Figura
25 se presenta una fotografia panoramica de las microparticulas y otra con un acercamiento
de 6000x. Se aprecia que predominan particulas de forma esférica con superficies
heterogéneas (rugosas y lisas). Desde el punto de vista tecno funcional, es recomendable que

las microcapsulas presenten superficies lisas, puesto que las superficies rugosas ofrecen
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mayores areas de contacto para interactuar con el oxigeno, lo que induce a reacciones de
oxidacion del compuesto de interés; asimismo la rugosidad conduce a formacién de
aglomerados que dificultan la dispersion del polvo al ser reconstituido en un solvente. La
formacidn de particulas rugosas se asocia a bajas temperaturas de secado; sin embargo, este
defecto puede ser superado si se emplean temperaturas mas altas (Alamilla-Beltran et al.,
2005); no obstante, esto dependera de la sensibilidad del compuesto que se esta preservando;
cabe sefialar que en este estudio no era conveniente incrementar mucho la temperatura puesto

que los compuestos fendlicos se ven afectados, como se demuestra méas adelante.

Figura 25. Morfologia de las microparticulas del tratamiento 6ptimo

Mediante el analisis de microscopia se determind que los defectos de plegamiento (5 %) y
fragmentacion (2.5 %) encontrados en la etapa de seleccidn de la técnica para el tratamiento
equivalente (ATZ MDa1o%), se redujeron a 0 %; sin embargo, la rugosidad se mantuvo,
encontrando un 68 % de particulas con este defecto, porcentaje incluso mayor al registrado

durante la seleccién de la técnica (59 %).

La heterogeneidad en la microestructura de las particulas sugiere que a pesar de haber
optimizado el secado empleando tres indicadores (solubilidad, humedad y eficiencia), el
objetivo de lograr particulas mas lisas seria ain materia de estudio; recientemente, se ha
demostrado que los equivalentes de dextrosa (D.E.) de la maltodextrina influyen
significativamente en la topografia de las particulas (Ezhilarasi et al. 2013), siendo mas lisas
a medida que el D.E. es mayor (Abd Ghani et al. 2017). En este experimento se empled una
MD con un D.E. de 10-12; este efecto puede superarse igualmente mediante la combinacion

con otros agentes encapsulantes, lo que involucra un estudio adicional.
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La microencapsulacion al constituirse como una tecnologia de conservacion precisa de
andlisis posteriores para evaluar la estabilidad de aquello que haya sido encapsulado. En esta
investigacion se priorizd realizar ensayos bioldgicos dado que es preferible estudiar la
toxicidad del extracto microencapsulado previo a su aplicacion con fines alimentarios
(Fabrice etal. 2017). Para evaluar la estabilidad de los compuestos microencapsulados
deben asignarse condiciones de almacenamiento como por ejemplo el tipo de envase, la
temperatura de almacenamiento, humedad exterior, presencia de oxigeno, luz, etc.; esto,
aunado a otros agentes incorporados ya sea durante la microencapsulacion o el envasado,

condicionaran la estabilidad de los compuestos.

Al respecto, la incorporacion de antiapelmazantes en jugo de guanabana atomizado envasado
en bolsas, amortigua la absorcion de humedad durante el almacenamiento en comparacion a
su no uso (Chang etal. 2018). Por otro lado, la retencion de los compuestos
microencapsulados puede aumentarse controlando el tipo de encapsulante empleado en la
manufactura, en combinacion con temperaturas de almacenamiento bajas y en ausencia de
luz (Cai etal. 2019, Ramakrishnan et al. 2018); sin embargo, la velocidad a la que se
produzca la degradacion dependera de la naturaleza del compuesto retenido (hidro- o lipo-

soluble).

En casos en los que el extracto microencapsulado es un insumo para elaborar otros
productos, la estabilidad estara regulada por el disefio del producto y los procesos
experimentados para su elaboracion. El extracto de hojas de guanabana ha sido empleado
como antioxidante en aceites de fritura dada su abundancia en compuestos fenolicos,
demostrando que evitan de manera eficiente la degradacion de &cidos grasos insaturados
(Fabrice etal. 2017); debido a la inexistencia de estudios respecto a la estabilidad de
compuestos bioactivos microencapsulados procedentes de hojas de guandbana, se abre un

interesante campo de estudio en esta area.
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4.4 Evaluacion del efecto toxico

4.4.1 Ensayo de citotoxicidad

La citotoxicidad fue evaluada empleando distintos extractos a partir de las hojas secas, el
extracto liofilizado, los extractos microencapsulados (por ATZ y LFZ) y el estandar;
asimismo, se evalud el efecto del tiempo en la viabilidad celular a las 24 y 48 h.

e Efecto de la naturaleza del extracto en la viabilidad celular
Posterior a 24 h de incubar las células PC-12 con diferentes concentraciones del estandar,
los extractos de hojas, y los extractos microencapsulados, la viabilidad celular disminuy6
con el incremento de la concentracion en todos los tratamientos (Figura 26). Las muestras
con el extracto microencapsulado mostraron la mayor disminucion (alrededor de 60%) a 100
Hg/mL. El estdndar de Anonacina evidencio diferencia significativa a partir de 10 pg/mL en
comparacion al control; asimismo, el extracto seco y el extracto fresco de hojas tuvieron el

mismo efecto, pero a 100 pg/mL.
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Figura 26. Efecto de la concentracion en la viabilidad celular
La viabilidad celular es demostrada a partir de un cambio de color proporcional a la

concentracion de la muestra analizada. Las células que estan muertas estan disueltas en el

agua y permanecen amarillas porque la mitocondria de las células que mueren no pueden
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realizar respiracion, entonces el anillo tetrazolio se pierde y no puede absorber el reactivo
MTT (Prayitno et al. 2016).

A pesar de que se observa una relacion inversa entre la viabilidad celular y el incremento de
la concentracion en todos los tratamientos (Figura 26); la intensidad es distinta despendiendo
de la naturaleza de la muestra, siendo LFE y EXT las de menor efecto; este comportamiento
se atribuye a una menor concentracion de anonacina en el extracto seco (EXT) y el extracto
fresco de hojas secas (LFE) en comparacion con el estdndar (STD). A pesar de la
incompatibilidad del analito (Anonacina) con la naturaleza del solvente usado para la
preparacion del extracto original, principalmente compuesto de agua (80%) y etanol, cierta
cantidad de Anonacina es solubilizada en el extracto resultante debido a su bajo punto de
fusion (65 °C) (Ranisaharivony et al. 2015).

Torres et al. (2012), demostraron que el extracto de graviola reduce la viabilidad de células
PC y tumores por induccion de necrosis y detencion del ciclo celular, y por inhibicion de la
movilidad celular (ejemplo: recomposicion del citoesqueleto), migracion y metabolismo.
Cabe sefialar que presumiblemente en los extractos microencapsulados la concentracion de
anonacina es mayor que en los extractos frescos; asimismo, los resultados sugieren que la
disminucion de la viabilidad celular no s6lo podria atribuirse a su presencia, sino a la
naturaleza del sustrato sobre el cual actda. Si bien las células PC12 se emplean como
modelos neuronales, estas tienen un origen neoplasico, y el comportamiento observado con

las oscilaciones de Ca?* difieren de estos.

e Efecto del tiempo de exposicidn sobre la viabilidad celular
Se evaluo el efecto de las muestras (10 pg/mL) y el tiempo en la viabilidad celular luego de
24 y 48 h de exposicion. Se observa (Figura 27) que con el pasar del tiempo la viabilidad
disminuyd con la misma tendencia que a las 24 h, siendo el estandar de Anonacina el que

presento el mayor efecto toxico dado que la viabilidad bajé casi 50 %.
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Figura 27. Efecto del tiempo de exposicion de muestras a 10 pg/mL en la viabilidad

celular.

* ** *** indica diferencia significativa del tratamiento vs el control (o= 0.05, 0.01, 0.001)

4.4.2 Actividad neuronal

Existen estudios que han demostrado que los extractos de suplementos dietarios a base de
guandbana son toxicos para células neuronales (Lannuzel et al., 2003). El anélisis
fluorimétrico de calcio citosolico en neuronas corticales (Figura 28) permitio hacer las

siguientes interpretaciones:

e Oscilaciones de Calcio
Las sefiales de calcio fueron empleadas como indicador de la actividad neuronal post
exposicion a los extractos evaluados, el equipo empleado para este ensayo se muestra en el
Anexo 25. Los resultados mas relevantes revelan un aumento de la amplitud y una reduccién
de la frecuencia, interpretado como una menor comunicacion entre las neuronas, pero con
mayor intensidad; este comportamiento deja en evidencia una alteracion en la homeostasis
celular que posiblemente conduzca a la apoptosis. Al respecto han sido reportados casos de
muerte de cultivos neuronales inducida por anonacina (Escobar-Khondiker et al. 2007),
sugiriendo la ocurrencia de un mecanismo de inhibicion del complejo mitocondrial |
(NADH:ubiquinona oxidoreductasa) y NADH oxidasa, lo que origina una reduccion de los

niveles de ATP, conduciendo a una necrosis celular.
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Figura 28. Anlisis fluorimétrico de calcio en neuronas corticales.

Ademas de la evidencia existente que el efecto neurotoxico de las acetogeninas (in vitro) se
debe a la inhibicion del complejo I, se plantean mecanismos alternos como un aumento en
la permeabilidad de la membrana mitocondrial, lo que genera liberacion de proteinas pro-
apoptéticas resultando en la formacion del apoptosoma y posterior generacion de caspasas,
conducentes a la apoptosis (Coria-Téllez et al. 2016). Lo anterior toma importancia debido
a la naturaleza lipofilica de las acetogeninas, condicién que les permite atravesar facilmente
membranas bioldgicas (Zolkipli-Cunningham y Falk 2017, Degli Esposti 1998).

Como se muestra en la Figura 29, la frecuencia de las oscilaciones de calcio para STD, LFE
y EXT disminuyé mientras la amplitud incrementd; asimismo, para los extractos
microencapsulados (SDM y FDM), la frecuencia no varid significativamente, pero se
observo una disminucion en la amplitud. Lo anterior se traduce en un efecto ansiolitico o
incluso sedante, atribuido principalmente a la presencia de alcaloides (Oviedo et al. 2009,
D’Onofrio et al. 2016).

De manera particular, se puede notar que los extractos microencapsulados no presentan una
influencia en la frecuencia, independientemente de la técnica empleada (atomizacion o
liofilizacion); este comportamiento podria deberse al grado de atrapamiento, el cual no ha
permitido una liberacion completa de las sustancias durante su suspension con DMSO; como
consecuencia, los componentes responsables del comportamiento presentado en los otros
tres tratamientos aln estan en la matriz de las microcapsulas; en consecuencia, la
concentracion a la que estan presentes los fitoquimicos responsables de neurotoxicidad, no
llega a ocasionar ese efecto.
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Figura 29. Respuestas de frecuencia y amplitud a 10 pg/mL de muestra



Por otro lado, al analizar los tratamientos (LFE y EXT) en donde la frecuencia se redujo y
la amplitud aumento6 (Figura 30), se observa que comparten la tendencia de la anonacina
aislada (STD), coincidiendo con el hecho de que la diversidad de fitoquimicos es mayor y
no han pasado por un proceso selectivo de atrapamiento. De acuerdo a Lannuzel et al. (2003),
la anonacina tiene la capacidad de matar neuronas dopaminérgicas a 20 nM después de 24 h

de exposicion, lo cual esta asociado a procesos degenerativos como Alzheimer o Parkinson.
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Figura 30. Respuestas de frecuencia y amplitud a 10 pg/mL de muestra en relacion

al control (neuronas sin tratar)
STD: estandar de anonacina, LFE: extracto virgen de hojas, EXT: extracto seco, SDM: extracto

microencapsulado por atomizacion, FDM: extracto microencapsulado por liofilizacion.

Cabe sefialar que la naturaleza de la muestra juega un rol importante en estos resultados; por
ejemplo, la muestra LFE presentd una reduccion notable en la frecuencia. Dado que el
extracto fresco de hojas es “virgen” (sin purificaciones posteriores), es abundante en
fitoquimicos que podrian potenciar la actividad de anonacina. De forma alternativa, la
presencia de otros compuestos bioactivos en las hojas de guanabana podria contrarrestar o
minimizar el impacto de la anonacina por si sola, actuando como agentes neuroprotectores.
En efecto, los antioxidantes ejercen una conducta protectora frente a la muerte neuronal

provocada por dopamina en neuronas corticales (Rosenberg 1988).

El efecto de las condiciones de microencapsulacion de compuestos bioactivos procedentes
de guanabana no ha sido suficientemente investigado, dejando abierto un importante campo
de estudio; asimismo, la caracterizacién del extracto microencapsulado es un punto de

partida en busqueda de su aplicacion en matrices alimentarias.
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V. CONCLUSIONES

Las condiciones de extraccion establecidas en funcion a la absorbancia de
acetogeninas (A=230 nm) y la eficiencia de extraccién de compuestos fendlicos a las
condiciones de estudio son 70 °C durante 30 min, empleando una relacion M.P. -
Solvente de 1 a 36 (p/v), siendo el solvente una solucién hidroalcohdlica al 20%
(EtOH).

Se selecciono la microencapsulacion por atomizacion empleando maltodextrina al
10% por la ventaja de otorgar mayor conservacion de compuestos fenolicos frente al
liofilizado, la goma arabiga y el 5% de encapsulante. El extracto microencapsulado
bajo estas condiciones presentd microparticulas de forma esférica y tamafio
heterogéneo, y elevada solubilidad. La encapsulacion del extracto fue confirmada a
través de los andlisis de espectroscopia FTIR dada la atenuacion de regiones

espectrales caracteristicas del extracto puro.

Los parametros de temperatura y flujo de alimentacion del atomizado se fijaron en 140
°C y 7 mL/min, evidenciando dependencia de los indicadores fisicoquimicos
evaluados frente a ellos, puesto que a mayor temperatura disminuyd la eficiencia de
encapsulacion y la humedad, pero aumentd la solubilidad; por el contrario, la humedad
y la eficiencia de encapsulacién se incrementaron a mayor flujo de alimentacion,

mientras se observé disminucién de la solubilidad.

El extracto microencapsulado evidencia tener un efecto toxico sobre lineas celulares
PC12, de origen cancerigeno; asimismo, este tratamiento no produce una alteracién de
la frecuencia en las oscilaciones de calcio intracelular de cultivos corticales

neuronales, pero si una disminucion en la amplitud, asociado a un efecto sedante.



VI. RECOMENDACIONES

= Incluir otra variable respuesta de significancia estadistica al realizar la optimizacion de la
microencapsulacion mediante secado por atomizacion, por ejemplo: Dextrosa

equivalente.

= Esrecomendable proseguir con estudios de liberacion y biodisponibilidad segin un disefio

predeterminado de producto, dado el consumo inminente con fines terapeuticos.
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VIll. ANEXOS

Anexo 1. Constancia de determinacion taxonémica de la especie

A MO
TELEFONGO: 349 5669 FAX: J495847 . APIND. 456 - LA MOLINA-LIMA-PERU

La Molina, 09 de septiembre de 2016

CONSTANCIA
12-2016-HM-UNALM

Mediante la presente se informa que las muestras de “guanibana” provenientes de Pisco
Playa, distrito de Pisco y Pampa de Ocas, distnto de San Andrés, provincia de Pisco, Region
Ica, remitdas por Oscar Benjamin Jordin Sudrez, correspondiente al proyecto de
investigacién “MICROENCAPSULADO DE  EXTRACTO DE HOJAS DE
GUANABANA (dnnona muricata 1.)", han sido estudiadas en el Herbario del Dpto. de
Biologia (MOL) de la Universidad Nacional Agrara La Molina para su deterrminacion
taxonomica. El examen y reconocimiento de los caracteres morfologicos de orden
cualitativo y cuanttativo en dichos especimenes permiten concluir que los mismos
corresponden a las siguientes especies:

Muestra 1 (Pisco Playa): Anmona meoatana Macfad. vel aff.
Muestra 2 (Pampa de Ocas): Annona muricata 1.

La sistematica de las especies segun el sistema de clasificacion de APG 11T (Angiosperm
Phylogeny Group I1T)(2009) es la siguiente:

Clado : ANEIOSpermas
Clado : magnohidas
Orden : Magnoliales
FFamilia : Annonaceae

Género : Annona
Especie 1 : Annona montana Mac fad.
Especie 2 : Annona muricata |..

Atentamente,

Menl:edcs Flny)‘iﬁme[ Juan José Alegria Olivera
Jefe 4 Invesugador Adjunto
Herbario del Dpro. de Biologia (MOL) Herbario del Dpto. de Biologia (MOL)
Facultad de Ciencias Facultad de Ciencias
Universidad Nacional Agrana La Molina Universidad Nacional Agraria La Molina

FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
Anewn 271/273 - Fax: 3496015

e-mail gptabiologas ghamoling. edw px



Anexo 2. Preparacion de las hojas en polvo
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Anexo 3. Protocolo y curva estadndar para determinacién de compuestos fenolicos

Preparacion de Soluciones

Solucién de Folin (10%): Tomar 1 mL del reactivo Folin-Ciocalteu, y mezclar con agua
destilada hasta un volumen final de 10 mL.

Solucion de Na2CO3 (10%): Pesar 1 g de carbonato de sodio, diluir con agua tibia y enrasar
a 10 mL con agua destilada.

Solucioén de &cido galico: Pesar 25 mg de acido galico y diluir en 100 mL de agua destilada.
Tomar 1 mL de solucidn y enrasar con agua destilada hasta 10 mL.
Procedimiento

= Tomar alicuotas de 50, 100, 200, 300, 400, 500 y 600 uL de la solucion de acido galico
en tubos eppendorf de 2 mL.

= A cada tubo afiadir 100 pL de la solucion de Folin y dejar reaccionar por 5 min;
posteriormente, afiadir 100 puL de la solucion de Na.COs y luego enrasar con agua
destilada hasta 1200 puL. Emplear como blanco agua destilada.

= Agitar en vortex durante 12 s a 1000 rpm y dejar reaccionar en oscuridad por 30 min.

= Tomar 120 pL de cada tubo y aplicar por triplicado en una placa de micropozos.

= Leer la absorbancia en un lector de micropozos a 726 nm.

0.4

y = 27.895x + 0.0017
Rz =0.9978

o o o o o
[N (N (N w w

Absorbancia (726 nm)
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0.0000 0.0020 0.0040 0.0060 0.0080 0.0100 0.0120
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Anexo 4. Protocolo y curva estandar para determinacion de capacidad antioxidante
por DPPH

Preparacion de Soluciones

Solucion de Metanol al 80%: Tomar 160 mL de metanol y mezclar con 40 mL de agua
destilada.

Solucién DPPH (0.4 mg/mL): Pesar 20 mg del reactivo DPPH y disolver con 50 mL de la
solucién metandlica.

Solucion Trolox (0.5 mg/mL): Pesar 25 mg del reactivo Trolox y disolverlo en 50 mL de la
solucién metandlica.

Procedimiento

= Tomar alicuotas de 50, 200, 400, 600 y 800 pL de la solucién de Trolox en tubos
eppendorf, luego enrasar con la solucion de metanol hasta 1000 pL, y posteriormente
homogenizar en vortex.

= En 5 tubos eppendorf mezclar 100 pL de cada disolucion de Trolox con 500 pL de la
solucion de DPPH y completar con 700 pL de la solucion metandlica hasta un volumen
final de 1300 pL.

= Tapar cada tubo, agitar y dejar reaccionar en oscuridad por 25 min.

= Tomar 130 pL de cada tubo y aplicar por triplicado en una placa de micropozos.

= Leer la absorbancia en un lector de micropozos a 517 nm.

y =-7.2477x + 0.9553
2=0.996

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14
pmol TE/mL
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Anexo 5. Protocolo y curva estandar para determinacion de capacidad antioxidante
por ABTS

Preparacion de Soluciones

Solucion de Metanol al 80%: Tomar 160 mL de metanol y mezclar con 40 mL de agua
destilada.

Solucion A: Pesar 78.4 mg de ABTS y diluir con agua destilada hasta 10 mL.
Solucion B: Pesar 13,2 mg de persulfato de potasio y diluir hasta 10 mL con agua destilada.

Solucion ABTS: Mezclar partes iguales de la solucion Ay B, y dejar reposar a temperatura
ambiente 12 h previo a su uso. Posteriormente, tomar 1 mL de la mezcla y adicionar
aproximadamente 22 mL de la solucion metandlica para ajustar la absorbancia a 1.1 + 0.02
a 734 nm.

Solucion Trolox (0.25 mg/mL): Pesar 25 mg del reactivo Trolox y disolverlo en 100 mL de
la solucion metandlica.

Procedimiento

= Tomar alicuotas de 100, 200, 300, 400, 500, 600 y 700 pL de la solucion de Trolox en
tubos eppendorf de 2 mL, luego enrasar con la solucion de metanol hasta 1000 pL, y
homogenizar en vortex.

= En 7 tubos eppendorf mezclar 150 pL de cada disolucion de trolox con 1350 pL de la
solucion de ABTS (Volumen final: 1500 pL).

= Tapar cada tubo, agitar 10 s a 1200 rpm y dejar reaccionar durante 6 min.

= Aplicar 150 pL de cada tubo en una placa de micropozos.

= Leer la absorbancia en un lector de micropozos a 734 nm.

0.9
0.8
o 0.7
< 0.6
2
~ 0.5
c 0.4
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o 0.3
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Anexo 6. Especificaciones de estandar de anonacina

PGS PRODUCT SPECIFICATION SHEET

ANNONACIN

Annonacin
(5R)-3-[(2R,8R,13R)-13-{5-[(1R)-1-
Hydroxydodecyl]tetrahydrofur-2-yl}-2,8,13-

trihydroxytridecyl]-5-hydroxy-4,5-dihydro-3H-furan-2-

Page 1

CAS: 111035-65-5
MW: 596.86
MF: C35H6407

P15166
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Anexo 7. Curva de calibracién de anonacina via HPLC

Preparacion de la solucion del estdndar de Anonacina

15 mg de estandar de anonacina (94.1 % de pureza) fueron mezclados con 0.941 mL de
metanol (grado HPLC), y la mezcla fue sonicada durante 10 min a intensidad intermedia. Se
tomaron alicuotas de 60, 40, 20, 4, 2, 0.4 y 0.2 pL en viales, y se completaron con metanol
hasta 1000 pL (1 mL). Las tres ultimas diluciones se prepararon con la solucion de 0.9
mg/mL.

OO
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA gy l[M
Y

INSTITUTO DE INVESTIGACION DE
BIOQUIMICA Y BIOLOGiA MOLECULAR

L?a

LE%
MUESTRA

Las muestras fueron proporcionadas por el solicitante de los andlisis. Las muestras fueron almacenadas en
viales ambar y refrigeracién hasta su analisis.

RESULTADOS

ANALISIS DE LA CURVA DE CALIBRACION

Se analizaron concentraciones de estandar entre 3 y 900 mg/L. Al contrastar los cromatogramas del
estandar contra los de la fase movil se observaron que los picos de los minutos 24.1 y 24.8 corresponden al
estandar y el pico correspondiente al minuto 30.6 corresponde a la fase movil. En base a los analisis de este
comportamiento, para la cuantificacién de ANONACINA se consider6 la suma de las dreas de los picos 1y 2
(tiempos de retencion 24.1y 24.8 respectivamente).

Grafico 1. Curva de Calibracion de Anonacina
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ANALISIS DE MUESTRAS
En cuanto a la cuantificacion de las muestras, se empled la pendiente de la curva de calibracién segun la
ecuacion que se muestra a continuacion.

AreaTotal

Concentraién de anonacina (mg L) = ———————
(mg ) pendiente de la recta

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1. Segun los resultados obtenidos, se observa que la muestra codificada como HOJAS,
GASy MD5 son las que tienen valores mas altos de ANONACINA.

Insituto de Investigacion de Bioquimica y Biologia Molecular

Email jchavezp@lamolina.edu.pe
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Anexo 8. Curva de calibracién de anonacina via HPTLC

Para la elaboracion de la curva se emple6 el estandar de anonacina a 0.9 mg/mL; en una
placa HPTLC se inyectd volimenes crecientes de 2 a 14 pL. Posteriormente se graficé la
cantidad de anonacina en cada volumen aplicado versus el area bajo la curva de cada banda.
Los datos se ajustaron a un modelo polinémico a partir del cual se calculd la cantidad de

anonacina presente en las muestras de acuerdo con el volumen inyectado.
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Anexo 9. Informe 1 de ensayos fisicoquimicos

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N° 005400 - 2016
SOLICITANTE : OSCAR JORDAN SUAREZ
DIRECCION LEGAL JR. TRUJILLO 446 SAN MARTIN DE PORRES
! RUC: == Teléfono: 995177522
PRODUCTO : HOJAS SECAS DE GUANABANA
NUMERO DE MUESTRAS ~ : Uno
IDENTIFICACION/MTRA., : 81
CANTIDAD RECIBIDA i 242,5 g (+envase) de muestra proporcionada por el solicitante.
MARCA(S) © S M,
FORMA DE PRESENTACION : Envasado, la muestra ingresa en bolsa cerrada.
SOLICITUD DE SERVICIO @ S/S N°EN-003168 -2016
REFERENCIA : PERSONAL
FECHA DE RECEPCION . 28/06/2016
ENSAYOS SOLICITADOS . Fisico/Quimico
PERIODO DE CUSTODIA : No aplica
RESULTADOS :

ENSAYOS FISICOS/QUIMICOS :
ALCANCE : N.A.

ENSAYO RESULTADO
1.- Proteina (g / 100 g de muestra original) (Factor: 6,25) 10,9
2.- Grasa (g / 100 g de muestra original) 0.5

METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO :
1.- AOAC 978.04(A) Cap. 3 Ed. 19 P4g. 28 2012
2.- AOAC 922.06 Ed. 19 Cap. 32 P4g. 5 2012

FECHA DE EJECUCION DE ENSAYOS: Del 28/06/2016 Al 06/07/2016.

ADVERTENCIA :

1.- El mugstreo, las condiciones de muestreo, tratamiento y transporie de la muestra hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios
son de responsabilidad del Solicitante.

2.- Se prohibe la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacion de La Molina Calidad Total - Laboratorios.

3- Vilido s6lo para la cantidad recibida. No es un Certificado de Conformidad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo produce.

4.- Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la acreditacién otorgada por INACAL-DA

LaMolina, 6 de Julio de 2016

Pag 1/1

ing. Mg/ Sc. Cecitia Alegriz’Amedo
DIRECTORA TECNICA
CIP. N 185515

Av. La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - La Molina - Lima - Peru

Telf.: (511) 3495640 - 3492507 Fax: (511) 3495794

E-mail: mktg@lamolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu.pe/calidadtotal - n!a molina calidad total
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PRODUCTO
SOLICITADO POR
DIRECCION

FECHA DE RECEPCION
FECHA DE ANALISIS
FECHA DE INFORME
SOLICITUD N°

E-mail: satperu@satperu.com

Hojas secas de guanabana
Jordan Suarez Oscar Benjamin
Mz. A Lote ¢ Urb. Paracas - Paracas - Pisco - Ica - Ica

Anexo 10. Informe 2 de ensayos fisicoquimicos

INFORME DE ENSAYO N° DT-03145-01-2014

Sociedad de Asesoramiento Técnico S.A.C.

JR. ALMIRANTE GUISSE N° 2580 - 2586 / LIMA 14 - PERU TELEFONO: 206-9280
Pagina web: www.satperu.com

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

ESTADO / CONDICION
PRESENTACION
CANTIDAD DE MUESTRA

CANTIDAD DE MUESTRA DIRIMENTE

: Ninguna (A salicitud del cliente)

. Producto hojas secas / Temperatura Ambiente
: Bolsa de polietileno transparente seelada, sin litografiar

Servicio

(*) Grasa (g/100g)

(") Proteina ((Nxé,25) g/100g)
(*) LOS METODOS INDICADOS NO HAN SIDO ACREDITADOS POR INDECOPI-SNA

METODOS
(") Grasa
{*) Proteing.

ADAC 92204, 191h. Ed. (2012). Fatin Flour. Acid Hydrolysis Method
AOAC 784.134 (2005) Cap. 32. Ed.XV. PGg. 14 AOAC 98413 [2005) Cop. 4, EdXVI, Pég. 31, Prolein (crude) in animal feed. Protein (crude] in animal feed

Via / Resultado
2,86

10,64

- nforme e ensayo emiido en base a resuitodos oblenidos en rwestio labotatorla. VG urjcpiagte pz,@\mem proporcionado. Quegia absolutamente prohibida toda reproduccion parcial del presente informe

sin lo outorizocion escrifo de SAT §.A.C. Este documento s vaikdo solo en onginal.

CopyRight © 2010, SIGEL - informes@wbsperu.com

QUIM.€LOTILDE HUAPAYA HER|
JEFE DI N TECNICA
C.QP.N°296
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Anexo 11. Acondicionamiento de muestras para ensayos bioldgicos

= Extracto fresco de hojas

Las hojas molidas se mezclaron con DMSO (100 mg/mL) en un tubo Eppendorf, la mezcla
fue sonicada durante 5 min; luego la suspension se centrifug6 (8000 RPM por 10 min) y se
filtr6 el sobrenadante a través de un filtro de 0.45 um. El liquido filtrado fue diluido con

PBS a concentraciones de 1 a 10* pug/mL.

= Extracto seco y polvos microencapsulados

El extracto puro liofilizado (preparado a condiciones estandarizadas), y los tratamientos
encapsulados via secado por atomizacion y liofilizacion empleando 10% de maltodextrina
(SDM y FDM) fueron mezclados con DMSO (100 mg con 1000 mL de DMSO) y sonicados
durante 5 min. Luego se realizaron diluciones seriadas a partir de 100 pL de la solucion

inicial en 1000 pL de PBS hasta concentraciones en el rango de 1 a 10* pg/mL.

= Anonacina (94%)
1 mL de una solucion metanolica conteniendo 1.5 mg de estdndar de Anonacina fue
evaporado bajo condiciones de vacio y suspendido en 150 pL de DMSO, esta solucion fue

diluida con PBS hasta llegar a concentraciones de 1 a 10° pg/mL.
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Anexo 12. Curva de calibracion para determinacion de compuestos fenolicos en la

Absorbancia (726 nm)
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etapa de extraccion

y = 26.08x + 0.0191
R2=0.9914

o
o

0.000

0.005 0.010 0.015 0.020
Concentracion (mg acido gélico/mL)
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Anexo 13. Ficha técnica de goma arabiga

129, Chemin de Croisset
CS94151

bV 4
76723 Rouen Cedex V\e)( l ra“

France
Tel:+33(0)232831818
Fax:+33(0)2328319 19

(9OIMQ. AVCUQ) da

Version : 8 Created on : 14/10/2005 Last update : 01/07/2015

|Content : Acacia gum purified and instantised |

|Legal position : E414, Regulations 231/2012/EC and 1333/2008/EC, USP/NF, FCC, Eur.Ph.

|Standard Packaging : Net 25kg paper bags with inner polyethylene liner

Maximum Storage : 3 years Storage Condition : Keep closed in cool and dry place

Analysis Description MINI MAXI UNIT Test Method
Moisture 5h @ 105°C : 10 % USP <921> Method Il
Colour @ 25% Aq: lution 25% - Lovib AF900 15 - - J
Total Ashes @ 600°C 8h @ 600°C 4 % Eur. Ph. ‘
Acid insoluble ashes Ashes + acid hydrolysis 05 % USP<561>
Acid insoluble matters Sy':;’:;:g'c determination after acid 0,15 % -
pH 25% aqueous solution, @ 20°C 41 438 - Eur. Ph.2.23
Viscosity 25% 25%, Brookfield LVF 60 rpm @ 20°C 60 110 mPa.s -

|Mesh size powder through 63 um | Vibro - sieving

Description Test Method

Total Plate Count 72h @30°C - PCA 1000 cfulg 1SO 4833

Analysis

48 h @ 44°C - EP without indole + Kovacs

E. coli (test for the presence of) reagent abs/5g - 1ISO 7251
|Salmonella (presence) Pre-enrichment, 24 h @ 41°C abs/25g - 1SO 6579
Yeasts & Molds 5 days @25°C- YGC 100 cfu/g 1SO 7954

mn 01/07/2015
The information contained in this bulletin is correct to the best of our k dedge. The dations or suggestions herein are made without
guarantee or representation as to result, since the conditions of use are beyond our control. We suggest that you evaluate the recommendations
contained in this bulletin in your own laboratory prior to use. No is to be d as violating any copyright or patent. They are intended

only as source of information. (Used date format : dd/mm/yyyy).
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Anexo 14. Ficha técnica de Maltodextrina 1

= FRUTAROM ESPECIFICACIONES FICHATECNICA

CODIGO: FT-D&D-01
TECNICAS

REV.10/JULIO 2016

1. IDENTIFICACION DE LA MATERIA PRIMA, lNGFé_F:DIENTE Y MATERIAL DE CONTACTO

MALTODEXTRINA
MARPI00027

2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS, QUIMICAS Y FISICAS PERTINENTES PARA LA INOCUIDAD DE LOS
ALIMENTOS

REQUISITOS FISICOS Y QUIMICOS

Apariencia Polvo
Color Blanco
Olor Inodoro
Sabor Insipido
pH (sol. 10%) 4,5-6,5
Humedad (%) <10

% De Solubilidad >98
Cenizas (%) <0,6
Densidad (g/ml) 0,47 -0,53
Dextrosa equivalente (%) 15-20

Test Yodo No cambia a azul
Densidad Bulk (Gi) 470-530

INFORMACION NUTRICIONAL
Por cada 100 g de producto

Energia (Kcal) 380
Proteina (g) 0
Grasas total (g) 0
H. de Carbono disponibles (g) 95
Azlcares totales (g) 2
Sodio (mg) 0

REQUISITOS CONTAMINANTES/ADITIVOS

METALES PESADOS

Metales pesados <10 ppm
Plomo <0,5 ppm
Sulfitos <10 ppm

PLAGUICIDAS/PESTICIDAS

El producto y las materias primas utilizadas cumplen con la regulacién Chilena N ° 581/1999, (EC)
N 396/2005 y CODEX Alimentarius en cuando al contenido de residuos de Plaguicidas/pesticidas.

Péginalde3
COPIA
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Anexo 15. Ficha técnica de Maltodextrina 2

meel
unie

Meelunie BY., Vifioly Tower, 18th floor, Claude Debussylaan 40, 1082 MO Amsterdam
P.0. Box 10102, 1001 EC Amsterdam, The Metherlands, tel. +31 20 53 06 530 fax +31 20 53 06 555,
meelunie.com

PRODUCT DATA SHEET

MALTODEXTRIN 10-12 DE

(code MA-84)

Appearance : fine white powder
Flavour & odour . mild sweet, odourless
Moisture rmax. 5 %

Dextrose Equivalent s10-12

Ash cmax. 0,3 %

pH :45-65

Higher sugars . 76—-89 9%

Carbohydrate composition

Dextrose 13 %
Maltose t4-8%
Triose 711 %

Microbiological

Total Bacteria s max. 60 cfu per gram
Yeast & Moulds :absentin 1 gram
Coliferms : = 10 cfu per gram

E. coli s absentin 1 gram
Salmaonella : absent in 25 gram

The informalion given is based on Isboratory and lield experience. It is selin good failh for guidance only. Our producis are sald wilhout any
warranly whalsowver whellwer eapressed or implisd. Ussrs showld conduct their oeen tests in order to determine for hemselves the suitability of our
products for their parbcular purposes

ABN AMRO Bank, Amsterdam, |BAN/Accountno, EUR NLOSANBAO41.10.21.117, USD NLB4ABNADA1,10.21.125

Rabobank, Utrecht, IBAN/Accountno. MLS0RABO030,00.06.381, Chamber of Commerce 33037079, VAT-number
HLOO1417770B01
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Anexo 16. Espectro de absorcion del estdndar de anonacina

Para la elaboracion del espectro de absorcién se tom6 100 pL de la solucién de Anonacina
(0.9 mg/mL) preparada para las pruebas de cromatografia, los cuales fueron colocados en
una celda de micropozos y se complet6 con agua destilada hasta 1 mL; se homogeniz6 con

micropipeta, y luego se leyé la absorbancia en el rango UV-VIS de 200 a 700 nm.
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Anexo 17. Informe de ensayo de determinacion de alcaloides totales

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00429-CPF-2018

ORDEN DE ANALISIS 1 005066/2018

SOLICITADO POR : OSCAR JORDAN SUAREZ
MUESTRA : HOJAS DE GUANABANA
NUMERO DE LOTE -

CANTIDAD ) : 01 frasco

FECHA DE RECEPCION : 18 de Setiembre del 2018

FECHA DE FABRICACION D
FECHA DE VENCIMIENTO L

ENSAYO ESPECIFICACIONES|  METODO | RESULTADOS
CUANTIFICACION DE —
ALCALOIDES TOTALES Volumetios 1,06%

Lima, 27 de Setiembre del 2018

5

o
)

Oy ¥
Sassep O

QF. stavo Guerra Brizuela
Director del Centro de Control Analitico

150 9001

BUREAU VERITAS
Certification
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Anexo 18. Extracto microencapsulado en polvo

Aspecto visual del extracto microencapsulado por atomizacion
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Anexo 19. Andlisis estadistico de muestras microencapsuladas por liofilizacion

Anadlisis de Varianza para E.E. - Suma de Cuadrados Tipo |11

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

A:Técnica 2447.6 1 2447.6 709,39 0,0000
B:Encapsulante 1364,25 1 1364,25 395,40 0,0000
C:Concentracion 1001,61 1 1001,61 290,30 0,0000
INTERACCIONES

AB 755,659 1 755,659 219,01 0,0000
AC 4,06728 1 4,06728 1,18 0,3058
BC 94,9407 1 94,9407 27,52 0,0005
RESIDUQOS 31,0528 9 3,45031

TOTAL (CORREGIDO) 5699,18 15

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de E.E. en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha
escogido la suma de cuadrados Tipo Il (por omisién), la contribucién de cada factor se mide eliminando los efectos de
los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 5 valores-
P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre E.E. con un 95,0% de nivel
de confianza.

Dispersion por Cédigo de Nivel
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Anexo 20. Microencapsulacion del extracto por atomizacién

Proceso de atomizacion del extracto en el equipo modelo SD-Basic, LabPlant
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Anexo 21. Andlisis estadistico para optimizacion de la solubilidad

Andlisis de Varianza para Solubilidad

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
A: Temperatura 6,845 1 6,845 22,37 0,0032
B: Flujo de alimentacion 16,3075 1 6,3075 20,62 0,0039
AA 1,79307 1 1,79307 5,86 0,0518
AB 0,0578 1 0,0578 0,19 0,6790
bloques 0,403333 1 0,403333 1,32 0,2946
Error total 1,83577 6 0,305961

Total (corr.) 17,2425 11

R-cuadrada = 89,3532 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 80,4809 porciento
Error estandar del est. = 0,553138

Error absoluto medio = 0,363333

Estadistico Durbin-Watson = 2,82682 (P=0,7496)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,514095

El StatAdvisor

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Solubilidad en piezas separadas para cada uno de los efectos. entonces
prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental.
En este caso, 2 efectos tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un
nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 89,3532% de la variabilidad en Solubilidad. El
estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con diferente nimero de variables
independientes, es 80,4809%. El error estandar del estimado muestra que la desviacién estandar de los residuos es
0,553138. El error medio absoluto (MAE) de 0,363333 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-
Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en el orden en que se
presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no hay indicacion de autocorrelacion serial en
los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Solubilidad

ATemperatura |

B:Flujo de alimentacion

AB.

1

T S |

0 1 2 3 4 5

Efecto estandarizado

La ecuacion del modelo ajustado para Solubilidad es

Solubilidad = -81,0886 + 2,41864*Temperatura + 0,169091*Flujo de alimentacion - 0,0082*Temperatura™2 -
0,00309091*Temperatura*Flujo de alimentacion

Optimizar Respuesta
Meta: maximizar Solubilidad

Valor 6ptimo = 95,266

Factor Bajo |Alto  [Optimo
Temperatura 130,0 (150,0 (146,125
Flujo de alimentacién 17,0 12,5 7,0
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Anexo 22. Anédlisis estadistico para optimizacion de la humedad

Andlisis de Varianza para Humedad

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A: Temperatura 8,36405 1 8,36405 24,40 0,0026
B: Flujo de alimentacion  [2,07501 1 2,07501 6,05 0,0491
AA 0,0748167 1 0,0748167 0,22 0,6569
AB 0,07605 1 0,07605 0,22 0,6543
bloques 0,000408333 1 0,000408333 0,00 0,9736
Error total 2,05676 6 0,342793

Total (corr.) 12,6471 11

R-cuadrada = 83,7373 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 70,1851 porciento
Error estandar del est. = 0,585485

Error absoluto medio = 0,375833

Estadistico Durbin-Watson = 2,80406 (P=0,7376)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,532195

El StatAdvisor

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Humedad en piezas separadas para cada uno de los efectos. entonces prueba
la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En
este caso, 2 efectos tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un
nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 83,7373% de la variabilidad en Humedad. El
estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con diferente nimero de variables
independientes, es 70,1851%. El error estandar del estimado muestra que la desviacién estandar de los residuos es
0,585485. El error medio absoluto (MAE) de 0,375833 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-
Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en el orden en que se
presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no hay indicacién de autocorrelacion serial en
los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Humedad

A:Temperatura = -

Bifulo de almentacion _

AB

AA-

0 1 2 3 4 5
Efecto estandarizado

La ecuacion del modelo ajustado para Humedad es

Humedad =-47,6786 + 0,536682*Temperatura - 0,647576*FIlujo de alimentacion - 0,001675* Temperatura™2 +
0,00354545*Temperatura*Flujo de alimentacion

Optimizar Respuesta
Meta: maximizar Humedad

Valor 6ptimo = -5,67417

Factor Bajo |Alto  [Optimo
Temperatura 130,0 [150,0 [150,0
Flujo de alimentacién  |7,0 12,5 7,0
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Anexo 23. Andlisis estadistico para optimizacion de la eficiencia de encapsulacion

Anadlisis de Varianza para E. Encapsulacion

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A: Temperatura 116,739 1 116,739 82,08 0,0001
B: Flujo de alimentacion (29,6102 1 29,6102 20,82 0,0038
AA 16,968 1 16,968 11,93 0,0136
AB 0,08405 1 0,08405 0,06 0,8160
blogues 0,156408 1 0,156408 0,11 0,7515
Error total 8,563381 6 1,4223

Total (corr.) 172,092 11

R-cuadrada = 95,0411 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 90,9087 porciento
Error estandar del est. = 1,1926

Error absoluto medio = 0,710556

Estadistico Durbin-Watson = 3,31185 (P=0,9418)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,727703

El StatAdvisor

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de E. Encapsulacion en piezas separadas para cada uno de los efectos. entonces
prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental.
En este caso, 3 efectos tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero con un
nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica 95,0411% de la variabilidad en E. Encapsulacion. El
estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con diferente ndmero de variables
independientes, es 90,9087%. El error estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es 1,1926.
El error medio absoluto (MAE) de 0,710556 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durhin-Watson (DW)
prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los
datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos
con un nivel de significancia del 5,0%.

Diagrama de Pareto Estandarizada para E. Encapsulacion

A:Temperatura

B:Flujo de alimentacién

AA

AB

Efecto estandarizado
La ecuacion del modelo ajustado para E. Encapsulacion es

E. Encapsulacién = -371,98 + 6,71734*Temperatura + 1,09303*Flujo de alimentacion - 0,025225*Temperatura’2 -
0,00372727*Temperatura*Flujo de alimentacion

Optimizar Respuesta
Meta: maximizar E. Encapsulacion

Valor 6ptimo = 82,7032

Factor Bajo |Alto  [Optimo
Temperatura 130,0 [150,0 [132,224
Flujo de alimentaciéon 17,0 12,5 12,5
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Anexo 24. Anédlisis estadistico para optimizacion de respuestas multiples

Optimizar Deseabilidad
Valor éptimo = 0,713368

Factor Bajo [Alto  |Optimo
Temperatura 130,0 [150,0 (140,593
Flujo de alimentacién 17,0 12,5 7,0
Respuesta Optimo

Solubilidad 95,0121

Humedad -6,37736

E. Encapsulacion 77,8072

El StatAdvisor
Esta tabla muestra la combinacion de niveles de factores que maximiza la funcién de ‘deseabilidad’ en la region indicada.

También muestra la combinacion de factores a la cual se alcanza el 6ptimo. Use el cuadro de didlogo de Opciones de
Andlisis para indicar la region sobre la cual se llevara a cabo la optimizacion.

Dado que el software interpreta por defecto valores mas altos como mejores, y considerando la humedad como

un comportamiento inverso, los valores fueron introducidos en negativo; en consecuencia, la respuesta 6ptima
para este factor esta expresada en negativo, puesto que se prefiere valores de humedad més bajos.
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Anexo 25. Fluorémetro empleado para analisis de Ca*

Equipo perteneciente al Departamento de Fisiologia de la Universidad de Concepcién, Chile.
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