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RESUMEN

La Verbena officinalis L. se utiliza como medicina natural por su contenido de compuestos
bioactivos, pero también contiene terpenoides que le dan sabor amargo que provoca su rechazo,
por lo que se genera la necesidad de una tecnologia para microencapsular los compuestos
bioactivos y enmascarar el sabor amargo. En la investigacion la extraccion se realizd mediante
ondas acusticas con frecuencia de 24 kHz por 38 min, se obtuvo 1453,39 + 31,98 mg EAG/100
g en compuestos fendlicos y 442,0+1,34 mg EC/100 g en flavonoides. Se micro encapsulo el
extracto mediante secado por aspersion resultando como mejor tratamiento: temperatura de
bulbo seco del aire, 140 °C con 5 % de maltodextrina DE10, con rendimiento de 63 % y
eficiencia en microencapsulacion: 71,98 % en compuestos fenolicos y 72,02 % en flavonoides.
Las microcapsulas mostraron un pico en 3264 cm™! siendo la vibracion del enlace quimico OH
de los compuestos fenolicos, el Tg promedio de las microcapsulas fue de 77,85 £ 0,5 °C y un
tamafio medio de 7,69 + 2,19 um, la mayoria con morfologia esférica rugosa con hendiduras,
los modelos Weibull y Gammariello se ajustan para estimar la vida util en términos de la
bioactividad, con R? de 0,992 en compuestos fenolicos. La proteccion de la bioactividad de las
microcapsulas por simulacion gastrointestinal in vitro fue: 72,38 %, 84,03 %, 60,33 %, 77,86
% para compuestos fendlicos, flavonoides, capacidad antioxidante DPPH y ABTS,

respectivamente.

Palabras claves: Verbena, Verbenaceae, Extracto vegetal, Verbena officinalis, Extractos

foliares.



ABSTRAC

Verbena officinalis L. is used as natural medicine due to its content of bioactive compounds,
but it also contains terpenoids which give it a bitter flavor that provokes it’s rejection, thus, the
need is generated for a technology to microencapsulate the bioactive compounds and mask the
bitter flavor. In the research, the extraction was done using sound waves with a frequency of 24
kHz per 38 min; 1453.39 + 31.98 mg EAG/100 g of phenol compounds and 442.0+1.34 mg
EC/100 g of flavonoids were obtained. The extract was microencapsulated by spray drying,
with the best treatment being: air dried bulb temperature, 140 °C with 5 % maltodextrin DE10,
with a yield of 63 % and a microencapsulation efficiency of: 71.98 % for phenol compounds
and 72.02 % for flavonoids. The microcapsules showed a peak at 3264 cm™! which was the
vibration of the OH chemical bond of the phenol compounds, the average Tg of the
microcapsules was 77.85 £ 0.5 °C with an average size of 7.69 + 2.19 um; the majority had a
rough spherical morphology with clefts; the Weibull and Gammariello models were adjusted to
estimate the shelf life in terms of the bioactivity, with an R? of 0.992 in phenol compounds. The
protection of the bioactivity of the microcapsules through gastrointestinal simulation in vitro
was: 72.38 %, 84.03 %, 60.33 %, [and] 77.86 % for the phenol compounds, flavonoids and
DPPH and ABTS antioxidant capacities, respectively.

Keywords: vervain, Verbenaceae, vegetable extract, Verbena officinalis, foliar extracts



I. INTRODUCCION

Las hojas de Verbena officinalis L.(verbena) son una fuente de medicina natural en las
zonas rurales de nuestro pais y su aplicacion estd basada en el empirismo. Estudios sobre los
extractos de sus hojas demostraron su poder bioactivo, como, antiinflamatorio, antibacterial,
neuroprotector, analgésico, antifungico, antioxidante, benéfico para la prostatitis crénica y
dolores de estomago, estas propiedades funcionales se deben al amplio rango de compuestos
fitoquimicos que presenta, tales como, aceites esenciales (citral, geraniol, limoneno,
verbenona), glucdsidos iridiodos (verbenalina, verbenen e histatdsido), glucosidos del acido
cafeico, B-sitosterol, acido ursoélico, apigenina, luteolina y compuestos fenolicos, también se ha
consolidado que los principales componentes de la V. officinalis son iridoides, fenil-
propanoides, flavonoides, luteolina y terpenoides, estos tltimos le brindan el sabor amargo.

Actualmente la bioactividad de esta planta no es aprovechada adecuadamente por la
falta de difusion cientifica por lo que es utilizada tnicamente por los pobladores de las zonas
rurales, apenas al uso in natura, careciendo de una tecnologia de conservacion bioactiva. Las
hojas contienen terpenoides, lo que origina organolépticamente elevada intensidad de amargor,
induciendo al rechazo de su consumo como medicamento, careciendo de una tecnologia que
encapsule el compuesto bioactivo y enmascare el sabor amargo. Existen pocos estudios sobre
la cuantificacion bioactiva de la V. officinalis y estos se realizaron extrayendo los compuestos
bioactivos con solventes toxicos para el ser humano (mezcla agua/etanol, metanol/etanol,
acetona) que evidentemente tienen mayor poder de extraccion que el agua, pero carecen de
aplicabilidad. Cabe resaltar que los pobladores inicamente consumen la infusioén de hojas de V.
officinalis realizados con agua como solvente, requiriéndose de una tecnologia que incremente
la efectividad de extraccidon y ademas es necesario conservarlos adecuadamente.

Una de las tecnologias de conservacion de los compuestos bioactivos es la
microencapsulacion, esta tecnologia encapsula el principio activo y enmascara el sabor, olor y
otros atributos sensoriales de los alimentos, que frecuentemente causan rechazo a su consumo,
no aprovechandose las bondades medicinales y/o nutricionales del alimento. Para la obtencion
de microcapsulas son utilizadas técnicas fisicas como el secado por aspersion siendo este
ventajoso porque forma las microcapsulas a altas temperaturas, pero en tiempos muy cortos (1-
5 s) impidiendo la degradacion de los compuestos bioactivos que, en su mayoria son
termosensibles. La extraccion de la bioactividad de la verbena con ondas acusticas es
importante porque se evita el uso de solventes tdxicos, y asimismo la microencapsulacion
conserva los compuestos bioactivos después de extraerlos. La evaluacion de estos compuestos

en las microcapsulas, identificacion de enlaces OH, calculo de la temperatura de transicion
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vitrea (Tg), determinacion del tamafio medio y distribucion de particulas, la prediccion de vida

util y simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro brinda informacion sobre la eficiencia

de microencapsulacion, la temperatura para almacenar, la cinética de degradacion en el tiempo

y coOmo se protegen en el sistema gastrointestinal, en este sentido se plantearon los siguientes

objetivos:

Objetivo general: Microencapsular el extracto acuoso de V. Officinalis L. (Verbena) mediante

secado por aspersion y evaluar la eficiencia bioactiva en la digestion gastrointestinal in vitro.

Objetivos especificos

Determinar el contenido de compuestos fenolicos y flavonoides totales del extracto
acuoso de verbena extraido por ondas acusticas.

Caracterizar las microcapsulas obtenidas en términos de eficiencia de
microencapsulacion mediante el contenido de compuestos bioactivos y disefiar el
proceso de microencapsulacion del extracto acuoso de verbena utilizando el secado por
aspersion seleccionando el tipo y proporcion de agente encapsulante (maltodextrina
DE10 y goma arabiga).

Caracterizar los grupos funcionales presentes en las microcapsulas mediante
espectrofotometria por transformada de Fourier (FTIR) identificando el grupo funcional
hidroxilo (OH).

Determinar la temperatura de transicion vitrea (Tg) de las microcapsulas mediante DSC
para establecer su estabilidad térmica y comportamiento en el almacenamiento.
Evaluar el tamafo promedio, la distribucion de tamafos y la morfologia superficial de
las microcapsulas mediante MEB para analizar la calidad del proceso de
microencapsulacion.

Estimar la vida util de las microcapsulas de verbena en funcion a los compuestos
fenolicos, flavonoides y capacidad antioxidante.

Simular la digestion gastrointestinal in vifro de las microcépsulas abordando la fase

salivaria, gastrica e intestinal.



II. REVISION DE LITERATURA
2.1. Antecedentes

En Ia literatura cientifica existen estudios sobre la bioactividad de la V.officinalis,
Calvo (2006) en su estudio sobre la actividad antiinflamatoria y analgésica del preparado topico
de V. officinalis encontr6 que la actividad fue similar al gel de piroxicam utilizado como control
positivo. Los extractos fueron obtenidos con metanol y aplicadas en ratas albinas wistar en bajas
concentraciones, careciendo de aplicacion en humanos, porque el metanol es perjudicial para
la salud.

Casanova et al. (2008) estudiaron la actividad antioxidante y antifiingica de hojas
de V. officinalis, la capacidad antioxidante frente al radical libre DPPH y el efecto antiflingico
utilizando como solvente cloroformo, acetato de etilo y metanol al 50%. Los resultados
sugirieron que los compuestos fendlicos extraidos con metanol al 50% podrian considerarse
fuentes excelentes y facilmente disponibles de compuestos antifingicos y antioxidantes
naturales, sin embargo, el metanol no es aplicable en humanos.

Pang et al. (2014) extrajeron y microencapsularon por aspersion los polifenoles
obtenidos de hojas de Orthosiphon stamineus (t¢ de Java), la extraccion fue con disolvente
acuoso que permitio la extraccion simultdnea de compuestos fenolicos hidrofilicos y lipofilicos.
Una mayor concentracién de sélidos conduce a una mayor viscosidad de la solucion, mayor
tamafno de particulas, menor contenido de humedad y superficie menos rugosa, lo que puede
mejorar la fluidez de las particulas. Los resultados sugieren que la eupatorina y el acido
rosmarinico son mas susceptibles a la degradacion térmica que la sinensetina durante el secado
por aspersion. También se encontrd que la formulacion de proteina de suero de leche y
maltodextrina a una proporcion de 1:9 era més eficaz, con una retencion total de flavonoides
del 86,7 % en comparacion con otras formulaciones.

Michel et al. (2023), con el objetivo de optimizaron las condiciones de
microencapsulacion de extractos de hojas de Azadirachta indica A. (lila india.) para el
biocontrol de Tenebrio molitor (gusano de harina), para la encapsulacion de los extractos
utilizaron el método de coacervacion compleja, donde los factores independientes considerados
fueron el pH (3, 6 y 9), la pectina (4, 6 y 8 % p/v) y el aislado de proteina de suero (WPI) (0,50,
0,75y 1,00 % p/v), ademas utilizaron como matriz experimental el arreglo ortogonal Taguchi
L9 (3%). La variable respuesta fue la mortalidad de 7. molitor a las 48 h. Los nueve tratamientos
se aplicaron por inmersion de los insectos durante 10 s. El andlisis estadistico reveld que el
factor mas influyente en la microencapsulacion fue el pH (73% de influencia), seguido de la

pectina y WPI (15% y 7% de influencia, respectivamente). Las condiciones Optimas de
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microencapsulacion fueron pH = 3, pectina al 6 % p/v y WPI al 1 % p/v. Las microcépsulas
tenian un didmetro que oscilaba entre 1 y 5 pm. La microencapsulacion por coacervacion
compleja es una alternativa para la conservacion de compuestos insecticidas extraidos de las
hojas de neem.

La investigacion de Iturri et al. (2021) indica que los compuestos bioactivos de la
pulpa de Eugenia stipitata (Arazd) tienen propiedades antimutagénicas, anticancerigenas y
antigenotoxicas, pero su uso es limitado debido a su alta perecibilidad, por ello planteo el
objetivo de preservar la bioactividad mediante el uso de microencapsulacién por secado por
atomizacion, uso de DSC para determinar la mejor proporcion de material de pared
(maltodextrina o goma arabiga) y temperatura de secado (100 o 120 °C), lo que exhibi6 que las
microparticulas con maltodextrina (1:9)-100 °C tuvieron la mejor conservacion de bioactividad
después de digestion gastrointestinal in vitro, conservando el 61% de polifenoles totales, y el
101%, 85% y 31% de capacidad antioxidante segiin los métodos de ensayo ABTS, FRAP y
DPPH respectivamente, estas microparticulas tenian una morfologia esférica, con buena
estabilidad térmica y poder almacenarse a temperatura de 20 a 40 °C sin volverse pegajosas,
concluyeron que la microencapsulacion por secado por atomizacion junto con DSC es
importante para preservar una alta concentracion de compuestos bioactivos.

Silva et al. (2023) microencapsularon Camellia sinensis (t€ verde) y cuantificaron
polifenoles y capacidad antioxidante. Younesi et al. (2023) determinaron compuestos fendlicos,
antocianinas y capacidad antioxidante de las microcapsulas del extracto de Hibiscus sabdariffa
(flor de Jamaica). Jovanovi¢ et al. (2021) encapsularon el extracto de raiz de Gentiana
asclepiadea L (genciana de las asclepias), cuantificando fenoles totales. Mehran et al. (2020)
microencapsularon Pétalo de Echium amoenum (hierba de la vibora persa) determinando
posteriormente antocianinas y la capacidad antioxidante. Silva et al. (2019) microencapsularon
el extracto de semilla de Paullinia cupana (guarana) luego cuantificaron el contenido fenolico,

catequinas y epicatequinas.

2.2. Aspectos generales de la verbena
2.2.1.Caracteristicas de la planta
La planta es perenne, con tallos de 30-60 cm, erectos, de seccion
cuadrangular y acostillados longitudinalmente, escdbridos en los angulos y laxamente
ramificadas, las hojas, opuestas, son mas o menos rombicas, las inferiores de 4-6 X 2-4 cm,
peciolados, profundamente incisas, de liradas a 1-2 pinnatifidas, las inferiores mas pequeias,

sésiles y de subenteras a enteras, las flores se disponen en espigas bracteadas, largamente



pedunculadas, de 10-25 cm, solitarias o en paniculas muy laxas, las bracteas son ovado
acuminadas, ciliadas, el caliz es tubular y esta formado por cuatro sépalos soldados en su mayor
parte, y la corola, hipocrateriforme, de color rosa palido, el doble de larga que el céliz, con
forma de embudo que se abre por cinco lobulos redondeados que forman dos pequefios labios,
el androceo consta de cuatro estambres con anteras verdosas y carentes de filamentos, inclusos,
y el gineceo tiene un ovario con cuatro cavidades que emite un corto estilo, el fruto es una nuez
que se divide en cuatro nuiculas de 1,5 - 2 mm, de color pardo rojizo y con 4 o 5 costillas
longitudinales en el dorso (Menéndez, 2023).

La V. officinalis pertenece a la familia de las Verbenaceae consisten en
hermafroditas, arboles aromaticos, arbustos, lianas o hierbas, los tallos suelen tener cuatro
lados, al menos cuando son jovenes, los nudos a menudo estdn surcados y las espinas estan
presentes en algunos taxones, las hojas suelen ser simples, aserradas, opuestas y exestipuladas,
la inflorescencia es una cima, panicula, racimo o cabeza, en algunos taxones con un involucro

de bracteas coloreadas, ademas las flores son hipdginas, generalmente bisexuales (Simpson,
2010).

2.2.2.Clasificacion taxonémica
Schoch (2020) menciona que se encuentra clasificado de la siguiente forma:
Reino : Plantae

Division  : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Orden : Lamiales
Familia : Verbenaceae
Género : Verbena

Especie : Verbena officinalis L.

2.2.3. Importancia de los compuestos de la verbena
La V. officinalis tiene un efecto anti-inflamatorio satisfactorio contra la
infeccion viral in vivo y regula las funciones de activacion, maduracion y destruccion de las
células asesinas naturales, es por ello que la verbenalina de V. officinalis mejora la eficacia de
eliminacion de asesinas naturales, lo que sugiere su potencial como una terapia prometedora
para combatir la infeccion viral (Dai et al.,, 2023). De manera integral y sistematica las
caracteristicas de los ingredientes clave en V. officinalis (quercetina, luteolina y kaempferol),

previenen la aparicion y el desarrollo de la aterosclerosis (Chen et al., 2023). Ademas, la V.
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officinalis L. es un medicamento utilizado en todo el mundo con fines antidepresivos y
anticonvulsivos, asi como para tratar trastornos inflamatorios, quemaduras en la piel, abrasiones
y enfermedades gastricas (Rodrigues et al., 2022).

Los extractos de V. officinalis son agentes terapéuticos para el tratamiento
potencial de diferentes enfermedades, incluidos los canceres colorrectales y de higado (Nisar et
al., 2022a). V. officinalis posee multiples potenciales terapéuticos (Nisar et al., 2022b). Rehecho
et al. (2011) estudiaron la composicion quimica, contenido mineral y actividad antioxidante de
V. officinalis, el estudio fue realizado utilizando dos extractos, acuoso (solo agua) e
hidroetanolico, el analisis por HPLC-DAD y LC-MS permitié la deteccion e identificacion de
tres iridoides, quince flavonoides y cuatro derivados del acido fenolico (fenoles). Ambos
extractos mostraron una actividad antioxidante significativa utilizando tres sistemas modelo in
vitro (DPPH, ABTS y radical superdxido), los resultados tienen correlacion con el contenido
total de fenoles, flavonoides totales y el contenido de minerales (Mg, Ca, Na, K, P, Fe, Zn, Cu,
Mn) presentes en ambos extractos, estos resultados son atractivos para diversos fines
comerciales como complementos alimenticios y productos de medicina natural.

Sumaira et al. (2018) utilizaron extractos de hojas de V. officinalis y
Verbena tenuisecta, el analisis fitoquimico de los extractos vegetales reveld que V. officinalis
mostré un mayor contenido total de fenoles y flavonoides (22,12 y 6,38 mg/g) en comparacion
con V. tennuisecta (12,18 y 2,7 mg/g). Las ZnO NPs se caracterizaron mediante espectroscopia
ultravioleta-visible, infrarrojo por transformada de Fourier, microscopio electronico de barrido.
Fue examinado el biopotencial de las ZnO NPs a través de su potencial leishmanicida contra
Leishmania tropica (conocida en Pert como uta). Las nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO
NPs) mostraron una potente actividad leishmanicida, siendo 250 pg/ml la concentracion mas
potente. Las ZnO NPs mediadas por V. officinalis mostraron una actividad leishmanicida mas
potente en comparacion con las mediadas por V. fenuisecta debido a su mayor concentracion
de polifenoes totales dopados en su superficie. Estos resultados son una alternativa para el
desarrollo de nuevos compuestos para el tratamiento de la leishmaniasis. Actualmente la V.
officinalis esta teniendo resultados alentadores sobre tratamiento de enfermedades cronicas, por
ejemplo. Dobrucka et al. (2021) estudiaron la actividad antileucémica de nanoparticulas de
Au/CuO/ZnO sintetizadas con extracto de V. officinalis. La influencia de las nanoparticulas de
Au/CuO/ZnO en la viabilidad celular se evalud in vitro. El tipo de muerte y la efectividad de la
eliminacion celular dependieron tanto de la concentracion del complejo como de la duracion
del cultivo. Dentro de las primeras 24 h, mas del 80% de las células cultivadas en presencia de

nanoparticulas de Au/CuO/ZnO a la concentraciéon de 10 umol exhibieron signos de apoptosis
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tardia (disminucion de produccion de energia celular que conlleva a una muerte tardia por
hinchamiento). Y alrededor del 60% de las células cultivadas en presencia de nanoparticulas de
Au/Cu0O/ZnO a la concentracion de 100 umol sufrieron necrosis (muerte celular por ruptura de
la membrana citoplasmatica y la consecuente salida de material intracelular). Los estudios
realizados demostraron que las nanoparticulas trimetalicas de Au/CuO/ZnO sintetizadas con
extracto de V. officinalis pueden ayudar a desarrollar soluciones efectivas para combatir la
leucemia. Barbalata-Mandru et al. (2022) estudiaron la obtencion de biomateriales
(bioplasticos) con propiedades antibacterianas mediante la combinacion de alcohol polivinilico
con los extractos obtenidos de varias plantas de Rumania, en el cual seleccionaron extractos
herbales de flores recién recolectadas de la planta de Lavandula angustifolia (lavanda) y hojas
de las plantas de Mentha piperita (menta), de Cannabis sativa L. (cafiamo), de Verbena
officinalis L. (verbena) y de Salvia officinalis F. (salvia) y los resultados mostraron que los
extractos vegetales confieren efectos antibacterianos significativos a los plasticos frente a
Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli y no son toxicos frente a las células fibroblasticas del

conejo.

2.3. Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccion por ultrasonido que consiste en la interaccion de las ondas acusticas
con el tejido vegetal para alterar sus propiedades fisicas y quimicas, mediante vibracion
mecanica realizando ciclos de expansion y compresion lo que conlleva a que el tejido vegetal
se altere y esto provoca una mejora en la transferencia de masa (Dent et al., 2015)

Uno de los métodos usados para la extraccion de compuestos bioactivos en
vegetales es la extraccion por ultrasonido, que no es perjudicial para el medio ambiente y
produce un alto rendimiento con menor consumo de solvente y tiempo, tiene la propiedad de
conservar los compuestos sensibles a la temperatura, este método se ha combinado con otras
tecnologias influenciando asi en los proceso de la industria alimentaria mejorando la
estabilidad, calidad y seguridad en los alimentos (Yusoff et al., 2022).

En la actualidad, se disponen de varios métodos de extraccion para obtener
compuestos bioactivos siendo el mas utilizado la extraccion asistida por ultrasonido (Manousi

et al., 2019; Bakshi et al., 2022).

2.4. Microencapsulacion
La microencapsulacion permite proteger moléculas o sustancias activas mediante

la produccion de microcapsulas que contienen agentes activos como material que se empaqueta



dentro de un compuesto inmiscible s6lido o liquido, también llamado material de pared
(encapsulante) para prevenir de manera eficiente la contaminacién por microorganismos o
agentes que deterioran los alimentos. Tiene potencial aplicacion en sistemas estables, asi como
en los antibacterianos naturales para su posterior uso en las matrices de los alimentos y su
eficiencia se encuentra relacionado con la velocidad de liberacion y las propiedades biologicas
naturales que son atrapados (Eghbal et al., 2022). En la encapsulacién por liofilizacion se usa
como material pared los carbohidratos de cadena alta y media como almidon, maltodextrinas y
las ciclodextrinas debido a la capacidad para formar matrices amorfas y el modelo para
determinar el impacto de cada factor del proceso de optimizacion es la Metodologia de
Superficie de Respuesta (RSM) (Gonzalez-Ortega et al., 2020). El mecanismo de la proteccion
en la microencapsulacion depende de la composicion quimica, polaridad, solubilidad,
propiedades fisicas y funcionales de cada matriz, mejorando aspectos como: 1) la vida util del
analito al evitar la oxidacidon, como en el caso de los aceites esenciales o vitaminas liposolubles;
i1) prolongando la estabilidad y actividad funcional de compuestos termoldbiles o altamente
reactivos, como los antioxidantes; iii) facilitando la incorporacién de compuestos insolubles,
debido a la interaccion que se facilita entre el material encapsulante y el medio o solvente en el
cual se va a dispersar; iv) conservando los perfiles de aroma y sabor por un tiempo mas
prolongado; y v) la biodisponibilidad de nutrientes al facilitar la liberacion controlada en los

sitios requeridos de interaccion (De Souza et al., 2015).

2.4.1.Microencapsulacion mediante secado por aspersion

El método se basa en atomizar la solucidon que va a ser secada en forma de
gotas muy finas en el seno de una corriente de gas caliente que generalmente es aire caliente
que alcanza una temperatura que oscila entre 100 y 200 °C, posteriormente se forman particulas
de geometria esférica, con aspecto de esferillas huecas con un didmetro que puede estar entre
20 um y 200 um (Lopez & Orestes, 2010).

Los compuestos bioactivos pueden ser conservados mediante un proceso de
encapsulacion que los encierra en un material de revestimiento, y para ello el proceso de secado
por aspersion se ha empleado ampliamente por su breve duracién y sus condiciones de
funcionamiento son controlables. Este método representa una técnica convencional que es
relativamente sencilla, eficaz, con una alta capacidad y rentable, pues transforma el extracto
liquido en polvo mediante una corriente de aire caliente. El polvo resultante es adecuado para
su uso posterior en la industria farmacéutica o alimentaria, o puede utilizarse tal como se obtiene

debido a sus propiedades instantaneas. Los agentes encapsulantes habitualmente empleados en
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el proceso de secado por aspersion son biopolimeros naturales, como polisacaridos (almidon,
maltodextrina, quitosano, goma arabiga, pectina, ciclodextrina) y proteinas (leche desnatada,
proteina de suero, aislado de proteina de soja) (Jovanovi¢ et al., 2021).
Segun Esquivel-Gonzalez et al. (2015), las etapas del secado por aspersion
consisten en:
- Atomizacion
La atomizacion liquida en pequenas gotas se puede llevar a cabo por presion
o energia centrifuga, los atomizadores usados incluyen atomizador neumadtico, boquilla de
presion y configuraciones de discos giratorios.
- Contacto gota y aire caliente
Este contacto toma lugar durante la atomizacion en la camara de secado y
se inicia la etapa de secado. De acuerdo al sitio o lugar donde se encuentra localizado el
atomizador comparado con el aspersor de aire caliente, se puede distinguir en sentido de la
corriente, ya sea paralela o en contracorriente.
- Evaporacion de agua
Al momento en que ocurre el contacto de las gotas de liquido con el aire
caliente, se establece el balance térmico y el equilibrio de presion parcial de vapor entre las
fases liquido y gas. Por lo tanto, la transferencia de calor se lleva a cabo del aire hacia el
producto como resultado de la diferencia de temperatura, mientras que la transferencia de masa
del agua se lleva a cabo en sentido opuesto debido a la diferencia de la presion de vapor.
- Separacion del producto seco y aire humedo
Esta separacion se hace a través de un ciclon colocado fuera de la camara
de secado, lo cual reduce las pérdidas del producto a la atmodsfera: las particulas de mayor
densidad son recuperadas en la base de la cdmara de secado, mientras que las finas pasan a

través del ciclon para ser separadas del aire himedo.

2.4.2. Ventajas de la microencapsulacion por atomizacion
Una de las ventajas que tiene la microencapsulacion es la manipulacion y el
control de la liberacion y solubilizacion de sustancias activas, son aplicados para el desarrollo
de la ciencia y procesamiento de un conjunto de alimentos (Calderon-Olive & Ponce-Alquicira,
2022).
Segun Arpagaus et al. (2018) las ventajas de la microencapsulacion por

atomizacion consisten en lo siguiente:
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Control del tamafio y la morfologia de las particulas (forma morfa/cristalina,
porosidad).

Proceso de un solo paso para convertir directamente varios alimentos
liquidos en polvo seco y su simplicidad de operacion.

Bajos costos operativos, tecnologia energéticamente eficiente y proceso
rapido.

Disefio de ciclo abierto y cerrado para secado por aspersion de disolventes
acuosos y organicos.

Procesamiento de sustancias sensibles al calor con bajo riesgo de
degradacion.

Disefio de particulas con propiedades de liberacion controlada de farmacos.

Alta eficiencia de encapsulacion y vida ttil prolongada.

2.5. Compuestos fendlicos, flavonoides totales y capacidad antioxidante
2.5.1.Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos se pueden caracterizar como compuestos de
origen vegetal que comparten la presencia de un anillo aromatico que contiene uno o varios
grupos hidroxilo (Machmudabh et al., 2017). Estos compuestos se pueden determinar mediante

el método de Folin-Ciocalteu (Tuncay et al., 2023).

2.5.2.Flavonoides
Los flavonoides son compuestos fenodlicos que poseen dos anillos

aromaticos unidos por un enlace de tres carbonos (Hogervorst Cveji¢ et al., 2017).

2.5.3.Capacidad antioxidante

La propiedad antioxidante debe originarse como una caracteristica
intrinseca, resultante de los componentes naturales del material, excluyendo la influencia de
antioxidantes agregados o de constituyentes liberados mediante tratamientos quimicos o
enzimaticos previos (Careche et al., 2008). El antioxidante es una sustancia que, al ser
introducida en pequeiias cantidades durante la oxidacion natural del aire, tiene la capacidad de
retrasar o prevenir la oxidacion, también esta definicion abarca en el sistema bioldgico donde a
la sustancia que resguarda contra los posibles efectos perjudiciales de procesos o reacciones

que induzcan una oxidacion excesiva se le considera antioxidante (Cudennec et al., 2012).
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Los métodos de evaluacion de la capacidad antioxidante analizan la
actividad global de los compuestos antioxidantes presentes en un material mediante la
consideracion de diversas reacciones (Sanchez-Ayora & Pérez-Jiménez, 2023).

Hay métodos para evaluar la capacidad antioxidante total in vitro o para
cuantificar los radicales libres, estos métodos se centran en la neutralizacion de radicales libres
estables, como el &cido 1,1'-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), el &cido 2,2'-azobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) por parte de antioxidantes, y el poder antioxidante
reductor férrico (FRAP) (Chatterjee et al., 2005). Qin et al. (2023) realizaron la evaluacion de
la capacidad antioxidante de los componentes bioactivos del extracto de las hojas de Psidium
guajava L. (guayaba) utilizando los métodos de DPPH y ABTS. De la misma forma Avalos et
al. (2023) usaron el método de DPPH y FRAP para determinar la capacidad antioxidante de lo
compuestos bioactivos de los extractos de vainas de Mucuna pruriens (Grano de terciopelo) y

Cajanus cajan (Frijol de palo).

2.6. Perfil de enlaces quimicos OH

La capacidad antioxidante de los compuestos fenolicos y flavonoides guarda una
relacion directa con la presencia del grupo hidroxilo (OH) en la muestra, ademas, la ubicacion
de estos grupos hidroxilo también influye en la capacidad de eliminar radicales libres (Patle et
al., 2020). Para determinar los enlaces quimicos OH de los componentes bioactivos de un
extracto se realiza mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (Tuncay et

al., 2023) en su estudio sobre el extracto de Rhaphiolepis indica L. (Manzanillo).

2.7. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Segiin Mukhametzyanov et al. (2022), la técnica se fundamenta en la
identificacion del flujo de calor en relacion con el tiempo durante el proceso de calentamiento,
utilizando una velocidad de calentamiento generalmente constante, esta velocidad de
calentamiento corresponde a la derivada de la temperatura del sistema respecto al tiempo, la
cual se transforma en capacidad calorifica aparente en relacion con la temperatura. Apostolidis
et al. (2023) utilizaron este método para determinar la temperatura de transicion vitrea y la
capacidad calorifica de aglutinantes asfalticos y la entalpia de estos ligantes, Rodriguez-Cortina
y Herndndez-Carrion (2023) determinaron las caracteristicas morfoldgicas de las microcépsulas

de Plukenetia volubilis L. (Sacha Inchi).
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2.8. Analisis de microestructura de microcapsulas

Es un método utilizado para generar imagenes de la superficie de un material con
el proposito de identificar su morfologia, y tamano, ademds, es empleado para obtener
informacion cristalografica y aclarar la orientacion de las particulas en un material (Kepekgei et
al., 2021). ilhan Dincer y Temiz (2023) utilizaron el microscopio electronico de barrido para
observar la morfologia de las microcépsulas obtenidas del extracto de Pyracantha coccinea
(espino de fuego), Zhao et al. (2021) utilizaron el mismo método para observar la

microestructura de microparticulas de proteina de haba.

2.9. Vida util de microcapsulas

La vida 1til se puede determinar mediante un almacenamiento con parametros
controlados. Huang et al. (2021) en su investigacion sobre microcapsulas de goma gellan, en
un entorno de refrigeracion, notaron alteraciones en la estructura, el tono, la estabilidad e

incluso la densidad de las microcapsulas individuales.

2.10. Digestion gastrointestinal in vitro

La actividad antioxidante aumenta la digestion gastrointestinal, los flavonoides de
la quinua son inaccesibles y su liberacion en el tracto gastrointestinal puede ejercer una fuerte
actividad antioxidante contra los radicales libres que son responsables de enfermedades
cronicas de la salud (Balakrishnan & Schneider, 2020). Los fenoles se hidrolizan a sus agliconas
libres, luego se conjugan mediante metilacion, sulfatacién o glucuronidacion, los flavonoides
que se encuentran en las plantas estan glicosilados, lo que significa que estan relacionados con
azucares como la glucosa, la glucorramnosa, la galactosa, la arabinosa y la ramnosa y la union
de estos azucares de los flavonoides no es hidrolizada por las enzimas pancreaticas durante la
digestion, lo que implica que los flavonoides liberados permanecen glicosilados incluso
después del proceso de digestion in vitro, haciéndolos mas estables en las circunstancias del
medio (Stefanescu et al., 2022). Iturri et al. (2021) estudié la microencapsulacion de
microparticulas de frutos de Eugenia stipitat (araza) y después de la digestion observaron que
se redujo la capacidad para neutralizar radicales libres DPPH, sin embargo, se conservaron los
polifenoles totales y las capacidades antioxidantes por FRAP y ABTS, es por ello que la técnica
de microencapsulacion por atomizacion es adecuada para la obtencion de microparticulas y la
conservacion de los compuestos bioactivos de los frutos. En la digestion gastrointestinal se vio
afectado el contenido de compuestos bioactivos en brotes de col rizada encapsulados y no

encapsulados, la encapsulacién por atomizacion redujo la degradacion de los fitoquimicos
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durante el almacenamiento, y los brotes de col rizada germinados mostraron una menor
degradacion de luteina (35,6 %, 28,2 %), glucosinolatos (15,4 %, 18,9 %) y compuestos
fenolicos (20,3 %, 25,7%), en comparacion con los no encapsulados, ya que los encapsulados
ejercen la mayor actividad antioxidante celular (94,2 %) y actividad inmunomoduladora al
estimular la produccion de IL-10 (88,9 %) y la inhibiciéon de COX-2 (84,1 %) y NOx (92,2 %)
(Ortega-Hernandez et al., 2023).

Pham et al. (2021) estudiaron la liberacion de las microcdpsulas mediante un
modelo de digestion in vitro, obteniendo como resultados que la mayor parte del aceite
encapsulado (66—-80%) se liberd en la etapa intestinal y entre el 5% y el 17% se liber6 en la
etapa gastrica.

En el proceso de digestion in vitro simulado, el contenido de vitamina D3 puro en
el jugo gastrico fue de 0,568 ng, mientras que la tasa de liberacion de vitamina D3 en la muestra
de CMC fue de solo 0,133 pg, logrando asi el efecto de liberacion sostenida (Zhang et al.,
2020).

Wang et al. (2023) simularon el tracto gastrointestinal para microcapsulas de
aceite de semilla de Camellia oleifera (arbol del aceite de t¢) obtenidas mediante los métodos
de coacervacion compleja y secado por aspersion, abordando la fase géstrica e intestinal
posterior a ello cuantificando el aceite. Por su parte Fan et al. (2022) en su estudio realizaron la
digestion gastrointestinal in vitro de compuestos de Cornus officinalis (Cereza de cornalina
japonesa) abordando la fase oral, gastrica e intestinal demostrando asi que los glucosidos
iridoides con respeto a los fenoles son menos estables después de abordar dichas fases.

Gomez-Garcia et al. (2022) en su estudio sobre la simulacion de la digestion
gastrointestinal in vitro de los compuestos bioactivos del jugo de cascara de Cucumis melo
L.(melén) en polvo, demostraron que se reducen las propiedades antioxidantes de dichos
compuestos al abordar la fase de la boca, del estdbmago y del intestino. Lima et al. (2019)
demostraron la disminucion de la capacidad antioxidante y la perdida de los fenoles de
Artemisia gorgonum (lasna) y Hyptis pectinata L. (Mastranto) posterior a la simulacion de la
digestion gastrointestinal in vitro abarcando la fase gastrica e intestinal.

Ortega-Vidal et al. (2019) estudiaron la infusion de Jasonia glutinosa (t€ de roca)
demostrando que se pierde un porcentaje de compuestos bioactivos, pero aun asi se observa
actividad antioxidante después de abordar la simulacion gastrointestinal in vitro, en dicho
estudio simularon la fase géstrica e intestinal mas no la fase salivaria ya que una infusion se

ingiere directamente siento el tiempo muy corto en la fase bucal.



III. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
La investigacion se realizo en el Laboratorio Central de Investigacion (LCI) de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS), ubicada en la ciudad de Tingo Maria, a 680

m.s.n.m., con una temperatura promedio de 25 °C y humedad relativa media de 84%.

3.2. Materia prima

Hojas frescas de V. officinalis (Verbena), recolectadas del caserio Santa Lucia,
provincia de Leoncio Prado, region Huédnuco en el Centro de Investigacion y produccion
Tulumayo Anexo La Divisoria (CIPTALD) de la UNAS ubicada en las coordenadas UTM
385730 este y 8990745 norte, con altitud de 620 m.s.n.m., humedad relativa media 75%,

temperatura promedio 24 + 2 °C.

3.3. Equipos, materiales y reactivos
3.3.1.Equipos
Balanza analitica (RADWAG, AS220.R2, Polonia); estufa eléctrica (MMM
Group, EC 222 ECO, Alemania), ultracongelador vertical —40 °C (Cimmsa, CCF/L-530,
Peru), licuadora eléctrica (Oster, BLSTBC4129-053, México); espectrometro FTIR (InfraLUM
FT-08, Lumex, Canadd), refrigerador (Frigidaire, FFU-17FSHW, EE. UU), mini spray-dryer
(BUCHI Labortechnik AG, S—300 Bas, Suiza), calorimetro (Setaram, Labsys evo robot opcion,
USA), espectrofotometro UV — Visible (Thermo Scientific, GENESYS 150, EE. UU),
incubadora (EFE CLAVE, EFE450, Peru), centrifuga (HETTICH, MIKRO 22 R, Alemania);
sonotrodo (Hielscher, UP5S0H, Alemania), Microscopio Electronico de Barrido (Phenom-
World B.V., Phenom ProX, Paises Bajos), pHmetro (Thermo Scientific, Oridon Star A-215, EE.
UU.), agitador vortex (Scientific Industries SI™, SI-0256, EE. UU.) metalizador (Leica, EM
ACE200, EE. UU.).

3.3.2. Materiales
Matraz aforado, microtubos, micropipetas, tubos de vidrio, crisoles, papel
filtro Whatman, embudo Buchner, vaso precipitado, perlas de vidrio, desecador, balon Kjeldahl,
matraz Erlenmeyer, cuchillo, bandejas, tubo de ensayo, gradilla, bolsas de polietileno de alta
densidad, envases trilaminados de aluminio, frascos oscuros, pinzas metalicas, buretas, tubos

de centrifuga, termdmetro y cubetas.
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3.3.3.Reactivos
Agua destilada, reactivo diluido de Folin-Ciocalteu, bicarbonato de sodio,
cloruro de sodio, 4cido clorhidrico concentrado, etanol, radical libre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidracilo), radical libre ABTS (2,2°-Azinobis-3-etil-benzo-tiazolina-6-acido sulfonico).

acido 3,4,5-trihidroxibenzoico (acido galico) y catequina.

3.4. Meétodos de analisis

Microencapsulacion de compuestos bioactivos: Metodologia propuesta por Iturri et al. (2021)
(adaptado para extractos vegetales)

Cuantificacion de compuestos fenolicos: Método espectrofotométrico propuesto por Obanda
et al. (1997) expresado como miliequivalente de 4cido gélico.

Cuantificacion de flavonoides totales: Método espectrofotométrico propuesta por Costa et al.
(2014) expresado como miliequivalente de catequina.

Cuantificacion de la capacidad antioxidante: La capacidad antioxidante DPPH se cuantifico
utilizando la metodologia de Alam et al. (2013) mediante la captura del radical libre (2, 2-difenil-
1-picrilhidracilo). Para la capacidad antioxidante ABTS se utiliz6 la metodologia de Re et al.
(1999) mediante la captura del radical libre 2,2’-Azinobis-3-etil-benzo-tiazolina-6-acido
sulfonico.

Identificacion del grupo funcional OH: M¢étodo donde se utiliza el espectrofotométrico
infrarrojo por transformada de Fourier, propuesto por Khawas y Deka (2017).

Determinacion de la temperatura de transicion vitrea: Método descrito por Jiang et al.
(2012), adaptado por Iturri et al. (2021).

Analisis de la microestructura de las microcapsulas: Para determinar la distribucion de
tamafo y la microestructura mediante el microscopio electronico de barrido. Se utiliz6 la
metodologia propuesta por Liu t al. (2018).

Simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro de las microcapsulas: Se utilizo el
método descrito por Briones-Labarca et al. (2011) con algunas adaptaciones para microcapsulas

recomendadas por Iturri et al. (2021).

3.5. Metodologia experimental
3.5.1.Determinacion de compuestos fendlicos y flavonoides en el extracto de verbena
Acondicionamiento de la muestra
Se recolectaron plantas de verbena en horas de la mafana y se envasaron en

bolsas de polietileno de alta densidad (PEBD). Luego fueron transportadas al Laboratorio
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Central de Investigacion (LCI) de la UNAS. Donde se realizo el deshojado y la seleccion de las
hojas, seguidamente, se descartaron las hojas con dafios fisicos o las afectadas por insectos.
Seguidamente las hojas seleccionadas fueron lavadas por inmersion en agua destilada y se dejo

orear por 20 min en una mesa de acero inoxidable.

Extraccion asistida por ultrasonido

Se tomd 10 g de muestra de verbena oreada y se licud por 15 segundos con
250 mL de agua destilada hasta obtener el extracto que posterior fue sometido a ondas acusticas
a través de un agitador ultrasonico. La sonicacidn fue aplicada a una frecuencia de 24 kHz (80%
de 30 kHz como su méxima potencia) por un tiempo de 38 minutos, estos parametros fueron
obtenidos por pruebas de optimizacion, luego la suspension fue centrifugada a 10 000 rpm por
10 min a 4 °C. Finalmente, el sobrenadante se almacen6 en congelacion a —40 °C para realizar
los posteriores andlisis de los compuestos fendlicos y de los flavonoides se realizaron segun la

metodologia de Obanda et al. (1997) y Costa et al. (2014) respectivamente.

3.5.2.Determinacion de la eficiencia de microencapsulacion de compuestos fenélicos
y flavonoides del extracto de verbena

Microencapsulacion mediante secado por aspersion
Se utiliz6 la metodologia propuesta por Iturri et al. (2021) que fue adaptado
para extractos vegetales. Inicialmente, el sobrenadante congelado del extracto se descongel6
lentamente en un refrigerador a 4 °C. Después de alcanzar el equilibrio térmico con la
temperatura ambiente, las concentraciones en porcentaje masa-volumen (% m/v) es decir masa
del material de pared (goma ardbiga y maltodextrina DE10) y volumen de extracto acuoso
fueron preparadas. Las concentraciones para cada material de pared fueron 2,5%, 5%, 10% y
15%. Con las concentraciones listas para el secado, se microencapsuld utilizando el mini spray-
dryer. Los parametros del proceso fueron: caudal de alimentacion de 4,2 L/h, caudal de aire de
secado de 5,95 L/min, caudal de aire de aspiracion de 0,58 m?/min, presion de atomizacion de
6 bar y se utilizaron dos temperaturas de bulbo seco de entrada del aire de secado 120y 140 °C.
Luego de obtener las microcapsulas de cada tratamiento se envasaron en frascos de rosca ambar
para luego realizar los analisis. A las microcapsulas de los 16 tratamientos se analizaron
compuestos fendlicos y flavonoides totales, determinando asi el mejor tratamiento en funcion
a estos compuestos y al rendimiento. La eficiencia de microencapsulacion por el método de
secado por aspersion fue calculada en funcion de los compuestos fendlicos y flavonoides totales

utilizando las siguientes ecuaciones.
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[mg EAG]MiCrocépsulas
mg EAG] Extracto de hojas

Conservacion de CF (%) = [ x 100 (1)

[mg EC]Microcépsulas
mg Ec]ExtraCtO de hojas

Conservacion de FT (%) = [ x 100 (2)

Donde, CF = Compuestos fenolicos, FT = Flavonoides totales, EAG = Equivalente acido galico,

EC = Equivalente catequina.

3.5.3.1dentificacion del grupo funcional hidroxilo (OH) en las microcapsulas

En el dia 0 se realizo el anélisis de perfil de enlaces quimicos OH, se utilizo
la espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para identificar el grupo
funcional hidroxilo (OH) presente en las microcdpsulas. Los datos espectrales se obtuvieron
con un espectrometro FTIR acoplado con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) de
reflexion tUnica, equipado con un cristal de ZnSe para cada andlisis, primero se obtuvo el
espectro de fondo (background), el cual consiste en obtener las interferencias del ambiente
realizando la lectura en un cristal limpio y se representd en unidades de transmitancia (%).
Inmediatamente después de obtener el background se obtuvo el espectro de las microcapsulas,
para lo cual la muestra se coloco sobre el cristal, ejerciendo presion con el accesorio mismo y
cubriendo completamente. Para el background y el espectro de las microcapsulas se realizaron
256 barridos espectrales en el rango de 550 a 4000 cm™! con una resolucion espectral de 4 cm™!
como recomienda Khawas y Deka (2017). Los cristales de ATR se limpiaron con alcohol
isopropilico antes y después de obtener los espectros para eliminar rastros de cualquier
interferencia. El cristal limpio se examind visualmente para asegurar de que ningun residuo de
la muestra anterior fuera retenido en la superficie y se verificd con la obtencion del espectro de
fondo (background) tal como recomienda Meza-Marquez et al. (2010). Los espectros obtenidos
se exportaron al software OriginPro (version 9, OriginLab corporation, MA, USA) donde se
optimizaron visualmente. Todo el experimento se realizd a una temperatura de 22 + 2 °C y

humedad relativa menor a 70%.

3.5.4. Analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Este andlisis se determind en el dia 0 se realiz6 con la finalidad de encontrar
la adecuada temperatura de almacenamiento en funcion de la temperatura de transicion vitrea
(Tg) se efectuo el andlisis de DSC. Este analisis se determino usando el método descrito por
Jiang et al. (2012), empleando un calorimetro (Setaram, Labsys evo robot option, USA). Se
peso6 6,46 + 0,4 mg de microcapsulas en un crisol de aluminio, luego el crisol fue sellado. El

calorimetro se calibr6 con indio (99,99% pureza, temperatura de fusion 126,63 °C), posterior a
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ello la muestra tuvo un calentamiento de 25 °C hasta 200 °C con una velocidad de calentamiento
de 10 °C/min, con flujo de argon de 30 mL/min, la temperatura de transicion vitrea (Tg) se

determind utilizando el software Calisto siguiendo el método propuesto por Iturri et al. (2021).

3.5.5. Analisis de la microestructura de las microcapsulas
Se utiliz6 la metodologia descrita por Liu et al. (2018), para determinar la
distribucion de tamafo, las microestructuras de las microcépsulas fueron observadas mediante
un microscopio electronico de barrido (SEM) (Thermo Fisher Scientific, Phenom ProX, USA).
Las microcépsulas se fijaron al portamuestras de aluminio con una cinta de carbono, se revistio
con una pelicula de oro en el metalizador (Leica, EM ACE200, USA) por 5 min y espesor de 5
nm. Las micrografias fueron observadas a un aumento de 1000x a 3000x, y se utilizd un voltaje

de aceleracion de 15 kV durante la obtencion de imagenes.

3.5.6. Evaluacion de la bioactividad de las microcapsulas

A las microcépsulas de los 16 tratamientos se analizaron compuestos
fenolicos y flavonoides totales, determinando asi el mejor tratamiento en funciéon a estos
compuestos y al rendimiento, posteriormente, el mejor tratamiento se almaceno por 30 dias para
determinar la vida util y cada 3 dias se evalud la bioactividad (compuestos fenolicos,
flavonoides, capacidad antioxidante) y en el dia 0 al inicio del almacenamiento se realizaron
los siguientes analisis: perfil de enlaces quimicos OH, anélisis de DSC, microestructura y
simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro. Para cuantificar la bioactividad primero se
preparo la disolucion de las microcapsulas donde se pesaron 0,5 g de microcapsulas y se mezclo
con 10 mL de agua destilada, dado que los materiales de sus paredes, (maltodextrina DE10 y
goma arabiga) son solubles en agua. Posteriormente en ambiente oscuro la mezcla se agitod por
4 horas a temperatura ambiente, luego cada muestra se centrifugd a 10 000 rpm por 20 min a 4
°C, para luego realizar los anélisis correspondientes.
Cuantificacion de compuestos fenolicos: La cuantificacion de los compuestos fendlicos se
realizé siguiendo la metodologia propuesta por Obanda et al. (1997). Se cuantificaron los
compuestos fenolicos usando 100 pL de la disolucion de microparticulas y afiadiendo 500 pL
del reactivo diluido Folin-Ciocalteu (1:10 agua destilada). Se agité por 5 min, luego se anadid
400 pL de carbonato de sodio a 7,5% (m/v) y se dejo reposar por 120 min en total oscuridad.
Se midio la absorbancia a 740 nm con un espectrofotometro UV/VIS (Thermo Scientific,
Genesys 150, USA). Finalmente se calcul6 la concentracion de compuestos fenolicos utilizando

una curva de calibracion de acido gélico (rango de 1 - 10 pg/mL) como se muestra en la Figura
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1 en funcion de la ley de Beer-Lambert. El resultado fue reportado como mg de equivalente

acido gélico/100g de muestra (mg EAG/100g), utilizando la siguiente ecuacion:

ieoc]= (AP re VmLY (107° mg
[Compuestos fenohcos]—( - mL) (d.9) (m : ) ( e ) (100 g) 3)
[Compuestos fendlicos corregido] = ([Compuestos fenolicos] — (PTMP) % €))

[Masa de fenoles] = ([Compuestos fenolicos corregido] m1_go§ZG

x [M] g x 100 ) mg EAG (5)
En que, A = Absorbancia de la muestra; b = Término de interseccion de la curva estandar; a =
Pendiente de la curva estandar; d.f = Factor de dilucion; V= Volumen total del extracto, m =
Masa de las microcapsulas utilizadas en el analisis; PTMP = Concentracion de compuestos

fendlicos del material de pared; M = masa total de microcapsulas producidas por tratamiento
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Figura 1. Curva estandar de acido galico para determinar compuestos fenolicos

Cuantificacion de flavonoides: Los flavonoides totales se cuantificaron segiin la metodologia
propuesta por Costa et al. (2014). Se mezclaron 100 pL de la disolucion de microparticulas con
400 pL de agua desionizada y 30 pL de nitrito de sodio (25% m/v). Después de 5 min de
incubacion a temperatura ambiente, se afadié 30 pL de AICI; al 10% (m/v). Después de 1 min,

se adicion6 200 pL de hidroxido de sodio (1 M) y 240 pL de agua desionizada. Las medidas de
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absorbancia se realizaron a 510 nm con un espectrofotometro UV/VIS (Thermo Scientific,
Genesys 150, USA). Se preparo6 una curva de calibracion con catequina (rango de 1 a 50 pg/mL)
como se muestra en la Figura 2, los resultados se reportaron en mg equivalentes de catequina

(mg EC/100 g de muestra), utilizando la siguiente ecuacion:

[Flavonoides totales]= (Af:b f) (d.f) (% m?L) (%) (100 g) (6)
mg EC

[Flavonoides totales corregido]z([Flavonoides totales] — (FTMP) T00 &

(7)

m,

[Masa de flavonoides] = ([Flavonoides totales corregido] N fOEgC x [M] g x 100 )mg EC (8)
En que, A = Absorbancia de la muestra; b = Término de interseccion de la curva estandar; a =
Pendiente de la curva estandar; d.f = Factor de dilucion; V= Volumen total del extracto (mL),
m = Masa de las microcapsulas para el analisis; FTMP = Concentracion de flavonoides totales

del material de pared; M = masa total de microcéapsulas producidas por tratamiento.

y =0,0264x + 0,0276
R*>=10,9997
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Catequina (pug/mL)

Figura 2. Curva estandar de catequina para determinar flavonoides totales

Capacidad antioxidante por el método de la captura del radical libre DPPH: Para su
cuantificacion fue utilizada la metodologia de Alam et al. (2013). Se preparo la solucion madre
del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) usando una fiola de 50 mL donde se
adicion6 0,012 g de radical y se aford con etanol al 80% en agua destilada. Luego, en una fiola

de 100 mL se agreg6 10 mL de esta solucion madre y se aforé nuevamente con etanol absoluto
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hasta obtener una absorbancia de 1,0+0,1 a una longitud de onda de 515 nm medida en un
espectrofotometro UV/VIS (Thermo Scientific, Genesys 150, USA). Ademas, se prepar6 una
curva estandar de Trolox como se muestra en la Figura 3 desde 0,01 hasta 0,03 mM, para la
cuantificacion de la capacidad antioxidante se utilizé 150 pL de la disolucion de microparticulas
y se mezclo con 2850 pL de solucion de DPPH y se dejo reposar por 30 min en total oscuridad
a temperatura ambiente y los resultados se reportaron en mmol equivalentes de Trolox (mmol

ET/100 g de muestra).
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Figura 3. Curva estandar de trolox para determinar la capacidad antioxidante por la captura

del radical libre DPPH

Capacidad antioxidante por el método de la captura del radical libre ABTS: Fue utilizada
la metodologia propuesta por Re et al. (1999). Se prepararon dos soluciones madres, A y B,
preparadas 12 a 16 horas antes de su empleo. Para la solucion madre A se peso 0,078 g de
ABTS (2,2’-Azinobis-3-etil-benzo-tiazolina-6-acido sulfonico) y fue enrazado en una fiola de
10 mL con etanol, y para la solucién madre B se pes6 0,013 g de persulfato de potasio y también
se enrazo en una fiola de 10 mL con etanol. Luego se mezclaron la solucién madre A y B en
proporciones de 1:1 de volumen. Para obtener la solucion del radical libre ABTS se us6 una
fiola de 100 mL y se agregd 5 mL de la mezcla de la solucion madre A y B, y se aford con

etanol hasta llegar a una absorbancia de 1,1+ 0,2 a longitud de onda de 734 nm medida en un
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espectrofotometro UV/VIS (Thermo Scientific, Genesys 150, USA). Ademas, se construyo una
curva estandar de Trolox de 0,001 hasta 0,015 mM como se muestra en la Figura 4, a
continuacion, en un tubo de ensayo se mezcld 30 puL de la disolucion de microparticulas con
2970 uL de solucion del radical libre ABTS y se procedio a la lectura, el resultado fue expresado

como mmol equivalentes de Trolox (mmol ET/100 g de muestra).
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Figura 4. Curva estandar de trolox para determinar la capacidad antioxidante por la captura

del radical libre ABTS

3.5.7.Determinacion de la vida util de las microcapsulas
Almacenamiento de las microcapsulas
Las microcéapsulas del mejor tratamiento fueron colocadas en placas petri
abiertas en una campana de desecacion donde se controld la humedad relativa mediante una
solucion saturada de cloruro de sodio (NaCl) obteniendo una humedad relativa de 72% y luego
la campana conteniendo las placas fue colocada en una estufa a 30 °C, inferior a la temperatura

de transicion vitrea (Tg = 78 °C) de las microcépsulas determinada por DSC.

Modelos matematicos para el calculo de la vida util de las microcapsulas: Se utilizaron dos
modelos matematicos vinculados a la calidad sensorial de alimentos, la ecuacién modificada
tipo Weibull y la ecuacion original de una ecuacion diferencial ordinaria de primer orden (EDO)
de Gammariello et al. (2008), esas dos ecuaciones fueron adaptadas para calcular la vida util en

términos de la calidad bioactiva de las microcapsulas.
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Modelo de Gammariello et al. (2008)

9Q—SAL
2.7182#max< e >+1”

—e

0SQ(t) = 0SQuin + Age

[_e 2.7182 umax(eg—;>+1]l
— Age (9)

Donde 0SQ(t) es la calidad bioactiva general de las microcéapsulas
almacenadas en el tiempo t, 0SQy;n es la calidad bioactiva minima aceptable, A, es el valor
inicial de la calidad bioactiva, SAL es el tiempo que se llega al minimo valor, 8, tiempo de
latencia,

Umax Un pardmetro de ajuste.

Modelo modificado de tipo Weibull

SAL

5] [-G)]

05Q(t) = 0SQmin — (Kp)el M £/ 1+ (Ky)el P (10)
Donde 0SQ(t) es la calidad bioactiva general de las microcéapsulas

almacenadas en el tiempo t, 0SQ,,i, ¢s la calidad bioactiva minima aceptable y K,, @, f son

parametros de ajuste, SAL es el limite de aceptabilidad de la calidad bioactiva.

3.5.8.Simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro de las microcapsulas

Esta evaluacion se realizd al mejor tratamiento en funcidon a compuestos
fenolicos y flavonoides totales durante el almacenamiento en el dia 0, fue abordado la fase
salivaria, gastrica e intestinal. La simulacion de digestion gastrointestinal in vitro se realizo
utilizando el método descrito por Briones-Labarca et al. (2011) con algunas adaptaciones para
microcapsulas recomendadas por Iturri et al. (2021). Inicialmente se pesaron 500 mg de
microcapsulas, posterior a ello se realizaron las tres fases.
Fase salivaria: Las microcépsulas fueron disueltas con 3 mL de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer de 50 mL envuelto con papel aluminio, y luego se regulo6 el pH a 6 con NaHCOs a
1 M, seguidamente se adicion6 0,1 mg de enzima a —amilasa/mL de agua utilizada en la
dilucion de microcépsulas y luego se coloco en la incubadora (EFE CLAVE, EFE450, Peru),
por un tiempo de 60 s a 37 °C sin agitacion.
Fase gastrica: La solucion de la fase salivaria se colocd en un matraz aforado de 25 mL
envuelto con papel aluminio y fue enrazado con agua destilada. La mezcla se colocd en un
Erlenmeyer de 50 mL envuelto con papel de aluminio y posteriormente se le ajust6 el pH a 2
utilizando HCl a 1 M. Luego se agregaron 50 puL de pepsina (50 mg de pepsina/mL en HCI
0,IN) por cada gramo de microcéapsulas y se llevaron a la incubadora (EFE CLAVE, EFE450,
Pert), a 37 °C durante 2 h con agitacion a 100 rpm.
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Fase intestinal: Para esta tltima etapa, a la solucion gastrodigestiva se ajustd el pH a 6 con

NaHCO; a 1 M, luego se anadieron 250 pL de una solucion mixta de pancreatina y bilis (4 mg

de pancreatina/mL y 24 mg de bilis/mL en NaHCO3 a 0,1 M) por cada gramo de microcapsula.
La muestra se llevo nuevamente a la incubadora (EFE CLAVE, EFE450, Pert), a 37 °C durante

2 h con agitacion de 100 rpm.

Las microcapsulas digeridas in vitro fueron centrifugadas a 4 °C por 20 min a

10000 rpm, seguidamente fueron filtradas a través de papel filtro de porosidad de 7 um y

almacenadas a —40 °C en un ultracongelador (Cimmsa, CCF/L-530, Pert), para su posterior

analisis de compuestos bioactivos.

Para calcular la eficiencia de proteccion de la bioactividad durante la digestion

gastrointestinal in vitro se utilizaron las siguientes ecuaciones.

[ mg EAG] Después de la digestion in vitro
100 g

[ mg EAG] Microcapsulas
100 g

Proteccién de CF (%) = x 100

[ mg EC
100 g
E
[Fng C
100 g

]Después de la digestion in vitro

Proteccién de FT (%) = x 100

]Microca'psula

[ mmol ET] Después de la digestion in vitro

100 g

Proteccion ABTS (%) = x 100

mmol ET]Microca'psulas

[ABTSW

[ mmol ET] Después de la digestion in vitro

100 g

Protecciéon DPPH (%) = x 100

mmol ET
100 g

]Microca'psulas

[DPPH

(1)

(12)

(13)

(14)
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Figura 5. Disefio experimental de microencapsulacion de extracto de verbena mediante secado por aspersion.

Mi, M, = Material de pared, maltodextrina DE10 y goma arébiga.
Ty T2 =Temperatura de secado 120 °Cy 140 °C.

Cl1, C2, C3, C4 = Concentracion de material de pared en funcion del volumen de extracto acuoso: 2,5%, 5%, 10% y 15%.

R = Repeticiones.
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Figura 6. Disefio experimental para determinar la vida util de las microcapsulas

Donde d = Dias de almacenamiento; R = Repeticiones
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Para determinar la vida util se evalu6 mediante los modelos matematicos de Gammariello y Weibull. En el dia 0 se identificé del grupo

funcional hidroxilo OH, andlisis térmico, microestructura y la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Compuestos bioactivos en el extracto de verbena
La concentracion de los compuestos bioactivos extraidos mediante ondas

acusticas por un tiempo de 38 min a una frecuencia de 24 kHz se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides en el extracto de verbena

Bioactividad Contenido
Compuestos fenolicos 1453,39 +£ 31,98 mg EAG/100 g de muestra
Flavonoides totales 442,08 = 12,34 mg EC./100 g de muestra
Masa promedio de compuestos
290,678 mg EAG
fenolicos
Masa promedio de flavonoides
88,415 mg EC

totales

La humedad de las hojas frescas de verbena fue de 73,01 %, con ello los resultados
de la Tabla 1 pueden expresarse en base seca, resultando en 53,85 + 1,18 mg EAG/g de muestra
seca para compuestos fendlicos y 16,38 + 0,46 mg EC/g de muestra seca para flavonoides, estos
resultados son mayores a los obtenidos por Falleh et al. (2021) en solucion acuosa por el método
de Soxhlet quienes obtuvieron en hojas de verbena una concentracién de compuestos fendlicos
de 4,6 mg EAG/g de muestra seca y 0,6 mg EC/g de muestra seca de flavonoides, estas
diferencias se deben al método de extraccion utilizado. Por otro lado, Polumackanycz et al.
(2022) utilizaron extraccion con ultrasonido por un tiempo de 15 min y obtuvieron en hojas de
verbena una concentraciéon de compuestos fenolicos de 25,45 + 3,81 mg EAG/g de materia seca,

esta diferencia se debe al menor tiempo sometido a ondas acusticas.

4.2. Eficiencia de la microencapsulacion de compuestos fendlicos y flavonoides en el
extracto de verbena

Para corregir las concentraciones de bioactividad de las microcapsulas fueron
cuantificadas la bioactividad de cada material de pared, es decir la concentracion de PTMP y
FTMP, la concentracion de polifenoles totales para maltodextrina DE10 y goma arabiga fueron
30,09 +£3,1 mg EAG/100 gy 134,49+ 30,09 mg EAG/100 g, respectivamente. La concentracion
de flavonoides fue de 0,00 mg EC/100 g para ambos materiales de pared.

Para analizar la confiabilidad de los datos experimentales respecto a las

concentraciones de fenoles totales y flavonoides se realizd la prueba de la distribucion normal
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mediante los fests de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov 'y Chi-cuadrado, para que los datos
experimentales obedezcan a una distribucion normal al menos uno de estos tests debe ser no
significativo (p-value > 0,05), los resultados de esta prueba (A-IV) para los datos
experimentales de las concentraciones de fenoles totales solo el test de Shapiro-Wilk es
significativo (p < 0,05) y los tests Kolmogorov-Smirnov y Chi-cuadrado son no significativos
(p > 0,05), consecuentemente esos datos experimentales presentan una distribucion normal.
Para flavonoides totales los test de Shapiro Will, Kolmogorov-Smirnov y Chi-cuadrado el p-
value fue mayor que 0,05), es decir los datos de flavonoides presentan una distribucion normal.
En general los datos experimentales presentan una distribucion normal, y son aptos para realizar
el andlisis de homogeneidad varianza (A-V) a través del test de Levene para fenoles totales
como para flavonoides, demostrando asi la existencia de homogeneidad de varianza de los datos
experimentales en las repeticiones de los tratamientos. Después de comprobar que los datos
presentan una distribucién normal con homogeneidad de varianza se procedi6 a realizar el
analisis de varianza (ANOVA) (A-VI y A-VII) y posterior la comparacion de medias con la
prueba de Tukey. En la Tabla 2 se observa que existe diferencia estadistica entre tratamientos
(p<0,05). EIl tratamiento con mayor eficiencia de microencapsulaciéon para compuestos
fenolicos es el T8 (78,72 + 3,58 %), seguido por los tratamientos T6 (71,98 + 3,01 %) y T7
(70,09 £+ 2,33 %), el tratamiento T8 presenta diferencia estadistica significativa con todos los
tratamientos (T1...T16, excepto con T8). Los tratamientos con mayores eficiencias de
microencapsulacion para flavonoides totales son el T8 (78,03 £ 6,30 %) y T6 (72,02 £ 4,59 %),
estos tratamientos presentan diferencia estadistica significativa con todos los tratamientos
(T1...T16, excepto el T6 y T8). En consecuencia, los mejores tratamientos para conservar la
bioactividad de las hojas de verbena son el T6 y T8, sin embargo, en términos de rendimiento
de proceso el tratamiento T6 (63 %) es superior al tratamiento T8 (48 %), lo que sugiere que el
tratamiento mas adecuado para el proceso de microencapsulacion de compuestos bioactivos de
esta matriz es el T6 (MD-140 °C -5%), Tolun et al. (2016) también demostraron que la
temperatura de 140 °C del aire de secado origina mayor eficiencia de microencapsulacion de
compuestos bioactivos de Vitis vinifera L. (uva) utilizando maltodextrina. Luego de determinar
que el mejor tratamiento corresponde al tratamiento T6 (MD-140 °C -5%), nuevamente se
procedi6 a producir microcdpsulas para su almacenamiento y posterior analisis con las
condiciones de este tratamiento, estos analisis fueron determinacion de enlaces quimicos OH,
analisis térmico, tamafio de particula y simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro. Los

resultados de rendimiento de proceso y eficiencia de microencapsulacion respecto a compuestos
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fenolicos fueron 63,8 % y 72,63 £ 3,47 % respectivamente, estos resultados coinciden con los

valores de la Tabla 2.

Tabla 2. Rendimiento de proceso y eficiencia de la microencapsulacion de los compuestos

fenodlicos y flavonoides.

Rendimiento Eficiencia de Eficiencia de
Tratamientos de microencapsulacion de  microencapsulacion
proceso (%) compuestos fenolicos (%) de flavonoides (%)
T1=MD -2,5%-120°C 12 (14,95 + 0,47)! (14,99 + 0,98y
T2=MD -5%-120°C 21 (26,32 + 0,94)" (27,09 + 1,77)M
T3=MD-10%-120°C 22 (33,32 + 1,47)F (31,75 + 2,86)%"
T4=MD-15%-120°C 23 (37,75 £ 1,23)° (38,54 +2,55)°'
T5=MD-2,5%-140°C 19 (20,53 £ 0,61)" (19,64 + 0,67)"
T6=MD-5%-140°C 63 (71,98 £3,01)° (72,02 £ 4,59)°
T7=MD-10%-140°C 49 (70,09 £ 2,33)> (65,67 £5,57)°
T8=MD-15%-140°C 48 (78,72 + 3,58)* (78,03 + 6,30)*
T9=GA-2,5%-120°C 22 (25,01 £0,57)h (25,27 £ 1,35)M
T10=GA-5%-120°C 30 (31,28 + 1,05)" (42,95 +2,39)f
T11=GA-10%-120°C 23 (20,31 + 1,49)" (33,35 +2,97)h
T12=GA-15%-120°C 24 (23,32 +£2,11)" (39,11 £ 3,18)°f
T13=GA-2,5%-140°C 60 (65,49 = 1,51)° (63,37 +2,89)*
T14=GA-5%-140°C 37 (37,85 £ 1,75)° (46,45 £3,21)%
T15=GA-10%-140°C 46 (38,02 +2,82)° (54,16 £3,91)
T16=GA-15%-140°C 53 (48,04 = 4,36)¢ (69,43 £5,17)®
MD= maltodextrina DE10, GA= Goma arabiga
70
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Figura 7. Tratamientos del rendimiento del proceso de microencapsulacion
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Los resultados del rendimiento del proceso de la microencapsulacion se muestran
en la Tabla 2, estos varian de 12% al 63% y corresponden al tratamiento 1 (T1) y al tratamiento
6 (T6), respectivamente. También en la Figura 7 se ilustra el rendimiento de proceso de los
tratamientos. Se puede observar que los mayores rendimientos son de T6 y T13 con 63 y 60%,
respectivamente, Cheng et al. (2024) afirman que en la microencapsulacion mediante secado
por aspersion se puede aumentar el rendimiento de proceso a 65% utilizando
hidroxipropilmetilcelulosa como un agente antiadherente evitando que el extracto de Cornus
fructus (Cornalina) se pegue en la cdmara de secado. Por otro lado, Lopez Herndndez et al.
(2008) obtuvieron un rendimiento de 70% y 64% usando maltodextrina y almidon,
respectivamente como encapsulante del extracto de Boerhaavia erecta L. (Hierba blanca),
también Lopez et al. (2009) durante el secado por aspersion de la pulpa de Musa paradisiaca
(banano) reportaron un rendimiento de proceso de 67 %. Estas variaciones en el rendimiento
de proceso pueden atribuirse a las diferencias en las propiedades fisicoquimicas de los agentes
utilizados y de la matriz a secar, asi como a los parametros especificas del proceso de secado
por aspersion.

Por otro lado, el tipo de material de pared (maltodextrina) utilizado en este
trabajo para obtener la mayor eficiencia de microencapsulacion de los compuestos bioactivos
de la verbena también concuerda con el resultado de investigaciones anteriores, como el de
Machado et al. (2022) quienes obtuvieron una mayor eficiencia de microencapsulacion (67 %)
de antocianinas de extracto de Brassica oleracea (col lombarda) utilizando como material de
pared maltodextrina. Por su parte, Acosta-Vega et al. (2023) lograron una alta eficiencia de
microencapsulacion (71,09 %) de compuestos fendlicos de pulpa de Theobroma grandiflorum
(cupuassu) utilizando como material de pared una mezcla de maltodextrina/inulina. También
Zanoelo et al. (2024) obtuvieron un mayor rango de eficiencia de microencapsulacion (66,54 a
70,16 %) de los compuestos bioactivos del extracto de llex paraguariensis A. (mate) tostado

con maltodextrina.
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Figura 8. Eficiencia de microencapsulacion de compuestos fenolicos

La Tabla 2 muestra la eficiencia promedio de microencapsulacion en funcion de
la conservacion de los compuestos fenolicos del extracto acuoso, resultando mas altos los
tratamientos T6, T7, T8 y T13 (71,98; 70,09; 78,72 y 65,49%, respectivamente), en la Figura 8
se ilustra los tratamientos mas altos, también se observa que la eficiencia de microencapsulacion
varia entre 14,95 y 78,72 % con diferencia estadisticamente significativa (p<0,05). Por otro
lado, en la Figura 8 el comportamiento de las curvas muestra que utilizando mayor
concentracion de material de pared se aumenta la eficiencia de microencapsulacion, dado que
existe mas material sélido para proteger la bioactividad, este comportamiento es mas notorio
para maltodextrina y fue reportado por Bergesse et al. (2023) quienes utilizaron maltodextrina
como material de pared en concentraciones de 10%, 20% y 30%, resultando con mayor
eficiencia de microencapsulacion las microcapsulas con 30% de maltodextrina, esto también se
debe a que cuanto mayor es la concentracion del material de pared, las microcépsulas son mas
grandes y protegen mejor los compuestos bioactivos.

La temperatura del aire de secado también tiene efecto sobre la eficiencia de
microencapsulacion, para los dos tipos de materiales de pared el incremento de temperatura
produce un aumento en la eficiencia de microencapsulacion, siendo mas significativo en
maltodextrina. Este efecto se debe a que cuando el aire esta mas caliente tiene mayor poder para
la evaporacion del agua y la formacion de las microcépsulas es mas rapida, disminuyendo el
tiempo de contacto con el aire caliente, sin embargo, la temperatura del aire de secado no debe

ser muy alta para evitar la pérdida del poder bioactivo de las microcapsulas.
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Los resultados de la eficiencia de microencapsulacion de compuestos fendlicos
(Tabla 3) concuerdan con los obtenidos por Insang et al. (2022) quienes trabajaron con una
proporcion de 1:2 (p/p) de maltodextrina y extracto de hoja de Morus alba L. (morera) y
obtuvieron una eficiencia de microencapsulacion de 70,28 % , también V da Rosa et al. (2019)
utilizaron maltodextrina como agente encapsulante a una temperatura de 140 °C y obtuvieron
la mejor retencion de sus compuestos bioactivos con una variacion en la eficiencia de
microencapsulacion entre sus tratamientos de 74,40 y 85,22%. Respecto a la temperatura del
aire de secado por aspersion, con maltodextrina DE10 a 140 °C existe mayor eficiencia de
microencapsulacion comparado con 120 °C (Figura 8). Este comportamiento concuerda con la
investigacion de Tatasciore et al. (2024) quienes microencapsularon compuestos bioactivos del
Humulus lupulus (lapulo) a 120 °C y 150 °C, obteniendo mayor eficiencia de
microencapsulacion en compuestos fenolicos a 150 °C, este fenomeno también se debe a que
al incrementar la temperatura del aire de secado la viscosidad de la solucion en la cdmara de
secado disminuye, facilitando la dispersion homogénea de los compuestos bioactivos en la
matriz encapsulante. Sin embargo, una temperatura muy alta también degradan los compuestos
bioactivos, como lo demuestra Tolun et al. (2016) quienes para microencapsular compuestos
bioactivos de Vitis vinifera (uva) utilizaron maltodextrina y goma ardbiga como material de
pared y cuatro temperaturas de bulbo seco del aire de secado, 120, 140, 160y 180 °C, resultando
mayor cantidades de compuestos fendlicos a la temperatura de 140 °C en comparacion con la
temperatura de 120 °C, y demostraron que con una temperatura de 160 °C se degradan los
compuestos fendlicos y a 180 °C se degradan mucho mas.

En la Tabla 2 también se muestra la eficiencia promedio de microencapsulacion
de flavonoides resultando similar que, en los compuestos fendlicos totales, es decir, los
rendimientos mas altos fueron el T6, T7, T8 y T16, con 72,02; 65,65; 78,03 y 69,43 %
respectivamente.

La eficiencia de microencapsulacion de flavonoides de este trabajo es mayor a lo
obtenido por Remigio et al. (2024) quienes microencapsularon mediante secado por aspersion
el extracto acuoso de Bauhinia ungulata (Casco de venado) y reportaron una eficiencia de

microencapsulacion en fenoles y flavonoides de 35y 57 %, respectivamente.
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Figura 9. Eficiencia de microencapsulacion de flavonoides

4.3. Grupo funcional hidroxilo (OH) en las microcapsulas

El espectro del analisis por FTIR de las microcapsulas del mejor tratamiento (T6)
se reporta en la Figura 10, los picos indican que las microcapsulas contiene compuestos de
naturaleza compleja, resaltando picos de absorcion mas amplios en los nimeros de onda de 682,
995, 1076, 1356, 1640, 2914 y 3264cm™!, que corresponden a los enlaces de -C-N-C (grupo
aromatico), -C-O-H (acido carboxilico), -C-N (amina alifatica), -C-N (amina aromatica), -C=C
0 -C=0 (anillo aromatico de fenoles o anillo de un flavonoide), -C-H (grupo alifatico) y -O-H
(grupo hidroxilo de fenoles), respectivamente. De esta manera se resalta la presencia de
compuestos bioactivos en las microcapsulas por el reconocimiento de los enlaces quimicos de
los compuestos fendlicos provenientes del extracto acuoso de las hojas de V. officinalis,
destacando la vibracion del enlace -O-H del fenol y el enlace C=C del anillo aromatico de los
compuestos fenodlicos. Estos resultados concuerdan con los reportados por Sumaira et al.
(2018), quienes identificaron en el extracto de V. officinalis un pico de absorcidon en 3240,26
cm~! correspondiente al enlace ~O—H de los compuestos fenolicos. También Sanchooli et al.
(2018) identificaron en nanoparticulas de extracto de V. officinalis un pico de 3422,64 cm™!
correspondiente al enlace quimico —O—H de los fenoles. Asimismo, Dobrucka et al. (2021)
identificaron en nanoparticulas de V. officinalis picos de absorcion importantes en 3273, 2107,

1

1635, 418, 385 y 383 cm™1, estos autores indicaron que el pico de 1635 cm™! representa
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vibraciones del enlace C=0 perteneciente al grupo de flavonoides, este pico es muy semejante

al valor encontrado en este trabajo.
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Figura 10. Espectro por FTIR de las microcapsulas del extracto acuoso de verbena

4.4. Temperatura de transicion vitrea (Tg) en las microcapsulas

En la Figura 11 se muestran las curvas del comportamiento térmico de las
microcapsulas del mejor tratamiento (T6), cada curva representa una repeticion del analisis.
Con ello fue posible obtener la temperatura promedio de transicion vitrea (Tg) de las
microcapsulas, siendo 77,85 + 0,5 °C. La Tg es la temperatura a la cual un material amorfo (sin
estructura cristalina) pasa de un estado rigido y vitreo a un estado més flexible y gomoso, en
las microcapsulas es importante conocer el valor Tg para predecir su comportamiento durante
el almacenamiento. En la curva de comportamiento térmico el eje de las ordenadas muestra la
variacion del flujo de calor y en el eje de las abscisas representa la temperatura. La temperatura
de transicion vitrea se determina por el punto medio de la inflexion en la primera pendiente de
la curva, en ese punto la capacidad calorifica del material cambia al pasar del estado vitreo al
gomoso. Can Karaca (2020) al microencapsular mediante secado por aspersion aceite de semilla

de Piper nigrum L. (pimienta negra) con maltodextrina y temperatura de 140 °C reportd una
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Tg de 99 °C, este valor es superior a la Tg de las microcapsulas de verbena, la variacion se debe
a los diferentes valores de las variables del proceso utilizado en la conservacion de los
compuestos bioactivos por microencapsulacion mediante secado por aspersion, pues, ademas
del agua, los compuestos como polifenoles y otros antioxidantes pueden actuar como
plastificantes, disminuyendo la Tg. Por otro lado, el método de encapsulacion también influye
en los valores de Tg, debido a que las microcépsulas difieren en el valor de la actividad de agua
segiin su método de produccion, por ejemplo, Sharayei et al. (2020) encapsularon mediante
liofilizacion el extracto acuoso de los compuestos bioactivos de la cascara de Punica granatum
L. (granada) usando maltodextrina, las microcapsulas presentaron Tg de 69,73 °C, este
resultado es inferior a la Tg encontrado en esta investigacion. En consecuencia, las
microcapsulas producidas mediante secado por atomizacion tendran mayor estabilidad durante

el almacenamiento comparado a las microcéapsulas producidas por liofilizacion.
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4.5. Morfologia, tamafio promedio y distribucion de tamafio de las microcapsulas

La distribucion de tamano evidencia las dimensiones de un numero significativo
de microcéapsulas, y se expresa mediante un histograma de frecuencia para los diferentes
tamanos de microcapsulas en un determinado intervalo de didmetros. Las micrografias con
diferentes aumentos, a 1550x (A) y 2700x (B) obtenidos de las microcapsulas de verbena se
muestran en la Figura 12, las iméagenes muestran la morfologia de las microcépsulas,
destacando en menor proporcion la forma esférica lisa y en mayor proporcion la forma esférica
rugosa con hendiduras idénticas a un “balon desinflado”, la presencia de la forma esférica
rugosa de estas microcapsulas se debe al violento cambio de presion de vapor del agua durante
el cambio de fase de liquido a vapor, esto genera una rapida pérdida de agua durante el secado
por aspersion, morfologia similar fue encontrado por Zhang et al. (2020), quienes
microencapsularon mediante secado por aspersion antocianinas extraidas de la céascara Vitis
vinifera L. (uva), y obtuvieron microcapsulas con morfologia esférica lisa y esférica rugosa con
hendiduras. De igual manera por el método de secado por aspersion Zanoni et al. (2020)
microencapsularon polifenoles extraidos de Cichorium intybus L. (achicoria roja) y Brassica
oleracea L. (col lombarda) reportando microcapsulas con morfologia esférica rugosa con
hendiduras. Utilizando diferente material de pared en la produccion de microcapsulas mediante
secado por aspersion Delia et al. (2019) también obtuvieron microcapsulas esféricas rugosas
con hendiduras durante la microencapsulacion de extractos de betalaina de Escontria chiotilla

(jiotilla) y Stenocereus queretaroensis (Pitahaya) utilizando mucilago de cactus.

Figura 12. Micrografias de las microcapsulas de verbena
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En la Figura 13 se muestra la distribucion de tamano de las microcépsulas, el cual
obedece a un histograma con distribucién normal, el tamafio promedio de las microcépsulas es
de 7,69 + 2,19 um, también se observa que la mayoria de las microcapsulas presentan un tamafio
que varia de 4,90 a 7,99 um, eso demuestra que las capsulas producidas en este trabajo estan a
la escala de microcapsulas, como menciona Calderén y Ponce (2022) las microcapsulas suelen
tener un diametro en el rango de 0,2 y 5000 um. En la literatura los autores reportan didmetros
similares, Millinia et al. (2024) microencapsularon mediante secado por aspersion las
antocianinas de Hibiscus sabdariffa L. (Jamaica) usando como material de pared maltodextrina
y reportaron un tamafio promedio de 5,62 um, este valor esta dentro del intervalo de tamafio
con mayor porcentaje de frecuencia en las microcapsulas obtenidas en esta investigacion.
Castejon et al. (2021) microencapsularon mediante secado por aspersion omega-3 de semillas
oleaginosas y microalgas utilizando caseinato de sodio como material de pared, se obtuvieron
microcapsulas con tamafio promedio de 4,2 pum. Por otro lado, el uso de una mayor
concentracion de maltodextrina como material de pared posibilita mayor viscosidad de la
suspension de alimentacion, el cual genera microcapsulas de mayor tamafio, esto es evidenciado
en el trabajo de Guo et al. (2020), quienes microencapsularon mediante secado por aspersion
curcumina de Curcuma longa L. (circuma) con maltodextrina en una proporcién mayor del 5

%, reportando que la mayoria de las microcapsulas fueron de 10 pm.
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Figura 13. Curva de distribucion de tamafio de las microcapsulas
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4.6. Vida util de las microcapsulas en funcion de la bioactividad

La vida 1util de las microcapsulas fue considerada en el momento en que la
concentracion de la bioactividad alcanza el 35% de su concentracion inicial, cuando las
microcapsulas tienen concentraciones menores al 35% de la carga bioactiva inicial son
consideradas microcapsulas con baja bioactividad. El valor del pardmetro SAL de los modelos
representa la vida util (dias) de las microcéapsulas.

En la Tabla 3 se muestra la estimacion de la vida util (SAL) durante el
almacenamiento de las microcapsulas del mejor tratamiento (tratamiento T6), la vida 1til esta
en funcion de la concentracion de los compuestos fendlicos con validacion experimental y las
concentraciones predecidas con los modelos de Weibull y Gammariello, el promedio general
del error relativo es 2,07% y 2,12%, respectivamente. El coeficiente de determinacién (R?) para
ambos modelos fue de 0,992, este valor es cercano a la unidad e indica que los dos modelos
predicen adecuadamente la concentracion de compuestos fenolicos durante su almacenamiento
a 72% de humedad relativa y 30 °C, la vida 1til en funcion de los compuestos fenolicos
mediante los modelos de Weibull y Gammariello es de 31,86 y 33,32 dias, respectivamente.
Esto indica que el material de pared protege los compuestos fenolicos contenidos en las
microcapsulas durante aproximadamente 32 dias de almacenamiento. En la Figura 14 se
observa el perfil del comportamiento de los datos experimentales y modelados de concentracion
de compuestos fenolicos, mediante los modelos de Weibull y Gammariello es posible predecir
la concentracion de compuestos fendlicos con una precision de 0,26% hasta 4,68% y de 0,22%
hasta 4,28%, respectivamente.

En las etapas iniciales del almacenamiento los dos modelos presentan similar
prediccion, en los tiempos finales de almacenamiento existe ligera divergencia, lo que se
traduce en una pequena diferencia en la vida 1til estimada, de aproximadamente un dia, la
Figura 14 también proporciona una perspectiva sobre la naturaleza no lineal de la cinética de la
degradacion de los compuestos fenolicos, lo que justifica la aplicacion de estos modelos
complejos no lineales capaces de predecir la dindmica de la degradacion bioactiva en

microcapsulas.
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Tabla 3. Datos experimentales, predecidos y parametros del modelo de Weibull y
Gammariello para compuestos fenolicos

Experimental Modelo Weibull Modelado Error Promedio
Tiempo compuestos compuestos oo general del
(dias) fenoélicos Parametros fenolicos (% error
(mg EAG/100 g) (mg EAG/100 g) relativo (%) /R?
0 939,8 SAL 31,86 942,22 0,26
3 892,6 K, 12129,92 899,72 0,80
6 853,6 a 1,14 848,76 0,57 2,07
9 802,4 B 426,99 794,19 1,02
12 708,9 0SQnin 328,93 737,22 3,99
15 675,8 - - 678,49 0,40
18 649,5 - - 618,38 4,79
21 547,5 - - 557,16 1,76
24 472,9 - - 495,03 4,68 0,992
27 448,1 - - 432,13 3,56
30 365,1 - - 368,60 0,96
Experimentales _¥odelo Gammariello Modelado Error
Tiempo compuestos compuestos o Lo0 Promedio
(dias) fendlicos Parametros fenolicos % general de error
(mg EAG/100 g) (mg EAG/100 g) relativo (%) /R?
0 939,8 0SQnin 328,93 931,59 0,87
3 892,6 Ag 939,8 896,50 0,44
6 853,6 SAL 33,32 851,73 0,22 2,12
9 802,4 B 0,39 798,60 0,47
12 708.9 Umax 21,45 739,24 4,28
15 675,8 - - 676,18 0,06
18 649,5 - - 611,93 5,78
21 547,5 - - 548,69 0,22
24 472,9 - - 488,22 3,24 0,992
27 448,1 - - 431,76 3,65

30 365,1 - - 380,09 4,11
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Figura 14. Modelo de Weibull y Gammariello para la vida util de microcapsulas en

funcion de compuestos fenolicos

En la Tabla 4 se presenta la estimacion de la vida 1util (SAL) durante el
almacenamiento de las microcapsulas correspondientes al tratamiento optimo (T6), en esta
evaluacion la vida util esta en funcion de la concentracion de flavonoides totales, empleando
tanto la validacion experimental como las predicciones de los modelos de Weibull y
Gammariello. El error relativo promedio es 2,03% y 5,51%, respectivamente. El coeficiente de
determinacion (R?) para ambos modelos fue de 0,996 y 0,980, valores proximos a la unidad que
corroboran la utilidad de ambos modelos para predecir el comportamiento de la concentracion
de flavonoides totales durante el periodo de almacenamiento a una humedad relativa del 72%
y una temperatura de 30 °C. La vida util estimada en funcion de la concentracion de flavonoides
totales, mediante la aplicacion de los modelos de Weibull y Gammariello es 24,83 y 25,26 dias,
respectivamente, este valor sugiere que el material de la pared de las microcapsulas confiere
proteccion a los flavonoides totales microencapsulados durante un tiempo estimado de 25 dias
de almacenamiento. La vida 1til es inferior para los flavonoides totales en comparacion con los
compuestos fenodlicos (Tabla 3), se justifica por su naturaleza constitutiva, ya que los
flavonoides representan una subestructura dentro del universo més amplio de los compuestos

fenolicos, esto se debe a que los flavonoides totales presentes en las microcapsulas de verbena
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son menos estables que otros tipos de compuestos fendlicos también presentes, lo que lleva a
una degradacion mas rapida y, por lo tanto, a una vida atil mas corta basada en su concentracion.
La Figura 15 ilustra el perfil comparativo entre los datos experimentales y los valores
modelados de la concentracion de flavonoides totales. A través de los modelos de Weibull y
Gammariello, se logra predecir la concentracion de flavonoides totales con una precision que
oscila entre el 0,15% y el 5,42%, y entre el 0,150% y el 14,14%, respectivamente. La figura
evidencia una fuerte correlacion entre los datos experimentales y los estimados por los modelos
de Weibull y Gammariello. Esta congruencia significativa resalta la validez de los modelos
matematicos seleccionados para predecir el comportamiento de la concentraciéon de los
flavonoides totales durante el almacenamiento de las microcapsulas. Si bien se observa una
ligera divergencia en las etapas finales del almacenamiento, los coeficientes de determinacion
de los modelos de Weibull y Gammariello cercanos a la unidad, errores relativos bajos y ademas
el comportamiento no lineal de los datos, respaldan la utilidad de ambos modelos para la
prediccion de la vida util en de las microcépsulas de verbena en funcion de los flavonoides

totales durante su almacenamiento.
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Tabla 4. Datos experimentales, predecidos y parametros del modelo de Weibull y
Gammariello para flavonoides totales

Experimental Modelo Weibull Modelado Error Promedio
Tiempo flavonoides flavonoides relativo general de
(dias) totales Parametros totales %)  error relativo
(mg EC/100 g) (mg EC/100 g) (%) /R?
0 515 SAL 24,83 508,26 1,31
3 4938 K, 347,46 504,26 2,12
6 485.,2 o 2,61 484,52 0,14 2,03
9 4553 B 16,55 444,16 2,45
12 375,9 0SQmin 180,25 386,35 2,78
15 317,2 - - 321,10 1,23
18 275,8 - - 260,84 5,42
21 204.,4 - - 214,80 5,09
24 186,2 - - 185,64 0,30 0,996
27 172,5 - - 170,41 1,21
30 163.,4 - - 163,89 0,30
Experimental Modelo Gammariello Modelado Error Promedio
Tiempo flavonoides flavonoides relativo general de
(dias) totales Parametros totales (%) error relativo
(mg EC/100 g) (mg EC/100 g) (%) /R?
0 515 0SQnmin 180,25 530,38 2,99
3 4938 Ag 515,00 506,82 2,64
6 485,2 SAL 25,26 471,89 2,74 5,51
9 455,3 B 1,89 427,60 6,08
12 375,9 Wmax 17,12 377,77 0,50
15 317,2 - - 326,62 2,97
18 275,8 - - 277,68 0,68
21 204.,4 - - 233,30 14,14
24 186,2 - - 194,67 4,55 0,980
27 172,5 - - 162,08 6,04

30 163,4 - - 135,24 17,23
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Figura 15. Modelo Weibull y Gammariello para la vida ttil de microcapsulas en funcion

de flavonoides totales

En la Tabla 5 se muestra la estimacion de la vida util (SAL) durante el
almacenamiento de las microcapsulas del mejor tratamiento (T6) en funcioén de la capacidad
antioxidante evaluada por la captura del radical libre DPPH. Se emplearon tanto los datos
experimentales como los estimados por los modelos de Weibull y Gammariello, el error relativo
promedio es 2,90% y 3,12%, respectivamente. El coeficiente de determinacion (R?) obtenido
para ambos modelos fue de 0,990 y 0,988, valores cercanos a la unidad que evidencian la
capacidad predictiva adecuada de ambos modelos para describir el comportamiento de la
pérdida de la capacidad antioxidante (DPPH) durante el almacenamiento de las microcapsulas
de verbena. La vida util obtenida a través de los modelos de Weibull y Gammariello para esta
evaluacion bioactiva es 32,54 y 31,05 dias, respectivamente, este tiempo proporciona una
evidencia so6lida que corrobora la eficacia del material de pared en la conservacion de esta
funcionalidad bioactiva de las microparticulas. Este rango de vida util centrado en
aproximadamente 32 dias, concuerda con el periodo de proteccion inferido a los compuestos
fenolicos (32 dias), esta similitud refuerza significativamente la validez y robustez de los
modelos aplicados en esta investigacion. Esta semejanza en el valor de la vida util sugiere que
la integridad de los compuestos fendlicos, responsables en gran medida de la actividad

antioxidante, se conserva de forma paralela a la capacidad de atrapar los radicales libres DPPH.
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La concordancia del valor de la vida util estimada basada en dos variables respuesta de
bioactividad (concentracién de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante DPPH) valida
la utilidad para estimar la vida util de las microcapsulas de verbena en funcion de la bioactividad
mediante los modelos de Weibull y Gammariello.

Mediante los modelos de Weibull y Gammariello, se logr6 predecir la capacidad
antioxidante DPPH con una precision de 0,01% hasta 5,94%, y de 0,19% hasta 7,69%,
respectivamente, la Figura 16 ilustra la dinamica de la capacidad antioxidante (DPPH) de las
microcapsulas durante el almacenamiento, donde las curvas generadas por los modelos de
Weibull y Gammariello demuestran una notable capacidad para estimar la trayectoria de los
datos experimentales. Esta concordancia inicial y sostenida a lo largo del periodo de
almacenamiento evaluado resalta la validez de ambos modelos para describir la cinética de la
pérdida de actividad antioxidante. La suave pendiente descendente de las curvas modeladas
refleja una proteccion efectiva en la capacidad antioxidante (DPPH) por parte del material de
pared de las microcapsulas, retardando significativamente su degradacion bajo las condiciones
de almacenamiento estudiadas. Si bien existen ligeras variaciones en la precision predictiva a
lo largo del tiempo, los errores bajos, los coeficientes de determinacion cercanos a la unidad y
la capacidad de los modelos de Weibull y Gammariello para capturar la naturaleza no lineal de
la disminucion de la capacidad antioxidante (DPPH) confiere una credibilidad a las
estimaciones de vida tutil de las microcapsulas durante su almacenamiento, demostrando la
utilidad de estos modelos como herramientas predictivas fiables para evaluar el
comportamiento de la capacidad antioxidante (DPPH) en las microcapsulas de verbena durante

su almacenamiento.
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Tabla 5. Datos experimentales, predecidos y parametros del modelo de Weibull y

Gammariello para DPPH
Modelo Weibull Modelad Promedio
. odelado Error 1d
general de
Tlgfnpo Experimental ) DPPH relativo error
(dias) DPPH Parametros (mmol (%) relativo
(mmol ET/100 g) ET/100 g) (%) /R?
0 1,87 SAL 32,54 1,85 0,82
3 1,77 K, 1,31 1,82 2,59
6 1,72 o 1,85 1,72 0,01 2,90
9 1,67 B 19,92 1,59 5,06
12 1,35 0SQmin 0,65 1,43 5,94
15 1,25 - - 1,27 1,57
18 1,07 - - 1,12 4,34
21 0,99 - - 0,98 1,05
24 0,9 - - 0,86 4,00 0,990
27 0,77 - - 0,77 0,15
30 0,69 - - 0,70 1,44
Modelo Gammariello promedio
Tiempo Modelado error general de
( dias% Experimental i DPPH relativo % error
DPPH (mmol parametros (mmol 0 relativo
ET/100 g) ET/100 g) (%) /R?
0 1,87 0SQmin 0,65 1,91 2,32
3 1,77 Ag 1,87 1,82 3,30
6 1,72 SAL 31,05 1,71 0,19 3,12
9 1,67 B 0,64 1,58 5,13
12 1,35 Umax 0,05 1,44 6,42
15 1,25 - - 1,29 3,43
18 1,07 - - 1,15 7,69
21 0,99 - - 1,02 3,00
0,988
24 0,9 - - 0,89 0,44
27 0,77 - - 0,78 1,26

30 0,69 - - 0,69 1,17
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Figura 16. Modelo Weibull y Gammariello para la vida ttil de microcépsulas en funcion

de DPPH

En la Tabla 6 se presenta la estimacion de la vida 1util (SAL) durante el
almacenamiento de las microcapsulas del tratamiento 6ptimo (T6). El error relativo promedio
asociado los datos predecidos por los modelos de Weibull y Gammariello es 7,48% y 5,66%,
respectivamente. El coeficiente de determinacion (R?) obtenido para ambos modelos es de
0,990, este valor es cercano a la unidad e indica que los dos modelos predicen adecuadamente
la capacidad antioxidante (ABTS) durante su almacenamiento. La vida util estimada por los
modelos en funcion de la capacidad antioxidante (ABTS) es de 18 dias aproximadamente, esto
demuestra la proteccion del material de pared de las microcapsulas. La menor vida util estimada
basada en la capacidad antioxidante por la captura del radical libre ABTS en comparacion con
DPPH sugiere que los antioxidantes predominantes en las microcapsulas son mas reactivos con
la neutralizacion del radical libre DPPH (a través de la donacion de hidrogeno) que con el
radical libre ABTS (a través de la transferencia de electrones o donacidon de hidrégeno). La
Figura 17 muestra que los modelos de Weibull y Gammariello, capturan la tendencia de
disminucién de la capacidad antioxidante (ABTS) con el tiempo, aunque con ligeras variaciones
en su ajuste a los datos experimentales. A pesar de la ligera variabilidad, demuestran una
capacidad para modelar la cinética general de la pérdida de capacidad antioxidante (ABTS)

durante el almacenamiento de las microcapsulas de verbena.
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Tabla 6. Datos experimentales, predecidos y parametros del modelo de Weibull y

Gammariello para ABTS
Modelo Weibull Modelado E
. rror
Tiempo  Experimental ABTS relativo Promedio
ET/100 g) ET/100 g) relativo (%) /R?
0 7,0 SAL 18,09 7,01 0,19
3 6.7 K, 6,51 6,88 2,71
6 6,5 (0 2,27 6,40 1,51 7,48
9 6,1 B 16,65 5,59 8,42
12 4,0 0SQnmin 2,45 4,55 13,75
15 3,5 - - 3,46 1,13
18 2,4 - - 2,48 3,19
21 1,9 - - 1,70 10,52
0,990
24 1,2 - - 1,16 3,31
27 0,9 - - 0,83 7,94
30 0,5 - - 0,65 29,61
Modelo Gammariello Modelado E
. rror
Tiempo Experimental ABTS relativo Promedio
ET/100 g) ET/100 g) relativo (%) /R?
0 7,0 0SQmin 2,45 7,06 0,91
3 6,7 AQ 7,00 6,93 3,42
6 6,5 SAL 18,09 6,48 0,26 5,66
9 6,1 HQ 5,32 5,64 7,56
12 4,0 Wmax 0,38 4,54 13,58
15 3,5 - - 3,43 1,91
18 2.4 - - 2,48 3,15
21 1,9 - - 1,73 8,86
0,990
24 1,2 - - 1,19 0,69
27 0,9 - - 0,82 9,28

30 0,5 - - 0,56 12,60
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Figura 17. Modelo Weibull y Gammariello para la vida ttil de microcépsulas en funcion

de ABTS

Los resultados demuestran la efectividad del material de pared para proteger los
compuestos bioactivos de las microcapsulas de verbena durante un periodo aproximado de 18
a 32 dias de almacenamiento, dependiendo de la bioactividad evaluada. En general los dos
modelos, de Weibull y Gammariello se ajustan a los datos experimentales de bioactividad
durante el almacenamiento de las microcapsulas obtenidas del extracto acuoso de verbena
mediante el método de secado por aspersion, y hacen posible la estimacion de su vida util. Esto
es especialmente relevante considerando que la estabilidad y la vida util son factores criticos en
la viabilidad comercial de productos microencapsulados. Las curvas sigmoides invertidas
obtenidas son caracteristicas de procesos de degradacion y liberacion controlada, lo cual sugiere
que estos modelos pueden proporcionar una representacion realista del comportamiento de las

microcapsulas a lo largo del tiempo.

Analizando la cantidad de pardmetros de ambos modelos, el modelo de Weibull
tiene cinco parametros, de los cuales, dos tienen sentido fisico (SAL y 0SQ,,in), y los otros tres
son pardmetros de ajuste (K,, @ y ), el modelo de Gammariello tiene cinco parametros, de los
cuales, cuatro tienen sentido fisico (SAL, Ag, 8g y 0SQmin), ¥ S0l0 lygx €5 un parametro de

ajuste. En términos de costo computacional, el modelo de Gammariello es mas ventajoso, pues
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es posible proporcionar cuatro valores cercanos de los cincos parametros necesarios. Por otro
lado, el modelo de Gammariello explica mejor el fendmeno de la cinética de degradacion de la
bioactividad de las microcapsulas, pues como se observa en las Figuras 14, 15, 16 y 17 el
modelo de Weibull presenta una asintota que indica que la bioactividad de las microcépsulas

no llegan a ser cero, sin embargo, eso no sucede en la practica.

4.7. Digestion simulada gastrointestinal in vitro de las microcapsulas

Los resultados de la digestion gastrointestinal in vitro de las microcépsulas del
extracto de verbena obtenidas mediante secado por aspersion con 5 % de maltodextrina DE10
a 140 °C se muestran en la Tabla 7. después de abordar la fase salivaria, fase gastrica y la fase
intestinal se obtuvo una eficiencia promedio de proteccion en compuestos fenolicos,
flavonoides totales, capacidad antioxidante DPPH y ABTS de 72,38 %, 84,03 %, 60,33 %,
77,86 % respectivamente. La eficiencia promedio de proteccion obtenida refleja las
caracteristicas diferenciales de los compuestos bioactivos frente a las condiciones extremas de
cada fase en la digestion y la capacidad de la maltodextrina DE10 como agente encapsulante
para protegerlos, demostrando asi que desde 60,33 % esta disponible los compuestos bioactivos
de la microcapsula en el intestino para ser absorbido por el organismo del consumidor. Ademas,
se observa que los flavonoides totales tienen mayor eficiencia de proteccion frente a los
compuestos fendlicos, esto se debe a la sensibilidad de los compuestos fendlicos a los cambios
de pH y las enzimas digestivas presentes en el sistema gastrointestinal, durante la fase gastrica,
el ambiente &cido puede inducir la descomposicion o transformacidon parcial de ciertos
compuestos fenodlicos en formas menos estables. Asimismo, en la fase intestinal, el pH alcalino
y la accion de las enzimas pancreaticas pueden generar una disminucion adicional. Por otra
parte, los flavonoides son mas resistente frente a las condiciones de pH écido y alcalino, lo que
les permite conservar su integridad a lo largo de la digestion. La razén de la mayor proteccion
en flavonoides puede atribuirse a que en su estructura quimica los flavonoides poseen anillos
aromaticos con grupos hidroxilos que son mas resistentes a las condiciones extremas del tracto
gastrointestinal en comparacion con otros compuestos fenolicos y también puede deberse a la
interaccion y compatibilidad con la maltodextrina formando una matriz protectora que
encapsula eficazmente los flavonoides, reduciendo su exposicion a condiciones adversas como
la acidez del estdomago y la accion de enzimas digestivas. Este resultado indica que los
flavonoides son mas susceptibles de ser protegidos mediante el proceso de microencapsulacion

y secado por aspersion.
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La capacidad antioxidante medida mediante el ensayo DPPH es la més baja entre
los parametros evaluados. Esto se debe a que este método evalua especificamente la capacidad
de los compuestos para neutralizar radicales libres en un entorno quimico diferente al
fisiol6égico. Durante la digestion, algunos compuestos antioxidantes pueden ser degradados o
modificados, reduciendo su eficacia como neutralizadores de radicales libres en este ensayo.
Por otro lado, la capacidad antioxidante medida mediante el ensayo ABTS presenta una
eficiencia de proteccion mas alta que la de DPPH. Esto se debe a que este método mide la
capacidad antioxidante en un rango més amplio de compuestos bioactivos, incluidos los que
permanecen activos después de la digestion. La técnica de microencapsulacion con
maltodextrina parece ser mas efectiva para proteger aquellos compuestos que contribuyen a la
neutralizacion de radicales ABTS, posiblemente por su mejor preservacion frente a las
condiciones gastrointestinales.

En general, estos resultados destacan la eficacia del proceso de secado por
aspersion y el uso de maltodextrina para preservar los compuestos bioactivos durante la
digestion gastrointestinal in vitro, aunque los resultados varian dependiendo de las propiedades
quimicas y la estabilidad de cada tipo de compuesto, pero tenemos una proteccion alta variando

desde 60,33 % en capacidad antioxidante DPPH hasta flavonoides totales de 84,03%.

Tabla 7. Eficiencia promedia de proteccion de la bioactividad durante la simulacion de la
digestion gastrointestinal in vitro.

T6=MD-140 °C -5% Eficiencia
Bioactividad Después de la digestion  promedia de
Microcapsulas L
gastrointestinal in vitro proteccion (%)

Compuestos fenolicos 900,87 mg EAG/100g 652,01 mg EAG/100 g 72,38
Flavonoides totales 478,99 mg EC/100 g 402,48 mg EC/100 g 84,03
DPPH 1,569 mmol ET/100 g 0,946 mmol ET/100 g 60,33

ABTS 6,667 mmol ET/100 g 5,191 mmol ET/100 g 77,86

La eficiencia de proteccion de compuestos fendlicos después de abordar la simulacion
de la digestion gastrointestinal in vitro, concuerda con Silva et al. (2024) quienes
microencapsulacion compuestos fendlicos de cascara de Coffea ardbica (café) organico

mediante el método de secado por aspersion utilizando como material de pared maltodextrina,
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y después de realizar la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro obtuvieron valores
que oscilaron entre 70,3 y 94,3 %. Por su parte Rodrigues et al. (2021) en su investigacion sobre
la microencapsulacion de los compuestos bioactivos del extracto de Camellia sinensis (t€ verde)
demostraron que después de la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro protege de
los compuestos fenolicos y se incrementa la capacidad antioxidante ABTS, aumentando la
biodisponibilidad de estos compuestos en el intestino delgado. También Cuji¢ Nikoli¢ et al.
(2023) microencapsularon extracto de Zea mays (maiz) mediante secado por aspersion, luego
de realizar la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro reportaron una proteccion de
73,63 % en compuestos fenodlicos, a diferencia de Yeasmen y Orsat (2024) quienes obtuvieron
resultados un poco menores en microcapsulas de extracto de hojas de Acer saccharum (arce
azucarero) con material de pared maltodextrina y goma arabiga resultando una proteccion en

el rango de 43,34 a 49,30 %, en compuestos fenolicos.



V. CONCLUSIONES
La extraccion de los compuestos bioactivos del extracto acuoso de verbena mediante ondas
acusticas resulto una técnica eficiente presentando 1453,39 + 31,98 mg EAG/100 g en
compuestos fendlicos y 442,08 + 12,34 mg EC./100 g en flavonoides totales.
La temperatura de bulbo seco del aire a 140 °C y 5% de maltodextrina DE10 como agente
encapsulante son los mas adecuados para producir microcapsulas mediante secado por
aspersion del extracto acuoso de verbena, cuyo rendimiento méximo de proceso es de 63%,
con una eficiencia de microencapsulacion en compuestos fendlicos y en flavonoides totales
de 71,98% y 72,02% respectivamente.
El espectro FTIR de las microcapsulas del mejor tratamiento mostr6 un pico en 3264 cm-1
siendo esta caracteristica la vibracion del enlace quimico -O-H de los compuestos fenolicos
y un pico en 1640 cm-1 perteneciente al grupo -C=0 anillo de un flavonoide, corroborando
asi la presencia de compuestos bioactivos.
La temperatura de transicion vitrea (Tg) promedio de las microcapsulas es de 77,85 + 0,5°C.
En la morfologia de las microcapsulas, se evidencia en menor proporcion la forma esférica
lisa y en mayor proporcion la forma esférica rugosa con hendiduras, efecto caracteristico del
secado por aspersion, las microcapsulas mostraron un tamafio promedio de 7,69 £+ 2,19 um
y las mayores frecuencias en un didmetro que varia de 4,90 a 7,99 um.
Los modelos de Weibull y Gammariello se ajustan para estimar el comportamiento de los
datos experimentales de los compuestos bioactivos de las microcapsulas de verbena durante
su almacenamiento, con errores relativos generales que varian de 2,03% a 7,48% y
coeficiente de determinacion que varian de 0,980 a 0,996 cercanos a la unidad. Demostrando
que estos dos modelos propuestos se pueden utilizar para predecir la vida util de las
microcapsulas en funcion de la bioactividad.
La proteccion promedia de las microcapsulas después de abordar la fase salivaria, géstrica e
intestinal fue de 72,38 %, 84,03 %, 60,33 %, 77,86 % para compuestos fenolicos,

flavonoides totales, capacidad antioxidante DPPH y ABTS, respectivamente.



VI. PROPUESTAS A FUTURO
Microencapsular el extracto acuoso de la verbena con otros métodos de microencapsulacion
para determinar cudl proporciona mayor estabilidad, eficiencia de microencapsulacion

bioactiva y rendimiento de proceso.

Microencapsular compuestos bioactivos de la verbena haciendo el uso de otros materiales

de pared como alginato, pectina, proteina para ver su eficiencia.

Utilizar los modelos matematicos para predecir la vida 1til de las microcapsulas durante el

almacenamiento en otras matrices de fuente bioactiva.

Investigar como las variables temperatura, humedad y la luz, afectan la vida 1til de las
microcapsulas y como los modelos Weibull y Gammariello pueden adaptarse a estas

condiciones.

Someter las microcapsulas del extracto acuoso de verbena a diferentes parametros de

temperatura y humedad relativa durante el almacenamiento.
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A-1

Rendimiento del proceso de microencapsulacion

Tratamientos Masa (g) Masa de microcapsulas (g) Rendimiento (%)
T1 =MD-2,5%-120°C 12,5 1,53 12
T2 = MD-5%-120°C 25 5,16 21
T3 = MD-10%-120°C 50 11,04 22
T4 = MD-15%-120°C 75 16,94 23
T5 = MD-2,5%-140°C 12,5 2,41 19
T6 = MD-5%-140°C 25 15,73 63
T7 = MD-10%-140°C 50 24,54 49
T8 = MD-15%-140°C 75 36,35 48
T9 = GA-2,5%-120°C 12,5 2,79 22
T10 = GA-5%-120°C 25 7,43 30
T11 =GA-10%-120°C 50 11,48 23
T12 = GA-15%-120°C 75 18,34 24
T13 = GA-2,5%-140°C 12,5 7,47 60
T14 = GA-5% -140°C 25 9,33 37
T15 = GA-10%-140°C 50 22,80 46
T16 = GA-15%-140°C 75 39,44 53
MD= maltodextrina DE10, GA= Goma arabiga
A-1I
Eficiencia del contenido de compuestos fendlicos en las microcapsulas
Masa promedio de compuestos Eficiencia de
Tratamientos fenolicos (mg EAG) microencapsulacion
En el extracto En las microcapsulas (%)
T1 =MD-2,5%-120°C 290,678 43,447 14,95
T2 = MD-5%-120°C 290,678 76,504 26,32
T3 = MD-10%-120°C 290,678 96,861 33,32
T4 = MD-15%-120°C 290,678 109,720 37,75
T5 = MD-2,5%-140°C 290,678 59,663 20,53
T6 = MD-5%-140°C 290,678 209,221 71,98
T7 = MD-10%-140°C 290,678 203,735 70,09
T8 = MD-15%-140°C 290,678 228,827 78,72
T9 = GA-2,5%-120°C 290,678 72,696 25,01
T10 = GA-5%-120°C 290,678 90,918 31,28
T11 = GA-10%-120°C 290,678 59,047 20,31
T12 = GA-15%-120°C 290,678 67,774 23,32
T13 = GA-2,5%-140°C 290,678 190,362 65,49
T14 = GA-5% -140°C 290,678 110,021 37,85
T15 = GA-10%-140°C 290,678 110,514 38,02
T16 = GA-15%-140°C 290,678 139,637 48,04

MD= maltodextrina DE10, GA= Goma arabiga
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A-1II

Eficiencia del contenido de flavonoides totales en las microcapsulas

Masa promedio de flavonoides Eficiencia de
Tratamientos (mg EC) microencapsulacion

En el extracto En las microcapsulas (%)
T1 =MD-2,5%-120 °C 88,415 13,257 14,99
T2 = MD-5%-120 °C 88,415 23,955 27,09
T3 =MD-10%-120 °C 88,415 28,074 31,75
T4 = MD-15%-120 °C 88,415 34,079 38,54
T5 = MD-2,5%-140 °C 88,415 17,367 19,64
T6 = MD-5%-140 °C 88,415 63,675 72,02
T7 =MD-10%-140 °C 88,415 58,059 65,67
T8 = MD-15%-140 °C 88,415 68,989 78,03
T9 = GA-2,5%-120 °C 88,415 22,339 25,27
T10 = GA-5%-120 °C 88,415 37,971 42,95
T11 = GA-10%-120 °C 88,415 29,483 33,35
T12 = GA-15%-120 °C 88,415 34,576 39,11
T13 = GA-2,5%-140 °C 88,415 56,031 63,37
T14 = GA-5% -140 °C 88,415 41,072 46,45
T15 = GA-10%-140 °C 88,415 47,886 54,16
T16 = GA-15%-140 °C 88,415 61,385 69,43

MD= maltodextrina DE10, GA= Goma arabiga

A-1V

Tests de distribucion normal de los datos experimentales referente a compuestos fenolicos y
flavonoides.

p-value
Datos
Test de Shapiro-Wilk Kolmogorov-Smirnov Chi-cuadrado
Fenoles totales 0,0310 n.s. 0,2988
Flavonoides 0,0592 n.s. 0,8134

n.s. no significativo

A-V

Homogeneidad de las varianzas de los datos experimentales para compuestos fenolicos y
flavonoides de las microcapsulas de verbena.

p-value

Datos experimentales
Test de Levene

Fenoles totales 0,092
Flavonoides 0,988
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A-VI

ANOVA para la eficiencia de compuestos fenolicos en microcdpsulas de extracto de verbena

Fuentes de grados de suma de cuadrados F Valorde F  p-
variacion libertad cuadrados medios calculado critico value
tratamiento 15 19080,27  1272,02 279,43 1,99 0,0000
error experimental 32 145,67 4,55
total 47 19225,94
A-VII

ANOVA para la eficiencia de flavonoides totales en microcapsulas de extracto de verbena

Fuente de grados de sumade cuadrados F Valor de F
variacion libertad cuadrados medios calculado critico p-value
tratamiento 15 17740,55 1182,70 95,402 1,99 0,0000
error experimental 32 396,71 12,40
total 47 18137,26
A - VIII

Recoleccion, transporte, lavado y oreado de la Verbena
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A-1IX

Triturado y extraccion de los compuestos bioactivos con ondas acusticas
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A-X

Preparacion de las soluciones con material de pared y atomizado




A -XI

Analisis de los compuestos bioactivos

A - XII

Determinacion de enlaces quimicos OH por FTIR

FSPECTROFOTOMETRO INFRARROJO
CON TRANSFORMADA DE FOURIER

INFRALUM FT-08
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A - XIIT

Determinacion de la temperatura de transicion vitrea DSC
IR

(i

A - XIV

Determinacion de la microestructura y distribucion de particulas por SEM

A - XV

Almacenamiento para determinar la vida util de las microcapsulas
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A - XVI

Simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro




