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RESUMEN

La cUrcumina es un compuesto con actividad antiinflamatoria, antitumoral,
anticancerigena y antioxidante, caracterizada por una alta susceptibilidad a la
oxidacion, por causa del pH y la luz. Una alternativa para disminuir estos efectos
es la encapsulacion, mediante la cual, se podria evitar la degradacion del
compuesto. El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad antioxidante y la
absorcion in vivo de la oleorresina de curcuma encapsulada con fructanos de
Agave angustifolia Haw. Para ello se extrajeron fructanos de A. angustifolia, los
cuales se caracterizaron mediante analisis quimicos y se elaboraron emulsiones;
de éstas, las de mejor estabilidad se usaron en el encapsulamiento de la
oleorresina de curcuma con fructanos de A. angustifolia como material pared, en
una proporcion de 2:1, 3:1 y 4:1 (fructanos:oleorresina). Los encapsulados fueron
caracterizados mediante analisis quimicos, colorimetria, microscopia Optica de
epifluorescencia y contenido de curcumina por HPLC. El encapsulado que
presentd mejores resultados en cuanto a mantener la concentracion del
compuesto se le determiné la capacidad antioxidante por el método ABTS y un
bioensayo por el cual se determiné la absorcion de la carcumina. Con relacion a
los fructanos extraidos, éstos presentaron un alto contenido en azlcares y un
contenido minimo de cenizas, humedad, proteinas y lipidos. Con respecto a las
emulsiones se observd que las relaciones 2:1, 3:1 y 4:1 mantuvieron su
estabilidad durante 5 min, 21 h y 24 d respectivamente. De igual manera en los
encapsulados B Y C se obtuvo contenido bajo de cenizas, proteinas y humedad.
El contenido de azlcares totales fue mayor en los encapsulados B que en los C,
y con respecto al contenido fructosa y glucosa se encontr6 que entre el 80 y 85%
fue fructosa y entre el 15y 20% fue glucosa. El indice de color no se modifico de
manera significativa pero mostré una tendencia al color amarillo palido. El analisis
que se realiz6 mediante microscopia, mostré que los encapsulados B retuvieron
una mayor proporcién de la curcumina que los encapsulados C, y mediante la
cuantificacion de ésta también se observd una mayor cantidad en los
encapsulados B que en los C (5109.8 y 3981.4 ug de curcumina/g de
encapsulado respectivamente). De igual manera el encapsulado B tuvo una
capacidad antioxidante de 189.77 umol trolox/g de encapsulado. Los resultados
del bioensayo mostraron que 2 h después suministrada la oleorresina de
curcuma (165164.4 pg de curcumina) se obtuvo un nivel de cdrcumina en plasma
de 10.23 pg de curcumina/mL de plasma, mientras que en el encapsulado B
presento un nivel de 4.75 pg de clircumina/mL de plasma después de 4 h de la
ingesta de 510986. pug de curcumina. Se concluyé que la absorcion de la
curcumina fue mejor para la oleorresina de curcuma encapsulada que para la
oleorresina de curcuma sin encapsular.



ABSTRACT

Curcumin is a compound with anti-inflammatory, antitumor, anticancer and
antioxidant activity, characterized by a high susceptibility to oxidation, pH and light.
And an alternative to reduce these effects is encapsulation, whereby, it could
prevent the degradation, which is a factor, among others, that may affect their
bioavailability. The aim of this study was to evaluate the antioxidant capacity and
in vivo absorption of turmeric oleoresin encapsulated fructans Agave angustifolia
Haw. This is extracted fructans from A. angustifolia and characterized by chemical
analysis, then produced better emulsions and stability were used in the
encapsulation of turmeric oleoresin fructans A. angustifolia as wall material in a
ratio of 2:1, 3:1 and 4:1 (fructans: oleoresin). The encapsulated were
characterized by chemical analysis, colorimetry, optical microscopy and
epifluorescence curcumin content by HPLC. When encapsulated presented better
protection of curcumin, underwent determination of antioxidant capacity by ABTS
method and a bioassay which determined the absorption of curcumin. With
respect to the fructans extracted, has a high sugar content and a minimum content
of ash, moisture, protein and lipids. With respect to emulsions, the results showed
that the ratio of 2:1, 3:1 and 4:1 remained stable for 5 min, 21 h and 24 d
respectively. The total sugar content was higher in B than in C encapsulated. With
respect to fructose and glucose, the content was between 80 and 85% of fructose
and between 15 and 20% was glucose. The color index did not change
significantly but showed a tendency to pale yellow. The analysis performed by
microscopy showed that the encapsulated B retained a greater proportion of the
curcumin than in C, and by quantifying, it also was a higher in the B encapsulated
C (5109.8 g curcumin / g of encapsulated) than in C (3981.4 g curcumin / g of
encapsulated). Similarly, the B encapsulated had an antioxidant capacity of 189.77
pumol trolox / g of encapsulated. Bioassay results showed, that 2 h after the
turmeric oleoresin was supplied (165164.4 ug de curcumina) the plasma level of
curcumin was 10.2 ug / mL of plasma, while the encapsulated B presents a level
of 4.7 pg of curcumin / mL of plasma after 4 h of ingestion (5109.8 pg of
curcumin). It is concluded that the absorption of curcumin was better for
encapsulated turmeric oleoresin than in unencapsulated turmeric oleoresin.



1. INTRODUCCION

Algunas enfermedades cronicas se derivan de las reacciones de oxidaciéon que
ocurren en el organismo, las cuales generan especies reactivas de oxigeno (ERO)
caracterizadas por la presencia de radicales hidroxilo, superéxido, oxigeno
singulete, dioxido de nitrégeno y oxido nitrico. En este sentido, los compuestos
bioactivos provenientes de plantas capaces de reducir estas reacciones de
oxidacion, ejercen una funcion que beneficia la salud, como es el caso de la
curcumina. La cual es extraida de los rizomas de la planta Curcuma longa L. y
que ademas se ha observado que disminuye la perdxidacion lipidica en células
hepaticas ocasionada por estrés oxidativo, lo cual esta relacionado con el
metabolismo de la grasas. Sin embargo se ha reportado que el suministro de la
curcumina por via oral presenta una baja biodisponibilidad.

La encapsulacion representa una opcion util para proteger los compuestos
bioactivos de reacciones de oxidaciéon, sin embargo para que ésta sea exitosa es
necesario elegir cuidadosamente la matriz encapsulante que favorece el proceso
dependiendo del material a encapsular. En este sentido, se han usado diferentes
materiales como polisacaridos, gomas y proteinas y mas recientemente se ha

considerado el empleo de los fructanos como material encapsulante.

Estos compuestos estan formados principalmente por polimeros de fructosa,
unidos a una molécula de glucosa; y una alternativa de obtencion de estos
compuestos es el Agave, debido a que es su principal fuente de carbohidratos de
reserva, ademas esta planta se encuentra distribuida en gran parte del territorio
mexicano. Sin embargo aun es necesario realizar estudios que evidencien y

confirmen las propiedades de estas moléculas, con fines de encapsulacion.

En este sentido, el presente trabajo tuvo por objeto encapsular oleorresina de
curcuma utilizando fructanos de Agave angustifolia Haw y evaluar su capacidad

antioxidante y absorcién in vivo.



2. ANTECEDENTES

2.1 Agave

El género Agave es endémico de América y se distribuye desde Estados Unidos
hasta Colombia y Venezuela, incluyendo las islas del Caribe (Bahamas, Aruba,
Curacao y Trinidad y Tobago). Se conocen aproximadamente 310 especies de
Agave, de las cuales 272 se encuentran en México (Morales, 2008); por lo cual,
se considera el pais con mayor numero de taxa y le sigue Estados Unidos, Cubay
Guatemala. Por otra parte, se distribuye en mas del 75 % dentro del territorio
mexicano; sin embargo, hay regiones que presentan mas especies que otras, por
lo que se considera que tiene una distribucion asimétrica (Garcia, 2007). Es
comun observarlos en sitios soleados, pedregosos, en las laderas de las
montafias o barrancas de los rios y a veces en lugares planos, siempre sobre

terrenos con buen drenaje.

En el caso de la especie Agave angustifolia Haw (espadin), el mejor desarrollo se
da en sitios abiertos, con alta intensidad luminica, con suelos profundos a
medianos, de textura ligeramente arenosa - limosa, nunca arcillosa, de color
pardo-oscuro a blanquecino-calcareo, con cantidades moderadas de materia
organica (Figura 1). Su presencia en sitios secos es comun, sin embargo en
climas templados, su distribucion se limita a los sitios de humedad intermedia y
muy raramente a lugares altamente hiumedos (Sistema Producto Maguey-Mezcal
2007).

El agave también ha sido de gran importancia econémica y cultural para diversos
pueblos indigenas, quienes los utilizan como fuente de alimento: para elaboracién
de barbacoa, como substrato para cultivo de hongos comestibles, para la
alimentacion de rumiantes (Gonzalez y col., 2005); bebidas fermentadas: tequila,

pulque, mezcal, bacanora.



Figura 1. Distribucion del Agave angustifolia Haw en México (Conabio, 2002)

Adicionalmente, por diferentes medios se ha mencionado el uso del “aguamiel”
para curar las inflamaciones, ademas de que se refiere que las hojas pueden ser
usadas para curar la gastritis, diabetes, granos enfermedades del sistema
digestivo, endocrino y desordenes del sistema respiratorio y cutaneo; como

combustible se ha reportado su uso para la elaboracién de bioetanol.

Las fibras duras extraidas de las hojas 6 pencas se han usado para elaborar
cordeles, canastos, ropa, sandalias y cepillos (Garcia, 2007), ademas de
emplearse para la elaboracion de papel (Gonzélez y col., 2005), en la fabricacion
de muebles, relleno para colchones, ladrillos y composta (Gonzélez y col., 2005),
para elaborar jabon o para la fabricacién de esteroides u otras hormonas sexuales
(CONAFOR, 2011).

Los agaves son plantas perennes (Garcia, 2007) y tienen como principal reserva
de carbohidratos polimeros de fructosa (fructanos), en lugar de glucosa como los
cereales (Bautista y col., 2001) y otras plantas. En el caso del A. angustifolia se
caracteriza por su roseta surculosa extendida en forma radial, con tallo de 20 a 90
cm de longitud; hojas maduras generalmente de 60 a 120 por 3.5 a 10 cm,
lineares o lanceoladas, rigidas, fibrosas, jugosas, de ascendente a horizontal,
color verde palido a gris glauco, planas o concavas de arriba, convexas de abajo,
angostas y gruesas hacia la base, margen derecho ondulado, algunas veces



cartilaginosos; dientes pequefios de 2 a 5 mm de longitud, de puntas débiles
curvadas o variando a flexas; paniculas de 3 a 5 m de alto, algunas veces
bulbiferas; los pedunculos mas grandes que la panicula. Bracteas triangulares
angostas y secas; ramas de la umbela de 10 a 20 cm; flores verdes a amarillas de
50 a 65 mm de longitud (Morales, 2008).

2.2. Fructanos

Los fructanos son carbohidratos no reductores formados por fructosilpolimeros,
con un grado de polimerizacion que varia entre 2 y 60 unidades (Biedrzycka y
Bielecka, 2004), dependiendo de su origen (vegetal o microbiano) pueden ser
lineales, ramificados o ciclicos (Roberfroid, 2005) y se les considera carbohidratos
de cadena corta (Englyst y Hudson, 1996) o de bajo grado de polimerizacion (DP)
(Roberfroid, 2000).

En el caso de los fructanos de agave estan formados por cadenas de D-fructosa
unidas con enlaces B-(2-1), (Figura 2) y presentan ramificaciones formadas con
enlaces p-(2-6) PErlace tipico de los levanos, ademas de que tienen una
molécula de glucosa unida por un enlace a-(2-1) y a-(2-6) es decir la glucosa se

encuentra de manera interna (tipo neoserie) (Lépez y col. 2003)
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Figura 2. Estructura de los fructanos de agave (Lépez y col., 2003)



Los fructanos mas ampliamente estudiados y de mayor uso a nivel industrial son

la inulina y los fructooligosacaridos (FOS) (Biedrzycka y Bielecka, 2004).

En una evaluaciéon de A. angustifolia procedente de Oaxaca, se identificaron por
cromatografia en capa fina (CCF) fructanos de alto y bajo DP, sacarosa, glucosay
fructosa; de este ultimo carbohidrato se obtuvieron 300 mg/ g de muestra. Sin
embargo, después de la extraccion de los fructanos y al ser deshidratado por
aspersion se obtuvo un rendimiento del 20 + 4.88% de fructanos de alto DP y 1.4
+ 0.08% de fructooligosacaridos (FOS); con las siguientes caracteristicas: polvo
blanco; sabor neutro a ligeramente dulce; alta estabilidad fisica, quimica y
microbioldgica; soluble en agua a temperatura ambiente y aumenta su solubilidad

al incrementar la temperatura (Sistema Producto Maguey-Mezcal 2007).

Debido a las caracteristicas que les confiere su estructura quimica (grado de
polimerizacion), los faculta para su empleo como aditivos en alimentos; ya que
tienen la capacidad de formar geles cremosos al ser calentados en medios
acuosos y ser estables en intervalos de pH entre 4 - 7 y a temperaturas de 5°C a
140 ° C aproximadamente; ademéas, como cualquier carbohidrato, los fructanos
pueden ser parcialmente hidrolizados con &cidos y los enlaces B-(2-1) los hacen
indigeribles cuando son consumidos por los seres humanos y por lo tanto
presentan un bajo valor cal6rico, considerandose como fibra dietética (Chacon,
2006).

2.3. Encapsulacion

La encapsulacion es un proceso mediante el cual particulas liquidas, sélidas o
gaseosas son introducidas en una matriz que puede ser o no homogénea
(Gharsallaoui y col., 2007, Lozano, 2009), la cual tiene como funcion estabilizar el
material nacleo y controlar su liberacién; separar componentes incompatibles en
una formulacion; proteger de las reacciones de oxidacion los componentes
sensibles a la luz, humedad, calor y enmascarar 6 preservar sabores y aromas
(Dziezak, 1988; Pedroza-Islas, 2002; Yanez-Fernandez y col., 2002; Lozano,
2009).



En el encapsulado, la porcion activa es llamada nucleo 6 fase interna, el material
encapsulante es llamado recubrimiento, material de pared 6 matriz encapsulante y
puede variar tanto en espesor como en el nimero de capas. La forma de las
capsulas es generalmente esférica con una pared continua rodeando la fase
interna (Shahidi y Han, 1993; Gharsallaoui y col., 2007; Lozano, 2009), que puede
ser llena (Figura 3a) o parcialmente llena creando una microcipsula hueca
(Figura 3b) 6 puede tener la fase interna distribuida en la matriz encapsulante con
una estructura en donde el nucleo se encuentre distribuido en la microcapsula
(forma de espuma) y la cubierta puede permanecer intacta (Figura 3c) 6 con una

estructura abierta que pareciera formar una red (Figura 3d).

Tambien se pueden presentar encapsulados con el nucleo disperso en la matriz
encapsulante y sirva como recubrimiento, formando una capsula llena (Figura 3e)
0 en la periferia de la matriz (Figura 3f). Ademas de la forma esférica en los
encapsulados, también puede presentarse la forma irregular (Figura 3g). Estas
caracteristicas se ven fuertemente influenciadas por la estructura del material
original encapsulante (Shahidi y Han, 1993; Gharsallaoui y col., 2007; Lozano,

2009).

Figura 3. Morfologia de los diferentes tipos de microcapsulas. a: nucleo lleno; b: nucleo
parcialmente lleno o hueco; c: nucleo en forma de espuma; d: nucleo en forma de red; e:
nucleo disperso en la matriz; f: nicleo disperso en la matriz alojado en la periferia
(Vehring, 2008)

Por otra parte existen diversos métodos de encapsulacion los cuales se pueden
clasificar en: a) Procesos fisicos 0 mecanicos: secado por aspersion y

encapsulaciéon por lecho fluidifizado. B) Procesos quimicos: Coacervacion



compleja, polimerizacién interfacial, gelificacion idnica, incompatibilidad polimérica
y atrapamiento en liposomas (Shahidi y Han, 1993; Gibbs y col., 1999; Gouin,
2004). Sin embargo, la seleccion del método de encapsulacion depende de los
costos, propiedades del material a encapsular, del tamafio deseado de las

microcapsulas, la aplicacién y los mecanismos de liberacion.

El secado por aspersion es el método mas usado para encapsular ingredientes
alimenticios y compuestos bioactivos. Esto se debe a que aunque la temperatura
del aire caliente introducido oscile entre 100 y 200 ° C, el tiempo de exposicion a
éste es muy corto (5 a 30 s) y las gotas del liquido atomizado se calientan solo
hasta 40 © C (L6pez, 2010); ademas este proceso es el mas econdmico y el
tamafo de las particulas obtenidas es menor a 100 um. Sin embargo, esta
caracteristica es influenciada por las condiciones del proceso, la preparacion de la

emulsién y del material encapsulante (Pedroza-Islas, 2002; Gouin, 2004).

Otro factor importante en la encapsulacion es el material encapsulante, debido a
que influye en las propiedades de flujo y en la vida util del material deshidratado.
Para elegir el material encapsulante adecuado se debe considerar la resistencia,
la permeabilidad, la facilidad de aplicacion y la naturaleza hidrofébica o hidrofilica
(Pedrozay col., 1999).

Debido a las caracteristicas antes mencionadas, las matrices encapsulantes mas
empleadas son almidén y derivados: maltodextrinas, jarabes de maiz,
ciclodextrinas, carboximetilcelulosa; gomas: arabiga, mezquite, alginato de sodio;
ceras: parafinas, grasas; gelatina: proteina de soya, caseinatos, suero de leche y
zeina (Pedroza y col.,, 1999). Sin embargo, otra alternativa como material

encapsulante son los fructanos.

Arenas-Ocampo y col., (2009) reporté en un estudio realizado a encapsulados de
carotenoides de cempaxuchil, que los fructanos de agave conservaban
aproximadamente un 75% de los carotenoides encapsulados, presentando una
proteccion similar a la observada con la maltodextrina (77%). Este resultado
coincide con lo reportado por Saenz y col., (2009), quienes observaron que la

raftilina (fructanos de las raices de la achicoria), al igual que la maltodexrina
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disminuyen la degradacion de los compuestos bioactivos del nopal (Opuntia ficus-

indica), durante el almacenamiento a 60 ° C.

2.4. Clrcumina

La curcumina fue aislada por primera vez en 1815; su estructura quimica fue
determinada en 1870 en forma cristalina, posteriormente se identific6 como 1,6-
heptadieno-3,5-diona-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil) o diferuloilmetano (Aggarwal
y Sung, 2009) y en 1910 fue sintetizado su esqueleto (Goel y col., 2008;
Aggarwal y Sung, 2009; Anand y col., 2010).

La carcumina, demetoxicircumina (curcumina 1), bisdemetoxicircumina
(carcumina 1) (Figura 4) forman un complejo llamado curcuminoide y son
extraidos del tubérculo de la planta Carcuma longa L. A este tubérculo se le
conoce con diversos nombres como jengibre amarillo, azafran de la India, raiz

amarilla, Kacha haldi y Ukon (Ravindran, 2006).
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Figura 4. Estructura quimica del complejo curcuminoide. I: Curcumina; II:

Bisdemetoxicurcumina; Ill: DemetoxicUrcumina (Scotter, 2009)

La curcumina comercial tiene un contenido total de 77% de curcumina, seguida
por la demetoxicurcumina (17%) y en menor proporcion bisdemetoxicarcumina

(3%) (Aggarwal y col., 2003; Ravindran, 2006). El extracto tumérico de curcuma



tiene la caracteristica de presentar coloracion café a un pH acido, de color
amarillo a pH neutro y de color naranja a rojizo a un pH alcalino; ademas, es
insoluble en agua y éter, pero soluble en metanol, etanol, dimetilsulféxido y
acetona (Goel y col., 2008).

La cUrcumina derivada de los extractos de curcuma pueden estar en forma -
dicetonica y endlica, esta ultima se presenta principalmente en solucién, con la

capacidad de detectar radicales (Sheny Ji, 2007).

Tradicionalmente, el extracto de clUrcuma se presenta como una emulsién de
aceite de aspecto lechoso, tal vez debido a la naturaleza hidrofobica de su
componentes bioactivos (curcuminoides), por su facilidad de interactuar con los
fosfolipidos (Began y col., 1999; Marczylo y col., 2007), surfactantes (Tonnesen,
2002), proteinas (Kumar y col., 2002) y ciclodextrina (Salmaso y col., 2007).

Debido a que no presenta efectos toxicos en la salud, se emplea en la industria
alimentaria como colorante natural, en productos como quesos y mostaza. De
esta manera, incorporada en los alimentos se pueden consumir aproximadamente
0.1 mg/kg de peso corporal diario, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). Sin embargo, la dosis recomendada del extracto de curcuma es de
0.44 a 2.2 Kg con un contenido de aproximadamente 38 a 180 mg de curcumina,
durante un periodo de 4 meses. Y para aumentar las concentraciones biliares en
pacientes sanos, se requiere una dosis de 20-40 mg, aunque no hay evidencia de
gue pacientes con enfermedades hepéaticas tengan alguna alteracién (Ramos y
col., 2008).

La curcumina después de ser suministrada oralmente en el organismo, se
transforma a dihidrocdrcumina y tetrahidrocircumina. Este dltimo tiene actividad
antioxidante y es estable a pH neutro y basico. Ambos compuestos in vivo son
convertidos en monoglucurénidos de la cdrcumina, siendo sus principales

metabolitos (Pan y col., 1999).

Por otra parte en un estudio realizado por Mesa y col., (2000), describen que

después de suministrar 50 mg/kg de curcumina intravenosa a ratas; observaron
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en bilis que 5 h después de la dosis, se excretd el 50 y 60% de esta. Ademas de
qgue se identificaron metabolitos biliares de la clircumina por espectrometria de
masas: 52% glucurénidos de la tetracurcumina, 42% glucurénidos de la

hexahidrocurcumina y 6% de acido dihidroferdlico.

De igual manera mediante métodos que simulan las condiciones del estdbmago
(pH 1-2) y del intestino delgado (pH 6.5), se ha observado una degradacion lenta
(Tonnesen y Karlsen, 1985), mientras que Wang y col., (1997) han mostrado una
degradacion del 90% incubando la carcumina a pH 7.2 y 37 °C con regulador de
fosfatos, comprobando con esto que la modificacion quimica es pH dependiente.
Considerandose que la degradacion de la curcumina parece ser que ocurre por un
mecanismo oxidativo, ya que la presencia de acido ascorbico, N-acetileisteina o
glutation previene completamente su degradacion a pH 7.4 (Oetari y col., 1995;
Wang y col., 1997).

Con relacion a su disponibilidad metabdlica, Mesa y col., (2000) reportaron la
absorcion gastrointestinal de la curcumina por difusion pasiva, en ratas que
recibieron dosis orales de entre 2.5 a 1000 mg/kg y que 48 h después habian
absorbido el 65% y excretado el 35%; resultados similares se obtuvieron con la
administracion intraperitoneal de curcumina. Por otra parte Anand y col., (2010)
reportaron que la biodisponibilidad in vivo de la curcumina suministrada

oralmente, es degradada si no esta encapsulada.

2.4.1 Efecto bioldgico

La carcumina ha demostrado tener actividad antiinflamatoria en modelos animales
(rata y raton), con inflamacién aguda y crénica, en los cuales se inhibid la
fosfolipasa-2 (para impedir su fosforilacion), la ciclooxigenasa-2 y la
lipooxigenasa-5 (para alterar su mecanismo de transcripcion), promoviendo una
disminucién de la respuesta inflamatoria y parte de la respuesta inmune generada
por el organismo pero sin irritar el tracto gastrointestinal, ni generar efectos a nivel

del sistema nervioso central (Aggarwal y Harikumar, 2008).
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En la actualidad se investigan otras propiedades farmacoldgicas importantes
como la antiproliferativa, antitumoral, incluyendo la cicatrizacibn de heridas,
Ulceras, artritis y anticancerosa (Mesa y col.,, 2000; Ramos y col., 2008). En
cuanto a células cancerosas se ha comprobado un efecto preventivo y curativo de
extractos acuosos, sobre la division de estas células; asi mismo, se ha observado
un mayor efecto con la mezcla de curcumina y flavonoides que con la curcumina

sola, con relacion al cancer de mama y de pulmén (Ramos y col., 2008).

Por otra parte en estudios relacionados con la actividad antioxidante de la
curcumina indican que previene la peroxidacion lipidica en microsomas hepaticos
y en membranas de eritrocito (Sugiyama y col., 1996; Kaul y Krishnakantha,
1997); este tipo de proteccion es muy similar a la presentada por la vitamina E

contra el estrés oxidativo en células hepéticas (Cohly y col., 1998).

El estrés oxidativo en células hepaticas se ha relacionado con sus funciones en
el metabolismo de las grasas y en la biotransformacion de xenobidticos y
sustancias toxicas (Quiles y col., 1998; Mesa y col.,, 2000). También se ha
observado que la curcumina unida a micelas de fosfatidilcolina inhibe la
dioxigenacién de acidos grasos inducida por la lipooxigenasa 1, comprobando que
con 8.6 uM de curcumina inhibe el 50% de la peroxidacion del acido linoleico
(Began y col., 1999). Ademas ejerce una potente accion antioxidante sobre los
acidos grasos poliinsaturados de drganos animales in vitro (Kaul y Krisimakantha,
1997; Began y col., 1999).

Con respecto a la aterosclerosis que es una enfermedad multifactorial en la que
existen alteraciones del metabolismo lipidico vascular, se ha observado que la
curcumina disminuye el nivel de los perdxidos lipidicos plasméticos, moléculas
que juegan un papel importante en la patogénesis de dicha enfermedad. Ramirez
y col.,, (1995) demostraron que la carcumina contribuye a disminuir la
susceptibilidad de la oxidacion de los LDL (lipidos de baja densidad);
adicionalmente, Chen y Huang (1998) reportaron una inhibicion de la proliferacion
de las células del musculo liso vascular, y Olajide (1999), reporté un efecto
antitrombdtico. Lo anterior aunado a que se ha comprobado que el 17-a-estradiol

puede detener la oxidacion de las LDL (Dittrich y col., 1999), podria explicar el
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mecanismo de accion de la curcumina en la prevencion de la aterosclerosis.
Adicionalmente, Awasthi y col., (1996), observaron que la circumina protege de la

aparicion de cataratas originadas por la peroxidacion lipidica en el ojo.

2.5 Capacidad antioxidante

Los radicales libres son atomos que tienen un electrén desapareado, por lo que
son muy reactivos ya que tienden a robar un electrén de moléculas estables, con
el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. Una vez que el radical libre ha
sustrae el electron que necesita para aparear su electron libre, la molécula estable
que se lo cede se convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electron
desapareado, iniciandose asi una reaccion en cadena que destruye las células.
La vida media biolégica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la
capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando dafio a
moléculas (Avello y Suwalsky, 2006).

Algunas especies reactivas de oxigeno (ERO) son radicales como el superéxido
(O,.-), hidroxilo (HO.), 6xido nitrico (NO.), y otras especies no son radicales como
el oxigeno singulete (*O,), peréxido de hidrégeno (H»0O,), peroxinitrito (O=N-O-0),
oxigeno atomico (O), ozono (O3) y didxido de nitrogeno (.NO,) (Hansberg, 2009).

El HO. es una de las especies mas reactivas que se conocen. Por otro lado, el
'0, y el O3 no son radicales pero son muy oxidantes. Por lo que la reactividad es
una caracteristica intrinseca de cada especie de oxigeno y no se caracteriza por

ser 0 no un radical (Avello y Suwalsky, 2006; Hansberg, 2009).

Las ERO son indispensables para la diferenciacion celular y para la muerte celular
programada (Ramos y col.,, 2008). Por lo que su toxicidad depende de su

concentracion y del contexto en el que se producen (Hansberg, 2009).

Con este fin, nuestro cuerpo produce mdleculas capaces de retardar o prevenir la
oxidacion de otros compuestos. El sistema de defensa antioxidante esta
constituido por compuestos de naturaleza enzimatica como son: superoxido

dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, y compuestos de naturaleza no
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enzimatica como: vitamina E, B-caroteno, vitamina C, glutation reducido,
albumina, flavonoides y curcumina (Troncoso, 2003; Kuskosky, 2005).Estas
enzimas tienen la capacidad de desarmar a los radicales libres sin

desestabilizarse.

2.5.1 Métodos de evaluaciéon

Actualmente existen diversos métodos in vitro o in vivo para determinar la
actividad antioxidante, los cuales son basados en su capacidad para captar
radicales libres. En los métodos in vitro se encuentran: DPPH que tiene la
capacidad para reducir el 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), ABTS que tiene la
capacidad para reducir el radical acido 2,2°, azino-bis (3- etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS) (Troncoso, 2003; Kuskosky, 2005) y TPTZ que tiene la habilidad
de reducir 2,3,5-tripfenil-1,3,4- triaza-2-azoniaciclopenta-1,4-dieno cloruro (TPTZ)
a una forma ferrosa (Troncoso, 2003; Kuskosky, 2005; Chuquimia y col., 2008).

A pesar del amplio uso de estos productos quimicos en las pruebas de actividad
antioxidante, su capacidad para predecir la actividad in vivo no se ha demostrado;
esto es debido a que en estos ensayos no se reflejan las condiciones fisioldgicas
como la biodisponibilidad, la captacion, el metabolismo de los antioxidantes y el

sustrato biologico (Mermelstein, 2008).

Entre los métodos in vivo se encuentra el CAA (actividad antioxidantes celular),
propuesto por Wolfe y Liu., (2007). Este método toma en cuenta aspectos de la
captacion celular, la distribucién y el metabolismo de compuestos antioxidantes
(Mermelstein, 2008).

Los sistemas biolégicos son mucho mas complejos que los simulados en el
laboratorio con los compuestos quimicos, ademas que los compuestos
antioxidantes pueden operar a través de multiples mecanismos. Esto hace que los
modelos con animales y con humanos sean mejores métodos para la
determinacion de la capacidad antioxidante; sin embargo, es importante realizar

primero un analisis con los métodos quimicos y después proseguir con los
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sistemas bioldgicos, debido a que estos ultimos elevan el costo de la investigacion

y requieren de mayor tiempo para su realizaciéon (Mermelstein, 2008).

Generalmente cuando se estudia un compuesto que presente beneficios a la
salud, como la cdrcumina que presenta capacidad antioxidante, se realizan
estudios de digestibilidad 6 de biodisponibilidad, por métodos in vitro o in vivo; sin
embargo la biodisponibilidad requiere de mas tiempo para su realizacion, debido a
gue es mas completo que el estudio de digestibilidad (Sandmann y Mitchell, 2001,
Kopsell y Kopsell 2006).

2.6. Biodisponibilidad

La biodisponibilidad se puede definir como la cantidad disponible de un nutrimento
para el organismo, con la finalidad de que pueda ejercer sus funciones
fisiologicas; en este proceso se engloba a la absorcion, distribucién, metabolismo
y excrecion del nutrimento (Serra y Aranceta, 2006). Debido a esto, es
fundamental que los compuestos sean biodisponibles para que los beneficios que

se les confieren, estén presentes para el consumidor.

En el caso de los compuestos fendlicos, los efectos benéficos dependen de:
diversidad estructural; factores genéticos y agrondémicos; procesado vy
almacenamiento en la industria; y de la biodisponibilidad. La cual varia
ampliamente entre el 1 y 100%, dependiendo del tipo de polifenol; porque influye

en la etapa de digestion y absorcion (Martinez y col., 2000).

El proceso de digestion se inicia en la cavidad oral, al ingerir un alimento éste es
mecanicamente fraccionado y lubricado con saliva antes de entrar en el
estbmago, posteriormente es mezclado con acido clorhidrico, pepsina, y lipasa
gastrica que son secretadas en la luz intestinal, dando como resultado la
liberacion parcial de los polifenoles; sin embargo, se dificulta caracterizar la
biodisponibilidad de éstos en cada etapa, partiendo del hecho de que es dificil
determinar con exactitud la cantidad y tipo de fenoles que se ingieren con la dieta.

Adicionalmente, las formas metabdlicas que circulan en sangre y llegan a los
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organos, no siempre desarrollan la misma actividad biologica y el mismo intervalo

de accién que sus formas nativas (Duthie y col., 2003).

En este sentido, Gee y col.,, (1998) mencionaron que la mayoria de los
compuestos fendlicos se encuentra en los alimentos en forma de ésteres,
glucésidos o polimeros y que generalmente los glucdsidos resisten la hidrolisis
acida del estbmago y llegan intactos al duodeno. Scalber y Williamson (2000)
demostraron que el metabolismo de los polifenoles presenta aspectos comunes
para los diferentes grupos de compuestos fendlicos; por otra parte, Lamuela y
col., (2005) reportaron que la absorcion y metabolismo se ve influenciada por la
solubilidad (liposolubles o hidrosolubles), por la unidon con azlcares o acidos
organicos, o el grado de polimerizacion, el pH gastrico e intestinal, las
fermentaciones intestinales, la excrecion biliar y el tiempo de transito en el tubo

digestivo.

El proceso de la absorcidon se inicia en el intestino delgado con la entrada del
quimo, éste es asociado con la liberacion de secreciones del pancreas y la bilis en
la luz intestinal, donde la acidez del quimo es neutralizada por el bicarbonato, y
enzimas hidroliticas que degradan aun mas los componentes de los alimentos.
Las lipasas luminales hidrolizan los triglicéridos, fosfolipidos y ésteres, pero las
sales biliares son necesarias para la particion de los productos lipofilicos en

micelas mixtas (Hollander y Ruble, 1978).

Los compuestos fendlicos durante la absorcion pueden pasar al metabolismo de
fase |: donde pueden ser hidrolizados 6 desconjugados. O al metabolismo de
fase Il, dentro del enterocito: donde pueden ser conjugados mediante reacciones
de metilacion, glucuronidacion, sulfataciéon y glutationizacion. Las reacciones que
ocurren en el metabolismo de fase Il, ocurren con mayor frecuencia en el higado;
ya que su finalidad es aumentar la polaridad de las sustancias exogenas, para

facilitar al organismo su excrecién (Figura 5) (Hong y Mitchell, 2006).
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Figura 5. Proceso de absorcion, transporte y eliminacion de los polifenoles a través de los
diferentes érganos corporales implicados (Soler, 2009)

2.6.1 Modelos de estudio

Los factores que afectan o benefician la biodisponibilidad pueden ser estudiados

por métodos in vitro 6 in vivo.

2.6.1.1 Modelos in vitro

En este modelo se simulan los procesos digestivos, aislando células intestinales y
segmentos intestinales. Los cuales representan modelos para el estudio de
caracteristicas especificas y de regulacion. Estos modelos se han utilizado para
investigar los efectos de la especiacion quimica, matriz de los alimentos,
accesibilidad y transporte intestinal, metabolismo de componentes de los
alimentos y suplementos. Sin embargo, es importante sefialar que no se ve
influenciada por muchos factores que pueden afectar el receso digestivo y de
absorcion in vivo. Estos factores son principalmente: adecuadas mezclas,
molienda, transito de la matriz a lo largo del epitelio de la mucosa, alteraciones en
la luz intestinal, contenido de enzimas digestivas y sales biliares en respuesta a la

cantidad y composicién del alimento (Minekus y col., 1995).
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2.6.1.2 Modelos in vivo

Estos modelos de estudio son utiles, una vez que se han realizado las pruebas in

vitro. En estos modelos se pueden utilizar animales y humanos.

2.6.1.2.1 Modelos animales

Los modelos animales presentan diversas ventajas para investigar los problemas
nutricionales de los humanos, como son: la capacidad de inducir una dieta con
deficiencia y excesos, administrar radioisétopos, recoger tejidos de interés, e
inducir enfermedades cronicas. También se han realizado estudios tratando de
conocer la absorcién, metabolismo y la funcién de los carotenoides en diversos
animales como son: raton, rata, jerbo, hurdn, primates, aves y anfibios (Lee y col.,
1999). Por otra parte también se han utilizado ratas como modelos bioldgicos en
estudios farmacocinéticos de nanoparticulas de curcumina encapsulada con
polivinil (Shaikh y col., 2009).

De acuerdo Failla y Chitchumronchokchai (2005) se considera que las ratas son
un modelo preferido para estudiar las consecuencias fisiopatoldgicas de un
suministro inadecuado de un nutrimento esencial, debido a que la deficiencia de

este puede ser inducida.
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3. JUSTIFICACION

La clrcumina es un compuesto proveniente de la curcuma, utilizado en la
industria alimentaria como pigmento natural. Ademas por su capacidad de captar
radicales libres y disminuir el estrés oxidativo del ser humano, se ha utilizado en
el mejoramiento de la salud, por la relacién entre el exceso de radicales libres y la

generacion de enfermedades cronicas.

Sin embargo, este es un compuesto labil a diferentes factores fisicos y quimicos
cuyo efecto puede disminuir su absorcién y utilizacion por el organismo. Debido a
esto, se postula la encapsulacion con fructanos, como un método que ayudaria a
su proteccion y la conservacion de su capacidad antioxidante. En este sentido,
existen reportes que mencionan la capacidad y el uso de este polisacarido, como

material de pared para la encapsulacion y proteccién de compuestos bioactivos.

Como fuente de fructanos entre otros tantos vegetales, se encuentra el agave que
es una planta de amplia distribucion en México y cuyo metabolismo genera estos

compuestos como carbohidratos de reserva energética.

El estado de Morelos es uno de los estados que cultiva el Agave angustifolia Haw
y no lo puede utilizar para la obtencién de bebidas fermentadas como el tequila o
mezcal, debido a las normas que protegen la comercializacion de estos y solo son
utilizados los que provienen de los estados protegidos por la “Denominaciéon de
Origen”. Por tal motivo, se ha considerado importante el uso de los fructanos
derivados del A. angustifolia en la encapsulacién de la oleorresina de curcuma,
como una alternativa para el uso de éstos, que puede ayudar en la prevencion de

la degradacion de la cdrcumina y a mantener su absorcion.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad antioxidante y la absorcion in vivo de la oleorresina de

curcuma encapsulada con fructanos de Agave angustifolia Haw.

4.2 Objetivo especificos

Extraer y caracterizar fructanos de A. angustifolia, para la encapsulacion de

la oleorresina de clircuma

e Formular y caracterizar las emulsiones a base de fructanos de A.

angustifolia, para la encapsulacion de la oleorresina de cdrcuma.
e Caracterizar los encapsulados de la oleorresina de curcuma con fructanos
de A. angustifolia mediante analisis quimicos, microscopia O6ptica de

epifluorescencia y HPLC.

e Determinar la capacidad antioxidante de la cdrcumina encapsulada con

fructanos de agave.

e Determinar la absorcion in vivo de la carcumina encapsulada.
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5. HIPOTESIS

El encapsulamiento de la oleorresina de curcuma utilizando fructanos de Agave
angustifolia Haw, ayuda a mejorar la absorcién de la carcumina.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biol6gico

e Las plantas de agave fueron proporcionadas por el Centro de Acopio de
Agave de Morelos y colectadas en el mes agosto del 2010 de una
plantacion ubicada en el municipio de Tlalquitenango, Morelos.

e La Oleorresina de curcuma LO01 fue donada por SENSIENT Colors S.A de
C.V. Con una concentracion de 165 mg/g de oleorresina.

e Las ratas Wistar machos con un peso de 250 g, fueron proporcionadas por
el bioterio de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas-IPN, campus
Zacatenco.

e El método usado para el bioensayo fue de acuerdo al reglamento del
comité de bioética de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas-IPN.

6.2 Desarrollo experimental

En la figura 6 se puede observar el diagrama de trabajo que se siguid para el
desarrollo de la tesis. En éste se observa el proceso para obtener y caracterizar
fructanos de A. angustifolia, formular y caracterizar las emulsiones de oleorresina
de curcuma elaboradas a base de fructanos; ademas de caracterizar los

encapsulados de olerresina de curcuma con fructanos de Agave.

21



“Pina” de A. angustifolia

!

Fructanos

!

1. Extraccidn y caracterizacion

e Humedad
e Cenizas

e Lipidos

e Proteinas

e Azlcares

—)  Emulsiones

1. Elaboracién y caracterizacion

¢ Sdlidos totales
2. Estabilidad
¢ Obtencion de fotomicrografias para
analizar el tamafio de particula

L R 4

* o 0 0o

Encapsulados

l

Elaboracion y caracterizacion
Color

Humedad

Cenizas

Lipidos

Proteinas

Azucares

Obtencion de
fotomicrografias
Cuantificacién de carcumina

Seleccién de encapsulado
Cuantificacién de actividad
antioxidante in vitro
Bioensayo

Cuantificacién de carcumina
en plasma

Figura 6. Diagrama de flujo del desarrollo del trabajo
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6.3 Metodologia

6.3.1 Extraccioén de los fructanos

La extraccion de fructanos del Agave, se realizé de acuerdo al método descrito
por Madrigal y Sangronis, (2007), con modificaciones en algunas etapas del
proceso como la molienda, la extraccion del jugo, la neutralizacion, la purificacion
y refinacion. El proceso se inici6 con el jimado del Agave, el cual consisti6 en
cortar y retirar las pencas y extraer “la pifia” o el tallo del suelo, posteriormente la
pifia fue cortada para obtener fragmentos menores a 10 cm de largo y ancho,
después se seleccionaron 6 kg libres de dafio fisico y de plagas los cuales se
lavaron 2 veces con agua de la llave. Los trozos de pifia seleccionados se
molieron en una licuadora tipo industrial (Internationational, México) y se
colocaron en un recipiente al cual se le adicionaron 6 L de agua purificada,
después la pifia se calenté a 80 ° C durante 10 min, moviendo constantemente
para obtener una mejor distribucion del calor y evitar reacciones indeseables en el
proceso (reacciones de Maillard). La mezcla se enfri6 a temperatura ambiente y
se exprimié el bagazo manualmente con ayuda de un lienzo para obtener el jugo;
después se ajusto el pH del jugo a 6 con CaOH; y se dej6é en reposo 2 h hasta
observar la formacién de un precipitado. Finalmente el jugo se centrifugé a 8000
rpm durante 5 min y el sobrenadante obtenido fue secado con un secador por
aspersion en contra corriente (Niro MOBILE MINOR ™ Spray dryer, Dinamarca)
(Figura 7), con una alimentacion de 1.2 L/h, temperatura de entrada y salida de

180 - 80 ° C respectivamente y presién de 1.2 Kg/cm?.

6.3.2. Caracterizacion de los fructanos

6.3.2.1 Composicidn quimica proximal

La composicion quimica se determiné usando las técnicas de la AACC, (2000)
para Humedad (44-16), Cenizas (08-01), Lipidos (30-25) y Proteinas (46-13).
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Figura 7. Secador por aspersion Niro MOBILE MINOR ™ Spray dryer

6.3.2.2 Determinacion de azucares

La determinacién de azUcares reductores, azucares totales y fructosa se realizd

de acuerdo a la técnica de Ting (1956).

6.3.2.2.1 Preparacion de la solucion madre

Se pesaron 2 g de los fructanos y se adicionaron 10 mL de etanol al 80%,
después se colocd la muestra a ebullicion durante 5 min y se dejé en reposo
durante 24 h, posteriormente se filtr6 por medio de un cartucho de celulosa y se
realizd extraccion de lipidos en un equipo (Buchi, Suiza) utilizando hexano como
disolvente, durante 4 h a 80 ° C. Se elimin6 la mayor cantidad del disolvente y se
adicionaron 10 mL de crema de alumbre, se filtré y se llevé a un volumen de 10

mL.

6.3.2.2.2 AzUcares reductores

Se transfirio 1 mL de la solucion madre de los fructanos en un matraz aforado de
100 mL de capacidad y se adicionaron 5 mL de la solucion de ferricianuro de

potasio [4 g de ferricianuro + 160 g de Na,CO3 + 150 g de Na,HPO, / L], después
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se colocé en bafio maria a ebullicibn durante 20 min y se enfri6 con agua
corriente. Se adicionaron 10 mL de acido sulfarico 2 N y se agité hasta eliminar
completamente el gas. Se adicionaron 4 mL de la solucién de arseniomolibdato de
amonio [50 g de (NH4)s M07024.4H,0 + 3 g de NasAsO4 + 21 mL de H,SO4/ L] y se
mantuvo en reposo durante 10 min, después se llevd a aforo con agua destilada y

se dejo reposar durante 15 min.

Finalmente se calibré el espectrofotometro (Shimadzu UV-Vis, Jap6n) con agua
destilada y se leyo la muestra a 515 nm, utilizando agua destilada como testigo.
Esta técnica se realizo por triplicado. Para la elaboracion de las curvas tipo, se
prepararon soluciones de glucosa y fructosa que contenian 0.020, 0.040, 0.060,
0.080, 0.100, 0.120 y 0.140 g del azacar en un volumen de 100 mL de agua.
Posteriormente se procedid a realizar el método descrito a las temperaturas de 55
y 100 ° C. La curva tipo se obtuvo graficando la absorbancia contra el contenido
de azucar (g/100 mL) en el programa Excel (Microsoft ® Excel ® 2008 para Mac,
Version 12.0).

6.3.2.2.3 AzUcares totales

Para esta determinacion se transfirieron 10 mL de la solucion madre de los
fructanos y 10 mL de acido clorhidrico-agua 1:1 (v/v) en un vaso de precipitado,
se dej6 reposar 18 h y después se ajustd el pH entre 5y 7 con una solucion de
NaOH, 10 N y NaOH 1 N. Después se realizo el método antes descrito para la

determinacion de azucares reductores (6.3.2.2.2), realizandolo por triplicado.

6.3.2.2.4 Fructosa

La determinacidon de fructosa de los fructanos fue realizada de acuerdo con el
método antes descrito para la determinacion de azlcares reductores en la seccién
6.3.2.2.2, con modificaciones en las condiciones utilizadas para el bafio maria (55

° C durante 30 min), por triplicado.

El célculo para determinar azlcares totales, azlUcares reductores, fructosa y

glucosa se realizo de acuerdo a las siguientes ecuaciones:
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AzUcares reductores

k=cl/a ... Ec. 1
Donde:
k= Proviene del valor de K de la curva tipo a 100 °C
c= Concentracion en g de azucares reductores/100 mL de la muestra liquida

a= Absorbancia de la solucién

El valor de k se designa como K para calcular la concentracion de diferentes

azucares.

S=K*A*D ... Ec.2
Donde:
S= Concentracion de azucares totales
K= Proviene del valor de K de la curva tipo
A= Absorbancia de la muestra

D= Factor de dilucién

Fructosa

Los valores de kf y kg provienen de la fructosa y glucosa oxidada a 55 °C. Y se

obtienen de la curva tipo de los 2 azucares.

G+F=S..Ec.3

G/Q+F=L..Ec. 4
Donde:
G= Cantidad de glucosa en muestra
F= Cantidad de fructosa en muestra
S= Cantidad de azucares totales
L= Fructosa aparente
Q= Radio entre kg y kf (kg/kf)
La fructosa aparente se calcula como la ec. 2, sustituyendo L por Sy kf por K. Y la

solucion de la ec. 3y 4 se obtienen de la ec. 5.
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G=(S-L)*Q/Q-1..Ec.5

6.3.3 Elaboracion de emulsiones

Se prepararon emulsiones con 3 proporciones de fructanos.oleorresina de
curcuma de la siguiente manera: 2:1 (emulsién A), 3:1 (emulsion B) y 4:1
(emulsion C) (Cuadro 1). La fase continua se elabor6 mezclando agua, jugo de
agave y sacarosa durante 5 min a 60 rpm en una agitadora magnética (Thermo
Scientific Cimarec, USA). La fase dispersa se elaboré mezclando aceite y lecitina
durante 5 min a 60 rpm. Después ambas fases fueron mezcladas con un
homogenizador (Virtis 45, USA) durante 5 min a 18 000 rpm, en ausencia de luz y
en un bafio de hielo. Posteriormente se adiciond oleorresina de curcuma a la
mezcla y se colocdé nuevamente en el homogenizador durante 10 minutos a 18
000 rpm, manteniéndose la mezcla en ausencia de luz y en un bafio de hielo. La
estabilidad fue medida por el tiempo que tardaron las emulsiones en separarse

nuevamente en 2 fases, esta prueba se realiz6 por triplicado.

Cuadro 1. Composicion de las emulsiones utilizadas para encapsulacion

Fase continua Fase dispersa
Emulsiéon
Agua | Sacarosa | Fructanos | Aceite | Lecitina | Oleorresina de
(mL) (9) (9) (mL) (mL) curcuma (mL)
69.3 4.95 14.85 8.25 0.99 0.99
B 594 495 2475 | 825 | 0.99 0.99
495 | 4.95 3465 | 825 | 0.99 0.99

Se utilizaron fructanos de agave extraidos en el CeProBi, Oleorresina de curcuma (LO01
Sensient Colors S.A de C.V.), sacarosa grado analitico (Merk), agua destilada, lecitina de

soya (Pronat ultra) y aceite de maiz (La gloria).
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6.3.4 Caracterizacion de las emulsiones

6.3.4.1 Determinacion de color

Para la determinacién de color se calibré el colorimetro (MILTON ROY Diano
Color Products Color Mate, USA) usando un estandar blanco (Serial
4FB4186006), posteriormente se adicionaron 3 mL de la muestra en una celda de
vidrio y se obtuvieron los parametros L, a, b del modelo CIE-Lab, en el cual el
paradmetro L corresponde a la claridad o brillo, mientras que a y b corresponden a
la cromaticidad.

El pardmetro a define al componente rojo (+) y verde (-). El parametro b define al
componente amarillo (+) y azul (-). Con lo cual se determiné el indice de color IC*
descrito por Vignoni y col., (2006), de acuerdo a la ecuacion 1. El analisis fue

realizado por triplicado.

IC*= a.1000
L.b Ec. 1

El IC* por sus caracteristicas puede utilizarse como una variable de control de la
calidad organoléptica de los alimentos; la escala de valores y colores es la

siguiente:

+ IC* entre -40 y -20, su valor relaciona los colores que van desde el azul-
violeta al verde profundo.

+ IC* entre -20 y -2, su valor relaciona los colores que van desde el verde
profundo al verde amarillento.

+ IC* entre -2 y +2, su valor relaciona los colores que van desde el verde
amarillento al amarillo palido.

+ IC* entre +2 y +20, su valor relaciona los colores que van desde el amarillo
palido al naranja intenso.

+ IC* entre +20 y +40, su valor relaciona los colores que van desde el

naranja intenso al rojo profundo.
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6.3.4.2 Determinacién de soélidos totales

Esta determinacion se realiz6 con la finalidad de verificar que las emulsiones
estuvieran en el intervalo de 25 a 50% de sdlidos totales, para poder utilizarse en

el secador por aspersion.

Para conocer los solidos totales se pesaron 2 g de la muestra en una
termobalanza (OHAUS MB200,USA) vy fue programada durante 30 min a 130 ° C.
La cantidad de sdlidos totales se obtuvo mediante el equipo y el andlisis se realiz6
por triplicado (Kirk y col., 1996).

6.3.4.3 Obtencion de fotomicrografias y su analisis

Se realiz6 utilizando un microscopio 6ptico (Nikon ECLIPSE 90, Japén), acoplado
a un cabezal electrénico digital con una camara de video. Se coloco 1 gota de la
emulsién en un portaobjeto y se observé con el microscopio a un aumento de 10
X, después se capturaron 15 imagenes mediante el programa Metamorph (V 5.0),
para obtener un archivo en formato jpg. Las imagenes capturadas fueron
procesadas con el programa Image J (1.44 p), en el cual se midi6 el area de cada
glébulo para conocer el tamafio, distribucion y frecuencia de la emulsion (se

realizo el mismo procedimiento para cada emulsion).
6.3.5 Elaboracion de encapsulados

Las emulsiones elaboradas anteriormente y que presentaron la mayor estabilidad
fueron utilizadas para la encapsulaciéon mediante un secador por aspersion en

contra corriente.

Para esto se empled la metodologia descrita por Arenas-Ocampo Yy col., (2009),
con modificaciones en la temperatura de entrada y salida. Las condiciones del
equipo fueron: alimentacion de 1.2 L/h, temperatura de entrada 180 ° C,

temperatura de salida de 80 ° C y presién de 1.2 Kg/cm?.
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6.3.6 Caracterizacion de los encapsulados

6.3.6.1 Determinacion de color

El color de los encapsulados se determiné de acuerdo a lo descrito en el apartado
6.3.4.1. Utilizando 5 g del encapsulado para cada analisis.

6.3.6.2 Composicidon quimica de los encapsulados

La composicion quimica de los encapsulados se realizé de acuerdo a lo descrito

en la secciéon 6.3.2.1y 6.3.2.2.

6.3.7. Determinacién de la eficiencia del encapsulado

6.3.7.1 Obtencion de fotomicrografias y su analisis

La fluorescencia de la curcumina se midi6 mediante la técnica utilizada por
Vargas y col., (2010), con modificaciones en los lavados con disolvente y la
ruptura del encapsulado propuestos por Quintanilla (2008). Para esto se
colocaron los encapsulados en un portaobjeto y fueron observados con
microscopia éptica y de epifluorescencia, utilizando un microscopio 6ptico a 40 X,
después se hizo una prueba de lavado de los encapsulados con etanol al 96% y
cloroformo, posteriormente se volvieron a observar los encapsulados con el
microscopio Optico con las condiciones antes descritas. Finalmente los
encapsulados lavados se colocaron en una cinta adhesiva, se les aplicé presion
manual (con el objetivo de romper la capsula) y observaron por microscopia

Optica y de epifluorescencia bajo las condiciones antes descritas.

6.3.7.2 Extraccion de la carcumina de los encapsulados

Se pes6 1 g del encapsulado y se adicionaron 3 mL de agua, después se agito la
muestra durante 1 min a 60 rpm en una agitadora magnética (Thermo Scientific
Cimarec), posteriormente se adicionaron 3 mL de acetona y se agitdé la muestra

con las condiciones antes descritas, finalmente se separd el precipitado del
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extracto y esté fue filtrado a través de una membrana de nylon con poro 0.45 um.

Se realizé este mismo procedimiento para ambos encapsulados.

6.3.7.2.1 Cuantificacion de la circumina por HPLC

Se realiz6 por el método descrito por Guerra- Vargas y col., 2001. Para esto, se
prepararon soluciones con el estandar de curcuma (Sigma Aldrich) a diferentes
concentraciones (0,12.5, 25, 50, 75y 100 pg / mL). Las soluciones del estandar y
las muestras (extracto del encapsulado B, extracto del encapsulado C vy
oleorresina de curcuma) se colocaron en el porta muestra del cromatégrafo
(Varian 920 LC, USA) con un detector en arreglo de fotodiodos para auto
inyectado. La fase utilizada para la elucion isocratica de las muestras fue 35%
metanol, 75% acetonitrilo y 7% tetrahidrofurano, a un flujo de 1 mL/min, el
volumen de inyeccién fue de 20 uL (loop) y el tiempo de corrida fue de 50 min.
Utilizando una columna C18 de 15 cm x 0.25 mm (Omni Spheric-5) y la deteccion
fue realizada a 440 y 450 nm. ElI programa empleado fue Galaxie
Chromatography Data System. Todos los disolventes utilizados fueron grado
HPLC vy filtrados a vacio a través de una membrana de 0.2 um, las muestras y el
estandar de curcuma fueron filtradas con una membrana de 0.45 um. Con los
valores obtenidos del estandar de curcuma se realiz6 una curva tipo en el
programa Excel (Microsoft ® Excel ® 2008 para Mac, Version 12.0), para conocer

la concentracion de curcumina presente en las muestras.

6.3.7.2.2 Determinacion de la capacidad antioxidante de curcumina por el

método por Scartezzini y col., (2006)

Para esto, se pesaron 6.6x10°g de persulfato de potasio y 3.84x107 g del radical
ABTS (&cido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2-carboxilico2,2’-azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), se colocaron en un recipiente color ambar
para evitar la degradacion del radical y después se disolvieron en 10 mL de agua
destilada, se mezclaron con un agitador (vortex) y se dejo en reposo la solucion
durante 16 hrs. Posteriormente se tomaron 0.5 mL de la solucién madre de ABTS

y se colocaron en un matraz volumétrico, se llevo hasta un volumen de 50 mL en
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un matraz aforado con etanol anhidro, se ley6 la solucibn de ABTS en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 734 nm y se ajusté hasta obtener

una absorbancia de 0.7 £0.02.

Después de que la soluciébn de ABTS alcanz6 la absorbancia requerida, se
tomaron 990 pL de la solucién y se mezclaron con 10 pyL de la muestra 6 con
soluciones de estandar de Trolox (acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-tetrametilcromo-2-
carboxilico) a 0, 250, 500, 750, 1000, 1200 y 1500 pM para conocer las
concentraciones en la curva de tipo en el programa Excel (Microsoft ® Excel ®
2008 para Mac, Version 12.0).

Finalmente se tomaron las lecturas de absorbancia de las muestras en intervalos
de 1 a 7 min, utilizando acetona como testigo. Se emplearon las ecuaciones 6, 7

y 8 para obtener el % de inhibicién y conocer la capacidad antioxidante de las

muestras.
A Abs = (Abs To muestra — ABS TF muestra) ... Ec. 6
AbS To muestra— [ADS To sovente — ADS Tr soivente / ADS To soivente]
Donde:

A Abs= Diferencia de las absorbancias despue de la muestra y el solvente
Abs Ty muestra = Absorbancia de la muestra en el tiempo O

Abs To muestra = Absorbancia de la muestra en el minuto 5

Abs T sovente = Absorbancia del solvente en el tiempo 0

ADbSs Ty sovente = Absorbancia del solvente en el minuto 5

% de inhibicion = A Abs * 100 ... Ec.7

Donde:
% de inhibiciébn = Capacidad que tiene la muestra para poder reducir el radical
ABTS

Concentracion de = [(y -0.97) / 4.48] * D * (V total / W muestra) ...Ec. 8
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Donde:

y = % de inhibicion

D = Factor de dilucion

V total = Volumen total de la muestra (mL)

W muestra = Peso de la muestra (g)

6.3.8 Evaluacion de la absorcion de cdrcumina en ratas

Se utilizaron 3 ratas Wistar (machos; de 200 a 250 g) para cada tratamiento. Los
tratamientos suministrados fueron: Oleorresina de curcuma (1), Oleorresina de
curcuma encapsulada con fructanos de A. angustifolia (2) y testigo negativo (3).
Para esto, se extrajo la sangre de cada rata por puncion retro orbital alas 0, 2, 4y
6 h. Después de haber obtenido la sangre de las ratas, se alimenté 1 g de
encapsulado en 0.5 mL de agua por via intragastrica (Parental oral: PO) a cada
rata del tratamiento “1”; para el caso del tratamiento “2”, se alimenté 1 mL de la
oleorresina de curcuma a cada rata y para el tratamiento “3” no se suministro

tratamiento de alimento a ninguna rata.

La sangre obtenida de las ratas incluidas en cada tratamiento se colocaron en un
tubo con heparina (Inhepar, PiISA® Farmaceutica Mexicana), posteriormente se
centrifugé a 3500 rpm a 5 ° C, durante 5 min para obtener el plasma, al cual se
le adicion6 1 mL de acetona. La mezcla del plasma con la acetona fue
centrifugada a 10 000 rpm durante 5 min y se extrajo el sobrenadante. Finalmente
el sobrenadante obtenido se inyecté en el HPLC, siguiendo la metodologia

descrita en el apartado 6.3.7.2.1.

6.3.9 Andlisis estadistico

Los parametros estadisticos se calcularon utilizando el paquete estadistico
Sigma—Plot, version 11. Realizando una prueba t-student para los andlisis de la
caracterizacion de los encapsulados y cuantificacion de la capacidad antioxidante.
Y una prueba ANOVA de una via para la caracterizacion de las emulsiones,

cuantificacion de curcumina por HPLC y la evaluacion de la absorcion de
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curcumina, cuando se encontraron diferencias significativas en las variables

medidas, se aplico la prueba de comparacion multiple de Tukey.
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7. RESULTADOSY DISCUSION

7.1 Obtencién de fructanos

Se obtuvieron fructanos de agave secados por aspersion (Figura 8). Los
fructanos obtenidos fueron de color blanco y solubles en agua a temperatura
ambiente, lo cual coincide con la informacién descrita por Chacon (2006) y
Madrigal (2007).

Figura 8. Fructanos de Agave angustifolia Haw secados por aspersion

Mediante el analisis quimico proximal, se observé que el contenido de humedad
para los fructanos de A. angustifolia fue de 2 g/ 100 g (Cuadro 2), lo cual puede
favorecer su conservacion. Este contenido de humedad es menor al reportado por
Vargas (2009), quien obtuvo 2.65% de humedad en fructanos de pifia de A.

salmiana.

Por otra parte, el contenido de cenizas en los fructanos fue de 0.83 g/ 100 g, el
cual fue mayor al reportado por Vargas (2009), quien obtuvo 0.15% en A.
salmiana L., este resultado probablemente se debe a que hay una mayor
presencia de minerales en los fructanos de A. angustifolia que en los fructanos de
A. salmiana, y/o al método utilizado, en el cual al precipitar con etanol se obtienen

fructanos mas puros.
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Cuadro 2. Analisis quimico de los fructanos de A. angustifolia

Muestra Humedad | Proteinas | Lipidos Cenizas
(/100 g (9/100g | (g/100 g (/100 g
muestra) muestra) | muestra) muestra)

Fructanos de A. 2+0.1 0.07+0.1 1+0 0.83+0.15
angustifolia finos

Media de tres repeticiones + desviacion estandar

En la figura 9 se muestra el ajuste de la curva de calibracién obtenida a partir de

glucosa y fructosa a 55 y 100 ° C, las cuales se realizaron para determinar la

cantidad de azucares totales, azucares reductores y fructosa presente en los

fructanos.
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Figura 9. Curva de calibracion de azlcares. a) Fructosa a 55 ° C; b) Glucosa a 55 ° C;
¢) Fructosa a 100 ° C; d) Glucosa a 100 ° C.
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Respecto a los azucares totales en los fructanos de A. angustifolia se obtuvieron
3.6 g/100 mL de muestra, que corresponde al 96.1% de azucares totales en los
fructanos (Cuadro 3), lo cual es logico si se considera que los fructanos estan

compuestos por polimeros de fructosa y una molécula de glucosa.

Por otra parte el contenido de azUcares reductores para los fructanos fue de 2 g/
100 mL de muestra. Esto podria estar relacionado con la capacidad de unirse a
otros compuestos mediante su carbon anomérico (Voet y Voet, 2006), la cual
puede ser aprovechada en la elaboracién de las emulsiones que se ocuparon

para encapsular la oleorresina de curcuma.

En cuanto al contenido de monosacaridos presente en los fructanos, se
obtuvieron1.64 g /100 mL de muestra de fructosa y 0.4 g /100 mL muestra de para
glucosa Es importante resaltar el mayor contenido de fructosa que de glucosa
encontrado, debido a que la principal reserva de carbohidratos de los agaves son
polimeros de fructosa con una molécula de glucosa unida a esta cadena
(Bautista-Justo y col., 2001).

Cuadro 3. Contenido de azucares en fructanos de A. angustifolia

Muestra Azlcares Azlcares Fructosa Glucosa
totales reductores | (g/100 mL) | (g/100 mL)
(/200 mL) | (g/100 mL)
Fructanos de 3.6+0.2 2+ 0.34 1.64+0.15 0.4+0.15
A. angustifolia

Media de tres repeticiones + desviacion estandar
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7.2 Emulsiones

7.2.1 Sélidos totales y estabilidad

Las emulsiones (Figura 10) presentaron diferencias estadisticamente
significativas en la estabilidad y en el contenido de sélidos totales. Asi, la
emulsion A (relacion 2:1 fructanos: oleorresina de cuarcuma) presentd un 25 % de
sélidos totales y el menor tiempo de estabilidad, el cual fue 0.003472 dias (d)
respecto a la emulsién B y C (Cuadro 4). Es importante mencionar que esta
formulacién (A) fue descartada porque no presentd la cantidad de sélidos totales
necesarios (30 a 50 % de solidos totales) para tener un rendimiento adecuado al

momento de obtener los encapsulados.

Figura 10. Emulsiones elaboradas con oleorresina de curcuma y diferentes proporciones

de fructanos de agave. a) Emulsién A; b) emulsion B; c) emulsion C.

En la emulsion B con una relacion 3:1, se incremento: el % de soélidos totales a
41.3% y la estabilidad a 0.958 d. Mientras que la emulsion C con una relacion 4:1,
obtuvo el mayor contenido de sdlidos totales el cual fue de 48% y un tiempo de
estabilidad de 24 d, considerandose como la emulsibn con mayor tiempo de
estabilidad.
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Cuadro 4. Concentracion de sélidos totales y estabilidad en las emulsiones elaboradas

con oleorresina de curcuma y fructanos de agave

Determinacion Sodlidos totales Estabilidad (d)
(%)
Emulsion A 25+0.173% 0.003472 +0.0002 2
Emulsion B 41.3+0.513° | 0.958 £ 0.0212°
Emulsion C 48+0.252° 24+0.1°

Media de tres repeticiones + desviacion estandar, diferentes letras entre las filas para la
determinacion de sélidos totales y estabilidad indican diferencia significativa

Por lo anterior se decidi6 usar las emulsiones B y C que estan dentro del intervalo
de 30 a 50 % de solidos totales necesarios, para no tener un rendimiento bajo al

momento de obtener los encapsulados.

Es importante mencionar que la emulsion C fue la mas estable, lo cual puede
estar relacionado con una mayor presencia de fructanos, de acuerdo a lo descrito
por Chacén (2006), quien report6é que los fructooligosacéridos tienen la capacidad
de estabilizar emulsiones y espumas cuando se encuentran en una proporcion del

1 al 5% en medio acuoso.

Por su parte Aranberri y col. (2006) mencionan que a mayor cantidad del polimero
(fructanos), mas estables seran las emulsiones debido a que la adicién de estos
polimeros hidrosolubles, aumenta la viscosidad de la fase continua y disminuye la
movilidad de las gotas, logrando reducir la probabilidad de que dos gotas se
encuentren y se agreguen. Pero si la concentracion de los polimeros en la
emulsidbn es menor, ocurre un efecto inverso al mencionado, provocando un

proceso de inestabilidad

En este caso, probablemente la inestabilidad de las emulsiones pueda ser
atribuida al proceso de “creaming” (en el cual la densidad del aceite es menor al
presentado por la fase acuosa y la fase oleosa se queda en la superficie de la

emulsién), al engrosamiento de las gotas y/o a la coalescencia (se fusionan las
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gotas pequefias para formar gotas mas grandes), de acuerdo con lo descrito por
Aranberri y col., (2006).

7.2.2 Determinacioén de color

Se observaron diferencias significativas en el IC* calculado para la oleorresina de
curcuma y las 3 emulsiones. De esta manera se obtuvo un IC* de 28 para la
oleorresina; por otra parte la emulsion A que contenia la menor cantidad de
fructanos present6 el menor IC* con un valor de 2.37, que corresponde al amarillo
palido (Figura 11); para el caso de la emulsién B que tuvo mayor cantidad de
fructanos a comparacion de la emulsion anterior, se alcanzé un IC* de 3.913.

Este mismo comportamiento de alcanzar un mayor IC* al incrementar la cantidad
de fructanos, se observé en la emulsién C; en donde se obtuvo un IC* de 7.67,

gue correspondiente con un amarillo mas intenso.
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Figura 11. indice de color (IC*) de las emulsiones con fructanos

7.2.3 Andlisis de imagenes de las emulsiones

En la emulsion A, B y C se encontraron globulos o micelas de diferente tamafio
(Figura 12), los cuales se agruparon en pequefios (menor a 0.1 um), medianos

(0.1 - 0.5) y grandes (mayor de 0.5 um).
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Como se muestra en la figura 13, la emulsion A presentd una mayor frecuencia de
glébulos pequerios en la imagen (100 + 0.1 glébulos), respecto a la emulsién B y
C que presentaron 92+0.12 y 90+0.1 de glébulos pequefios respectivamente. Por
otra parte la emulsion B presenté una mayor frecuencia de glébulos medianos en
la imagen (60+0.2 glébulos), en comparacion de la emulsion C y A que tuvieron
una menor cantidad (45+0.1 y 26+0.18 globulos respectivamente).

Con respecto a la presencia de globulos grandes, la emulsion A presentd una
mayor cantidad de estos en la imagen (4+0.1), en comparacion de la emulsion B
con 1%0.1 gloébulo y la emulsién C que no presentd ningun glébulo de tamafio

grande.

Este resultado con respecto a la presencia de glébulos grandes a una menor
cantidad de fructanos, esta asociado con una menor estabilidad, de acuerdo con
lo reportado por Lisant (1984), quien describe que las emulsiones tienden a
coalescer mientras mayor sea el tamafio de particula presente.

1 pm X 10 Liym.X 10

1 i X 10

Figura 12. Imagenes del tamafio de glébulos presentes en las emulsiones con fructanos.
a) Emulsion A; b) Emulsion B; ¢) Emulsion C. P (Pequefios: menor a 0.1 um); M

(Medianos: de 0.1 a 0.5 um); G (Grandes: mayor a 0.5 pum)
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Figura 13. Frecuencia del tamafio de los globulos en las emulsiones. P (Pequefios: menor

a 0.1 um); M (Medianos: de 0.1 a 0.5 um); G (Grandes: mayor a 0.5 um)

7.3 Encapsulados

Después de secar las emulsiones B y C, se obtuvieron encapsulados B y C
respectivamente. Obteniendo del encapsulado B 205 g de encapsulados (Figura
14); mientras que para la encapsulado C se obtuvo 253.71 g de encapsulado. Con
lo cual se obtuvo que el rendimiento en el proceso de encapsulacion fue de 85.99
% para el encapsulado B y para el encapsulado C se obtuvo un valor similar, el
cual fue 88.01 %.

Figura 14. Oleorresina de curcuma encapsulada con fructanos de A. angustifolia. a)
Encapsulados proveniente de la emulsion B; b) encapsulados provenientes de la

emulsion C
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7.3.1 Analisis de color

Con el andlisis de color se obtuvo que los encapsulados B y C no mostraron
diferencia estadisticamente significativa, debido a que presentaron valores
similares para el IC*. Obteniéndose un IC* de 0.54+0.01 para el encapsulado B y
un IC*de 0.52+0.01 para el encapsulado C. Considerandose que estos valores

tuvieron tendencia al amarillo péalido

De acuerdo con los resultados obtenidos en el IC* para los encapsulados By C,
siendo que provenian de las emulsiones B y C respectivamente, en las cuales si
se observaron diferencias estadisticamente significativa. Probablemente este
resultado se debe a que las emulsiones se evaporan después de pasar por el
proceso de secado, con lo cual se disminuye la claridad y a su vez se disminuya
el IC*,

T

Encapsulado

Figura 15. indice de color (IC*) de los encapsulados

7.3.2 Andlisis quimicos

En los datos presentados en el cuadro 5 se observdé que no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre el contenido de humedad de los encapsulados
B y C, encontrandose valores muy similares. Con respecto al encapsulado B el

contenido de humedad fue de 2 g/ 100 g de encapsulado, mientras que para el
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encapsulado C se obtuvo 1.75 g / 100 g de encapsulado, por lo tanto el bajo
contenido de humedad de los encapsulados B y C, tiene un efecto favorable sobre

el tiempo de conservacion, de acuerdo a Vargas, (2009).

Por otra parte no se encontré diferencia estadisticamente significativa en el
contenido de cenizas para los encapsulados B y C. En donde se observd valores
muy similares en esta determinacion. Para el encapsulado B se obtuvo 0.95 g/
100 g de encapsulado y para el encapsulado C se obtuvo 0.96 g/ 100 g de
encapsulado. Este resultado indica que en los encapsulados B y C hubo una baja
presencia de minerales de acuerdo a lo reportado por Vargas, (2009).

Con respecto al contenido de lipidos, se encontr6 que hubo diferencia
estadisticamente significativa entre los encapsulados B y C. Para el encapsulado
B se obtuvo 10.6 g/ 100 g de encapsulado y para el encapsulado C se obtuvo 8.8
g/ 100 g de encapsulado. Se observé que el contenido de lipidos de los
encapsulados B fue superior al de los encapsulados C. Lo cual probablemente se
debe a que la proporcién de lipidos utilizados para elaborar los encapsulados B,
fue mayor a la proporcion que se utilizé para elaborar los encapsulados C.

Cuadro 5. Andlisis quimicos de los encapsulados By C

Encapsulado B Encapsulado C
Humedad (g/ 100 g de encapsulado) 2+0.2° 1.75+0.15%
Cenizas (g/ 100 g de encapsulado) 0.95+ 0.01% 0.96+ 0.01%
Lipidos (g/ 100 g de encapsulado) 10.6+0.25% 8.80.11°
Proteinas (g/ 100 g de encapsulado) 0.01+ 0% 0.01+ 0%

Media de tres repeticiones + desviacion estandar; diferentes letras entre las filas para la
determinacion de humedad, cenizas, lipidos y proteinas indican diferencia significativa

El contenido de azlcares totales (Cuadro 6) fue mayor en los encapsulados B
que en los C los cuales tuvieron 1.4 y 2.2 g/100 mL de azucares totales para el
encapsulado B y C respectivamente; de éstos 0.8 y 1.3 g/ 100 ml fueron azucares
reductores respectivamente. Tomando como base este contenido de azlcares

reductores, la fructosa se encontré en una mayor proporcion en todos los casos,
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asi en el encapsulado B el 80% y el 20% correspondié a fructosa y glucosa
respectivamente y para el encapsulado C el contenido de fructosa y glucosa fue
de 84.6 y 15.6% respectivamente. EI menor contenido de azucares en los
encapsulados B en comparacion de los encapsulados C, probablemente se debe

a la proporcion de azucares utilizados en su elaboracion.

Cuadro 6. Contenido de azUcares en encapsulados By C

Muestra AzUcares AzUcares Fructosa Glucosa
totales reductores | (g/100 mL) | (g/100 mL)
(g/200 mL) | (g/100 mL)
Encapsulado B 1.4 +0.012 0.8+ 0.04% | 0.64+0.01% | 0.16+0.02°
Encapsulado C 2.2.40.012 1.3+ 0.01° 1.1+ 0.03* | 0.2+0.022

Media de tres repeticiones + desviacién estandar; diferentes letras en ¢/100 mL de

azucares totales, azlcares reductores, fructosa y glucosa indican diferencia significativa.

7.3.3 Eficiencia del encapsulado

7.3.3.1 Andlisis de imagenes obtenidas por microscopia 6ptica de
epifluorescencia

Las observaciones realizadas con el microscopio Optico indican que el tamafio de
particula fue de 2 a 78 uym de diametro para los encapsulados B y C. Y las

capsulas presentaron forma esférica.

Tanto los encapsulados B como los C tuvieron la capacidad de fluorescer (Figura
16), lo cual es debido a que la oleorresina de curcuma se compone de moléculas
que en su estructura tienen dobles enlaces y moléculas ciclicas (Anand y col.,
2010), lo cual les permite absorber la luz en presencia de una radiacion excitante
y que las moléculas excitadas cuando regresen a su estado normal, liberen el
exceso de energia en forma de luz visible de mayor longitud de onda que la

radiacion excitante (Vives y Aguilar, 2006).
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En los encapsulados B el érea fluorescente estuvo entre 10.45 %, mientras que
en el encapsulado C esta area fue de 9.5%. Debido a que los encapsulados se
elaboraron bajo las mismas condiciones, se tiene una similar area fluorescente
para ambos encapsulados; podria pensarse que el compuesto bioactivo se
encuentra disperso en la matriz encapsulante (Shahidi y Han, 1993; Gharsallaoui
y col., 2007; Lozano, 2009).

Debido al resultado antes mencionado, se realizaron lavados con diferentes
disolventes para remover de la superficie el compuesto bioactivo y poder
identificar su presencia dentro del encapsulado y se observd que los
encapsulados lavados con etanol, presentaron una mayor area fluorescente
respecto a los encapsulados sin lavar, esto probablemente se debe a que los
fructanos son solubles o parcialmente solubles en etanol (Chacén, 2006) y
posiblemente rompié la estructura de las capsulas y liber6 la oleorresina,

provocando una mayor fluorescencia.

Por otra parte los encapsulados que fueron lavados con cloroformo no
presentaron area fluorescente, esto probablemente se debe a que es un
disolvente no polar y por lo tanto permite una extraccion de compuestos

liposolubles como la cdrcumina utilizada.

En los encapsulados que fueron partidos después de lavados con cloroformo, se
observdé una mayor area fluorescente en los B 49.1 % , en comparacion a los
encapsulados C en los que se obtuvo 36.1 %. Por lo que se puede decir que el
encapsulado B elaborado con A. angustifolia, ayuda a mantener una mayor

cantidad de la curcumina encapsulada.
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Microscopia oOptica Microscopia de epifluorescencia

Sin lavar

Lavado con etanol

Tratamientos

Lavado con cloroformo

£

Figura 16. Fotomicrografias a 20 X de los encapsulados B antes y después de lavarse
con disolventes

5pm X 20

Lavado con cloroformo
y partido
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7.3.3.2 Cuantificacion de carcumina por HPLC

En la figura 17 se muestra el ajuste de la curva de calibracién obtenida con el
estandar de curcumina, usada para obtener la concentracion de este compuesto

en los encapsulados.

40 60

Concentracion (pg/mL)

Figura 17. Curva de calibracion del estdndar de cdrcumina

En las figuras 18, 19 y 20 se muestran los cromatogramas obtenidos de la
curcumina proveniente de la oleorresina de curcuma, del encapsulado B y

encapsulado C respectivamente.

En los 3 casos se observd un pico a un tiempo de retencién de 1.52 min, que
corresponde a la cuarcumina. Esto puede indicar que la carcumina proveniente de
la oleorresina de curcuma no fue modificada durante el proceso de encapsulacion.
Una modificaciéon en el tiempo de retencién o la apariciébn de otros picos nos
estarian sefialando una modificacion estructural y/o la presencia de isémeros del

compuesto.
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Figura 20. Cromatograma de curcumina del encapsulado C por HPLC

Respecto al contenido de circumina en la oleorresina de circuma, encapsulado B
y encapsulado C, se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Asi
para la oleorresina de curcuma se tuvo un contenido de 165164.43 g de
curcumina/g de oleorresina y para los encapsulados B y C se obtuvieron 5109.86
y 3981.48 ug de curcumina/g de encapsulado respectivamente. Lo que indica que
se obtuvo 99.8 y 99.9% de eficiencia de retencién de curcumina después del

proceso de encapsulacion para los encapsulados B y C respectivamente (Cuadro
7).

El mayor contenido de curcumina en la oleorresina de cdrcuma que en los
encapsulados, se explica porque la curcumina es el principal componente en la
oleorresina y en los encapsulados la oleorresina de cdrcuma se encuentra en una
proporcion del 10%, por lo tanto el contenido de cdrcumina disminuye. Sin
embargo, el contenido de curcumina en los encapsulados B es mayor que en los
encapsulados C.
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Cuadro 7. Eficiencia de retencion de curcumina después del proceso de encapsulacion

Encapsulado Retencion de curcumina
(%)
B 99.8
C 99.9

7.3.4 Andlisis de la capacidad antioxidante

En la figura 21 se muestra el ajuste de la curva de calibracion obtenida a partir de
trolox, la cual se trazd para determinar la capacidad antioxidante que esta

presente en la oleorresina de curcuma encapsulada.

y=4.4839x + 09778
R2=10.9829

T T T T

8 10 12 14
Conc [mM Trolox].

Figura 21. Curva de calibracion de trolox

De acuerdo al andlisis de la capacidad antioxidante realizado, se observo que la
oleorresina de curcuma tuvo una capacidad de 239.801 pmol trolox/g de
oleorresina (Cuadro 8); esto corresponde con una mayor capacidad antioxidante
en ésta que en la oleorresina encapsulada, la cual fue de 189.77 umol trolox/g de
encapsulado para el B. Esta diferencia entre las dos muestras fue
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estadisticamente significativa. Este resultado es obvio si se toma en cuenta que

en la oleorresina hay una cantidad mayor de carcumina por g.

Cuadro 8. Capacidad antioxidante de la oleorresina de circuma encapsulada

Muestra Cantidad de Concentracion de Capacidad
muestra carcumina antioxidante
utilizada (g) (ug de curcumina/ g de (umol trolox/ g de
muestra) muestra)

Oleorresina 1 165164.43 239.801+1.6°

de clircuma

Encapsulado 1 5109.86 189,777+1.2°

B

Media de tres repeticiones + desviacién estandar; diferentes letras en umol trolox/g de la

capacidad antioxidante indican diferencia significativa.

7.3.5 Andlisis de la absorcidon de cUrcumina in vivo

En la figura 22 se muestran los cromatogramas obtenidos del plasma de las ratas,
después de haber consumido la oleorresina de curcuma y la oleorresina de
curcuma encapsulada. En ésta se observa un pico con un tiempo de retencion de
1.52 min, que corresponde a la curcumina y otro pico de menor tamafio en un
tiempo de retencion de 3.95 min., el cual posiblemente corresponde a un isémero
de la curcumina, debido probablemente a modificaciones ocasionadas después
de haber sido consumida y metabolizada (Pan y col., 1999).

La curcumina proveniente de la oleorresina de cuUrcuma, se encuentra en una
cantidad de 10.23 ug/mL de plasma sanguineo después de 2 h de su consumo
por via PO. Sin embargo su concentracion en sangre disminuyo a 8.03 ug/mL de
plasma sanguineo a partir de las 4 h, manteniendo esa tendencia hasta las 6 h;
en donde se encontr6 una concentracion de 7.52 ug/mL de plasma sanguineo
(Figura 23).
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Figura 23. Contenido de carcumina en plasma sanguineo

Este resultado probablemente se debe a que los lipidos alcanzan su maxima
concentracion en sangre a las 3 h siguientes a su ingestion, de acuerdo a lo
descrito por Feldman (1996). Mientras que la presencia de la carcumina a partir
de las 2 h de su consumo, se puede ser debida a que las ratas utilizadas en este
trabajo estuvieron en ayuno 1 dia antes de la prueba y por lo tanto se aceleraron
los procesos metabdlicos involucrados después del consumo de alimentos. Este
mismo comportamiento de encontrar circumina a partir de las 2 h de su ingesta,
se observo en el plasma de las ratas que fueron alimentadas con oleorresina de
curcuma encapsulada con fructanos de A. angustifolia. En donde se obtuvo 2.11
Mg de curcumina/mL de plasma sanguineo a las 2 h. Sin embargo, en este
tratamiento se observo que los individuos alcanzaron la maxima concentracion de
curcumina a partir de las 4 h, la cual fue de 4.75 pg/mL de plasma sanguineo;
posteriormente hubo una disminucién de curcumina a las 6 h de haber ingerido
los encapsulados, hasta un nivel de 3.39 ug/mL de plasma sanguineo. Este
resultado probablemente se debe a que los fructanos son hidrolizados
parcialmente en el estomago por accion de los acidos gastricos y provoca que
haya una liberacion minima de la curcumina. Por lo tanto como los fructanos son
hidrolizados principalmente en el colon (Chacén, 2006), se realiza una mayor

absorcion de curcumina después de haber pasado por el intestino delgado.
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Considerando que la méxima concentracion de curcumina en sangre para la
oleorresina encapsulada fue de 0.005 mg/mL de plasma sanguineo, después de
que se suministré 1 g del encapsulado que contenia 5.1 mg/g de encapsulado.
Mientras que la maxima concentracion de curcumina para la oleorresina de
curcuma fue de 0.0010 mg/mL de plasma sanguineo, después de una ingesta de
1 g de oleorresina la cual contenia 165.1 mg de curcumina, Considerando lo
anterior, la absorcion de curcumina para la oleorresina encapsulada fue del
0.005%, mientras que de la oleorresina sin encapsular fue apenas 0.0006%,lo
cual significa que la absorcién de la carcumina fue mejor en la oleorresina de
curcuma encapsulada a comparacion de la oleorresina de curcuma sin
encapsular. Este resultado puede tener muchas causas, desde aquellos
relacionados con la elaboracion de los encapsulados, hasta las modificaciones en
el compuesto que puedan ocurrir posterior a su ingestion, ya que por la naturaleza
lipidica de algunos de los componentes, pueden ser mas facilmente absorbidos
debido a su solubilidad en la capa lipidica de las membranas celulares de la
mucosa intestinal, permeabilizando pasivamente el borde en cepillo (Voet y Voet,
2006)

Por otra parte la baja concentracidon en sangre de curcumina proveniente de la
oleorresina de curcuma encapsulada y sin encapsular, posiblemente se debe a
qgue la carcumina pudiera encontrarse depositada en algun 6rgano del cuerpo 6

qgue haya sido excretado (Hong y Mitchell 2006).
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8. CONCLUSIONES

El método de extraccion que se utilizd, permite obtener fructanos de Agave

angustifolia Haw.

La emulsion con mayor contenido de fructanos, presentd una mejor

estabilidad durante su almacenamiento.

El encapsulado elaborado con una proporcion 3:1 de fructanos:oleorresina,
fue el que conservé la mayor cantidad de curcumina acuerdo con el

analisis de microscopia Optica de epifluorescencia y HPLC .

El proceso de encapsulacion mantiene la capacidad antioxidante de la

oleorresina de curcuma.

La oleorresina de curcuma encapsulada, tuvo una mejor absorcion,
representada por un mayor nivel de curcumina en plasma que el obtenido

por la oleorresina sin encapsular.
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9. PERSPECTIVAS

Probar otros métodos de evaluacion de capacidad antioxidante.

Realizar la identificacion del isomero de curcumina presente en el plasma.

Realizar estudios en los oOrganos participantes del metabolismo de la

curcumina después de ser ingeridos.

Realizar estudios para dilucidar la probable causa de la mejor absorcion de

la curcumina obtenida con la olerorresina de curcuma encapsulada.
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