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BE Extracto de corteza

CAT Capacidad antioxidante total

CC Corteza de Campeche

CFLT Contenido de flavonoides totales

CFT Contenido de fenoles totales

CS Corteza de Sinaloa

CT Contenido de taninos

DE 10 Equivalentes de dextrosa

DPPH* 2, 2-difenil-1-picrilhidrazil.

ECsy Concentracion efectiva maxima al 50%

EFO25 Microcépsulas de extracto de corteza y 25 mL/L de aceite de pescado
EFO50 Microcépsulas de extracto de corteza y 50mL/L de aceite de pescado
ES Microcapsulas de extracto de corteza

FMS Frutos maduros de Sinaloa

FRAP Potencial antioxidante por reduccién de fierro

FVC Frutos verdes de Campeche

FVS Frutos verdes de Sinaloa

HC Hojas de Campeche

HIV Virus de inmunodeficiencia humana

HPLC-DAD Cromatografia liquida de alta eficacia con detector de arreglo de diodos.
HS Hojas de Sinaloa

ICso Concentracién inhibitoria maxima media

LSH Lisado sobrenadante de hemocitos
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mgEAG/mL Miligramos equivalentes de 4cido galico por mililitro
mgECA/g Miligramos equivalentes de catequina por gram

mgEQ/g Miligramos equivalentes de catequina por gramo

mgEQ/mL Miligramos equivalentes de quercetina por mililitro

OD Oxigeno disuelto
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pH Potencial de Hidrogeno

FO Fenol oxidasa

ProFO Profenol oxidasa

RT Tiempos de retencion

SEM Microscopia electronica de barrido
SO Anién Superdxido

TCE Tasa de crecimiento especifico

UV Ultravioleta
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RESUMEN

Maclura tinctoria (L.) D. Don ex Steud. es un arbol medicinal del bosque tropical seco de
Sinaloa y Campeche, México. De extractos metandlicos de los polvos macerados de frutos,
cortezas y hojas se determin6 el contenido de fenoles totales (CFT) cuyo valor mas alto
(414.1 mgEAG/g) se encontré en frutos verdes de plantas de Sinaloa. La mayor
concentracion de flavonoides totales (CFLT) fue de 93.4 mgECA/g en el extracto de hojas
de plantas de Campeche y la concentracion mas alta de taninos condensados (CT), se
observo en el extracto de los frutos maduros de Sinaloa (41.3 mgECA/g). Asi mismo, se
determiné la capacidad bloqueadora de DPPH* cuyo valor més alto fue para el extracto de
corteza de Sinaloa (ICs=11.06 mgEQ/mL), el valor mas alto de poder reductor de hierro
(FRAP) lo mostr¢ el extracto de hojas de Campeche (ECso=4.04 mgEAA/mL), y la mayor
capacidad antioxidante total por reduccién de molibdato (CAT) la present6 el extracto de
hojas de Campeche (24.1 mgEAG/mL). Mediante analisis de HPLC-DAD se determiné la
presencia de acidos fenélicos, flavonas, flavonoles y dihidroflavonoides. Se encapsulé el
extracto de corteza de Sinaloa y aceite de pescado con maltodextrina y goma arabiga como
materiales de pared. Se obtuvieron tres tipos de microcapsulas: 1).- ES extracto solo, 2).-
EFO25 extracto mas 25 mL/L de aceite de pescado y 3).- EFO50 extracto mas 50 mL/L de
aceite de pescado. Los valores mayores de contenido de humedad (4.72 g/Kg),
higroscopicidad (1531 %), tiempo de humectacion y disolucion (56 y 110 min) se
observaron en EFO25, y los mayores contenidos de CFT, CFLT and CT y capacidad
antioxidante por FRAP y CAT, se obtuvieron en EFOS50. Las microcpsulas ES se
mezclaron con camaronina para evaluar su efecto en el sistema de defensa oxidativa del
camarén blanco (Litopenaeus vannamei). Los mayores resultados del andlisis de la
actividad de las enzimas fenoloxidasa (FO), profenoloxidasa (ProFO) y la produccién del
radical libre anién superoxido se observaron en los tratamientos I, I y II, respectivamente.
El mayor porcentaje de sobrevivencia (100%) se observé en los tratamientos III y IV. La
mayor tasa de crecimiento especifico 3.71 se observé en el tratamiento IV y la mayor
producciéon de proteina en SLH y plasma 1.34 mg/mL y 155.8 mg/mL estuvo en los
tratamientos 11 y IV. El extracto de M. tinctoria mostr6 buena actividad antioxidante antes y
durante el bioensayo y el analisis reologico indica que las microcapsulas son muy estables y

mantienen su contenido en condiciones 6ptimas durante periodos prolongados de tiempo.
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ABSTRACT

Maclura tinctoria (L.) D. Don ex Steud. it’s a medicinal tree from dry tropical forests of
Sinaloa and Campeche, Mexico. In methanol extracts of fruits, bark and leaves the content
of total phenols (TPC) was determined and the highest value (414.1 mgEAG/g) was found
in green fruits of plants from Sinaloa. The highest concentration of total flavonoids (TFLC)
was 93.4 mgECA/g in the extract of leaves of Campeche and the highest concentration of
condensed tannins (CT) was observed in the extract of the ripe fruits of Sinaloa (41.3
mgECA/g). Also, the blocking ability of DPPH* was determined and the highest value was
for the bark extract from Sinaloa (ICs;=11.06 mgEQ/mL), the highest value of reducing
power of iron (FRAP) was found in the leaf extract from Campeche (ECsy=4.04
mgEAA/mL), and the total antioxidant capacity by molybdate reduction (TAC) presented
the higher value in Campeche leaves extract (24.1 mgEAG / mL). By HPLC-DAD the
presence of phenolic acids, flavones, flavonols and dihidroflavonoides was determined.
Bark extract from Sinaloa and fish oil were encapsulated using maltodextrin and gum
arabic as wall materials. Three types of microcapsules were obtained: 1).-ES extract alone,
2).-EFO25 extract plus 25 mL/L of fish oil and 3).-EFO50 extract plus 50 mL/L of fish oil.
The highest values of moisture content (4.72 g / Kg), hygroscopicity (15.31%), wetting and
dissolution time (56 and 110 min) were observed in EFO25, while the highest contents of
TPC, TFLC and CT, and antioxidant capacity by FRAP and TAC, were obtained in EFO50.
The ES microcapsules were mixed with shrimp feed to evaluate its effect on the enzyme
system associated with oxidative defense of white shrimp (Litopenaeus vannamei). The
highest results of phenol oxidase (PO) and prophenoloxidase (ProPO) activity were found
in treatments I and II, respectively; and the free radical superoxide anion production was
higher in treatment II. Besides the highest percentage of survival (100%) was observed in
treatments III and IV. The highest specific growth rate 3.71 was observed in treatment IV
and an increased production of protein in HLS and plasma -1.34 mg/mL y 155.8 mg/mL,
respectively- was found in treatments II and IV. The M. tinctoria extract depicted good
antioxidant activity before and during the bioassay and the rheological analysis of the
microcapsules shows that they are highly stable and maintain their contents in good

condition for long periods of time.
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1.  INTRODUCCION

Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energia a la
sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcién
directa en los procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de
solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, a los que se denomina como
metabolitos secundarios (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009). Algunos tienen funcién
protectora frente a predadores, actuando como disuasivos o toxicos, porque proporcionan a las
plantas sabores amargos y propiedades indigestas o venenosas. También intervienen en los
mecanismos de defensa frente a diferentes patogenos, actuando como pesticidas y germicidas

naturales (Taiz y Zeiger, 2006).

Entre los metabolitos secundarios destacan los fenoles que son principalmente producidos por
las plantas; éstos son compuestos organicos con al menos un anillo aromético y uno o mas
grupos hidroxilos y derivados funcionales como ésteres, metil ésteres, glicdsidos, etc.
(Tsimidou, 1998). Se conocen mas de 10.000 compuestos fenélicos, algunos de los cuales son
solubles en solventes organicos y otros en agua como los glicésidos o los fenoles acilados (con
acidos organicos carboxilicos o con acidos inorganicos), mientras que otros son polimeros muy
grandes e insolubles; de acuerdo con Dey y Harborne (1989) los tres grupos mas importantes

de compuestos fendlicos son los acidos fenolicos y los flavonoides.

Los flavonoides son moléculas que tienen dos anillos bencénicos unidos a través de un anillo
heterociclico de tres atomos de carbono, puesto que cada anillo bencénico tiene 6 atomos de
carbono se les denominan como compuestos CsC3;Cs. La mayoria de los flavonoides son de

color amarillo, pero los hay incoloros o bien de color rojo, violeta y azul. Los mas de 4000



flavonoides naturales se han clasificado en varias clases de acuerdo con las variantes
estructurales que presenta el anillo heterociclico central C3. De acuerdo con esto los
flavonoides se clasifican en: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas,
dihidroflavonoides, catequinas, epicatequinas, auronas, isoflavonoides, pterocarpanos,
rotenoides, y chalconas. La mayoria de las veces se les encuentra ligados a moléculas de
carbohidratos por lo que se les denomina glicosidos, y cuando no tienen ligadas moléculas de

carbohidratos se las denomina agliconas flavonoides (Martinez, 2005).

Los flavonoides poseen caracteristicas antioxidantes ya que son moléculas nucleofilicas que se
comportan como compuestos muy susceptibles para que los oxiden las especies reactivas
(electrofilicas); es decir, ofrecen electrones a las especies reactivas para evitar que eéstas
ataquen a las macromoléculas nucleofilicas necesarias para la funcién y estructura celular
(proteinas, lipidos, carbohidratos y 4cidos nucléicos). Una vez que los radicales libres
reaccionan con los antioxidantes se reducen parcialmente o se unen en forma de aductos,
reduciendo su reactividad y oxidando al antioxidante (Quintanar-Escorza y Calderén-Salinas,
2009).

Debido a que los compuestos fendlicos son altamente sensibles a la luz y al calor, una de las
mejores formas de brindarles proteccion es transformandolos en microcapsulas, de esta manera
se disminuye el contenido de agua resultando un producto con propiedades fisicoquimicas
mejoradas, mds manejable y con una mayor vida 1til ( Gharsallaoui et al., 2007). Asi mismo, el
aceite de pescado cuyos beneficios a la salud se basan en la presencia de altas concentraciones
de 4cidos grasos n-3 poliinsaturados y cuya incorporacién en los alimentos procesados es algo
limitada debido a su baja solubilidad en la mayoria de los sistemas alimenticios y a su excesiva

sensibilidad a la oxidacion (Drusch et al, 2006) han encontrado en la técnica de



microencapsulacién una solucion a ésta problematica, ya que permite que sélidos, liquidos y
gases puedan ser encerrados en capsulas selladas que pueden liberar su contenido a tasas
controladas bajo condiciones especificas (Klaypradit y Huang, 2008; Fang y Bhandari, 2010).
Entre las principales razones para la encapsulacion estan el aislamiento del material nticleo de
los efectos dafiinos del oxigeno y retardar la evaporacion de volatiles, ademas de controlar la
tasa de liberacion del material, mejorar las propiedades de manejo y diluir el material nuicleo en
pequefias cantidades cuando se requiera (Shahidi y Han, 1993; Gharsallaoui et al., 2007).
Ademas, en el caso de la encapsulacion de lipidos bioactivos Matsuno y Adachi (1993) y
McClements (2004) han reportado una serie de ventajas incluyendo baja autooxidacion,
mejoramiento de la estabilidad y enmascaramiento del sabor y aroma de los ingredientes
lipidicos.

El secado por aspersion ha sido considerado como una solucién a los problemas
convencionales del secado de alimentos debido a que el proceso ha demostrado ser no solo
eficiente sino también una de las técnicas mas comunes y econémicas para la obtencion de
productos alimenticios encapsulados si se le compara, por ejemplo, con el secado en frio cuyos
costos son entre un 30 a 50% mas caros (Desobry et al., 1997). Entre los materiales mas
comunmente empleados para la encapsulacion mediante secado por aspersion se incluyen la
maltodextrina, la cual provee una buena estabilidad oxidativa a los encapsulados con aceite,
pero en cambio exhibe una pobre capacidad de emulsificacion y retencién de aceite (Kenyon,
1995), mientras que el uso de la goma arabiga es mas aceptado como material de pared en la
encapsulacion de lipidos que la maltodextrina debido a que produce emulsiones estables con la
mayoria de los aceites con un amplio rango de pH y también porque forma una pelicula visible

en la interfase de aceite (Beristdin y Vernon-Carter, 1995).



En las células, la produccion de los radicales libres que se dan constantemente “in vivo” y su
incremento se denominan estrés oxidativo. El uso de medicamentos presenta efectos colaterales
en el metabolismo como el aumento en el dafio oxidativo causado por el exceso de radicales
libres, que producen dafio celular. El organismo ante el estrés oxidativo, responde con una
defensa antioxidante extra, sin la cual el estrés oxidativo severo puede causar la muerte de la
célula (Martinez-Lazcano et al., 2010). Los mecanismos naturales de defensa antioxidante,
como medios de proteccion se dan a través de la produccién de la enzima superéxido dismutasa
(SOD), que remueve el O, convirtiéndolo en H,O,, el cual es transformado por las enzimas
catalasa y glutation peroxidasa en agua (Mayor-Oxilia, 2010).

El cultivo del camarén blanco (Litopenaeus vannamei Boone 1931) se ha constituido como una
de las principales actividades econdmicas en México y otros paises; actualmente la mitad del
suministro mundial de camarén es producido por esta actividad (Goarant et al., 2006) en la que
el pais se ubica como el sexto productor después de China, Tailandia, Indonesia, Brasil y
Ecuador. Para el afio 2008, en México el camarén de cultivo representd el 66.33 % de la
produccioén total en peso vivo, del cual, el estado de Sinaloa aport6 el 28.73 %, ubicandose
como el segundo productor en el pais (CONAPESCA, 2008), mientras que en el 2011 la
entidad registré una produccién historica de 50 mil toneladas, colocandose como la principal
productora del crusticeo acuicola a nivel nacional (CONAPESCA, 2012). Sin embargo, el
cultivo de camarén frecuentemente se ha visto obstaculizado por epizootias muy graves
causadas por patégenos como hongos, bacterias y virus, principalmente (Gémez-Gil et al.,
2001). El desarrollo de estas enfermedades no solo se debe al aumento en la intensidad del
cultivo de la especie, sino también a problemas microbianos, alteraciones en el medio ambiente

y desequilibrios nutricionales (Kautsky et al., 2000; Gonzalez-Ocampo, 2010).



Actualmente, la principal amenaza para el desarrollo de la industria camaronera son las
enfermedades infecciosas, especialmente las causadas por virus como el de la Mancha Blanca
(WSSV) (Lightner, 1996; Flegel, 1996) y diferentes vibriosis provocadas por diversas especies
de bacterias del género Vibrio (Gomez-Gil et al., 2001; Aguirre-Guzman et al., 2005; Toranzo

etal., 2009).

Cuando los microorganismos irrumpen al interior del camarén blanco, éste activa su sistema de
defensa liberando hemocitos los cuales los ingieren, en ese momento se generan una serie de
sustancias microbicidas que inhiben al microorganismo o lo digieren completamente. Entre
estas sustancias se incluyen ROS de alta capacidad reactiva como anién superéxido (O3),
peroxido de Hidrogeno (H,0,), iones hidréxido (OH-), oxigeno singlete (O',), mieloperoxidasa
(MPO) y enzimas digestivas (Song y Hsie, 1994) que pueden afectar las células del camardn.
La eliminacion rapida y efectiva de ROS se vuelve esencial para mantenerlos en buen estado de
salud y garantizar su supervivencia. Debido a eso, el crusticeo ha desarrollado defensas
antioxidante, incluyendo mecanismos enzimaticos como la produccién de ascorbato
peroxidasa, glutation reductasa, catalasa y peroxidasa las cuales eliminan el perdxido de
hidrégeno celular, mientras que la superéxido dismutasa posee la capacidad de dismutar el
anion superoxido y volverlo inocuo al dar como subproductos agua y peréxido de hidrogeno (

Homblad y Séderhill, 1999).

Es por eso que en los ultimos quince afios se han intensificado los esfuerzos destinados a la
busqueda de compuestos que favorezcan el estado de salud del camarén blanco reforzando su
sistema de defensa enzimatico. Para ello se han desarrollado diversas investigaciones con

extractos de origen vegetal ricos en flavonoides, terpenoides y aceites esenciales (Citarasu et



al., 2001, 2002, 2010; Sivaram et al., 2004) para determinar su aporte al sostenimiento del
estado de salud del camarén.

2. ANTECEDENTES

2.1. Maclura

El género Maclura de la familia Moraceae esta constituido por alrededor de 12 especies
distribuidas en regiones tropicales de América, Asia y Africa. Incluye especies arboreas y
especies arbustivas trepadoras con espinas agudas, con hojas alternas con los margenes
dentados o lobados. Las flores pueden ser estaminadas en espigas o cabezuelas globosas, las
pistiladas son capitulos subglobosos. El fruto es una baya agregada globosa, con el perianto

Camoso.

2.2.  Maclura tinctoria (L.) Steud.

Arboles hasta de 30 m de alto, a veces arbustos, con espinas axilares solitarias o en pares. Hojas
elipticas a oblongas a veces subcordiformes o lanceoladas de 1.5 a 15 c¢m de largo por 0.8 a 7
cm de ancho, con el dpice acuminado o subagudo, la base truncada o cordada, margen
subentero a crenado-serrado-dentado. Flores unisexuales, las estaminadas muy pequefias y
apétalas, dispuestas en espigas laxas de 2 a 13 c¢m de longitud, con 3 a 4 estambres. El fruto es
una baya agregada, esférica, de 1 a 1.5 cm de ancho, carnosa, de color morado y sabor dulce en
la madurez. Se distribuye en toda la América tropical desde México hasta Argentina y Bolivia;
y desde Paraguay a Brasil y Venezuela, asi como en algunas islas del Caribe como Cuba,
Repiiblica Dominicana y Jamaica (Berg, 2001). En México es comiin desde el Sur de Sonora,
pasando por Sinaloa hasta Chiapas, Campeche y Yucatan, hasta la regién de la huasteca
(Pennington y Sarukhan, 2005). En su rango de distribucion la especie es muy apreciada por su

madera de alta calidad, asi como por sus frutos comestibles. Ademas la corteza, de la que se



extraen tintes y resinas, se utiliza para diversos cocimientos empleados en la medicina
tradicional para el tratamiento de algunos padecimientos que van desde dolor de muelas,
infeccion de la garganta (Berg, 2001, Yetman y Van Devender, 2002; Pennington y Sarukhan,

2005; Matson-Robles et al., 2015).

Una serie de estudios sobre la composicion fendlica en los extractos de la corteza de Maclura
tinctoria han mostrado la presencia de flavonoides, xantonas, flavonas y glicosidos de
chalcona (Cioffi et al., 2003). Algunos de los compuestos identificados presentan actividad
anti-VIH (Groweiss et al., 2000), antifingica (El-Sohly et al., 1999) y capacidad antioxidante
equivalente a trolox y f- caroteno (Cioffi et al., 2003).

El-Sohly et al. (2001) aislaron 5 flavonoides y un nuevo compuesto a partir de extractos de
hojas de M. tinctoria. El nuevo compuesto fue caracterizado como 2',4', 4,2"-tetrahidroxi-3'-[3"-
metilbut-3"-enil]chalcona. Los 4 compuestos conocidos fueron identificados como: 1.- 2'4' 4-
trihidroxi-3'-[3"-metilbut-3"-enil]chalcona(isobavachalcona), 2.- 4,2'-dihidroxi-2"-[ 1-hidroxi-1-
metiletil] 2",3" dihidrofurano [4",5":3'4'] chalcona (bakuchalcona), 3.- 4,4',5"-trihidroxi-6",6"
dimetildihidropirano [2",3",5',6"] chalcona (bavachromanol), y 4.- 5,7,3'4'-tetrahidroxi-6,8-
diprenilisoflavona (6,8-diprenilorobol). Todos los compuestos aislados fueron evaluados contra
los patégenos micéticos oportunistas relacionados con el SIDA, Candida albicans y
Cryptococcus neoformans mostrando actividad el compuesto 2 contra ambas especies de
levaduras.

Lamounier et al. (2012) realizaron un analisis quimico de los fenoles de la corteza y madera de
M. tinctoria, determinando su capacidad antioxidante y efecto contra las bacterias aerobias
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), S. mitis (ATCC 49456), S. mutans (ATCC 25175), asi

como contra las bacterias anaerobias Prevotella nigrescens (ATCC 33563), Actinomyces



naeslundii (ATCC 19039) y Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) obteniendo actividad
contra estos microorganismos.

En un estudio sobre consumidores de frutos silvestres del bosque tropical caducifolio de
Sinaloa, Chihuahua y Durango se obtuvo que los de M. tinctoria son consumidos, por su sabor,

pero también para tratar problemas de tipo estomacal (Diaz et al., 2010).

Los mayos del norte de Sinaloa y sur de Sonora consumen los frutos de la planta y elaboran un

té con la corteza para eliminar amibas intestinales (Yetman y Van Devender, 2002).

Compuestos de origen vegetal como los fenoles, alcaloides, quinonas, terpenoides, lectinas y
polipéptidos han mostrado ser alternativas muy efectivas como antibiticos en lugar de
compuestos sintéticos en la industria acuicola (Citarasu, 2010).

3.  JUSTIFICACION

Los problemas ocasionados por enfermedades virales y bacterianas en los sistemas de cultivo
de camar6n son considerados como los principales causantes de mortalidades en granjas
acuicolas de todo el mundo (Lightner y Redman, 1998).

En la acuacultura el uso de antibiticos de amplio impacto y capacidad residual afecta
severamente las poblaciones naturales de microorganismos benéficos para la actividad acuicola
(Gomez-Gil, et al., 2001). Por lo que promover el empleo de sustancias de origen natural
impactaria positivamente en el ambiente en el cual se desarrolla el camarén de cultivo,
disminuyendo los factores de estrés que merman su crecimiento.

4.  HIPOTESIS

Los extractos de frutos, hoja y corteza de M. tinctoria de Sinaloa y Campeche contienen
compuestos fendlicos con capacidad antioxidante cuya dosificacion en el alimento del camarén

blanco bajo condiciones de cultivo pueden reforzar algunas actividades del sistema inmune.



5. OBJETIVOS

5.1.  Objetivo General

Evaluar la concentraciéon y la capacidad antioxidante de los compuestos fenélicos en los
extractos de fruto, hojas y corteza de M. tinctoria y su aporte en el sistema de defensa
antioxidante del camarén blanco (L. vannamei) bajo condiciones de cultivo.

5.2.  Objetivos especificos

Determinar la composicion cualitativa y cuantitativa de compuestos fendlicos y el potencial
antioxidante de los extractos de frutos, hoja y corteza de M. tinctoria de dos regiones
geograficas de México (Sinaloa y Campeche).

Evaluar el efecto de un extracto fendlico microencapsulado de M. tinctoria en el sistema
enzimatico de defensa oxidativo del camarén blanco (L. vamnamei), bajo condiciones de
cultivo.

6.  MATERIALES Y METODOS

6.1.  Material vegetal

Las muestras de corteza, hojas y frutos se obtuvieron en agosto del afio 2012, a partir de 20
individuos adultos, 10 provenientes del bosque tropical subperenifolio de la comunidad de
Hampolol en el estado de Campeche (19° 56" 32” Ny 90° 22" 32” O) y de otros 10 del bosque
tropical caducifolio en la comunidad de Arroyo del Agua, municipio de Culiacan, Sinaloa (24°
52'42.39” Ny 107° 17" 47.53” O). Los respectivos ejemplares de referencia (“voucher™) se
depositaron en el Herbario CIIDIR, del CIIDIR IPN Durango (nimeros curatoriales 36564,
36565 y 36566). Personal especializado del herbario del Centro de Investigaciones Historicas y
Sociales de la Universidad Auténoma de Campeche (UCAM) y de la Escuela de Biologia de la
Universidad Auténoma de Sinaloa corroboraron la identificacion de la especie. Después de su

colecta, las muestras fueron transportadas en recipientes frios, protegidas de la luz para evitar
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su oxidacion. Posteriormente, en el laboratorio, las muestras fueron deshidratadas, protegidas
con papel periodico, en una secadora botanica. Las muestras secas fueron pulverizadas con la
ayuda de una licuadora doméstica (Sunbeam, USA)y 5.5 g de cada muestra se maceraron en
50 mL de metanol (Baker®) al 80% (v/v) durante 24 h, a temperatura ambiente, en obscuridad.
Los extractos resultantes se centrifugaron (8000 rpm durante 10 min) y se recuperaron los
sobrenadantes. Las pastillas obtenidas de la centrifugacion se reextractaron con metanol al
20% (v/v) de la manera ya descrita (Almaraz et al., 2007). Este tltimo procedimiento también
se llevo a cabo con las microcapsulas obtenidas, las cuales fueron diluidas en metanol (1g/50
mL). Se tomaron alicuotas de los diferentes extractos para determinar el contenido de fenoles
totales (CFT), flavonoides totales (CFLT), taninos condensados (CT), asi como las propiedades
antioxidantes evaluadas por la capacidad bloqueadora de DPPH*, el potencial reductor de
hierro (FRAP), y la capacidad antioxidante total por reduccién de molibdato (CAT). Los restos
de cada extracto se concentraron a sequedad para determinar los perfiles fendlicos por medio de
un método en gradiente de HPLC-DAD.

6.2  Contenido de fenoles totales (CFT)

El contenido de fenoles totales (CFT) se determiné por el método Folin-Ciocalteu (Singleton et
al., 1999), mezclando 250 pL de extracto crudo, 2500 pL de agua deionizada, 125 pL de
reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma®) y 375 pL de Na,COj; (Fermont®). La mezcla se agitd y
dejo reaccionar en oscuridad por dos horas. Posteriormente se registraron los valores de
absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro (Optizen® POP UV/VIS, Spectra Services Inc.).
Se prepar6 una curva estandar (A760=0.0472-0.1167 [4cido galico], coeficiente correlacion
r=0.9945), construida con 4cido galico (Sigma®) a diferentes concentraciones (0.5, 1.0, 1.5,
3.0, and 4.5 pg/mL). Los valores de absorbancia de las muestras fueron sustituidos en la

ecuacion y los resultados obtenidos fueron ajustados de acuerdo al factor de dilucion utilizado y
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expresados como miligramos equivalentes de acido galico én el extracto (mgEGA/g). Un
microencapsulado de corteza se analizé de la misma manera.

6.3.  Contenido de flavonoides totales (CFLT)

El contenido de-ﬂavonoides totales se determiné siguiendo el procedimiento descrito por
Chang et al. (2002). Se mezclaron 50 pL de extracto crudo con 900 pL de metanol y 60 pL de
una solucion de AICl; al 5% (p/v). La mezcla fue agitada y su absorbancia fue leida
inmediatamente a 425 nm. Se elabor6 una curva de calibracion (A4s=0.0414-0.0119
[quercetina], coeficiente de correlacion r=0.9995) con diferentes concentraciones de
quercetina (Sigma ®) (0.625, 1.25, 2.50, 5.0 y 10 pg/mL). Los valores de absorbancia de las
muestras fueron sustituidas en la ecuacion. Los resultados fueron ajustados de acuerdo al factor
de dilucion empleado y se expresaron como miligramos equivalentes de quercetina por gramo
de extracto. Un microencapsulado de corteza se analiz6 de la misma manera (mgEQ/g).

6.4.  Contenido de taninos condensados (CT)

El contenido de taninos condensados se determiné por el método de Julkunen-Tiitto (1985),
mezclando 50 pL de extracto crudo con 1.5 mL de vainillina al 4% (Técnica Quimica, Mexico)
preparada en metanol y 750 pL. de HCI concentrado (Baker®). La mezcla fue agitada y se puso
a reaccionar a temperatura ambiente y en oscuridad por 20 min. Posteriormente, la absorbancia
de las muestras se ley6 a 500 nm. Se elabor6 una curva de calibracion (Asp=0.0128-0.0327
[catequina], coeficiente de correlacion r=0.9946) con diferentes concentraciones de catequina
(Sigma®) (0.50 a 10 pg/mL). Los valores de absorbancia de las muestras fueron substituidos en
la ecuacién y los resultados se ajustaron de acuerdo al factor de dilucién utilizado y se
expresaron como miligramos equivalentes de catequina por gramo de extracto (mgECA/g). Un

microencapsulado de corteza se analizé de la misma manera.
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6.5. Composicion fendlica

La composicion fenolica se determind empleando alicuotas de 100 pL de cada extracto
concentrado a sequedad y redisuelto en 5 mL de metanol grado HPLC (J. T. Baker ®),
aplicando un método de gradiente (Campos y Markham, 2007) de HPLC-DAD (Perkin Elmer
Series 200). Se utiliz6 una columna Perkin Elmer Brownlee Analytical C18 (4.6 x 250 mm, 5
um). Los solventes de la fase movil fueron agua acidificada (Baker ™) a pH 2.5 con acido
ortofosforico (solvente A) y acetonitrilo (J. T. Baker ®) (solvente B). El gradiente utilizado
fue el siguiente: inicio con el solvente A al 100%, disminucién al 91% en los siguientes 12 min,
a 87% en los siguientes 8 min, a 67% los siguientes 12 min, a 57% en los siguientes 10 min,
permaneciendo en este nivel hasta los 60 min de analisis. Los cromatogramas se registraron a
260 nm y los espectros de cada compuesto resuelto se obtuvieron entre 200 y 400 nm, con un
detector de arreglo de diodos (Perkin Elmer Series 200). La informacion estructural de los
compuestos resueltos en los cromatogramas fue obtenida por comparacién de los tiempos de
retencion los espectros UV de cada compuesto con los de los siguientes estandares obtenidos en
Apin Chemicals Limited (Abingdon, Oxon, UK): 4cido caféico (RT: 53.13, Amax: 239sh,
295sh, 318), acido p-coumarico (RT: 37.2, Amax: 293sh, 308), quercetina (RT: 47.05, Amax:
255, 268sh, 299sh, 370), quercitrina (quercetin-3-O-rhamnosido, RT: 38.54, Amax: 255, 264sh,
295sh, 348), morina (RT: 45.4, hmax: 254, 264sh, 298sh, 354), hesperidina (RT: 39.34, Amax:
284, 335sh) y naringenina (RT: 52.25, kmax: 289, 335sh). Informacion estructural también fue
obtenida de las compilaciones de datos espectrales de compuestos fenolicos de Mabry et al.
(1970) y Campos y Markham (2007).

6.6.  Capacidad antioxidante por reduccion del DPPH *

Esta determinacion se realizé de acuerdo a Brand-Williams et al. (1995), diluyendo 0.0062 g de

DPPH* en polvo (Sigma®) en 100 mL de metanol. Alicuotas de 1000, 990, 960, 900, 850,
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820, 800, 750, and 700 pL del reactivo fueron complementadas' con alicuotas de 0, 10, 40, 100,
150, 180, 200, 250, y 300 puL de extracto, respectivamente. Las mezclas fueron incubadas bajo
agitacion, mantenidas en oscuridad durante 30 min y su absorbancia se ley6 a 523 nm. La
cantidad de flavonoides necesarios en cada extracto para disminuir al 50% la concentracién
inicial de DPPH* (ICsy) fue obtenida mediante la comparacién de las concentraciones de
DPPH* en un rango entre 10.0 a 100 pg/mL contrastadas con las concentraciones de
flavonoides de los extractos empleando la curva de calibracién de la prueba de flavonoides
totales (Asz3=0.119-0.0414 [quercetina] coeficiente de correlacion r=0.9976). Los resultados
fueron reportados como miligramos equivalentes de quercetina por mililitro de extracto
(mgEQ/mL) y miligramos equivalentes de quercetina por gramo de microcapsulas (mgEQ/g).
6.7.  Capacidad antioxidante total (CAT)

Fue determinada por el método de reduccion del molibdato VI a molibdato V, siguiendo el
procedimiento descrito por Prieto et al. (1999). Para ello se mezclaron 100 pL de muestra con
1000 uL de solucion de molibdato, luego se incubaron en termoblock (Thermolyne® Dry Bath
DB28125) durante 90 min a 95 °C. Después de que las muestras se enfriaron hasta alcanzar la
temperatura ambiente (en oscuridad), se registro la absorbancia a 695 nm. Se prepar6 una curva
de calibracion (As95=0.0729-0.0747 [4cido gélico], coeficiente de correlacion r=0.9947) con
diferentes concentraciones de 4cido galico entre 0.5, 1.0, 2.5,5.0,7.5y 10 mg/mL). Los valores
de absorbancia de las muestras fueron substituidos en la ecuacién y los resultados se ajustaron
al factor de dilucién empleado y se expresaron como miligramos equivalentes de 4cido galico
por mililitro de extracto (mgEGA/mL) y miligramos equivalentes de acido galico por gramo de

microcapsulas (mgEGA/g).
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6.8.  Poder antioxidante por reduccion de fierro (FRAP)
Se determine por el método de Oyaizu (1986) con algunas modificaciones. Muestras de 0, 5,
25,y 50 pL fueron complementadas con 75, 70, 50 y 25 pL de metanol, respectivamente.
Después se adicionaron a cada tubo 550 pL de buffer de fosfato (0.2 M, pH 6.6) y 1250 uL 30
mM de ferrocianuro de potasio (Fermont®) y se incubaron las mezclas durante 20 min a 50
°C. Posteriormente fueron enfriadas a temperatura ambiente en oscuridad, se les adicionaron
1250 uL 0.6 M de 4cido tricloroacético (Monterrey®) y se centrifugaron (Hermle® Z216MK
Labortechnik, Alemania) por 10 min a 2800 rpm y 25 °C. Después se tomaron 625 pL del
sobrenadante y se mezclaron con 625 uL de agua desionizada y 125 pL cloruro férrico
(Merck®) 6 mM. Se ley6 la absorbancia a 700 nm y se preparé una curva de calibracion
(A700=0.0711-0.1057 [Acido ascérbico], coeficiente de correlacion r=0.9963) con cuatro
concentraciones diferentes de acido ascorbico (10, 20, 30 y 40 pL/mL). Los resultados se
expresaron como la concentracion de extracto requerida para alcanzar un valor de absorbancia
de 0.5 ECso (concentracién efectiva al 50%) en miligramos equivalentes de 4cido ascorbico por
mililitro de extracto (mgEAA/mL) y miligramos equivalentes de acido ascérbico por gramo de
microcapsulas (mgEAA/g).
6.9.  Encapsulado mediante secado por aspersion

6.9.1 Materiales encapsulantes
Los materiales encapsulados fueron extracto de corteza de M. tinctoria y aceite de pescado
(Pescaderia Mora, S. A. de C. V., Tuxpan, Veracruz, México), asi como goma arabiga E 414
grado alimenticio (Alfred L. Wolf S. A. de C. V. México, D. F.) y maltodextrina DE 10
(Chemistry LEFE S. A. de C.V. México, D. F.) como materiales de pared.
Las muestras de las microcépsulas obtenidas directamente del ciclon se guardaron en bolsas de

aluminio con cierre hermético y se depositaron en el desecador para su posterior analisis y uso.
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6.9.2 Morfologiay tamaiio de las microcdpsulas
La morfologia de las microcapsulas se determiné mediante microscopia electronica de barrido
(SEM-FIB, 3D Quanta FEG™, FEI Co. USA) empleando muestras no cubiertas, a bajo vacio;
luego se seleccionaron las imagenes obtenidas a 500x, 1000x and 3000x (Bozzola et al., 1998):
El tamafio promedio de las microcapsulas se determind mediante el tratamiento de 1 g de
muestra humeda en el analizador de particulas (Cilas ™ particle Size analyzer 1090, USA)
acoplado al software Size Expert V933™,

6.9.3 Actividad de agua (aw)
Se determiné en el AQUALAB 4TE (Decagon Devices Inc., USA) utilizando 1 g de cada una
de las muestras de microcapsulas obtenidas. Las muestras se colocaron dentro de la camara de
medicion, en la cual se localiza un ventilador, un termémetro infrarrojo y un sensor de punto de
rocio. El sensor de punto de rocio toma la temperatura del aire presente en la cdmara y el
termometro infrarrojo la temperatura de la muestra en este punto. A partir de estas mediciones
se establece la relacion entre las presiones de saturacion del vapor del aire de la cAmara y el de
la muestra en el punto de rocio para obtener la actividad de agua que tiene la muestra en este
punto (Placido y Aleman, 2002).

6.9.4 Contenido de Humedad
Se realizé en una estufa de vacio utilizando 1 g de cada uno de los microcapsulas a una
temperatura de 70°C durante 24 horas (método 925.09 de la AOAC). Este método es
recomendado para productos deshidratados con un alto contenido de azicares. El contenido de
humedad se determiné mediante la formula de Mendanha et al. (2009):
C%=100(W1-W2)/W2 (1)
Donde C es el porcentaje de contenido de humedad, W1 es el peso inicial de la muestra 'y W2

el peso final de la misma muestra.
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6.9.5 Tiempo de Humectacion
Las propiedades de humectacion de los encapsulados se determinaron por medio de su
humedad estitica por el método FIL (1985) utilizando 1 g de muestra que se deposito en la
superficie de 10 mL de agua destilada contenida en un vaso de precipitado de 100 mL. El
tiempo requerido para que todas las particulas se sumerjan en el agua se registré y determino
como tiempo de humectacion (Gaiani et al., 2010).

6.9.6 Tiempo de disolucion
Se determiné agregando 2 g de muestra en un vaso de precipitado con 100 mL de capacidad y
un volumen de 50 mL de agua destilada a temperatura de 24 ° C. La mezcla se agit6 a 700 rpm
sobre un agitador magnético utilizando una barra magnética de 2mm x 10 mm para registrar
el tiempo en el que la muestra se disolvié en el medio liquido (Goulay Adamopoulos, 2005).

6.9.7 Higroscopicidad
Se determin6 dispersando 1 g de cada uno de los tres tipos de microcapsulas en la superficie de
cajas Petri para permitir el contacto con el aire. Las muestras fueron colocadas en un desecador
a 23 °© Cy una humedad relativa de 76% empleando una solucién de NaCl (Cai y Corke, 2000).
Después de una semana las muestras fueron pesadas y se calculd el porcentaje de
higroscopicidad mediante la ecuacion de Jayay Das (2004):
H%=(b/a+Wi)/(1+ b/a) (2)
Donde H% es el porcentaje de higroscopicidad, a es la cantidad de muestra en gramos, b es la
humedad de las muestras antes de exponerse a la humedad relativa (en gramos) y Wi es el

incremento en el contenido de humedad de las muestras (en gramos).
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6.9.8 Densidad aparente y densidad empacada
La densidad aparente (P,) se determin6 a partir de la masa de las muestras de microcapsulas y
el volumen ocupado por cada muestra sin compactar en una probeta de 10 mL. La densidad
empacada (P.) se determiné mediante el golpeteo del material 100 veces consiguiendo su
compactacion en una probeta de 10 mL. El célculo de las densidades se realiz6 registrando el
peso del material y el volumen ocupado sin compactar y compactado, para posteriormente
dividir la cantidad de muestra entre el volumen ocupado por la misma. Ambas densidades
fueron reportadas en g/mL (Jumah et al., 2002; Le6n-Martinez et al., 2010). A partir de los
datos obtenidos de P, and P, se calcularon el Indice de Carr y el Cociente de Hausner para
evaluar compresibilidad, friccion y fluidez en las microcapsulas (Barbosa-Céanovas et al., 2005;
Ganesan et al., 2008; Gallo et al., 2011).

6.9.9 Indice de Carr ( Compresibilidad y Friccion)
Por medio de este indice se evalia la capacidad de flujo de los microcapsulas
(comprensibilidad y friccion) comparando la densidad de un polvo al verterlo (P,) con la
densidad del polvo empacado (P.) (Barbosa-Canovas et al., 2005; Ganesan et al., 2008; Gallo
etal,2011).

100(P.-P,)/P. Indice de Carr 3)

6.9.10. Cociente de Hausner (Fluidez)
Esta relacionado con la friccion interna de las particulas que conforman a los microcapsulas y
se calcula a través de la relacion del cociente entre la densidad empacada y la densidad aireada
del polvo al verterlo (Barbosa-Céanovas et al., 2005; Ganesan et al., 2008, Gallo et al., 2011).

(P)/(P)*100 Cociente de Hausner “4)
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6.9.11. Angulo de Reposo
El angulo de reposo es una caracteristica relacionada con la friccion entre las particulas y su
resistencia al movimiento y a medida que su valor disminuye su fluidez se incrementa y
viceversa (Ileleji y Zhou, 2008). El angulo formado por las microcapsulas con respecto a una
superficie horizontal se determin6 colocando en un embudo 5 gramos de cada una de ellas a
una altura de 10 cm sobre una superficie plana, se les dejo caer libremente y su flujo fue
calculado con la ecuacion de Moreira et al. (2009):
f=tan™ A/r (5)
Donde res elradio y A es la altura del camulo formado por las microcapsulas.
6.10. Bioensayo con Litopenaeus vannamei
Se determin6 el aporte de las microcapsulas a base de extracto de corteza en la produccién de
enzimas antioxidantes del sistema inmune del camarén empleando para ello 10 individuos por
tina con capacidad de 80 L de agua marina 34-35% filtrada y con aireacion constante,
aportandoles una dieta alimenticia consistente de una mezcla de alimento mas las

microcapsulas de extracto de corteza en diferentes proporciones, de acuerdo con el disefio de la

Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos en el bioensayo.

Tratamientos Caracteristicas
I) Alimento solo
1)) Alimento + Microcapsulas (0.5 g/kg de alimento?
111))] =

Alimento + Microcapsulas (1.0 g/kg de alimento 1)

IV) Alimento + Microcapsulas (2.5 g/kg de alimento )
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La alimentacion se realizé 2 veces al dia, a las 9:00 y 17:00 horas con alimento comercial
(Purina 35% de proteina) considerando un porcentaje de alimentacion del 7% del peso medio
corporal de los camarones.
6.10.1. Obtencion de muestras

Para el andlisis de la actividad enzimatica de los camarones se les extrajo hemolinfa de la
region ventral con jeringas (27G x 13 mm) cargadas con solucion isotonica para camarén y
acido etilendiaminotetraacético como anticoagulante (SIC-EDTANa;) a 4 °C en una
proporcion de 450 mM NaCl, 10 Mm KCl, 10 mM Hepes, y 10 mM EDTA, Na2 con un pH de
7.3 (Vargas-Albores et al., 1993). Posteriormente se llevo cabo la separacion y el conteo de
hemocitos. Luego se separaron los hemocitos del plasma centrifugando a 3000 x g por 3 min a
4 °C, asi como el plasma de paquete celular centrifugando a 60000 x g por 120 min a 4 °C y se
colectd el sobrenadante (Vargas-Albores et al., 1993). Luego se lavaron las células con 1 mL
de SICy se centrifugaron a 3000 x g por 3 min a 4 °C y se resuspendi6 el paquete celular en
600 pL de cacodilato de sodio 10 mM (pH 7), luego se guardd6 a -70 °C , .para después
centrifugar a 15000 g durante 5 min a 4 °C para obtener el contenido celular (SLH:

Sobrenadante Lisado de Hemocitos).

6.10.2. Andlisis de la Actividad Fenoloxidasa (Po) en Plasmay SLH
En plasma (PL): se incubaron alicuotas de 50 pL mas 50 pL de buffer de cacodilato (10 mM,
pH7) a las que se adicionaron 50 pl. de L-DOPA (3 mg mL—1 en agua destilada) a 37 °C por 10
minutos, mas 800 pL de buffer de cacodilato.
En el sobrenadante de lisado de hemocitos (SLH): se incubaron alicuotas de 50 pL. con tripsina
(0.1 mg mL_l) como activador 30 min 37°C y se adicionaron 50 pL de L-DOPA (L
Hidroxifenilalanina) mas 800 pL de buffer de cacodilato y se incubaron por 10 min a 37 °C.
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Las muestras se analizaron en el espectrofotometro registrando la formacién de dopacromo
producido de la L-DOPA. La densidad optica se midié a 492 nm. La L-DOPA mas el buffer de
cacodilato fueron utilizados como control negativo. La actividad se expres6 como las
variaciones en la absorbancia después de 10 minutos (Hernandez-Lépez et al., 1996).

6.10.3. Ensayo de la actividad Anién superéxido
La actividad de anién superdxido se cuantifico mediante la metodologia de Song y Hsieh
(1994). Se tomaron 100 pL de hemolinfa de cada grupo y se centrifugé a 800 g por 5 min.
Posteriormente, se descartd el sobrenadante y los hemocitos se lavaron tres veces con bufer
SIC-EDTA y se tifieron con 100 pL de una solucién NBT (0,3%) durante 30 min a 37°C. La
reaccion de tincion se finalizé mediante la eliminacion de la solucién NBT por centrifugacion y
la adicion de 100 pL de metanol absoluto. Después de tres lavados con metanol al 70%, los
hemocitos se secaron al aire durante 30 min y luego se afiadieron 120 pL de KOH mas 140 pL
de DMSO para disolver el formazan citoplasmatico. La densidad 6ptica del formazan disuelto
se ley6 a 630 nm en un espectrofotometro para comparar los efectos de los diferentes
tratamientos en la generacion del anion.

6.10.4. Andlisis de proteina
La concentracion de proteina se determiné de acuerdo al método descrito por Bradford (1976),
utilizando albumina de suero bovino para construir una curva estandar. Como muestra se utiliz6
el sobrenadante del lisado de hemocitos y el plasma.

6.10.5. Tasa de Crecimiento Especifico
La tasa de crecimiento especifico (TCE) a los treinta dias de duracién del bioensayo se calculd
con la férmula de Ziaei-Nejad et al. (2006):

TCE = 100 (InW2-InW1)t" (6)
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Donde: In es el logaritmo natural, W2 es el peso final, W1 el peso inicial y t corresponde a los
dias de cultivo.

6.10.6. Porcentaje de sobrevivencia
Se determin6 a partir de la contabilidad final de los organismos sobrevivientes y se expresd
como porcentaje de sobrevivencia.
6.11.  Anadlisis estadistico
Los resultados de los andlisis del contenido de fenoles totales (CFT), flavonoides totales
(CFLT), taninos condensados (CT) y capacidad antioxidante por reducciéon de DPPH*, FRAP
y CAT en los extractos y en las microcapsulas, asi como en la tasa de crecimiento especifico
(TCE), concentraciones de proteina en plasma y SLH, actividad anién superéxido y actividad
ProFO y FO se expresaron como media +desviacion estandar y se analizaron por medio de una
prueba ANDEVA de una via, utilizando el software SPSS® (ver. 20.0). La discriminacion de
medias se realizé con una prueba post hoc SNK. Las diferencias en medias con una p<0.05
fueron consideradas estadisticamente significativas. Las correlaciones entre el contenido de
fenoles totales, flavonoides totales y taninos condensados contra la capacidad antioxidante por
reduccion de DPPH, potencial antioxidante por reduccion de hierro y la capacidad antioxidante
total por reduccion de molibdato se determinaron mediante la prueba de correlacion de Pearson.
1. RESULTADOS

7.1 Concentraciones de fenoles totales, flavonoides totales y taninos condensados

Las diferencias entre los tres tipos de compuestos (fenoles totales, flavonoides totales y taninos
condensados) fueron estadisticamente significativas (p<0.05, Tabla 2) con respecto a su fuente
de extraccion. La concentracion promedio de los fenoles totales fue mayor en los frutos verdes

de Sinaloa (FVS) 404.1 + 1.6 mgEGA/g peso seco y en los frutos verdes de Campeche (FVC)
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3062 + 0.9, mientras que el extracto de corteza de Campeche (CC) mostr6 la concentracion
promedio mas baja (165.4+1.0). La mayor concentracion de flavonoides totales se encontrd en
el extracto de hojas de Campeche (HC) 93.5 + 0.9 mgEQ/g peso seco, mientras que el extracto
de frutos maduros de Sinaloa (FMS) arrojé la concentracion mas baja (43.2+0.7). Con respecto
a los taninos condensados, el extracto de frutos maduros de Sinaloa (FMS) mostr6 la mayor
concentracion (41.3 £ 0.5 mgECA/g peso seco), mientras que en el extracto de hojas de Sinaloa

(HS) se observo la concentracion mas baja (19.1+0.7 mg/g peso seco).

Tabla 2. Concentracién de fenoles totales (CFT), flavonoides totales (CFLT), y taninos condensados (CT)
en los extractos metanolicos de frutos verdes (FV), frutos maduros (FM), corteza (C) y hojas (H) de las
poblaciones de M. tinctoria de Sinaloa (S) y Campeche (C). Valores promedioDE. Diferentes
superindices en una misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

Fuente CFT CFLT CT
(mgEGA/g) (mgEQ/g) (mgECA/g)
FVS 404.16 + 1.54° 53.09 + 1.45° 2728 +031°
FVC 306.19 + 0.99° 54.78 +0.45° 26.60 + 0.58°
HC 26526 +1.47° 93.54 +0.97° 28.44 + 1.66°
cS 21572 £1.34° 90.18 + 0.68" 2438 + 0.48°
HS 195.52 + 1.60° 86.01 + 1.00° 19.11£0.72"
FMS 168.47 +1.13f 4328 +0.768 4133 + 0.45°

CC 165.14 + 1.048 72.63 +0.98¢ 22.16 0.84°

7.1.1. Composicion fendlica

A partir del andlisis mediante HPLC-DAD se encontraron al menos 33 compuestos fendlicos.
Los espectros UV de cada uno de ellos se presentan en las Figuras 1-3. De acuerdo a los datos
espectrales nueve fueron acidos fenélicos, nueve flavonoles (entre ellos dos metilquercetin-3-
glicésidos, dos canferol-3-O-glicosidos y cuatro quercetin-3-O-glicésidos),; cuatro fueron
dihidroflavonoides, y cuatro fueron flavonas (un glicésido de apigenina, dos luteolin glicosidos,
y un crisoeriol glicosido) ademas de otros siete compuestos fendlicos que no pudieron ser

identificados. Los cromatogramas de todas las muestras se observan en la Figura 4.
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Figura 1. Espectros UV, A, y tiempos de retencién (RT (min)) de los compuestos 1-15 encontrados en los
diferentes tejidos de Maclura tinctoria de Sinaloa y Campeche. BC: Corteza de Campeche, BS: Corteza de
Sinaloa, LC Hojas de Campeche, LS: Hojas de Sinaloa, GFC: Frutos verdes de Campeche, GFS: Frutos verdes de

Sinaloa.
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Figura 2. Espectros UV, A, y tiempos de retencién (RT (min)) de los compuestos 16-30 encontrados
diferentes tejidos de Maclura tinctoria de Sinaloa y Campeche. BC: Corteza de Campeche, BS: Corteza de
Sinaloa, LC Hojas de Campeche, LS: Hojas de Sinaloa, GFC: Frutos verdes de Campeche, GFS: Frutos verdes de

Sinaloa.
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Figura 3. Espectros UV, A, y tiempos de retencién (RT (min)) de los compuestos 31-33 encontrados en
diferentes tejidos de Maclura tinctoria de Sinaloa y Campeche. BC: Corteza de Campeche, BS: Corteza de
Sinaloa, LC Hojas de Campeche, LS: Hojas de Sinaloa, GFC: Frutos verdes de Campeche, GFS: Frutos verdes de
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Figura 4. Cromatogramas obtenidos a 260 nm mediante analisis HPLC-DAD de diferentes tejidos de Maclura
tinctoria de Sinaloa y Campeche. El nimero de compuestos corresponde a aquellos de las Figuras 1-3. BC:
Corteza de Campeche, BS: Corteza de Sinaloa, LC Hojas de Campeche, LS: Hojas de Sinaloa, GFC: Frutos verdes
de Campeche, GFS: Frutos verdes de Sinaloa.
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7.1.2.. Pruebas de capacidad antioxidante

La mayor capacidad antioxidante (ICsp) por el método de reduccion del DPPH* correspondi6 al
extracto de corteza de Sinaloa (CS) (ICso = 11.06 +0.15 mgEQ/mL), y la menor se observo en
el extracto de frutos verdes de Sinaloa (FVS) (ICsq = 67.03+0.66) (Tabla 2). La capacidad
antioxidante por reduccion de DPPH* mostr6 el siguiente orden creciente:
CS<CC<HC<FMS<FVC<HS<FVS. El extracto de hojas de Campeche (HC) tuvo la mayor
capacidad antioxidante (ECsp) por el método del Potencial Reductor de Fierro (ECs =
4.64+0.80 mgEAA/mL) mientras que la menor capacidad se observé en el extracto de frutos
verdes de Sinaloa (ECsp = 70.40+2.50) (Tabla 3). El orden creciente de la capacidad
antioxidante por la evaluacion del potencial reductor de fierro fue:
HC<FMS<CC<FVC<CS<HS<FVS. La mayor capacidad antioxidante por reducciéon de
molibdato (CAT) correspondié al extracto de hojas de Campeche (HC) (24.13+0.43
mgEGA/mL), y la menor capacidad al extracto de corteza de Campeche (CC) (7.04+0.45
mgEGA/mL) (Tabla 3). El orden creciente de la capacidad antioxidante por el método CAT
fue: HC<FMS<FVS<FVC<HS<CS<CC. Las diferencias de capacidad antioxidante evaluada
por los tres métodos de analisis (DPPH*, FRAP, CAT) entre los diferentes tipos de tejidos y

poblaciones de M. tinctoria fueron estadisticamente significativas (p<0.05).

Tabla 3. Valores promedio+DE de capacidad antioxidante por reduccién de DPPH¥*, reducciéon de Fe'
(FRAP) y reduccion de molibdato (CAT) de los extractos de frutos verdes (FV), frutos maduros (FM),
corteza (C) y hojas (H) de M. tinctoria de Campeche (C) y Sinaloa (S). Diferentes superindices indican
diferencias significativas (p<0.05).

*

Extracto 1();:]{:10 /fnclf") (:1 mﬁﬁ CAT (mgEAG/mL)
CS 11.06+£0.158 39.0+3.44° 10.96+0.24°

CcC 22.73+0.31F 14.5342.62° 7.042+0.45"

HC 23.45+0.16° 4.64+0.80° 24.1340.43"
FMS 26.44+ 0.89° 11.06£2 37 21.81+1.22°
FVC 41.53+£032° 23.31+1.09° 10.24+027°

HS 46.46+ 0.90° 68.07+3.33° 11.04+0.28¢
FVS 67.03+0.66" 70.40+2 50° 19.05+0.71°
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La concentraciéon de taninos condesados (CT) y la capacidad antioxidante total (CAT),
mostraron una correlacion positiva significativa (r=0.68), asi como entre la concentracion de
fenoles totales y la capacidad antioxidante por reducciéon del DPPH* (r=0.72), mientras que el

resto de las pruebas no revelaron correlacion (Tabla 4).

Tabla 4. Correlacién de Pearson entre las concentraciones de Fenoles Totales (CFT), Flavonoides Totales
(CFLT), Taninos Condesados (TC) y la capacidad antioxidante por CAT, DPPH* y FRAP. * p<0.05, ** p<0.01,
ns=no significativa.

CFT CFLT CT
CAT 0.28* -0.15 ns 0.68**
DPPH* 0.72%* -0.44%* -0.12 ns
PFRAP 0.43** 0.02 ns -0.46**

7.2.  Microcdpsulas

7.2.1. Concentracion de fenoles totales

Las diferencias entre las concentraciones de fenoles totales (CFT), flavonoides totales (CFLT)
y taninos condensados (CT) en el extracto de corteza y las tres microcapsulas fueron
estadisticamente significativas (ANOVA p<0.05, Tabla 5) con respecto a su fuente de
extraccion. Los valores promedio de las concentraciones fueron mayores en EFO50 y EF025,
y menores en ES. Inclusive ES muestra una ligera disminucion en CFT y CFLT con respecto al
extracto original, sin embargo, mostré un ligero incremento en la concentracion de CT con

respecto a dicho extracto.

Tabla S. Valores Promedio+DE de las concentraciones de CFT, CFLT y CT. BE).- Extracto de corteza;
microcapsulas SE).- Extracto solo; 2).- EFO25 Extractot+Aceite de pescado 25%; 3).- EF050
Extracto+Aceite de pescado 50%. Los superindices muestran diferencias significativas.

BE ES EF025 EFO050

CFT (mgBAG/E) ;5 7541 340 198.05+5.59" 198.94+4 55¢ 253.35+3.75°
CFLT (mgEQ/g)  90.18+0.68" 78.57+1.80° 81.42+2 43¢ 98.63+2.98°
CT (mgECA/g)  24.37+0.48" 29.514+2.6" 62.95+5.37° 99.49+3.11°
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7.2.2. Capacidad antioxidante

Las diferencias en los valores medios de la capacidad antioxidante entre los dos métodos de
analisis (FRAP, CAT) con respecto a su fuente de extraccion fueron estadisticamente
significativas (ANOVA p<0.05). Los valores de capacidad antioxidante total (TAC) estuvieron
entre 28.32+0.33 a 47.55+1.04 mgEGA/mL (Fig. 5a). La secuencia de menor a mayor
capacidad antioxidante por CAT fue: ES<EFO25<EFO50. Mientras que la capacidad
antioxidante por potencial redactor de hierro (FRAP) mostrd valores de ECso entre 7.1+0.1
mgEAA/mL a 10.9+0.44 (Fig. 5b). La secuencia de menor a mayor capacidad antioxidante fue

la siguiente: ES<EFO25<EFOS50.

Sa 5b

CAT (mgEAG/mL)
FRAP EC50 (mgEAA/mL)

A B ES EFO25 EFO50 A B ES EFO25 EFO50

Figura S. Valores PromedioxDE de capacidad antioxidante mediante CAT (a) y FRAP 8b) en A).- Extracto de
corteza, B).- Aceite de pescado; Microcapsulas 1).- ES Extracto Solo; 2).- EFO25 Extracto+Aceite de pescado
25%; 3).- EFO50 Extracto de cortezatAceite de pescado 50%. Los superindices muestran diferencias
significativas p<0.05.

7.2.3. Morfologia y tamaiio de las microcdpsulas
En las micrografias SEM (Figs. 6a, 6b y 6¢) se observa que las tres microcapsulas tienen
forma esférica con la superficie suave en algunas y rugosas en otras, asi mismo se muestra una

pequefia cantidad de fragmentos y puntos de aglomeracion, especificamente en EFO25 y
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EFO50. El tamafio promedio de las microcapsulas estuvo entre 21.77+0.89 para ES, 4.81+0.20

en EFO25 y 4.21+0.49 pm en EFOS50.

c)

Figura 6. Micrografias SEM mostrando la estructura externa de las microcapsulas a 500x, 1000x y 3000x. a).-
ES; b).- EFO2S y c).- EFO50.
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7.2.4. Contenido de humedad y actividad de agua

El contenido de humedad y la actividad de agua son parametros importantes en las
microcapsulas debido a que determinan la estabilidad de los compuestos alimenticios
bioactivos por lo que es importante tener un buen control de estos parametros durante el
procesamiento y almacenamiento de los encapsulados. En la tabla 4, el contenido de humedad
en las muestras vario6 de 4.13% 4.72%, en base seca. No se observaron diferencias
significativas en la actividad de agua (p>0.05) y los valores promedio estuvieron entre 0.15 and
0.19.

7.2.5. Humectacion, Disolucion e Higroscopicidad

La absorcion de agua es un factor critico para mantener estables las microcapsulas debido a que
cuando se humectan éstas cambian su estructura fisica y su funcion (Aguilera et al., 1995;
Bhandari y Howes, 1999). Uno de los principales aspectos de los productos en polvo es la
dificultad para hidratarlos y para ser funcionales deben de ser completa y rapidamente
humectado, hundirse en el liquido en lugar de flotar en su superficie, ademas de dispersarse o
disolverse en un corto periodo de tiempo sin que se formen grumos. Los tiempos de
humectacién observados en el presente estudio oscilaron entre 3379.8 s y 2340 s mismos que
son considerados como bajos, asi como los tiempos de disolucion, los cuales estuvieron entre
6639.6 s y 3960 s (Tabla 6). En ambos casos los valores mas bajos se presentaron en ES, los

mas altos ocurrieron en EFO25 y los intermedios en EFO50.
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Tabla 6. Propiedades relacionadas con el agua en las tres microcipsulas. Estadisticos
descriptivos Promedio+DE. Los superindices indican grupos homogéneos a partir de un

analisis de varianza.

Parametro/Muestra ES EFO025 EFO50
Humedad (%) 4.64+0.25° 4724022  4.1340.16°
Actividad de agua (,w) 0.15+0.003* 0.18+0.001°  0.19+0.008°
Humectacion (s) 2340+103.8"  3379.8+150°  2980.2+69"
Disolucién (s) 3960+60° 6639.6+912° 4320+60°
Higroscopicidad (%) 14.19+1.50° 15.31+1.06° 14.35+1.22°

7.2.6. Propiedades de flujo

Las propiedades de las tres microcapsulas se muestran en la Tabla 7. Los valores de indice de

Carr variaron de 38.56 +2.21 a 50.43 + 1.28 lo cual caracteriza a las tres microcapsulas como

de pobre fluidez, mientras que los valores de Cociente de Hausner estuvieron entre 1.61+0.05 a

2.02 +£0.05.

Tabla 7. Estadisticos descriptivos de las propiedades de flujo de las microcapsulas Valores promedio+DE.
Los superindices indican grupos homogéneos a partir de un analisis de varianza.

Muestras Densidad (g/cm3) Indice de Carr Cociente de
Aparente Empacada (%) Compresibilidad Hausner

Fluidez
ES 2.90+0.04° 4.72+0.09° 38.56+2.21° 1.62+0.05%
EFO25 2.96+0.03% 5.65+0.07° 47.58+0.42° 1.91+0.02°
EF050 3.00+0.03" 6.05+0.09" 50.43+1.28" 2.02+0.05"

7.2.7. Angulo de reposo

El éngulo de reposo es una caracteristica relacionada con la friccién entre particulas y la

resistencia al movimiento (Ileleji y Zhou, 2008) y a medida que su valor disminuye la fluidez

se incrementa y viceversa (Carr, 1965). Los valores de angulo de reposo (arctang) observados
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en el presente estudio oscilan entre 23.28°+1.31 para ES, 19.29°+0.82 en EFO25 y 14.83°+1.64
en EFO50.
7.3.  Bioensayo con Litopenaeus vannamei

7.3.1. Supervivencia, Tasa de Crecimiento Especifico (TCE), Proteina en Plasmay en SLH

La supervivencia en el ensayo fue del 100% para los tratamientos III y IV, mientras que para los
tratamientos I y II fue del 96.6%. En cuanto a la Tasa de Crecimiento Especifico ésta varié de

3.71+0.39 para el tratamiento IV hasta 2.80+0.28 en el tratamiento II (Figura 6).

TCE (% Crecimiento Diario)

Tratamientos

Figura 7. Tasa de crecimiento especifico (TCE Diario).

7.3.2. Proteina

Las concentraciones de proteina en SHL oscilaron de 1.34 ug/mL en el tratamiento IT a 0.598
pug/mL en el tratamiento III. Mientras que las concentraciones de proteina en plasma, donde no
se observaron diferencias significativas, variaron de 155.8 pg/mL para el tratamiento IV a
129.5 pg/mL en el tratamiento III (Figuras 7a y 7b). La mayor concentracion de proteinas
totales se observé en el tratamiento IV (156.429 pg/mL) y la menor en el tratamiento III
(130.098 pg/mL).
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Figura 8. Concentraciones de proteina en plasma y Sobrenadante Lisado de Hemocitos (SLH) (ug/mL). Los
superindices indican diferencias significativas.

7.3.3. Actividad Anién Superdxido, Profenoloxidasa (ProFO0) y Fenoloxidasa (FO)

Los resultados de la actividad del anioén superdxido mostraron diferencias significativas, siendo
mayor en el tratamiento II, seguido por el tratamiento III. La actividad ProFO en LSH fue
significativamente mayor en el tratamiento II en comparacion con el resto de los tratamientos.
En cuanto a la actividad FO en plasma, donde no se observaron diferencias estzidisticas, ésta
fue mayor en el tratamiento I, seguido por el tratamiento III. La mayor actividad FO Total se

observo en el tratamiento II, seguido por el tratamiento I (Figuras 8a, 8b, 8c, 8d).
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Figura 9. Parametros del bioensayo con Litopenaeus vannamei: Anién superéxido (a), ProFO LSH (b), FO
Plasma (c) y FO Total (e). Los superindices muestran diferencias significativas.

7.3.4. Pardmetros Fisicoquimicos: Salinidad, pH, Temperatura y Oxigeno Disuelto
Los pardmetros fisicoquimicos del agua fueron mantenidos dentro de los niveles 6ptimos de

acuerdo con Brock y Main (1994) durante los 30 dias de duracion del bioensayo (Tabla 8).
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Tabla 8. Parametros fisicoquimicos del bioensayo con Litopenaeus vannamei: Salinidad, pH, Temperatura

y Oxigeno disuelto.
Tratamientos Parametros
Salinidad pH Temperatura O.D.

(%0) (WS (mg/L)
I 34.16+0.93 8.18+0.3 29.29+0.77 4.75+0.075
I 34.16+0.83 8.26+0.21 29.18+0.40 4.96+0.55
m 34.0+0.73 8.16+0.28 29.13+0.53 5.04+0.33
v 34.16+0.57 8.17+0.17 29.94+0.35 5.10+£0.72
Intervalo 6ptimo (Brock y Main, 15-35 8.1-9.0 23-30° 4.0-10.0
1994)

7.3.5. Pardmetros de la calidad del agua: Amonio, Nitritos y Nitratos.
En la calidad del agua (Tabla 9) los valores de las concentraciones de Amonio, Nitritos y
Nitratos se encontraron en los niveles 6ptimos para el cultivo de L. vannamei de acuerdo a lo

sugerido por Boyd y Tucker (1998).

Tabla 9. Parametros de la calidad del agua del bioensayo con Litopenaeus
vannamei: Amonio, Nitritos y Nitratos.

Tratamientos Parametros
Amonio Nitritos Nitratos
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
I 0.71+0.011 0.02+0.004 0.60+0.016
I 0.77+0.088 0.04+0.005 0.71+0.017
it 0.81+0.122 0.03+0.007 0.66+0.042
1AY 0.80+0.112 0.03+0.006 0.69+0.053
Intervalo 6ptimo (Boyd y Tucker, (.1-1.0 <0.5 0.4-0.8
1998)
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8. DISCUSION GENERAL

8.1 Concentracion de fenoles totales, flavonoides totales y taninos condensados

Los compuestos fenodlicos son a menudo producidos y acumulados en los tejidos
subepidérmicos de las plantas expuestas al estrés y al ataque de patdgenos. Su concentracion en
los tejidos depende de la estacion, ademas de su distribucion geografica y puede cambiar
durante los diferentes estadios de desarrollo (Thomas y Ravindra 1997; Ozyigit et al. 2007). La
concentracion de fenoles totales en el extracto de corteza de M. tinctoria de Sinaloa fue 6 veces
mayor que la reportada por Lamournier et al. (2012) en extracto agua-metanol de corteza de la
misma especie en Brasil; mientras que en el extracto de corteza de M. tinctoria de Campeche
la diferencia fue de 4.7 veces, lo que revela la influencia de diferentes condiciones ambientales
en la acumulacion de fenoles totales dentro de una misma especies. La influencia del contenido
de taninos sobre el contenido de fenoles totales es muy relevante, ya que su concentracion en
las cortezas de las poblaciones de Sinaloa y Campeche fueron mayores en mas de 8 veces que
las reportadas en la corteza para la misma especie en Brasil (Lamournier et al., 2012). La
concentracion de fenoles totales en M. tinctoria es mayor que la reportada para algunas
especies de plantas cultivadas, tales como Salvia tomentosa y Citrus sinensis (Zulkifli et al.,
2012; Dincer et al., 2013) y otras silvestres como Acacia farnesiana y Solanum nigrum (Ramli
et al, 2011; Alam et al. 2012) y ain mas alta que algunas especies de mangle como Kandelia
candel 'y Rhizophora mangle (Zhang et al., 2010), las cuales son notables por su alta
concentracion de polifenoles.

La alta concentracion de fenoles totales en los frutos verdes de M. tinctoria concuerda con los
resultados reportados por Jakopi et al. (2009) en Juglans regia, y por Labbé et al. (2010) en

Punica granatum. De acuerdo con Kim et al. (2002), esto se debe a la alta concentraciéon de
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taninos en los estadios iniciales de desarrollo como una estrategia empleada por las plantas para
hacer menos atractivos sus frutos a los depredadores (Jordano 2000). Estudios previos han
mostrado que la magnitud de irradiacion solar influye en la concentracion de flavonoides y
taninos condesados en las plantas (Close y McArthur, 2002; Agati y Tattini, 2010; Babu et al.,
2003; Detrés et al., 2001). Los extractos de M. tinctoria provenientes de Sinaloa muestran altas
concentraciones de fenoles totales, lo cual podria estar relacionado con una mayor radiacion
UV-B en la region con respecto al estado de Campeche (Solartronic, 2003). Las mayores
concentraciones de flavonoides totales se obtuvieron en los extractos de hojas y cortezas de
Campeche y Sinaloa, destacando en este sentido el extracto de corteza de Sinaloa. Esta
caracteristica se debe al hecho de que las plantas concentran principalmente este tipo de
compuestos en células de hojas y cortezas como una medida de proteccion en las que los
flavonoides vacuolares constituyen un sistema antioxidante secundario que se activa bajo
condiciones de estrés (Agati et al., 2012; Ingersoll et al., 2010), tales como alta radiacion UV y
ataque de patogenos (Hertog et al., 1993; Agati et al., 2012; Agati et al., 2013; Agati y Tattini,
2010). Por otro lado, la alta concentracion de compuestos fendlicos en tejidos jovenes es dada
por la presencia de flavonoides que se acumulan en hojas y cortezas (Siddhuraju et al., 2003).
Sin embargo, se requieren estudios enfocados al papel fisiologico de los flavonoides en A
tinctoria, dado que ésta presenta concentraciones similares a diferentes latitudes y valores de
radiacion solar.

8.2 Composicion fenélica

En el presente trabajo los dihidroflavonoides se encontraron solo en el extracto de corteza tanto
de Sinaloa como de Campeche, esto concuerda con los resultados de Cioffi et al. (2003),
quienes reportaron la presencia de tres dihidroflavonoides en el extracto de corteza de la misma

especie. Siete flavonoides, tres flavonas y cuatro dihidroflavonoides fueron también
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encontrados en el extracto de corteza de M. tinctoria por El-Sohly et al. (1999). Los resultados
del presente estudio sugieren que la composicion fendlica en la corteza de ésta especie es mas
compleja y que ademas de dihidroflavonoides y flavonas, se acumulan algunos 4cidos fenolicos
y quercetin-3-O-glicésidos. Los 4cidos fendlicos y las flavonas estdan acumulados
principalmente en frutos verdes y hojas, encontrandose diferencias notables en la composicion
fendlica de las muestras de Sinaloa y Campeche. Los perfiles fendlicos se han reportado como
importantes quimiomarcadores a niveles especifico e intraespecifico (Veit et al, 1995;
Almaraz-Abarca et al., 2013), por lo que las diferencias encontradas entre las muestras de
Sinaloa y Campeche, que corresponden a la misma especie de acuerdo con bases morfoldgicas,
sugieren que podrian representar dos quimiotipos diferentes.

La variacion en la capacidad antioxidante encontrada en los diferentes tejidos de M. tinctoria
proveniente de diferentes origenes geograficos podria estar asociada a la variacion en la
composicion fendlica ademas de las diferentes concentraciones en los fenoles y flavonoides,
como se ha reportado para otras especies de plantas (Barriada-Bernal et al., 2014).

8.3 Capacidad antioxidante

Los compuestos fenolicos poseen capacidad antioxidante y es muy probable que la actividad en
los diferentes extractos se deba a este tipo de compuestos (Tepe et al., 2006). Esta actividad se
debe a sus propiedades redox, la cual desempefia un papel importante en la absorcion y
neutralizacion de los radicales libres descomponiendo el peréxido y transformando el oxigeno
singlete a un estado triplete (Zheng y Wang, 2001). El método DPPH* es una de los pruebas
mas frecuentemente empleadas debido a su sencillez y por aportar informaciéon sobre la
actividad de los extractos contra radicales libres estables; éste método se basa en la medicion de
la capacidad reductora de los antioxidantes sobre el DPPH* (Prior et al., 2005). La mayor

capacidad antioxidante representada por el extracto de corteza de Sinaloa mediante la reduccion
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de DPPH* coincide con los resultados encontrados por Lamounier et al. (2012) en la corteza de
M. tinctoria, asi como en otras especies tropicales maderables (Siddhuraju y Becker, 2003;
Wang et al., 2004). La capacidad antioxidante de M. tinctoria se ha relacionado directamente
con las concentraciones de fenoles totales (Agoramoorthy et al., 2008) lo cual se ha reportado
también para otras especies de los tropicos (Wang et al., 2004; Siddhurajuy Becker, 2003). En
el presente trabajo, la actividad antioxidante determinada por el método DPPH* se correlaciona
moderadamente (r=0.848) con la concentracion de fenoles totales, pero no con la concentracion
de flavonoides totales y taninos condensados. Se ha reportado que la capacidad antioxidante
por reduccion del potencial de fierro (FRAP) y reducciéon de molibdato (TAC) estan
relacionados con altas concentraciones de flavonoides totales y taninos condensados en los
extractos de hojas (Aberoumand y Deokule, 2010; Zhang and Lin, 2008) asi como con el
contenido de flavonoides totales y fenoles totales (Aberoumand y Deokule, 2010; Beyhan et al.,
2010; Nambiar et al., 2013). La capacidad antioxidante de los extractos depende de la
estructura quimica de los compuestos fendlicos presentes en dichos extractos, tales como el
nimero y localizacién de los grupos hidroxilos en los anillos de los flavonoides y fenoles
(Rice-Evans et al, 1996; Lien et al, 1999; Heim et al., 2002). Ademas, las altas
concentraciones de flavonoides mejoran la capacidad de las plantas para quelar iones metélicos
(Symonowicz y Kolanek, 2012).

8.4 Microencapsulados

En las tres microcapsulas el orden de concentracion de CFT, CFLT y CT mostr6 una secuencia
ascendente con respecto al contenido de aceite de pescado en la formulacion:
ES<EFO25<EFO50, lo que indica que el aceite de pescado contribuye a conservar una
concentracion inicial de los compuestos monitoreados. Mas ain, de acuerdo con Guadarrama-

Lezama et al. (2012) la ausencia de fracturas en las microcapsulas, probablemente debido a las
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bajas temperaturas empleadas, asi como a las propiedades de viscoelasticidad y formacion de
pelicula que tiene la goma arabiga permitieron una mejor proteccion fisica y una retencion del
extracto de corteza y el aceite de pescado.

De acuerdo con Hogan et al. (2001) el incremento de la capacidad antioxidante en las tres
microcapsulas con respecto al extracto original se puede deber a las altas eficiencias obtenidas
en las concentraciones de CFT y CT, ademas a la estructura quimica de 4cidos fendlicos y
flavonoides presentes en el extracto como el quercetin-3-O-glicésido y el metilquercetin-3-O-
glicésido, los cuales poseen tres sitios posibles de quelacién: 3-hidroxicromona, 5-
hidroxicromona y el grupo 3°,4’-dihidroxi (Cornard y Merlin, 2002) lo que le aporta una alta
capacidad antioxidante (Rice-Evans et al., 1996; Saxena et al., 2012). En el caso particular de
EFO25 y EFOS50 la actividad antioxidante puede verse influenciada por la presencia de
pequefios azucares caracteristicos del aceite de pescado (Faraji y Lindsay, 2005).

Las caracteristicas morfologicas en las microcapsulas EFO25 y EFO50 indican una fuerte
relacion con el contenido de aceite superficial. Las arrugas en la superficie de las microcapsulas
han sido reportadas en algunas elaboradas con maltodextrina (Moreau y Rosenberg, 1993;
Kagami et al., 2003), goma arabiga (Jiménez-Avalos et al., 2005) y aceite de pescado como
elemento a encapsular (Jafari et al., 2008; Pourashouri et al., 2014) y se ha atribuido que son
resultado de estrés mecanico inducido por un secado desigual en diferentes partes de las gotas
durante las fases iniciales de secado (Klinkesorn et al., 2006), el movimiento de la humedad
durante el periodo de saturacion no superficial (Walton, 2000) y el efecto de la tension
superficial impulsado por un flujo viscoso (Sheu y Rosenberg, 1998). Las microcapsulas
obtenidas en el presente estudio mostraron una superficie continua lisa y no porosa, lo que
indica que no hubo degradacion de ésta durante el secado lo que asegura su integridad (Lopez-

Hernandez et al., 2010). También, las formas esféricas con superficie lisa sin poros ni grietas
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protegen al aceite de pescado de la oxidacion y de su liberacién hacia la superficie de las
microcapsulas (Aghbashlo et al., 2013). De acuerdo con Alamilla-Beltran et al. (2005) cuando
se encapsula a bajas temperaturas, como en el presente caso, se observa un alto grado de
contraccion y el tamafio promedio de las microcapsulas tiende a ser menor que el de aquellas
obtenidas a altas temperaturas. El tamafio reducido en EFO25 y EFO50 es una caracteristica
importante en un alimento ya que particulas con un tamafio mayor a 100 pm crean un
desagradable sabor de boca debido a que son lo suficientemente grandes para ser detectadas por
el sentido del gusto (Truelstrup-Hansen et al., 2002).

Los valores de contenido de humedad obtenidos en las tres microcapsulas son caracteristicos de
las microcapsulas cuya pared estd constituida de maltodextrina (Robert et al., 2003). Se
observa también, que la composicién de la formulacién no afecta sustancialmente el contenido
de humedad. Kim et al. (2009) mencionan que a bajas temperaturas de secado, se evapora una
cantidad substancial de agua antes de que se forme la coraza, los componentes tardan mas
tiempo para migrar a la superficie de la gota y formarse la particula. Mientras que a
temperaturas altas de secado por aspersion y con la alimentacién a temperatura ambiente el
sellado de la particula es muy rapido. Este sellado en la particula actiia como barrera y evita la
migracion de humedad del nucleo hacia la superficie de la particula y al ambiente dentro del
secador. Los valores de contenido de humedad obtenidos en el presente estudio son similares a
los de Aghbashlo et al. (2013) quienes encapsularon aceite de pescado con otros materiales de
pared. De acuerdo con Bhandari (2008), el contenido de humedad de un polvo 6ptimo debe de
ser menor al 5% con valores de actividad de agua de 0.15 a 0.20. En los ensayos llevados a
cabo se encontré una actividad de agua entre 0.15 a 0.19 lo que indica una alta estabilidad y
minimas reacciones quimicas en las microcapsulas (Roos, 1998; Rahman, 2010). Reineccius

(2004) reporto que cuando el contenido de humedad se incrementa por encima de un 7%, la
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difusién de agua a través de la matriz de las microcapsulas decrece lo que reduce el efecto de la
humedad sobre las caracteristicas fisicas y quimicas del aceite microencapsulado al evitar el
acceso de oxigeno a través de la red interna de poros. Por otra parte, valores bajos de actividad
de agua estan asociados con un decremento en la degradacién de los componentes de los
polvos. En el presente estudio, los resultados indican que en las tres microcapsulas la
disponibilidad de agua para conducir las reacciones de degradacion quimico-enzimética es baja
y, consecuentemente, la degradacion de sus componentes también sera baja.

En cuanto a las valores de los tiempos de humectacion y disolucion se observa un incremento
cuando se integr6 aceite de pescado a la formulacion. Este aspecto es consistente con lo
reportado por Gaiani et al. (2010) y Murrieta-Pazos et al. (2012) quienes encontraron que los
polvos con alto contenido de proteinas y lipidos toman mas tiempo para humectarse debido a su
alta densidad relativa con respecto al agua, asi como por su naturaleza hidrofobica lo que
provoca que las microcapsulas tiendan a flotar, formar agregados y en ocasiones adherirse a las
paredes de los recipientes. La goma ardbiga posee la propiedad de crear una fuerte pelicula
protectora alrededor de las gotas de aceite (Krishnan et al., 2005), resultado de la estructura
arabinogalactana-proteina altamente ramificada la cual desarrolla sus propiedades proteicas y
polisacaridas, permitiendo que los polipéptidos hidrofébicos pueden anclarse en la superficie de
las gotas de aceite y la agregacion de carbohidratos previene que las cadenas hidrofilicas
formen una capa gruesa. De acuerdo con Nakamura et al. (2006) y Kim y Morr (1996) muy
pocos sistemas polisacarido-proteina poseen mecanismos de estabilizacion comparables con la
goma arabiga. Los valores obtenidos de higroscopicidad fueron similares en las tres
microcéapsulas y no se observaron diferencias con respecto al contenido de aceite de pescado en
la formulacién. En este contexto las similitudes pueden ser explicadas por la estructura quimica

de los materiales de pared. La goma arabiga posee un alto numero de ramificaciones con
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grupos hidrofilicos los cuales facilmente se enlazan a molécﬁlas de agua, mientras que la
maltodextrina DE 10, que es un almidon hidrolizable, también muestra las mismas
ramificaciones con grupos hidrofilicos los cuales contribuyen a la absorcion de agua.

Los valores de densidad aparente y empacada observados en las microcépsulas del presente
estudio son los tipicos para este tipo de formulaciones (Onwulata et al., 1996). De acuerdo a la
clasificacién de fluidez de los polvos (Turchiuli et al., 2005) poseen propiedades de manejo
situadas entre pobres y muy pobres las cuales son similares a otras microcapsulas aceitosas
obtenidas mediante secado por aspersion (Onwulata et al., 1996 Turchiuli et al., 2005, Fuchs et
al., 2006). Un mayor Cociente de Hausner significa que los polvos son cohesivos y menos
libres para fluir esta caracteristica se ha observado en las microcapsulas obtenidas mediante
secado por aspersion y/o secado en frio, a pesar de la disminucion del Cociente de Hausner y el
Indice de Carr (Fuchs et al., 20006).

En cuanto a los valores de angulo de reposo observados y de acuerdo con Santomaso et al.
(2003) las microcéapsulas obtenidas se clasifican como de excelente flujo (10°-30°) o libre flujo
de acuerdo de acuerdo con Barbosa-Canovas et al. (2005). En este estudio y de acuerdo con
Juliano et al. (2006), se observa una dependencia del angulo de reposo con respecto al
contenido de aceite de pescado en la mezcla ya que la cohesion y friccion entre las particulas
que componen los grupos de microcapsulas muestran una reduccion en EFO25 y EFO50,
mientras que en ES cuya formulacion no incluye aceite de pescado, se observa un incremento,
por lo tanto se infiere que la adicion de aceite de pescado en la mezcla incrementa la fluidez en
los materiales de pared.

8.5. Bioensayo con Litopenaeus vannamei

En el bioensayo realizado con camar6n blanco la tasa de supervivencia estuvo entre 100% y

96% sin mostrar diferencias significativas entre los cuatro tratamientos. Por otro lado, en la tasa
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de crecimiento especifico (TCE) no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos siendo la més baja en el tratamiento I y la mas alta para el tratamiento IV.
Durante el bioensayo se observaron los parametros fisicoquimicos dentro de los intervalos
propuestos por Brock y Main (1994) para el cultivo del camarén blanco, por lo que se puede
afirmar que el bioensayo se llevo a cabo en las condiciones adecuadas. Las plantas poseen
sustancias naturales generadas durante el metabolismo secundario como mecanismo de
defensa; sin embargo, en ocasiones éstas sustancias pueden funcionar como factores
antinutricionales, afectando la digestion y la absorcién de nutrientes por los organismos
(Osagie 1998; De Dios-Elizalde et al., 2009) lo que pudiera constituir un factor perjudicial en
su salud y crecimiento. En el presente trabajo, el uso del extracto vegetal microencapsulado no
afect6 el crecimiento ni la tasa de supervivencia de L. vannamei lo cual coincide con otros
trabajos que han empleado plantas medicinales en los bioensayos con camaron (Citarasu et al.,
2006; Luna-Gonzalez et al., 2012; Medina-Beltran et al., 2012).

Las concentraciones de proteina en plasma coinciden con los resultados obtenidos en otros
trabajos en los que también se emplearon extractos y polvos de origen vegetal (Downs et al.,
2001, Beltran et al., 2012, Luna et al., 2012). El incremento de proteina en la hemolinfa se
relaciona con el aumento de algunas inmunoproteinas las cuales promueven un buen estado de
salud en el crustdceo y estan asociadas a un valor alto en la concentracion de proteinas
presentes en los hemocitos y la hemolinfa relacionados con el estado inmune del camarén
(Laria et al., 2008).

Los resultados del analisis bioquimico indican un leve aumento del anién superdxido en el
tratamiento IT con respecto al control, mostrando influencia en cuanto a la participacion del
extracto adicionado en el alimento en forma de microcapsulas. Esto es relevante ya que su

produccién durante el proceso de fagocitosis tiene accién bactericida (Muiioz et al., 2000), de
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ahi que se constituya como un parametro importante para determinar el estado de salud del
camaro6n bajo condiciones de cultivo (Luna-Gonzalez et al., 2013). Los valores de absorbancia
obtenidos del analisis de la produccion de ProFO muestran que ésta es mayor en el tratamiento
IT (0.4678) con respecto al control (0.3387), tendencia encontrada por Luna et al. (2012),
Peraza-Gomez et al. (2011) y Citarasu et al. (2006), quienes emplearon, de manera respectiva
el carbohidrato inulina extraido del agave, una mezcla de polvo de plantas y una serie de
extractos vegetales en la dieta del camardn para evaluar su aporte en la respuesta inmune del
camar6n. El sistema ProFO es clave en la respuesta inmune humoral del camarén ya que es
uno de los mecanismos de defensa fundamentales del crustaceo (Soderhall y Cerenius, 1992;
Sung et al., 1996), al generar moléculas muy toxicas como las quinonas, hemiquinonas y
radicales libres de oxigeno destinados a eliminar patogenos agresores (Cerenius y Soderhill,
2004) cuya funcion debe de ser debidamente regulada por el sistema enzimatico antioxidante

respaldado por suplementos antioxidantes como los adicionados en el presente trabajo.

9. CONCLUSIONES GENERALES

Las mayores concentraciones fendlicas se encontraron en los materiales provenientes de
Sinaloa.

Todos los extractos mostraron un cierto nivel de capacidad antioxidante, sin embargo los
extractos de Campeche mostraron los valores mayores.

Solo se observo correlacion entre la capacidad antioxidante por DPPH* y la concentraciéon de
fenoles totales, asi como entre CAT y la concentracion de taninos condensados.

Los principales compuestos fendlicos en los extractos fueron 4cidos fenélicos, seguidos por

flavonas y flavonoles.
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La mayor cantidad de compuestos se encontraron en los tejidos de las poblaciones de
Campeche y el tejido con mayor cantidad de compuestos fue el de los frutos verdes de
Campeche (GFC).

Las microcépsulas muestran una mayor capacidad antioxidante y concentracion de fenoles
totales, flavonoides totales y taninos condensados con respecto al extracto original. En ese
sentido, constituyen un excelente vector para emplearse como dosificador de extractos
vegetales.

El tamafio y composicion de las microcapsulas resultaron ser muy eficaces para la
conservacion, dotacién y enmascaramiento del extracto de corteza de M. tinctoria.

Los resultados del anélisis reologico de las microcapsulas muestran que éstas son estructuras
con alta estabilidad y que permiten mantener en condiciones optimas y por largo tiempo su
contenido.

Los tiempos de disolucion observados en las microcapsulas empleadas en los bioensayos se
ajustan perfectamente al tiempo promedio de digestion de los camarones, ademas, mimetizan el
desagradable sabor de los extractos permitiendo su ingestion por los camarones.

La calidad del agua y los diferentes parametros fisico-quimicos se mantuvieron dentro de
niveles aceptables aportando un ambiente adecuado para el buen desarrollo del camarén
durante el tiempo que durd bioensayo.

Los tratamientos que incluyeron microcapsulas en cantidades de 0.5 grkg alimento en la
formulacion de dietas para el camarén mostraron mejores resultados con respecto al testigo ya
que se observé un aumento en la producciéon de proteina en HSL, asi como la de anidn

superodxido y la actividad ProFO.
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Como resultado del trabajo realizado se logr6 obtener la patente de un producto
microencapsulado con potencial de uso en la industria acuicola, mismo que fue respaldado por

los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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ADITIVO BIOTECNOLOGICO ANTIOXIDANTE PARA ALIMENTOS ACUICOLAS Y
SU PROCESO DE OBTENCION.

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

Esta invencién recae en ¢l campo de la biotecnologia acuicola, mds especificamente esta
invencion describe una formulacion a base de microencapsulados de extractos vegetales de
Maclura tinctoria para emplearse como aditivo antioxidante en alimentos acuicolas,
especificamente alimento para camarones y otros animales en acuacultura. Su objetivo
principal es estimular el sistema antioxidante de los camarones u otros animales en

acuacultura.

ANTECEDENTES

Maclura tinctoria (L.) Steud. (Moraceae), abarca especies de hoja caduca, semideciduo y
hasta especies arboreas perennes. Es caracteristico de las regiones tropicales secas y
himedas, y se puede encontrar desde México hasta Argentina (Berg 2001).

M. tinctoria se utiliza como madera y su corteza, hojas y frutos se utilizan como material de
construccion, extraccion de colorantes, medicamentos y alimentos en las zonas rurales (Balick
and Arvigo 2015; Yetman et al. 2002). También se utiliza en la medicina tradicional para
eliminar enfermedades de la garganta y boca, parésitos intestinales, infeccion y dolor de
muelas (Hajdu and Hohmann 2012).

Las plantas contienen compuestos quimicos y biolégicos

que ejercen actividades definidas efectos fisiologicos en las células y entre estos compuestos
estan los polifenoles que son metabolitos secundarios con actividad antioxidante (Atanassova
etal. 2011; Banerjee et al. 2008; Solovchenko 2010; Symonowicz and Kolanek 2012).

Los compuestos bioactivos en las plantas como los compuestos fenélicos pertenecen a las
principales clases de metabolitos secundarios, derivados de la fenilalanina. Existen derivados
fenélicos, como el fenol mismo, fenilpropanoides, derivados del acido benzoico, flavonoides,
taninos, lignanos y ligninas (Shahidi and Zhong 2015).
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Los flavonoides son pigmentos naturales que protegen a la planta del dafio producido por
agentes oxidantes {Aherne and O’Brien 2002).
Los compuestos fenélicos son esenciales para el crecimiento y reproduccién de plantas, como
antipatégenos, pigmentacién y como atrayentes de polinizadores, protegen a las plantas de la
luz UV y son antioxidantes naturales (Shahidi 2000).En acuacultura los alimentos acuicolas
son adicionados con microorganismos y polvo de plantas medicinales para combatir
enfermedades virales y bacterianas en camardn bajo cultivo ((Aptn-Molina et al. 2009;
Flores-Miranda et al. 2014a; Flores-Miranda et al. 2011; Flores-Miranda et al. 2014b; Isidro
Campa-Cordova et al. 2011; Leyva-Madrigal et al. 2011; Luna-Gonzélez et al. 2012; Luna-
Gonzilez et al. 2013; Peraza-Gomez et al. 2011; Peraza-Goémez et al. 2009; Peraza-Gémez et
al. 2014).
El registro US20080073470 (Ferreira 2009) se refiere a la capacidad como colorante de A7,
tinctoria.
En M. tinctoria se ha determinado la presencia y tipo de flavonoides presentes en su corteza
(El-Sohly et al. 1999).
En M. tinctoria se ha demostrado la capacidad antioxidante de sus chalconas glicosidicas y
flavonas (Cioffi et al. 2003a), como antibacteriana (Lamounier et al. 2012; Cioffi et al. 2003b)
y como antifingico (EI-Sohly et al. 2001).
Dentro del género como M. pommifera presenta actividad antioxidante en sus isoflavonasy
compuestos fenélicos (Fatnassi et al. 2009; Teixeira et al. 2009),
Pero a diferencia, en la presente invencién se propone la invencién de microencapsulados con
extractos alcohdlicos de compuestos fendlicos de Maclura tinctoria como aditivos
antioxidantes en el alimento de camarén no limitindodes a otras especies de cultivos
acuicolas.
La aplicacién de los microencapsulados incluye su administracién mediante soluciones,
suspensiones, liquidos, extracto seco, gotas, puntos, elixires, polvos, comprimidos, capsulas,

pastillas, tiras de pelicula, jarabes, cremas, inyecciones, pomadas y geles.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Fig. 1. Tlustracion de las caracteristicas del polvo (la y 1b) y morfolégicas (lc y 1d) de las

microcdpsulas de corteza de M. tinctoria.
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Fig. 2. Diagrama del proceso para el procesamiento de pulverizacion, secado y caracterizacién
del perfil fenélico de los materiales vegetales de M. tinctoria.
Figura 3. Micrografias de barrido electronico (SEM) mostrando la estructura externa de las
microcdpsulas a 500x, 1000x y 3000x. 3a).- ES; 3b).- EFO25 y 3c).- EFO50.

DESCRIPICION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a microencapsulados a base de extractos alcohdlicos de
compuestos fendlicos de Maclura tinctoria mediante secado por aspersién, y su uso como
aditivos antioxidante en alimentos acuicolas de camarén y no limitado a ofras especies
acuicolas bajo cultivo o ganadera.

Dichos microencapsulados se caracterizan porque se comprenden de extractos de material
vegetal comprendido del grupo de frutos maduros, frutos verdes, hojas, raices y cortezas
(tallos), o una combinacion de al menos dos de estos, preferentemente corteza (tallos) y hojas,
de Maclura tinctoria, con tamafio de particula entre 3 y 23 um. Dichos microencapsulados se
carcaterizan por tener una concentracién de Fenoles Totales (CFT) de 165.14+1.04 a
404.16+1.54 (mgEGA/g dw), una concentracién de flavonoides totales (CFT) de 53.09 + 1.45
2 93.54 + 0.97 (mgEQ/g dw), de taninos totales de 19.11 + 0.72 a 28.44 + 1.66 (mgECA/g
dw).

Dichos microencapsulados se caracterizan porque se comprenden de extractos de material
vegetal comprendido del grupo de frutos maduros, frutos verdes, hojas, raices y cortezas
(tallos), o una combinacién de al menos dos de estos, preferentemente corteza (tallos) y hojas,
de Maclura tinctoria. Dichos microencapsulados presentan un contenido de humedad de 4 a
5%, una humectacion de 1s a 5000s, un tiempo de disolucién de 1s a S000s, actividad en el
agua menor a 18:W), una higroscopicidad menor al 15%, una fluidez (indice de Hausner) de
1.5 2 2.5, una comprensoibilidad (indice de Carr) de 35 a 52% y un densidad de empagque de
4526.5 (g/cem’)

Dichos microencapsulados se caracterizan porque se comprenden de extractos de material
vegetal comprendido del grupo de frutos maduros, frutos verdes, hojas, raices y cortezas
(tallos), o una combinacién de al menos dos de estos, preferentemente corteza (tallos) y hojas,
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de Maclura tinctoria. Dichos microencapsulados presentan una actividad antioxidante
menores a 12 DPPH ICso (mgEQ*mL™"), 5 PFRAP EC3sq (mgEAA*mL1)y 7.5 TAC
(mgEAG*mL™).

Los extractos fendlicos de Maclura tinctoria fueron obtenidos a través del proceso que se
describe a continuacion, dicho proceso consta de las siguientes etapas:

1. Obtencion del extracto
Los extractos del material vegetal se obtienen en consistencia cruda sin procesar, seca,
triturado o pulverizado después de un secado Las muestras secas se pulverizan con una
licuadora doméstica. Con 5.5 g de cada muestra se maceran en 10-80 mL de metanol (50-90%,
v/v)de 12 a 24 h a temperatura ambiente y en obscuridad total. Los extractos resuliantes se
centrifugan entre 6000 y 10000 rpm de 1 a 20 min) y se recuperan los sobrenadantes. Las
pastillas de la centrifugacion se reextractan con metanol (10-30%, v/v) (Almaraz-Abarca et al.
2007) (Fig. 1).
Posteriormente se resuspendieron y almacenaron en obscuridad alicuotas de cada extracto en
etanol para llevar a cabo seis distintas pruebas por triplicado: concentracién de fenoles totales,
flavonoides totales y taninos condensados; ademas de capacidad antioxidante por reduccién
del radical DPPH, reduccion de molibdato y reduccién de fierro (FRAP).
Los sobrenadantes de cada extracto se concentraron a sequedad para llevar a cabo la
determinacion de los perfiles fenélicos y sus concentraciones, mediante la obtencion de
informacién estructural e identificacion de compuestos fendlicos en el equipo HPLC-DAD (da
Graga Campos and Markham 2007; Almaraz-Abarca et al. 2007; Mabry et al. 1970). El polvo
fue analizado y se obtuvieron los valores éptimos de Actividad de agua (aW), Contenido de
Humedad, Tiempo de Disolucién, Tiempo de Humectacién, Higroscopicidad, Densidad
aparente y densidad empacada, indice de Carr, Cociente de Hausner y Angulo de Reposo.
Estos ultimos para determinar la viabilidad en el manejo, transporte, almacenaje y vida media
como aditivos antioxidantes en el alimento (Fig 2).

2. Preparacién de la suspensién
Las microcapsulas de extractos fenolicos Maclura tinctoria se mezclan como componentes de
100 a 200g de polvo de corteza diluida en 0.5 a 1.5 L de etanol al 20-80%, se agita de 12 a 24
horas y se remueven los s6lidos. Se filtra con un tamiz analitico con una apertura de 50-95um

y se resguardan en frascos ambar.
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Se prepararon las emulsiones homogenizando, con un secador por aspersién ultraturrax a una
velocidad de 15000 a 28000 rpm, 0.5 a 1.5 L de extracto de corteza de 80 a 130 g de
maltodextrina, de 1 a 140 g de goma ardbiga, y de 0 a 70 mL de aceite de pescado.

3. Microencapsulacién
Con un secador por aspersiéon ULTRATURRAX®, en un rango de temperatura de entrada de
100° a 120°C y de salida de 70° a 90°C, a una presién de automatizacién en un rango de bares
de 0.5al.1 bares y una velocidad promedio de alimentacién de 10 a 20mLsmin™
proporcionada por una bomba peristaltica, con un arreglo en paralelo y una boquilla de
aspersion de doble fluido con un didmetro intermo en un rango de 1 a 3 mm, y una velocidad
de 5000 a 15,000 rpm.
La presente invencion de dichos microencapsulados de extractos fendlicos de Maclura
tinctoria tienen un contenido de humedad entre 4 y 5%, humectacion entre 33 y 50 min, tiene
tiempos de disolucion entre 50 y 100 min, una fluidez (indice de Hausner) entre 1y 2.5, un
angulo de reposo entre 13° y 25° en base seca.
La presente invencién de dichos microencapsulados de extractos fendlicos de Maclura
tinctoriq tienen una concentracién de Fenoles Totales entre 11 y 68 mgGAE g! (Acido
gilico), de flavonoides totales (CFT) entre 11 y 71 mqEQ g (miligramos equivalentes de
quercetina) y Taninos condensados entre 7 y 11 mgECA g (miligramos equivalentes de
catequina).
La presente invencién de dichos microencapsulados de extractos fendlicos de Maclura
tinctoria tienen una capacidad antioxidante entre 11 y 68 mgEQ mL™" (reduccién de 1,1-
difenil2-picrilhidracil 6 DPPH IC50), entre 11 y 71 gEAA mL"(Potencial Reductor de Fierro
6 PRRAP EC50) y entre 7'y 11mgEAG mL™! (Actividad antioxidante total 6 TAC).

Los microencapsulados a base de extractos fenolicos de Maclura tinctoria se caracterizan
porque se usan como aditivo antioxidante en al menos el alimento para camarén cultivado,
mas no limitado a otras especies acuéticas culivadas o ganadera, ademas de ser aplicado a la
necesidad del mismo pudiendo ser aplicado, mas no limitado, en soluciones, suspensiones,
liquidos, extractos secos, gotas, puntos, elixires, polvos, comprimidos, capsulas, nanocapsulas,

pastillas, tiras de pelicula, jarabes, cremas, inyecciones, pomadas y geles.
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Opcionalmente, los extractos del material vegetal se obtienen en consistencia cruda sin
procesar, seca, friturado o pulverizado después de un secado. Preferentemente, se sugiere usar
productos fabricados trituradas o pulverizadas, después de secar.
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REIVINDICACIONES
Habiendo descrito suficiente mi invencién, considero como una novedad y por lo tanto
reclamo como de mi exclusiva propiedad, lo contenido en las signientes clausulas:

1. Microencapsulados a base de extractos fendlicos de Maclura tinctoria mediante secado
por aspersion

Los microencapsulados a base de extractos fenélicos de Maclura tinctoria caracterizado
porque los microencapsulados son de extractos de material vegetal comprendido del grupo de
frutos maduros, frutos verdes, hojas, raices y cortezas, o una combinacién de al menos dos de
estos, preferentemente corteza y hojas de Maclura tinctoria, con tamaiio de particula de 3 a 23
pm. Los microencapsulados a base de extractos fenélicos de Maclura tinctoria de la presente
invencion tienen un contenido de humedad entre 4 y 5%, humectacion entre 33 y 50 min, tiene
tiempos de disolucion entre 50 y 100 min, una fluidez (indice de Hausner) entre 1 y 2.5, un
angulo de reposo entre 13° y 25° en base seca,una concentraciéon de Fenoles Totales entre 11 y
68 mgGAE~g"! (Acido gilico), de flavonoides totales (CFT) entre 11 y 71 mqEQeg*
(miligramos equivalentes de quercetina) y Taninos condensados entre 7y 11 mgECA+g"

! (miligramos equivalentes de catequina) y una capacidad antioxidante entre 11 y 68

mgEQ mL" (reduccién de 1,1-difenil2-picrilhidracil 6 DPPH IC30), entre 11 y 71 gEAAsmL~
!(Potencial Reductor de Fierro 6 PRRAP EC50) y entre 7y 11mgEAGemL" (Actividad
antioxidante total 6 TAC).

2. Los microencapsulados a base de extractos fen6licos de Rhizophora mangle de la
presente invencion son caracterizados porque la conformacién estructural de los
microencapsulados se realiza de manera preferencial al mezelar los extractos fendlicos
de Maclura tinctoria con aceite de pescado ultrapuro en rangos de concentraciones
entre 0.1 hasta 70%, goma aribiga y maltodextrina a una concentracién entre 80g/L y
150g/L. La fabricacion de las microcapsulas se realiza mediante secado por aspersion
con un equipo ULTRATURRAX®, en un rango de temperatura de entrada entre 90 y
120°C y de salida entre 70 a 90°C, a una presién de automatizacién entre 0.5 y 1.1
bares y una velocidad promedio de alimentacién entre 10 a 20mL/min proporcionada
por una bomba peristaltica, con un arreglo en paralelo y una boquilla de aspersién de
doble fluido con un didmetro interno entre 1mm y 3 mm, y una velocidad entre 5000

rpm a 15,000 rpm.
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Los microencapsulados a base de extractos fenélicos de Maclura tinctoria de la
presente invencién estdn caracterizados porque se usan como aditivo antioxidante en
alimentos para camarén an acuatultura, aunque no limitado a otras especies bajo
cultivo acuicola o la ganadera, de acuerdo a la necesidad del mismo pudiendo ser
aplicado, més no limitado, mediante soluciones, suspensiones, liquidos, extracto seco,
gotas, puntos, elixires, polvos, comprimidos, cdpsulas, nanoc4psulas, pastillas, tiras de

pelicula, jarabes, cremas, inyecciones, pomadas y geles.

. Los microencapsulados a base de extractos fendlicos de Maclura tinctoria, de

conformidad con la reivindicacion 2, estin cateterizados porque, opcionalmente los
exiractos del material vegetal se obtienen en consistencia cruda sin procesar, seca,
triturado o pulverizado después de un secado. Preferentemente productos fabricados
trituradas o pulverizadas, después de secar.

Uso de los microencapsulados a base de extractos fendlicos de Maclura tincroria, de
conformidad con las reivindicaciones de la 1 a la 6, como aditivos antioxidantes en
alimentos acuicolas de camarén, mis no limitado a otras especies de cultivos acuicolas
0 ganadera.

Uso de los microencapsulados a base de extractos fendlicos de Maclura tinctoria, de
conformidad con las reivindicaciones de la 1 a la 7, caracterizado porque son aditivos
antioxidante preferentemente en alimentos acuicolas de camardn, mis no limitado a

otras especies de cultivos acuicolas o ganadera.

. Uso de los microencapsulados a base de extractos fenélicos de Maclura tinctoria, de

conformidad con las reivindicaciones de la 7 y 8, caracterizado porque se usan como

aditivo antioxidante en al menos ¢l alimento del camarén en acuacultura.
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RESUMEN

La actual invencién describe la formulacién farmacéutica de mediante la microencapsulacién
de extractos fendlicos de Maclura tinctoria y su capacidad antioxidante como aditivo en los
alimentos acuicolas. Las microcépsulas de extracto fendlico de Maclura tinctoria, se pueden
administrar como aditivo antioxidante en forma de liquido, pulverizado, gel o diluido en
solventes o agua directamente en los en los alimentos acuicolas para incrementa la capacidad

antioxidante de los organismos cultivados por acuacultura.
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panpounde bt the propagadion of fierradioal iuced foactions atel provide frotection sgund &vesse
puthiogens Macitoa Nioend o epocins It by dessctdrated e antmyeotie, modwing, wbiosidat
propetive Howevey, nio work has beon performed (o dhior whelle thee wolitive depend on the typs of
B, the ghwnolic comeonteation or the tpe of phenciie compoude Wa nhtased the bosl phsndie colert
CTRE), Wotal flavonands (TR, condurmd tandine 0T aod ands ofs dak capactty of' oxwaets frem fruite, bak
wd loaver of & mhctoria and we sseasad 1f thase values se comlaled with the pland stnscuen oo e
Tosadisn The TPE, TRC and T content camd batwenn 414 16 and 105 14 m g Az dry waight (dw), 93 54
ard 4338 meEQ/g dw, 4133 @d 1911 mgE AL de, emparavely 4 33 phenalic sampounds wees fourd
wnd {mporiant uamos depandent And Qo aphecal acigine Seomealert van dlond wate veererd. AC with BCy,
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Tatrwductitn

Mzl tirdorie (L) Blaud, (M )15 & decsducus, checad and aven perenal adb aredd e

4 dry sd wat wopical regions, wid tun be found o Mexks o Avgeiing Sy 2001)

To Miicw it is dateiubed o e negron of he Pacitic coust fvan sowmbenstern of the Gulf of Califoenis snd
ko the ouat of the Fulf of Metten, Thus tres grow s ot e Paoic woustal plun at s Tev ol to ety 500
maltifude m e tropionl deociducss faneat Mavem {995, Readewale 1978

M, rincrors it (g used as

ood, Tk, lexvas and fuilo sre wsed ae busiding msterial, mtraction of dyes,

# and feed fn menl anenr CRaiict and Arvige 2015 Yotome of ah 202 Their loaves and frids ar

food 2oures for o wids apsaty of woldlife much a2 binds, monkeys, cunte, sarmosety, hate, wid hoses and

even erabs, plug foral domestin animals muh ag cluckens, cows, teeres, deakeys, goats and pigs (Arngiren er

e Haerashns

psirgnsBanarms ef of, 3008, Chvves an

1900 1t s alpo uned  tnehitrenal mediane by wliarare theoat

bsidoz intacticn and tocthache (Hajdu and Hilmany 2013

Divmeve dudies bave shown G tany planks ounbuen ciemical camponds sl biologivel wstivilies that exent
dufinsd phiysislogionl effeite on vells Ameng Wne shieimcul compounds U polyplnsly ane rslvant w
sevondary cietbolites due bo thesr duffaon: solons s e ace pullnntes sthodants, phytorlenay ad
probecve plamies agamst UV redmtion, aabionidants 68 uagron 5 dielibion o el 1o (ALnBSEY & 08 &,
2011, Banereo ar 9, 2008, Soliwchanke 3010, Symonowior and ¥alinek 20121 These poluphensls atbasa

gouree of highly available sydrogem slome that sol Iy £ Iz thist cin be ol

within their

chemical stretmre CHanatole] ez @i, 1994) They act ngainat othar kind of frée mdienls rastive orygen epaciee
CEOR, vk ae the superosids aniom, Ty deory! radieal and hydrogan parcstide Thess are pant of & wide geoup
of mghiy reactive chamiial species thar onn aattse amdative damsge 1 esliular salostlen musk a2 DINA and
RNA and implieazed o1 the abnligy of vary dvsrse patholagies i nabare (latliwsll md Quseradge 19903

It se an worsatad intarast in tha resenrel abcot the antioxidant and chelating campetnds in plast exteacts o
bt e propagstion of Seesadical widiesd senchicny of metal shetadin (Al o ol 2015, Minsella i ol
195¢, Eygues Fastor w ol 2015, Townow e af 20153 15 melaticn Lo abovs, provisue tudins w M. cncsoris
dusonateated Qe ool selivity und b ui ne shiwno-pravertive sgets Glopluns il Slapp 2012,
Lawicunier of 2, 2002, Oyaria of o, 2013)
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Folyphenols in plante act agamst free radicals reactive kygan specias and the phenslic compound contant in
M tinetarts erivadts ane Gandidies s sullozidiets poysoes, Howevs, 5o wosk i this spevtes shows whellier
Bz penclisd wetivities depend o s type of tisow, Uw phaiolic eencatadicn o the Ype of phaicie
sompoundy Hance, te objasve of this study ddermunes whether e tote) phenobic convan, e flavanids,
the condanied Laons o tue phanolic conpostion wlluence De wboxdus and dielalng adwily of estrts
ol the Buust, bark and leaves of M. chueoriy

Matecils und Methads

L1 Bivtuglent Sumpley

Samglos of bark, leaves, and groo fustn (with seedd) ware chtamed in auguat 2012 from 20 reprodueing
plarts, ter wers fom tho perennzat tropical forest of the state of Carnpache (127 3¢ 320 17 and 90° 22 32°
W GFig 140 tnd tert from the teopical deciducns fovat of Culiatm i fhe ibes of Sinalen (24° 524239 W
Ak 107° 177 47 5 W) cFig (B Samplor of the mpocitens were previonsly identified by apaciatined
pwcenael of the hersaeia of the Linivarsity 5F fampachs (ICAM and the Amanemans Universty of finalan
and th vaucnarg of e spetimens waes dapezited i tna CILIREAEango herkarim with ta 2anial sumban
RN, WA, B8URE  Afar thew elinchion, s les were banmerted i n cold and darke resipisnl o avord
thele emiation Once, 1 tha Inbambeey, sampine wars dehydmead, pretactad with iswspaper at lags than 40
A w bekassent Jrver The dined gatnplas v pubisioed s Homshold blader Sunbeam, T8, 2 5 3 of
e resilitag pomtdnr weve acerated in 50tk of methiied (0% Moclires were agitabed m datiness for 38
B to oblai the crude wstracts,

1.2 Phwnotic content

Total phanols wers deteriined by e Foln-Ciooalles method @ingleton o ol 19609, Sngleton snd Bogst
T, axing 250 phoof aide adract, 2500 1L of desnized watar, 125 uls of Fojn reagent (S 1grmat and

5 L, of Nsgo0s (Frrmond

e assay iube The nustue wus sgitabed and [# o rect i dagess for 200
Alberwands, the dbrochisos of suples way rasd al 760 mn 0 o sputrophabiraster (Optiten® POT UV VIR,
Fpecten Smviowe Ineh A dandad cuve wag prvpened (fow=0472. 01087 [gallic acid] convlaticn
soollicia rm0 2942 wilh gallic seid (Siaad) ot diffent concetrations (0.5, 1.0, 1.5, 3.6, and 4 9 gl
Abzorianios valuz of the snnples wore subatiuted i the eguuian and the ovtained rouks wens wdpasted Lo

the usad dilition fctor and axpeesesd as milligramn equivalmts of gallic acd/z dry weight GmgEca/g)
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Tetal evoncids concentration was dstemmaned fallowing the method described by Chang @ al (2002 An
lguol of 50 pL o the crude sxtract wis uxed wili 9§00 uL methandd and €0 WL ALQ Peugent propsndd
With 0.5 g A (Srgna®) rased widh 10 mb 1009 methusiol Buwa®) The nustay was sghased wid the

st sarbanee Wi vond dondinely 60425 tan A Qalibraticn wut s (=006 140,00 19 [queratin] oarelation

coslluient 09905 wis sensmticted wath dilfersd queem Bigma ®) sucettations (0,425, 125, 2.50,
S0, and 10 ugdnli The shacrbance vakies of the ssmples wars mbadured in the squation ard results wese
ndqurted 1o the e dililon faeson, and enprecsed ao walligram equvalents of quercetin’y dey et
emghiy/g dw)

Condmrad tanning were dotseminad with the Millunen- Tl C198%) mathed, hy mising 50 il of the smda

extract in a0 assay nibe with 3 % sl of 95 varndllin (Tdonies Quirnioa, Meaieo) prapared with methanol and

7

15 eoneentrated HIY (Ealosrdh Tha madure was apttated and )t 1o want o darkness of rocen

tevperatire for 20 mim, then, ite Abmerbaeos was rand o SO0 A culiBralion ourve (A g 01280 0320
[intechim ceotalition cosificiant rd J544) was pres aved with diftarent catsshin (ligmam®) coneetnations
(050 aud 10 pgial.), The sbsbmice values of the sawples ware sbstilited o thw suushon, adushog e
pwuills b e wsnd dilutton facter, wid axpresaang M s mlligram equivalants of vabeihine dry weight
GegBCAL dw

1.3 Phienol cangpusition

T phasicl ¢ampontien was deteanised using aliquolz (100 WL of sech wetract (eancenttaied b dnmess and
Predisselvmd i 5 il s, grude HPLC (Baker®) by o grahent wsthiod of KELO.DAD «Canpos and
Dlarkbann 20075, o & Perit: Bl Satiws 200 HPLE wnd » Parkin Eler Browidee Axalytiinl €18 ol
6 250 mm, 8 um) by an acidified scetonitrile-water gradient Wake (2 altar®) adjusted 10 pE 2 5 with
arthuphophone acd wag the selvent A, and acetominile (B aka®) vas the solvent B, tred seconding o e
following gradient. dasing with 1000 A, decvang to 1% Hver the naxs 12 pin, 1o 86 cver the next ©
i, 4 67% avar the nast 12 min, 10 5786 owor e st 10 min, and hols at thi level until the and of the 65
mie asalyzie Specteal data for all peaks ware regictaced In the range of 200400 om using dinde army
Anestion (Periin Elmee deres 3001 Srustansl nfermation of e messlvad sompeunds was obuained by
comparison of thew retention times, UV moctes and seme standaeds oblained in Apin <Chemicals Landed

EAbmpdin, Caon, UK caflee woid P 53 13, Ames: 2358, 29%sh, 148), pcanmncie aerd (BRI 37,2, Aoax.

hilpiime. manusoriptoentral ocom
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283sh, 306), quercetw (KT 47,08, i 245, 268k, 29950, 1700, quercitew (querestin-3Oshamneeide, 51
36,34, Anws. 295, 24k, 285, 348, mann (RT. 454, Xenas. 258, 261sh, 298sh, 359), hesperddin (BT
3534, Musx. 284, 335280, and narogenas (RT. 52,25, Auax, 289, 3355h), wnd frow they spentos) panaieny
sezunditug be the informabion comp ied Yy Mitry & al. (1990) und Cang o and Markham 20073

L4 Autioxidunt capaity

The DEFE assay i o oL the e Sequenlly used beale owing w s s lvaty and for proding nlormsion
i the aetivdy of the atrscts tested withi fros slable radicals Thie avssy 10 bawsd o the ezt of e
reducaig capab ity of antivkidants lowwed DRPH Fror o of, 2006)  Antioxidanl aetvity was debseanised
uting the soble froe radwal 22 dighewl ! pieryihydesey! (OPPH) acoording %0 Brand Williamis @ o
(1295), dilutmg 00062 ¢ of powsared DFPH (Sigrmad®y in 100 mlof metiana]. Aliguote of 1000, 750, 20,
P00, B30, 820, P00, 730, and 700 WL of thavengent worn aupplenmtad with alfiquols of 0, 10, 4, 100, 150,
FE, 200, 380, and 300 WL of the extracea; eapartively, The nixtueas were inoubited undar agitatien in
darovenr andd shrorbora was cond st 513 nmrafar 1 min The amwnint of favarclds in sxeh szract nasdad ta

decriate by So the nmal sevestmbon of THH () war sdtaned by conpasng the DPFR

conontabin s m 4 rangs bebwaen 10.6 bo 160 pp/mll agamt $io twono wonlmtions of the extracts
DR 8 calibraen eures (A 115008 14 [ quescatis | sorrelation essflictent e 9376) The rasihs weer
repieled ad naillgranm squivalsite o querosan g allilibrs GogEQint).

The snouda wetily o polassan fevocpmide teduclion power (PFRAP) war deterimutied by tae
sttiod of Oz (1986, with wene wodifiesticns Buetly, 0, & 25, g 50 aL of e songls wae
sigpheriented With 75, 7, 50, and 25 pL of 1000 nwthine) w sz tobee Adterwards, 550 UL of phivsplats
buffier (9.2 B, 9B 6 € and 1250 UL 30 v of polassiun tarrocyanide Formentd) were addud v exch b,
mebaing e ks n i thermobluds for 20 min WL 50 °C (Thermolyne® Ty Bath DE2013S) Surples
wene cooled o darkmess a room tetng aratire, then 1290 UL 0.6 M of wichilorokotc acid Montermig®) way
added are bz wars oemtrifiged (Remlon 221 6MK Laborsaatinik, Semang’ for 10min @ 2207 rpm 3129
S Aftarangede, 624§k of the Sipenatant ware talsen and mized with 424 pL of dacaizad watsr and 124 4L

S miof forme shionde (Mol Adzamance Tas pend gt 700 ne A calidestion curen (A 0711

[aatwehie aerd] comoletion contfictant pai 994 was peaparad wien four connentraticas of axsthio acid (10-

hitpuime maousariploentral com {alis)
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40 Pk combinad with a volume of methanol i onder toreach 1k Ay finsl volums) The remls were
anprassed ) beern o EDn a8 tailligase equi s aite of sscable scdml GueEhainl)

Total wbiomdua capacity (TAD) wi deturiined by W wolybdabe VI raduchion b siclybdate ¥ mathod,
Fulbowing the provsdure devoeled by Prito ol al (12980, 100 kb of snple wers mixed with 1000 pL of
molybdaty eelution i Eppendord bubes aud incubuled m o therablods dunng 50500 68 33 02 Alflar woling

AL roorm tangeratune 1 dariviens, abeorbance Wis read 3 95 frn A calibmbion o (Rawed (7200 0747

acid} covelation coofficient ) 9473 was propared with diffevent concentmtions of gallic acid
betwesn 0%, 10,25, 50,7 3and [0 mghnl The absomancs valuar of the zample wers suhiteed in the
aquation, st swesa adjusted to the uma Siiien factar and exprensad g milligrse oqmeatonss of gallie
acidanl, (g dAmL)

1,5 Staetstical anniysie

The onalyze of the vetnl phasols emtene (TTCD, tta! Flav cnonda (TFOY. aendanted sinnins (CT3 sad
anfiemtdant capacity by DIPH, FFRAF snd TAT wrers anaiyzed with the UPDED (ver 20 01 gofwars, aad
crprorzod 63 avermzes & mandind dovistion UMIY, perteming o cneowey AROYA bt Ditfseanoer in masne
with s p< O wote conadersd siabntically spmbicant

Remuits

3.1 Concentrutivns of Tzl pliviuss, Towd Flavouoids svd Condsisd Tannbis

The difareacee sty TRC, TRC, wd O7 wilh bespect Lo their ssisplé soursn wers Zabistally sigificant

CAMTOVA @< 057 (Table 1) The avetnge bkl phvssoly coucndration swae figher m QRS sty A4} & 15
W AL Sre whares: e BO ettt dlroumad e ol e concntration (1654 0 mpBGAg dw)

rt the cther side, the highest total flavcnonde soncentration wae found w the L0 wetract 3.9 0.9 mgly dw,

whsroas the GTE wiract showed the lowaol eoncentubion with 93,09 & 145 mgdg dw, Regarding condensed
tarmites, the LC extract showed the faghest coneentzulion (29 4481 S€ mgBC Al dw), whemas the LS extriet
thowed e lavwast concontration (9 =0 7 mglg dw)

3.2 Phenotte Conpasition

By mown af HFLD DAL anslyan of evary oxtract nw shtematoprams were obtained Thao phenolis

compennds digtibution over analyais lime 1o chaavad on each oo (Fig 2, and the @ruchenl mformation

LET (i), A ] wiacsmacee 1 desceibnd 30 bable 2 Acorwding to lve spactint dala s least 33 phiey

-+
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compownds were revealed: twelve were phenoliz acids; nine wers flavoncids, ameng them two

ghyvosdsg, bwo

3.0 glycostdes, and four quercelio. 3.0- gycod des, four were
ditgrdroflavenaids, aod four were flarcnes one apgenin gyooside, teo lutsolin gyvosides and ozme

ahrysoericl gyvosids; besides one Alavnal end other fhroe phenlic campounds that could nal be i dentified

GFS

The highsst divessity in compozition was obiained from GFC extrast with I3 differsl compowds and the

wirwcls withiead diversity wers OFS and LS with 5 vompounde exchi cew, The compownd mowt weed by ll
1he phenclis acids followad by Quereetin3- O glyonside) and dibyde oft evanoids.

33, Anthexiant Capacity

The highest antioxident capasity (IC4) by DFPH corsoapotded to the bark extoact from Sinalos (BS 11,06

mEQiL), whereas thy OFS sxtradt showed the Levt (67 03 mgBQ/mL). On the other band, the eiiosident
g
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astivity by DPPH raduction for each exirect inoreased in the following order BS<RC<LOSGRO<LI<GRS.
The LC wiract showsd the highsst ankioxicant capuaity (ECy) by the PRRAP aay (464 mgidamL)
whereas the OFY extract prosented the least antionident capacity (70 40 mgEAA/mL), The inceessing ordes
try PRRAP was 1.C<BOSOFCCBI<LE<GPE The highest total anting: dary, vapavily (CAT) corrasponded to
fhe LC extract (2443 mglOAML), wherear the lowest was for the BC extract (7.04 mgEO A/mL)y. The
deovoasing order for TAC wan LOYGFS<HIPCSLI<BS<BO. The dfferences in the anticridml cepacities
amang ihe thee cethode of asalysis (DPPH, PFRAP, TAC) with respect to thelr extraction sowes weze
statistically sigrificant (ANOW A, P< 6.05) (Table %)

The reltionship betwsen ths antiotidant capacity by DPPH, FERAP and TAC with the concenteations of
TPC, TFC and OT wae modmats oaly betwesn DPFH-TPC (s = 0.7196) and TACGT (r = 11.7364). On the
athaz ireatmente there was o0 coerelation.

Discasion

Plenolic

0 are oft duced and In subepidermal tismies of plants exposed 1o aress
d pathogans attack; theit canzentration inside 4 Lsae dipends on the ssasee, asids from it grographical
distribution, and could chaogs dusing the diffesent developental sages (Dxvigit ot o, 2007), The TPC in
geen fruits of 2 dretoria sgrees with the remdts ciained by Jokopi ot al. (2009) ins egleams ragia and by
Lehbé &t o (010) in Purica gravanm, Highar conceszeaion in green ity ae cbialned in the GFE and
GFC exteacts, i dus 1o the conaentration of teatina in eady sagee of devdlopment (Bim of o, 2002), a 4

ey wied by the plant to maks i less Miractive to hachivores (Jordano 20003 The megnitude of sola

A e,

irradiance and watar supply infl ida and in plarts (Agati
o Tattind 2010; Babueral 2003). M. tirctoria vamples from Sinalos showed o highes conceskration in total
phenols and i selated to the tighes UV-B cadistion (Solantyorio 200%). [ addition, the TPC in the BS setrant
v mar-tione s i gher than that reported by Lamowrnier et o (Q012) for the wabse-mathanol wizset of the buk
of the sune suevies Found m Braal; wheceas for the BC satract the diBfesenoe amourted up to 4. 7-limesln
ihie regard, S0t phsnale conventrdicn (TPC) in 8 forckoria ie higher than Salvia bmartosa and Citrus
sitensts (Dinoes o o, 2013, Zullcifli er &, 2013), Acavta pawmesicein wnd Solavaon nigrum (Alsm o af 2013,
Raenli of of. 2011), Kendelia candel and Riscphora mangls (Lisng-Lisng et o, 2010) thess two last known

fox thwir high pol Higher 1 wete obtansd in LC aad BS this

9
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Featurs 12 due to the fact that platts cancentrate thage compeunds a2 3 pretaction i Leaves and barks, & which
vacuolar favenads eoratdute & secondary anbionidant systers thal Lesceons sdivated by UV rsdigtion,
Urowsitig aid palhoga (hgalt a o 2012, Agali ¢ ¢, 2013, Agat and Taztite 2010, Ingeresll o al. 2010,
Julkwnien Tito e ol 20080 Motwithstardug, studies Cocussd cu the physclogeat vole of Ruvonnds i A
ipictari are needed, smce tus tove prevets anilie onvenirations it dulfevend Tuliteder and solar inudincs
salung

Phmolic acds and Oavcnols Hke Cuiercotin 32 glycoside and Maemp ol 3-orglycoride swere mainly
acruminted in grom fruits, thiz aould be cemilt of miting young fruit with saasenings ones The fruite chows

diftermt chemien! compatition &t oach tage of T poing from high of polyphemals,

groteins, lipids and acids in the eariy stages 10 the apposite during maturity (Aydin and Kadoghy 2001,
Fawale and Opaen 2003, HokpAssangs ¢ af- 2011 The mtracts mused the componemts of 2l e fnids
ollwctad anndig i the sme S B phenole compeetion O e dber b, diyaedlovanoids,
KD play A peatestive tele agang vanous paiiiogeht of wood and batk, ware fand anly in the bak of
st ctoris of Dol Bualew and Campedi Tlag agtees with Sofl € 4l (20000 sod ElLSobly of ol
{190, wharee vipurled S pravae of ewe wod fowr dilipdeotluvonows o the bk of e sane speses. The
wreventcn of toavs wompeaunds shearty aidicats e spegtiic Gaetion w the tesw D piults sugpnt that iy
phened ootapesiion of e bk of Wus spevies 15 e corp len wnd thal, bemdey diydnofuvaioids s
flavonss, some phensiic aoda and Mavonoids, like quarcetin 3. U-glvoseides, may be acowrmuland
Romarzable differences in i phancl eumposition betweeri the wemplis froem Simloa and those from
Citarpache weern found and phanot profilas have heen raported ag relevant ohero markess at apcific and
irtmspecsfic leval (Almaraz-Abar or af, 2013, Vit er ak 15951 These differsnoss found betweon the

amplas from Binalos and Campeche, which balong b the sama asien soecriing b & maphalagical bang,

emotypes Mevedhaless, mee didisn Sooussd in the chemodypes
snld be earty 010 dafine which o are prasent in the A mnctioria phenolic extrets

Fhimsoli cotmpouids possess stitioxdunt actvity end such activity i fiie sabyswl extracts s dus bo Sus typs

of worpaunds (Tepe ot @l 2006 wlush dow to their redus properties, they play an woputant sole m the
absceplion id seulshization of Bee cadicals by decoriporung peraskde snd bolfaug the ceyasts atglst s
plet states @heng wied Wing 2001), The hisgher anticstsduil capavity depioted by the B8 extrat tirough

10
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DPEE reduction concides with previcus fiadings n i, tmetorse bask (Lamounter ot sl 2012), a2 wall az in
oiar troposl Wiebar species (Suldbiea and Backer 2003, Wang & el 2000) and this could be  diwasly
velaled Lo the prasenice of phetiolics woids @il Davancle in the stmct CAgeounoodhy of @l 2008, The
antinidant capacdy detartnied by the DPEE mihod coelated rooderately (yes 328-0 1565, r= 0.719¢)
W TRC, bub oot with e TFC ad CT conventralions. The LC duawed the lughed concurtratives of TFC
nd TS vamden the higheet aatiovidant aspacity by FEAT and TAC The antioxidant capacny by PFRAT and
TAL e veluted to high concentmtions of flavenods aoid condemsnd tanming in leaves exirscts Cuiang-Lisng o
al 2010 Zhang and Lin 20055 Thanen mintienzhip among cenzensations of TRC, TRS, CF and reducing
aoneenteation of PFRAT n rions of tha aanes and ae o tha selaticnehip betwaen the soncantmitsons of CAT
and TR, O and TFS thers was only 2 moderste misizedup batween the latter and CAT (pad 2406~
GAINER, ) FRE8Y could ba duv bo the phenalic aerd wid quaretin dervattres e pressice of phenoti
wede and quercetin davatises (compounds 2, 4, 11, 16, TR, 28 and 365 eonfers antiozudant vapwelly aven al
lows coneentration that can be congidered x dlear nblusnes by e phanolis compesitien of s exteacts rathar
Wt e sonemieaticn. Zlang & Shan G apd Tanto (1958) reporied (. reachive phienelic lydeesyl

g Ouvenstds wade £

gl Arsterg i 3tand 4 e gillel with o inportast
antiouidant cupacaty. This leure vonstiutes w very elfockivy systin b prevent thw potwstial phitodansge by
unousave Dusms of solsrradiahon G and Musie Bovch 2007, Bughes of ol 2007) mud the humitution of
ROy itiged in celle by ehlorspnylls during p

natvity (Amda 2008, Foyer md Moctor
2000 Tho antictitant capuerty of the exrsety depends on the charnical aicture of the phenole pompeunds
pravent i the exrractz, auch a6 the mevber and losakization «f the hydrezyt sreup? in the sags of favonalde
and phenols (Hem ¢ af. 2002, Lamn of &, 19990 This improves the capactty of plants to chelate farme lonse
and eliminate othar ROE (Apmonowies and Kolansk 2017), and tha varation wm the ansiozidint sagietisg
found fer tre diffesent tmaes of A tmetors from ddferent goographical ogin may he assavited 1o
vaviatie, i theie ghenol compoxtion Thess sarae differancas in phenol sedd flwoneid concmtentions have
s reported for celier speees of plants (Barnady-Bensl o) af, 2014,

Canclusiony

Dl gresended we Uus papr shoud Qut slhinol axtonds obimed frim Mudws tmtoria sbibibed

concentisticns o valal plosiols, botad S onndi, s condergsd Lasone that gromte an siticdent cap scily
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withi accaptable rangee Thei concentrations vary ameay the sxbrasts and between the two populstions
Decaise of thiear gevgraphical Recalion, under dullyrent linabe condibsons, souls, wid vegetaticn The msults
prevented of the futs, Jewves, und batk antoicls of M. fingtorns s sourse of phaelie genpoonds s
Havonuids with antiox:dunt capacdy that muy belp and provent dissmees generutod by Eon tadcals bred in
amoegs dung odation of fuod, espenune to UV radiation, o by the consunption of tebseor and alechiol,

Thes wedt mupplios i ortant infzeation on the phmolic nontent, artioxidant chelating capacity of the

etructs ovtained from A, rctore, which by mesns of mimsimable cultivation could become 3 gractical

sltemative az o mvred of idant and matal <halsting
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(Sigunn®), af different concentrations (0.5, 1.0,1.5, 1.0, and 4.5 pg'mL), Absor values betitutedin the equation
andthe results were adjusted o the useel dilition factor s mi equivalents of gallic nci g bark powder,
wnd microcopsiles mgE A/,

‘Total Piavonalds Content ( TFC)

Following the method of Chung el al. (2002) an atiquot of $0 il of extrud wus mixed with 900 1L methanot md 60 ul.
ALY reagent prepared with 0.5 g AIUT: (Sigma®), mixed with 10 ml, of methanol (Baker®). The mixture was agitated
and the sbsovbance wag read at 425 nm, A calibration curse (A=0,0414-0.0119 {guerccting corvelation coctficient
r=0.999%), was wade with dhfferent guercetin concentrations (0.622, 1.25, 2.50. 5.0, aud 10 JgmLY The results wire
adjuzled to ddution fuctor used und expressed uy milligranmy of quacetin (Sigma®), equivalents per s of burk powder
and microcapsules (mpk ey g).

Condensed Uannins Content (CF)

By the fullkennen-"fiitta (19825 methoel, mising 50 jif, of exteact with 1.5 mi of 4% vanillin (Técnica Quimica, Mésico)
prepared with methanol and 750 1. concentrated HC1 (Baker®). The mistve was agitated and Teft to react in darkness at
roou tempersiiee for 20 i Abswbance way teud 8¢ 500 pu A calibestion curve (Asp-0,0128-0.0327 [eatectin]
conelation coetficient r-0 99463, was prepared with different concentrations of entechin (©.40 to 10 paml), The resity
were expressed s milligram equivalents of eatechin (Sigma®), per gram of bark powder, and terocapsules (MgECA g},

‘Total antioxidant capacity (TAC)

Fullowing the procedure of Pricto of ol (1999), mixed 100 uL o samphe with 1000 pi al wolybdite sotution in Eppendort
tubes and i a iy hlack (Th dyne” Dry Bath DE2E125) dhritng 90 min at 95 °C. After cooling i darkness
tvoum fermerature, shaorbince was read ot 695 tim. A calibrafion curve {Ags=0.0729-0,0747 [gallic acid] comelution
coellicient 1=0.9947), was prepared with different conventrations of galtic adld between 0.5, 1.0, 2.5, 50, 7.5 and 10
mganl, Resulls were expressed ne milliginm equivatenty of galtic aci por miltilitre of bark extraet, sud microrapsules
(mgRaA/mL).

Ferrie veducing antioxidsmt power (FRAP)

Using the Cryidzu (1986) provedure with some molifications, briely, 0, 5, 25, and 50 T, of the sample were supplemented
with 75, 70, 50, und 25 gL of 1009 naethianod in wssay tuber. Allerwsids, 550 pL of phosphate butler (0.2 M, pi 6.6) and
1250 it M0 mM of patassium ferrocyanide (Fermont™) wore added to each tobe, incubatiog the mixture in 8 thesmobl ook
for 20 min at 0 °C. Sumples were cooled in dukness af room temperulure, then 1250 L 06 M of bichloroacetic acid
(Monterrey®) wiss added and tubes wece centrifuged (Hermle® 2216 MK Labortechuik, Germany) fov 10 min at 2600 rpm
at 25 °C, Atterwards, 625 |iL of the sipernatant werc takenr and mixed with 625 uiL. of deionized water and 125 Bl 6mM
fermo cloride (Merck®). Absorbance wos tead at 700 mm A calibrion curve {Ar00=0.0711-0.0057 [aseorbie acid]
1-40,9963) was prepured with four uscorbic acid (10-40 pL combined with a volume
of methanal in arder fo reach 1| mlL as tinal volume). The resits were expressed in terms of L as milligram equival ents
of uscorhic weid per millititre of bark extract snd microcapsiles (MEEAA/MT).
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Microcapsules preparation

Theee emuldons were prepaed with homogenizer (KA Uliratmeax® TU8 Basic, Wilmington, USA) at 2 speed of 20000
i a) 1 T bark extract, 112 g maltodextrin DE 10 wd 102 g of arable gu, bn sddition o 25 mT. and 30 . of fish off,
respectively for the microcapsules (E8, EFORS and EFOS0), ‘The waul dony were protecied from light st 12 “C for 12 hto
alfow complete hydmton. The operation condifions of the kpriy dryer equipment (Mobile Minor® 2000, GFA Niro,
Dreanmutk) were carried out b inlet and ontlet drying air temperatures of 120 4 and 60 °C (Adirady, 1903), 0.8 burs of
atowization presaie in L5, LFOLS and ZFOSO respectively, using a pesistaltic punmp (Watson-Marlow, UK, model 5208)
# co-current arrangement, and s dual speay nozzde fhiid with an infernal dismeter of 2 mm (208515 Mobile Minor®, GEA
Nho, Deumark). Sumples of the powders ablalned directly fran the ey cone ware deposited in aluminum bags with alitight
nud stored in v dewicontor Lor analysiv nud use (Pomus of ol,, 2013),

Morphology and size of the microcapsuley

Morpholopy was determined by seanning electron migroscopy (SEM-18, 3D Quanta FEGS, FEI Co. USA) for which
samples wers analyzed uncoated, low vaeuum rclecting imuges S00%, 1000% and 3000% (Bozzola ot al,, 1998), whereas fe
average tize of e microcapsules was delermined by treatment 1 g of ench powder in e particle vize analy ser (Cllas
particle Size analyzer 1000, USA) using the Size Expert VO243* software,

Maotsture content
Wi cletermined by welght loss of | g sample of ench encapsulated at 70 °C for 12 hin o vacim aven (AQAC! method
918,019}, ueing Ihe formala (Fe. 1) of Mendanlia et ). (30007,

0% |.p8|,w.hE I

Whete C9% is the percentage of moisture content, W, is the initial weight of sample and W: the final welpht of the same
sannple.

Warter aetiviry ()

Was detormined in the Aquatab 4T Mecagan Devices T, 175A) using | g sample placed in the measuring chamber in
which a fin, an infraved th that takes the of the mample and dew point sensor fakes the temperatiro
of the wi is locuted Were (Plicido nnd Alauin, 3002),

Hystoxcopieity

Was determined spreading 18 powder on Pebii clishes to allow a witle contact surtisce between e air sud dust, Samples
wete placed in a desiceator ot 23 9 and 76" telative humidity nsing Nac] solution (Carke and (i, 2000), After one
week woro weighed and hiygroscopieity was cafonlatod with the equaton 2

(o)

%

HY% « @)
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Where 4% is percentage of liygroscapicity. o is the smount sample (8). b moidure sample before exposure fo relstive
Tumi ity () and Wy is th inerewse in the moisture content of the powder (5),

Wetting and dissolution time

By siatic welting u described in the FIL method (1985) with some modifications | g powder was placed on 10 mL of
waler. ‘The time required in mimes for all particles inmerse was recorded (Uafanl ef al.. 2010}, The dissolution time was
determined adding 2 i sample in a beaker with 100 mi eapacity containing s volume of 50 m1. of cistilled warer a1 22 °¢.
“The wixture wis stirred ul 700 rpen on u gill with maguelic iniog wing s moguelic ber 2 mm % 10w (Gronla wid
Adamopoulox, 2005),

Bulk denstly () sivd packed density (p)
“The bilk clenalty (p.) ws determined from the mass of dust smples and the volime occupicd by each uncompactod in a
test tube of 10 mb, while the pscked density (p,) detenmined by the maleriat patter 100 Limes 3 o from e sufaee Lo its
compuction uto » 10 mL beaker, Caloulating buth densities was obluined by recording the weight of Hie materials sud the
volune accnpied uncompacted and compacted. fo then splil the sample volumes between the volume occupied by them
{Burwh ef al.. 2600, Nivo Anatytioal Methods, 2009). From the date ohtained from f sd Pe Carr index (€T) wos cal ol nied
(e, 3) 10 evaluate tie Howability of e powder icompresibility sad fiction) and tbe Hausner mlio (K5} (E0 ) (Batbosa-
Canovas of o, 2008, Ganezan ¢ al 1008

(el

0w 1005 o)
A =100 32 @

Angle of repose (O)

Pouring § g of powder nto a tamme to o heght of 10 em from horizental and flat miface and all owed to flow frealy, It was
avessured mad caloutated Ly e equation 5 Morelen et al, 2000):

@ = tan 'Afr (5)
Where ris the rading and A4 is the baight of the formed clister by the microcapsutes.

Stattstical aalysts

All meamtements were perfomied in triplicate and reslis were analyzed with SPSS software (v 20.0.), Values were
expresisod ag mean + stanclied deviation (SD), one way ANOVA test was applied nong with a past hoe SNK test to mean
discriminution. The mean dilferences wifh 2 <0.05 were considered statigtically sgnificant,

Results aod discussion

J00

208
a0
207
208
Fi
210
mn
22
213
24
215
s
Pl
218
219
220
221
222
F7Ld
224
22

227

Phenolic contents
“The differences in cancentritions of total phenols (TPC), total flavonedds (TFC) and condensed tannins (1) i the bark
exiroet wnd the three mi [ wise dutlstically significant (ANOVA 740,08, Tuble 1) with respect to the extraetion
source, The average coucentrations were i gherin EFOS0 and EFOLE and minor in KS, Inclusive BS shows 4 ight decrease
in the concentrations of TPC and TFC from the ordglnal extract, bt a8 for T concentration 1S showed an increase four
fmes Turger thn the original extract, The order of conceniration of TPC, TFC undd €T shaws nscending sequence with
respect to the nmount of fish ol contents: ES <LFO2S <EFOSG, indicating that fish oil confributes in the increasing
of the L o< lezama ¢t al. (2012) the absence of
frachures f the micocspsules, probubly due Lo e tow dying tanp wsed and the viscoelastic snd Mo forming
propetties provided by the srabic gam allow betler pliysical profestion aud terefore tetention of burk extruct snd fish oil,

Anfioxidsni capacity

The antivxidunt capucity depicted by the BS extinct colnvides will previous Gndings in 44 Guctora bk extraed i
populations from Hrazif (Lamoumier et al,, 2012), 03 well anin other species Iike Afriiga alesfera (Siddhurain and Becker,
2003) wnd Solocedriar flmozdns (Wang o ul, 2004), both widdy recoguized by this propaty. The differences i the
e values of st oxidant capacity between the wo methocs of malysts (FRAP, TAC) with respect lo its source extraction
were satistically significant (ANOVA P<6.05) and these values showerd o marked inerease ws the extiact was mixed with
fieh oil, Tofal antioxidant capacity (TAC) ranged from 2832403310 47,5541 04 mgEGA/mL (Mg L. The otder of |owest
to Jughest antioxidant sopacity by ‘TAL wis ES<EFQ2SRFOS), While FRAP anbioxidant cupacily (ECx) rauged frog
TAA0.0 mREAAML to 10.9:0.44 (Fig I1b). The order of lowert to highest antioxident capacity by FRAP was
FSEFORI<FFON0, Tn thiv confest, the wmiivddant copucity in the mmerocapailos shows an inorease with vespect thie
arigionl extract. Alumed ef al. (20107 reported ih in entunce fhy etivibiex of fy ']

in microcapsiles. According to Hogan of al. (2001) the increased anttoxidant capacity in the three microcapsules from the
origingl extract may he due to high ffi ies nbtained in of TP and CT, but snofher nigect that support
this point is bawed on the chenical structure of phenolic aeids and Lavanoidy in the bark extoct like Yuereeting3-0
glycoside, methylquercetin 3. rgfycosdde which possesses three possible chelating sites 3-hydroxychromone, -
hydroxychromone und the 3°4"-dliydrony group (Comurd md Metiin, 20021 giving thern o High untiosd dan capsicity
(Smcena o al , 2012, Inthe particular case of EFO2S and EFOS0 the antioxidant activity can be influenced by the pressice
of small sugars eharacteristic of fish oil (Famji and Lindsay, 20051,

Marphalogy snd size of the microcspaules

The SEM (Flgs. 2, 2b und 2e) micrographs show u spherical shape in the liree miarocapaules, wi i of smooth md
rough surfice, as well as u very sl smoont of frug o points of nggh ion specifieally in EFO2S wnd
EFOS0 which indicates that this feature may be related to surface oil content. The wrinkles on the surface have been reported
in ofhey i pades which inclide mal (Kagomd o1 01, 2003), arablc gum (Timétez-Avalos ot al., 20083 and
fish ol ws an element encapslating (Tufirl e al, 2008; Pownshou e al, 2014) and huve been stiibated to the vesudl of
mechanical stress inchiced by uneven drying in different parts of the liquid droplets produced ching the ealy stages of
dryving (Klinkesom of al., 2006), the movement of moistire diming the period of no surface saturation (Walton, 2000) and
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the effect of surtace tension driven viscous flow (Sheu and Rosenberg, 1998). The mi pades oblained shows &

and smooth Pt surface, that there was no degradation of this duing training, ensuring its
integeity. Also sphesienl shapes with smooth surface without pores ar cracks protect the fish off from oxidation and relense
drops to the surthce of the porticles (Aghbaahlo ef 81, 20137 The sd szt volues of the mi %
were 51.88-2.79 in £S5, 10.60-1.48 in FFOLS and 9.35-1.21 jir, while the average dize eanged from 21.7740.49 In B8,
481020 in FFO2S5 tndl 4.21 20,49 in EFOS0, respectively, According to Alamilln et ul. (2005) when encapsulsted ot low
tempetntures, ws in this case, o high degree of shrinkage is observed and the average particle size tends to be lower than
thoso obtained at higher remperatures. On the other hand the reduced slze in BIOZS and EFOS0 i3 an important feature for
# food product because ingredient particlos lmger than 100 jun ereate an wipleasant mouthifeel as they are farge enough to
be detected (Truel stesp-Hansen o ol., 2002),

Moisiure comtent and water scliviey

The moigtuce contenl in dey busis siowed by (he Bwee nicrocspsules suged Gom 4.0 3% lo 4.729% (Table 2). These
values e istic of b v (Robert et al,, 2003) and very similar with reported by
Aglibushio e al. (2013) and Paitick of . (2014) who used whey protein and sodium coseinate md fish oil as conting and
core muteriuly, and s mixture with sodivun dodecy! sullate and sodium MC) gefatin and
fish ofl 85 coaning and core moterials, vespectively. 1t in ohrerved that tye compasition of the formulation does nat
sibsantialty aifect the moleture content. Kim et af, (2009) reports fhint drying af low tempernwes a dobstantial smount of
vl evaporates belore Hie diell iy Tonwed, e compouents lake wace tane 1o migesle bo e surlace of e dop ud the
porticle form also seating the particle in fow 1o make the formation and migration of melsture to the surfice of the core
g abrendy been made. No sgnifientt difervnces were fomd in the wider activity (pe0.08) amd uverage vildues were 0,05
100,18 (Table 2). Accordiug to Dhmsdiri (Z008) the moisture content of the powder should be less than 596 with water
activity values frony 0.15 10 0.20 indicating a high stabilify and minimal chemical reactions in the microeapaules (ioos,
1998}, Reeineceins (2004) reports Mat when e molsnure content reaches fower than 704, the water d ffision through fhe
Tood matiix dearenses, which teduces the effect of moisture on the physicnl sud cheniiesl chatoctenistics of the solid
matrix microencaprulated oil and oxygen accessibility through the netwark of pores. Moreaver, low water activity valnes
are wswociuted with the decrense in the components degradation. I the present sy, e reslts indicute that witer
availubility to conduct the reaclions of chemicat o i hotisyns in the i low and

the derradation will be dower.

Wetting, Dissolution wnd Hygroscopicity

Wetting times ohsorved in the present sudy ranged from 33798 s to 240 % which are considered low, whereas the
dimsalution fimes vanged from 6639.6 ¢ 1o 3960 « (Table 3) in both cuses fhi lowesl values were observed in ES, while the
bighest vecured in EFORS, followed by EFOS0. Lis his seuse [heve was an incteuse in the tiuse of wetling and dissolution
when fish oif was integratod in the formulation. This aspect in conal stent with reports of Ciatani et af, (2010) who found that
powders willk high protein and lipidincorporation take longer 1o wet beenuse it hydroy ke T o

tend to float, to forms aggresates and sometimes stick 16 the walls of the vessels. Arabic gum lhias the popety 1o create a
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strong protective tilm around the ol droplets (Krishoan e al.. 2005y, which results from the srabiogalactan-protein
structre highty branched thap promotes both and poly do molety. Hy ol
anchar pol ysacchuri s an the surface of the off droplet wnd carbohydrate 1ggregation preventing hy drophific cains forming
o thick layet. According to Nokuiurs ¢ ul. (2000), Lim and Morr (1996) very few polvsaccharide-prolein systems have s
stabilization mechanism camparable to the arabic gnm. The valnes obtained for hyarascopicity (Table 2) were similar in
e tree microcapsles andno diffarences regarding the Gsh ofl content in the formustati on were ohserved, the thiree values
were minor tespect thoxe repocted by Putrick aud Boselet-Nisatma (2014), In this context the similarifies can be explained
by the chemical stracture of wall materials. Arabic gum has a high number of branches with by drophitic groups which casily
bindto water molecules and muttodextrin DF 10, whi ch i hydroly sable starch aliso exhititx some branches with hydrophilic
woups which cantribute to water sbaorplion.

ides can

Flow properties

Cart index values tanged from 38,36 = 2,21 md $0.43 = 1.28 which ch ize the tuee o poor
powders and the Hunemer extio valnes wore between 1.6100.05 and 202 + 0.05 {Table 3). The apparent packed densiry
values dbserved in the present dudy were typical for this type of microcapeutes (Onwulata of 1., 1996), The propesties of
POOL 01 Very poor also werk very ! ipated to other ofl mi prules obtained by spray drying
by tuchs et al., (2006), ‘This property can be related to the size of the microcapaes since smaller particies can lead 1o o
figh surfuce area per mags unit. The prosence of high contact surfico ares amang particles enables highee coheston and
utlsifion force foation tut bead to ow vesisunce (Fiteputrick, 2003). Fulhenuore, e powdens obluined i Wi sudy,
tising a mibetance of vdrophobic namre Hike fish oil, can lead to fow flow. A greater' Fausner fatio meana that the powder
1w cohiestve mid hese abie to Dow freely. The mme result was obsaved in nievocapiul e produced by spray drying or drying
by cooling. despite the decrease of Hagsuer vatio and Care index (Puchs o al., 2006),

Angle of repose

The metung vidues observed in this study (Tuble 3) placed the tree microencapsul ey within the catepary of fiee Sowing
(Bathosa - Canovas et al., 2005, n this stedy, according to fuliano et al, (2006). the dependence of the angle of repose
witlt resgreet 1o theolt in the mixture wis ol d sinex cotenion and fii ction betweon the purti cles composing
the clustery of microcapsules shows a reduction in KI'O2S and EFO30 and incrense in ES whose formulation not inchide
fish il s ihe presence of fish oil In the mizhure increases the fluidity of the wall materials,

Conclusions
The spray drying technique 1o process the burk extract of 2L tnctona and fish oil produces amwall powders with good
s ; ’ ! wod freedt

ing. Also, the phienolic concentrations snd the antioxidant capagity
observed in vitio suggests that exiract, fish oll, maltodextrin and gum arabic muke a synergy that enhances the antioxidant
operties of euch iy, Thin study shows o sigulfi activily in P which
T into functional foods specifically aimed to producti
of vommercinlly fmportant acquaculture species such as white shrimp (Z20panasus wanmame), in order 1o strengthien ity
sutioxidant enzyme systewn sad thus avoid being infected by pathogens that bupgct in i gain of weight aud size.

represents a promising source as a food addtive to be
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