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RESUMEN 

Madura tindoria (L.) D. Don ex Steud. es un árbol medicinal del bosque tropical seco de 

Sinaloa y Campeche, México. De extractos metanólicos de los polvos macerados de frutos, 

cortezas y hojas se determinó el contenido de fenoles totales (CFT) cuyo valor más alto 

(414.1 mgEAG/g) se encontró en frutos verdes de plantas de Sinaloa. La mayor 

concentración de flavonoides totales (CFLT) ñie de 93.4 mgECA/g en el extracto de hojas 

de plantas de Campeche y la concentración más alta de taninos condensados (CT), se 

observó en el extracto de los frutos maduros de Sinaloa (41.3 mgECA/g). Así mismo, se 

determinó la capacidad bloqueadora de DPPH* cuyo valor más alto fue para el extracto de 

corteza de Sinaloa (IC5o=11.06 mgEQ/mL), el valor más alto de poder reductor de hierro 

(FRAP) lo mostró el extracto de hojas de Campeche (EC50= 4.04 mgEAA/mL), y la mayor 

capacidad antioxidante total por reducción de molibdato (CAT) la presentó el extracto de 

hojas de Campeche (24.1 mgEAG/mL). Mediante análisis de HPLC-DAD se determinó la 

presencia de ácidos fenólicos, flavonas, flavonoles y dihidrofiavonoides. Se encapsuló el 

extracto de corteza de Sinaloa y aceite de pescado con maltodextrina y goma arábiga como 

materiales de pared. Se obtuvieron tres tipos de microcápsulas: 1).- ES extracto solo, 2).-

EF025 extracto más 25 mL/L de aceite de pescado y 3).- EFO50 extracto más 50 mL/L de 

aceite de pescado. Los valores mayores de contenido de humedad (4.72 g/Kg), 

higroscopicidad (15.31 %) , tiempo de humectación y disolución (56 y 110 min) se 

observaron en EF025, y los mayores contenidos de CFT, CFLT and CT y capacidad 

antioxidante por FRAP y CAT, se obtuvieron en EFO50. Las microcápsulas ES se 

mezclaron con camaronina para evaluar su efecto en el sistema de defensa oxidativa del 

camarón blanco {Litopenaeus vannamei). Los mayores resultados del análisis de la 

actividad de las enzimas fenoloxidasa (FO), profenoloxidasa (ProFO) y la producción del 

radical libre anión superóxido se observaron en los tratamientos I , I I y I I , respectivamente. 

El mayor porcentaje de sobrevivencia (100%) se observó en los tratamientos I I I y IV. La 

mayor tasa de crecimiento específico 3.71 se observó en el tratamiento IV y la mayor 

producción de proteína en SLH y plasma 1.34 mg/mL y 155.8 mg/mL estuvo en los 

tratamientos I I y IV. El extracto de M. tindoria mostró buena actividad antioxidante antes y 

durante el bioensayo y el análisis reológico indica que las microcápsulas son muy estables y 

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

Madura tindoria (L.) D. Don ex Steud. it's a medicinal tree from dry tropical forests of 

Sinaloa and Campeche, México. In methanol extracts of fruits, bark and leaves the content 

of total phenols (TPC) was determined and the highest valué (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 valué was 

for the bark extract from Sinaloa (ICso=l 1.06 mgEQ/mL), the highest valué of reducing 

power of iron (FRAP) was found in the leaf extract from Campeche (EC5o=4.04 

mgEAA/mL), and the total antioxidant capacity by molybdate reduction (TAC) presented 

the higher valué in Campeche leaves extract (24.1 mgEAG / mL). By HPLC-DAD the 

presence of phenolic acids, flavones, flavonols and dihidrofiavonoides was determined. 

Bark extract from Sinaloa and fish oil were encapsulated using maltodextrin and gum 

arabic as wall materials. Tliree types of microcapsules were obtained: 1).-ES extract alone, 

2).-EF025 extract plus 25 mL/L of físh oil and 3).-EFO50 extract plus 50 mL/L of fish oil. 

The highest valúes of moisture content (4.72 g / Kg), hygroscopicity (15.31%), wetting and 

dissolution time (56 and 110 min) were observed in EF025, 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 evalúate 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 I I , respectively; and the free radical superoxide anión production was 

higher in treatment I I . Besides the highest percentage of survival (100%) was observed in 

treatments I I I 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 I I and IV. The M. tindoria 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. INTRODUCCIÓN 

Las plantas destinan una cantidad significativa del carbono asimilado y de la energía a la 

síntesis de una amplia variedad de moléculas orgánicas que no parecen tener una función 

directa en los procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilación de nutrientes, transporte de 

solutos o síntesis de proteínas, carbohidratos o lípidos, a los que se denomina como 

metabolitos secundarios (Ávalos-García y Pérez-Urría, 2009). Algunos tienen función 

protectora frente a predadores, actuando como disuasivos o tóxicos, porque proporcionan a las 

plantas sabores amargos y propiedades indigestas o venenosas. También intervienen en los 

mecanismos de defensa frente a diferentes patógenos, 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 orgánicos con al menos un anillo aromático y uno o más 

grupos hidroxilos y derivados funcionales como esteres, metil esteres, glicósidos, etc. 

(Tsimidou, 1998). Se conocen más de 10.000 compuestos fenólicos, algunos de los cuales son 

solubles en solventes orgánicos y otros en agua como los glicósidos o los fenoles acilados (con 

ácidos orgánicos carboxílicos o con ácidos inorgánicos), mientras que otros son polímeros muy 

grandes e insolubles; de acuerdo con Dey y Harborne (1989) los tres grupos más importantes 

de compuestos fenólicos son los ácidos fenólicos y los flavonoides. 

Los flavonoides son moléculas que tienen dos anillos bencénicos unidos a través de un anillo 

heterocíclico de tres átomos de carbono, puesto que cada anillo bencénico tiene 6 átomos de 

carbono se les denominan como compuestos CeC^Cs. La mayoría de los flavonoides son de 

color amarillo, pero los hay incoloros o bien de color rojo, violeta y azul. Los más de 4000 
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flavonoides naturales se han clasificado en varias clases de acuerdo con las variantes 

estructurales que presenta el anillo heterocíclico 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 mayoría de las veces se les encuentra ligados a moléculas de 

carbohidratos por lo que se les denomina glicósidos, y cuando no tienen ligadas moléculas de 

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

Los flavonoides poseen características antioxidantes ya que son moléculas nucleofílicas que se 

comportan como compuestos muy susceptibles para que los oxiden las especies reactivas 

(electrofílicas); es decir, ofrecen electrones a las especies reactivas para evitar que ©éstas 

ataquen a las macromoléculas nucleofílicas necesarias para la función y estructura celular 

(proteínas, lípidos, carbohidratos y ácidos nucleicos). Una vez que los radicales libres 

reaccionan con los antioxidantes se reducen parcialmente o se unen en forma de aducios, 

reduciendo su reactividad y oxidando al antioxidante (Quintanar-Escorza y Calderón-Salinas, 

2009). 

Debido a que los compuestos fenólicos son altamente sensibles a la luz y al calor, una de las 

mejores formas de brindarles protección es transformándolos en microcápsulas, de esta manera 

se disminuye el contenido de agua resultando un producto con propiedades fisicoquímicas 

mejoradas, más manejable y con una mayor vida útil ( Gharsallaoui et al., 2007). Así mismo, el 

aceite de pescado cuyos beneficios a la salud se basan en la presencia de altas concentraciones 

de ácidos grasos n-3 poliinsaturados y cuya incorporación en los alimentos procesados es algo 

limitada debido a su baja solubilidad en la mayoría de los sistemas alimenticios y a su excesiva 

sensibilidad a la oxidación (Drusch et al., 2006) han encontrado en la técnica de 
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microencapsulación una solución a ésta problemática, ya que permite que sólidos, líquidos y 

gases puedan ser encerrados en cápsulas selladas que pueden liberar su contenido a tasas 

controladas bajo condiciones específicas (Klaypradit y Huang, 2008; Fang y Bhandari, 2010). 

Entre las principales razones para la encapsulación están el aislamiento del material núcleo de 

los efectos dañinos del oxígeno y retardar la evaporación de volátiles, además de controlar la 

tasa de liberación del material, mejorar las propiedades de manejo y diluir el material núcleo en 

pequeñas cantidades cuando se requiera (Shahidi y Han, 1993; Gharsallaoui et al., 2007). 

Además, en el caso de la encapsulación de lípidos bioactivos Matsuno y Adachi (1993) y 

McClements (2004) han reportado una serie de ventajas incluyendo baja autooxidación, 

mejoramiento de la estabilidad y enmascaramiento del sabor y aroma de los ingredientes 

lipidíeos. 

El secado por aspersión ha sido considerado como una solución 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 más comunes y económicas para la obtención de 

productos alimenticios encapsulados si se le compara, por ejemplo, con el secado en frío cuyos 

costos son entre un 30 a 50% más caros (Desobry et al., 1997). Entre los materiales más 

comúnmente empleados para la encapsulación mediante secado por aspersión se incluyen la 

maltodextrina, la cual provee una buena estabilidad oxidativa a los encapsulados con aceite, 

pero en cambio exhibe una pobre capacidad de emulsificación y retención de aceite (Kenyon, 

1995), mientras que el uso de la goma arábiga es más aceptado como material de pared en la 

encapsulación de lípidos que la maltodextrina debido a que produce emulsiones estables con la 

mayoría de los aceites con un amplio rango de pH y también porque forma una película visible 

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

3 



En las células, la producción 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 daño oxidativo causado por el exceso de radicales 

libres, que producen daño 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 (Martínez-Lazcano et al., 2010). Los mecanismos naturales de defensa antioxidante, 

como medios de protección se dan a través de la producción de la enzima superóxido dismutasa 

(SOD), que remueve el O2 convirtiéndolo en H2O2, el cual es transformado por las enzimas 

catalasa y glutatión peroxidasa en agua (Mayor-Oxília, 2010). 

El cultivo del camarón blanco (Litopenaeus vannamei Boone 1931) se ha constituido como una 

de las principales actividades económicas en México y otros países; actualmente la mitad del 

suministro mundial de camarón es producido por esta actividad (Goarant et al., 2006) en la que 

el país se ubica como el sexto productor después de China, Tailandia, Indonesia, Brasil y 

Ecuador. Para el año 2008, en México el camarón de cultivo representó el 66.33 % de la 

producción total en peso vivo; del cual, el estado de Sinaloa aportó el 28.73 %, ubicándose 

como el segundo productor en el país (CONAPESCA, 2008), mientras que en el 2011 la 

entidad registró una producción histórica de 50 mil toneladas, colocándose como la principal 

productora del crustáceo acuícola a nivel nacional (CONAPESCA, 2012). Sin embargo, el 

cultivo de camarón frecuentemente se ha visto obstaculizado por epizootias muy graves 

causadas por patógenos como hongos, bacterias y virus, principalmente (Gómez-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; González-Ocampo, 2010). 
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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 (Gómez-Gil et al., 2001; Aguirre-Guzmán et al., 2005; Toranzo 

et al., 2009). 

Cuando los microorganismos irrumpen al interior del camarón 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 anión superóxido ( O 2 ) , 

peróxido de Hidrógeno (H2O2), iones hidróxido (OH-), oxígeno singlete (O12), mieloperoxidasa 

(MPO) y enzimas digestivas (Song y Hsie, 1994) que pueden afectar las células del camarón. 

La eliminación rápida y efectiva de ROS se vuelve esencial para mantenerlos en buen estado de 

salud y garantizar su supervivencia. Debido a eso, el crustáceo ha desarrollado defensas 

antioxidante, incluyendo mecanismos enzimáticos como la producción de ascorbato 

peroxidasa, glutatión reductasa, catalasa y peroxidasa las cuales eliminan el peróxido de 

hidrógeno celular, mientras que la superóxido dismutasa posee la capacidad de dismutar el 

anión superóxido y volverlo inocuo al dar como subproductos agua y peróxido de hidrógeno ( 

Homblad y Sóderháll, 1999). 

Es por eso que en los últimos quince años se han intensificado los esfuerzos destinados a la 

búsqueda de compuestos que favorezcan el estado de salud del camarón blanco reforzando su 

sistema de defensa enzimático. Para ello se han desarrollado diversas investigaciones con 

extractos de origen vegetal ricos en flavonoides, terpenoides y aceites esenciales (Citarasu et 
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al., 2001, 2002, 2010; Sivaram et al., 2004) para determinar su aporte al sostenimiento del 

estado de salud del camarón. 

2. ANTECEDENTES 

2.1. Madura 

El género Madura de la familia Moraceae está constituido por alrededor de 12 especies 

distribuidas en regiones tropicales de América, Asia y África. Incluye especies arbóreas y 

especies arbustivas trepadoras con espinas agudas, con hojas alternas con los márgenes 

dentados o lobados. Las flores pueden ser estaminadas en espigas o cabezuelas globosas, las 

pistiladas son capítulos subglobosos. El fruto es una baya agregada globosa, con el perianto 

carnoso. 

2.2. Madura tinctoria (L.) Steud. 

Árboles hasta de 30 m de alto, a veces arbustos, con espinas axilares solitarias o en pares. Hojas 

elípticas a oblongas a veces subcordiformes o lanceoladas de 1.5 a 15 cm de largo por 0.8 a 7 

cm de ancho, con el ápice acuminado o subagudo, la base truncada o cordada, margen 

subentero a crenado-serrado-dentado. Flores unisexuales, las estaminadas muy pequeñas y 

apétalas, dispuestas en espigas laxas de 2 a 13 cm 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, así como en algunas islas del Caribe como Cuba, 

República Dominicana y Jamaica (Berg, 2001). En México es común desde el Sur de Sonora, 

pasando por Sinaloa hasta Chiapas, Campeche y Yucatán, hasta la región de la huasteca 

(Pennington y Sarukhán, 2005). En su rango de distribución la especie es muy apreciada por su 

madera de alta calidad, así como por sus frutos comestibles. Además la corteza, de la que se 
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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, 

infección de la garganta (Berg, 2001, Yerman y Van Devender, 2002; Pennington y Sarukhán, 

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

Una serie de estudios sobre la composición fenólica en los extractos de la corteza de Madura 

tindoria han mostrado la presencia de flavonoides, xantonas, flavonas y glicósidos de 

chalcona (Cioffi et al., 2003). Algunos de los compuestos identificados presentan actividad 

anti-VIH (Groweiss et al., 2000), antifúngica (El-Sohly et al., 1999) y capacidad antioxidante 

equivalente a trolox y /?- 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"-[l-hidroxi-l-

metiletil] 2",3" dihidrofurano [4",5":3',4'] chalcona (bakuchalcona), 3.- 4,4',5"-trihidroxi-6M,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 patógenos micóticos 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 análisis químico de los fenoles de la corteza y madera de 

M. tindoria, determinando su capacidad antioxidante y efecto contra las bacterias aerobias 

Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), S. mitis (ATCC 49456), S. mutans (ATCC 25175), así 

como contra las bacterias anaerobias Prevotella nigrescens (ATCC 33563), Adinomyces 
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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 (Díaz 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 antibióticos en lugar de 

compuestos sintéticos en la industria acuícola (Citarasu, 2010). 

3. JUSTIFICACIÓN 

Los problemas ocasionados por enfermedades virales y bacterianas en los sistemas de cultivo 

de camarón son considerados como los principales causantes de mortalidades en granjas 

acuícolas de todo el mundo (Lightner y Redman, 1998). 

En la acuacultura el uso de antibióticos de amplio impacto y capacidad residual afecta 

severamente las poblaciones naturales de microorganismos benéficos para la actividad acuícola 

(Gómez-Gil, et al., 2001). Por lo que promover el empleo de sustancias de origen natural 

impactaría positivamente en el ambiente en el cual se desarrolla el camarón de cultivo, 

disminuyendo los factores de estrés que merman su crecimiento. 

4. HIPÓTESIS 

Los extractos de frutos, hoja y corteza de M. tinctoria de Sinaloa y Campeche contienen 

compuestos fenólicos con capacidad antioxidante cuya dosificación en el alimento del camarón 

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

5.1. Objetivo General 

Evaluar la concentración y la capacidad antioxidante de los compuestos fenólicos en los 

extractos de fruto, hojas y corteza de M. tinctoria y su aporte en el sistema de defensa 

antioxidante del camarón blanco (L. vannamei) bajo condiciones de cultivo. 

5.2. Objetivos específicos 

Determinar la composición cualitativa y cuantitativa de compuestos fenólicos y el potencial 

antioxidante de los extractos de frutos, hoja y corteza de M. tinctoria de dos regiones 

geográficas de México (Sinaloa y Campeche). 

Evaluar el efecto de un extracto fenólico microencapsulado de M, tinctoria en el sistema 

enzimático de defensa oxidativo del camarón blanco (L. vannamei), bajo condiciones de 

cultivo. 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Material vegetal 

Las muestras de corteza, hojas y frutos se obtuvieron en agosto del año 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" N y 90° 22' 32" O) y de otros 10 del bosque 

tropical caducifolio en la comunidad de Arroyo del Agua, municipio de Culiacán, Sinaloa (24° 

52'42.39" N y 107° 17' 47.53" O). Los respectivos ejemplares de referencia ("voucher") se 

depositaron en el Herbario CIIDIR, del CIIDIR IPN Durango (números curatoriales 36564, 

36565 y 36566). Personal especializado del herbario del Centro de Investigaciones Históricas y 

Sociales de la Universidad Autónoma de Campeche (UCAM) y de la Escuela de Biología de la 

Universidad Autónoma de Sinaloa corroboraron la identificación de la especie. Después de su 

colecta, las muestras fueron transportadas en recipientes fríos, protegidas de la luz para evitar 
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su oxidación. Posteriormente, en el laboratorio, las muestras fueron deshidratadas, protegidas 

con papel periódico, en una secadora botánica. Las muestras secas fueron pulverizadas con la 

ayuda de una licuadora doméstica (Simbeam, 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 centrifugación se reextractaron con metanol al 

20% (v/v) de la manera ya descrita (Almaraz et al., 2007). Este último procedimiento también 

se llevó a cabo con las microcápsulas obtenidas, las cuales fueron diluidas en metanol (lg/50 

mL). Se tomaron alícuotas de los diferentes extractos para determinar el contenido de fenoles 

totales (CFT), flavonoides totales (CFLT), taninos condensados (CT), así como las propiedades 

antioxidantes evaluadas por la capacidad bloqueadora de DPPH*, el potencial reductor de 

hierro (FRAP), y la capacidad antioxidante total por reducción de molibdato (CAT). Los restos 

de cada extracto se concentraron a sequedad para determinar los perfiles fenólicos por medio de 

un método en gradiente de HPLC-DAD. 

6.2 Contenido de fenoles totales (CFT) 

El contenido de fenoles totales (CFT) se determinó por el método Folin-Ciocalteu (Singleton et 

al., 1999), mezclando 250 uL de extracto crudo, 2500 uL de agua deionizada, 125 uL de 

reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma®) y 375 uL de Na2CÜ3 (Fermont®). La mezcla se agitó y 

dejó reaccionar en oscuridad por dos horas. Posteriormente se registraron los valores de 

absorbancia a 760 nm en un espectrofotómetro (Optizen® POP UV/VIS, Spectra Services Inc.). 

Se preparó una curva estándar (A76o=0.0472-0.1167 [ácido gálico], coeficiente correlación 

r=0.9945), construida con ácido gálico (Sigma®) a diferentes concentraciones (0.5, 1.0, 1.5, 

3.0, and 4.5 ug/mL). Los valores de absorbancia de las muestras fueron sustituidos en la 

ecuación y los resultados obtenidos fueron ajustados de acuerdo al factor de dilución utilizado y 
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expresados como miligramos equivalentes de ácido gálico en el extracto (mgEGA/g). Un 

microencapsulado de corteza se analizó de la misma manera. 

6.3. Contenido de flavonoides totales (CFLT) 

El contenido de flavonoides totales se determinó siguiendo el procedimiento descrito por 

Chang et al. (2002). Se mezclaron 50 uL de extracto crudo con 900 uL de metanol y 60 uL de 

una solución de A I C I 3 al 5% (p/v). La mezcla fue agitada y su absorbancia fue leída 

inmediatamente a 425 nm. Se elaboró una curva de calibración (A425=0.0414-0.0119 

[quercetina], coeficiente de correlación r=0.9995) con diferentes concentraciones de 

quercetina (Sigma ®) (0.625, 1.25, 2.50, 5.0 y 10 ug/mL). Los valores de absorbancia de las 

muestras fueron sustituidas en la ecuación. Los resultados fueron ajustados de acuerdo al factor 

de dilución empleado y se expresaron como miligramos equivalentes de quercetina por gramo 

de extracto. Un microencapsulado de corteza se analizó de la misma manera (mgEQ/g). 

6.4. Contenido de taninos condensados (CT) 

El contenido de taninos condensados se determinó por el método de Julkunen-Tiitto (1985), 

mezclando 50 uL de extracto crudo con 1.5 mL de vainillina al 4% (Técnica Química, México) 

preparada en metanol y 750 uL de HC1 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 leyó a 500 nm. Se elaboró una curva de calibración (A5oo==0.0128-0.0327 

[catequina], coeficiente de correlación r=0.9946) con diferentes concentraciones de catequina 

(Sigma®) (0.50 a 10 ug/mL). Los valores de absorbancia de las muestras fueron substituidos en 

la ecuación y los resultados se ajustaron de acuerdo al factor de dilución utilizado y se 

expresaron como miligramos equivalentes de catequina por gramo de extracto (mgECA/g). Un 

microencapsulado de corteza se analizó de la misma manera. 
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6.5. Composición fenólica 

La composición fenólica se determinó empleando alícuotas de 100 uL 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 utilizó una columna Perkin Elmer Brownlee Analytical C18 (4.6 x 250 mm, 5 

um). Los solventes de la fase móvil fueron agua acidificada (Baker ™) a pH 2.5 con ácido 

ortofosfórico (solvente A) y acetonitrilo (J. T. Baker ®) (solvente B). El gradiente utilizado 

fue el siguiente: inicio con el solvente A al 100%, disminución 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 análisis. 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 información estructural de los 

compuestos resueltos en los cromatogramas fue obtenida por comparación de los tiempos de 

retención los espectros UV de cada compuesto con los de los siguientes estándares obtenidos en 

Apin Chemicals Limited (Abingdon, Oxon, UK): ácido caféico (RT: 53.13, Amax: 239sh, 

295sh, 318), ácido p-eoumarico (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, Amax: 254, 264sh, 298sh, 354), hesperidina (RT: 39.34, Amax: 

284, 335sh) y naringenina (RT: 52.25, Amax: 289, 335sh). Información estructural también fue 

obtenida de las compilaciones de datos espectrales de compuestos fenólicos de Mabry et al. 

(1970) y Campos y Markham (2007). 

6.6. Capacidad antioxidante por reducción del DPPH* 

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

DPPH* en polvo (Sigma®) en 100 mL de metanol. Alícuotas de 1000, 990, 960, 900, 850, 
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820, 800, 750, and 700 uL del reactivo ñieron complementadas con alícuotas de 0, 10,40,100, 

150, 180, 200, 250, y 300 uL de extracto, respectivamente. Las mezclas fueron incubadas bajo 

agitación, mantenidas en oscuridad durante 30 min y su absorbancia se leyó a 523 nm. La 

cantidad de flavonoides necesarios en cada extracto para disminuir al 50% la concentración 

inicial de DPPH* (IC50) fue obtenida mediante la comparación de las concentraciones de 

DPPH* en un rango entre 10.0 a 100 ug/mL contrastadas con las concentraciones de 

flavonoides de los extractos empleando la curva de calibración de la prueba de flavonoides 

totales (A523=0.119-0.0414 [quercetina] coeficiente de correlación 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 microcápsulas (mgEQ/g). 

6.7. Capacidad antioxidante total (CAT) 

Fue determinada por el método de reducción del molibdato V I a molibdato V, siguiendo el 

procedimiento descrito por Prieto et al. (1999). Para ello se mezclaron 100 uL de muestra con 

1000 uL de solución 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 registró la absorbancia a 695 nm. Se preparó una curva 

de calibración (A695=0.0729-0.0747 [ácido gálico], coeficiente de correlación r=0.9947) con 

diferentes concentraciones de ácido gálico entre 0.5,1.0, 2.5, 5.0,7.5 y 10 mg/mL). Los valores 

de absorbancia de las muestras fueron substituidos en la ecuación y los resultados se ajustaron 

al factor de dilución empleado y se expresaron como miligramos equivalentes de ácido gálico 

por mililitro de extracto (mgEGA/mL) y miligramos equivalentes de ácido gálico por gramo de 

microcápsulas (mgEGA/g). 
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6.8. Poder antioxidante por reducción de fierro (FRAP) 

Se determine por el método de Oyaizu (1986) con algunas modificaciones. Muestras de 0, 5, 

25, y 50 uL fueron complementadas con 75, 70, 50 y 25 uL de metanol, respectivamente. 

Después se adicionaron a cada tubo 550 uL 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 ácido tricloroacético (Monterrey®) y se centrifugaron (Hermle® Z216MK 

Labortechnik, Alemania) por 10 min a 2800 rpm y 25 °C. Después se tomaron 625 uL del 

sobrenadante y se mezclaron con 625 uL de agua desionizada y 125 uL cloruro férrico 

(Merck®) 6 mM. Se leyó la absorbancia a 700 mn y se preparó una curva de calibración 

(A7oo=0.0711-0.1057 [Ácido ascórbico], coeficiente de correlación r=0.9963) con cuatro 

concentraciones diferentes de ácido ascórbico (10, 20, 30 y 40 uL/mL). Los resultados se 

expresaron como la concentración de extracto requerida para alcanzar un valor de absorbancia 

de 0.5 EC50 (concentración efectiva al 50%) en miligramos equivalentes de ácido ascórbico por 

mililitro de extracto (mgEAA/mL) y miligramos equivalentes de ácido ascórbico por gramo de 

microcápsulas (mgEAA/g). 

6.9. Encapsulado mediante secado por aspersión 

6.9.1 Materiales encapsulantes 

Los materiales encapsulados fueron extracto de corteza de M. tinctoria y aceite de pescado 

(Pescadería Mora, S. A. de C. V., Tuxpan, Veracruz, México), así como goma arábiga 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 microcápsulas obtenidas directamente del ciclón se guardaron en bolsas de 

aluminio con cierre hermético y se depositaron en el desecador para su posterior análisis y uso. 

14 



6.9.2 Morfología y tamaño de las microcápsulas 

La morfología de las microcápsulas se detenninó mediante microscopía electrónica de barrido 

(SEM-FIB, 3D Quanta FEG™, FEI Co. USA) empleando muestras no cubiertas, a bajo vacío; 

luego se seleccionaron las imágenes obtenidas a 500x, lOOOx and 3000x (Bozzola et al., 1998): 

El tamaño promedio de las microcápsulas se determinó mediante el tratamiento de 1 g de 

muestra húmeda en el analizador de partículas (Cilas ™ particle Size analyzer 1090, USA) 

acoplado al software Size Expert V933™. 

6.9.3 Actividad de agua (aw) 

Se determinó en el AQUALAB 4TE (Decagon Devices Inc., USA) utilizando 1 g de cada una 

de las muestras de microcápsulas obtenidas. Las muestras se colocaron dentro de la cámara de 

medición, en la cual se localiza un ventilador, un termómetro infrarrojo y un sensor de punto de 

rocío. El sensor de punto de rocío toma la temperatura del aire presente en la cámara y el 

termómetro infrarrojo la temperatura de la muestra en este punto. A partir de estas mediciones 

se establece la relación entre las presiones de saturación del vapor del aire de la cámara y el de 

la muestra en el punto de rocío para obtener la actividad de agua que tiene la muestra en este 

punto (Placido y Alemán, 2002). 

6.9.4 Contenido de Humedad 

Se realizó en una estufa de vacío utilizando 1 g de cada uno de los microcápsulas 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 azúcares. El contenido de 

humedad se determinó mediante la fórmula de Mendanha et al. (2009) 

C%=100(W1-W2)AV2 (1) 

Donde C es el porcentaje de contenido de humedad, W l 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 Humectación 

Las propiedades de humectación de los encapsulados se determinaron por medio de su 

humedad estática por el método FIL (1985) utilizando 1 g de muestra que se depositó 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 partículas se sumerjan en el agua se registró y determinó 

como tiempo de humectación (Gaiani et al., 2010). 

6.9.6 Tiempo de disolución 

Se determinó 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 agitó 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 disolvió en el medio líquido (Goula y Adamopoulos, 2005). 

6.9.7 Higroscopicidad 

Se determinó dispersando 1 g de cada uno de los tres tipos de microcápsulas en la superficie de 

cajas Petri para permitir el contacto con el aire. Las muestras fueron colocadas en un desecador 

a 23 ° C y una humedad relativa de 76% empleando una solución de NaCl (Cai y Corke, 2000). 

Después de una semana las muestras fueron pesadas y se calculó el porcentaje de 

higroscopicidad mediante la ecuación de Jaya y Das (2004): 

H%=(b/a+Wi)/(l+ 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 W i 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 (Pa) se determinó a partir de la masa de las muestras de microcápsulas y 

el volumen ocupado por cada muestra sin compactar en una probeta de 10 mL. La densidad 

empacada (Pe) se determinó mediante el golpeteo del material 100 veces consiguiendo su 

compactación en una probeta de 10 mL. El cálculo de las densidades se realizó 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; León-Martínez et al., 2010). A partir de los 

datos obtenidos de Pa and Pe se calcularon el índice de Carr y el Cociente de Hausner para 

evaluar compresibilidad, fricción y fluidez en las microcápsulas (Barbosa-Cánovas et al., 2005; 

Ganesan et al., 2008; Gallo et al., 2011). 

6.9.9 índice de Carr (Compresibilidady Fricción) 

Por medio de este índice se evalúa la capacidad de flujo de los microcápsulas 

(comprensibilidad y fricción) comparando la densidad de un polvo al verterlo (P„) con la 

densidad del polvo empacado (Pe) (Barbosa-Cánovas et a l , 2005; Ganesan et al., 2008; Gallo 

etal., 2011). 

l00(Pe-PayPe índice de Carr (3) 

6.9.10. Cociente de Hausner (Fluidez) 

Está relacionado con la fricción interna de las partículas que conforman a los microcápsulas y 

se calcula a través de la relación del cociente entre la densidad empacada y la densidad aireada 

del polvo al verterlo (Barbosa-Cánovas et al., 2005; Ganesan et al., 2008, Gallo et al., 2011). 

(Pe)/(P«)*100 Cociente de Hausner (4) 
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6.9.11. Ángulo de Reposo 

El ángulo de reposo es una característica relacionada con la fricción entre las partículas y su 

resistencia al movimiento y a medida que su valor disminuye su fluidez se incrementa y 

viceversa (Ileleji y Zhou, 2008). El ángulo formado por las microcápsulas con respecto a una 

superficie horizontal se determinó colocando en un embudo 5 gramos de cada una de ellas a 

una altura de 10 cm sobre una superficie plana, se les dejó caer libremente y su flujo fue 

calculado con la ecuación de Moreira et al. (2009): 

8=tan1 A/r (5) 

Donde r es el radio y A es la altura del cúmulo formado por las microcápsulas. 

6.10. Bioensayo con Litopenaeus vannamei 

Se determinó el aporte de las microcápsulas a base de extracto de corteza en la producción de 

enzimas antioxidantes del sistema inmune del camarón empleando para ello 10 individuos por 

tina con capacidad de 80 L de agua marina 34-35% filtrada y con aireación constante, 

aportándoles una dieta alimenticia consistente de una mezcla de alimento más las 

microcápsulas de extracto de corteza en diferentes proporciones, de acuerdo con el diseño de la 

Tabla 1. 

Tabla 1. Descripción de los tratamientos en el bioensayo. 
Tratamientos Características 

I) Alimento solo 
II) Alimento + Microcápsulas (0.5 g/kg de alimento) 

^ Alimento + Microcápsulas (1.0 g/kg de alimento ) 

^2 Alimento + Microcápsulas (2.5 g/kg de alimento ) 
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La alimentación se realizó 2 veces al día, a las 9:00 y 17:00 horas con alimento comercial 

(Purina 35% de proteína) considerando un porcentaje de alimentación del 7% del peso medio 

corporal de los camarones. 

6.10.1. Obtención de muestras 

Para el análisis de la actividad enzimática de los camarones se les extrajo hemolinfa de la 

región ventral con jeringas (27G x 13 mm) cargadas con solución isotónica para camarón y 

ácido etilendiaminotetraacético como anticoagulante (SIC-EDTANa2) a 4 °C en una 

proporción de 450 mM NaCl, 10 Mm KC1,10 mM Hepes, y 10 mM EDTA, Na2 con un pH de 

7.3 (Vargas-Albores et al., 1993). Posteriormente se llevó cabo la separación y el conteo de 

hemocitos. Luego se separaron los hemocitos del plasma centrifugando a 3000 x g por 3 min a 

4 °C, así como el plasma de paquete celular centrifugando a 60000 x g por 120 min a 4 °C y se 

colectó el sobrenadante (Vargas-Albores et al., 1993). Luego se lavaron las células con 1 mL 

de SIC y se centrifugaron a 3000 x g por 3 min a 4 °C y se resuspendió el paquete celular en 

600 uL de cacodilato de sodio 10 mM (pH 7), luego se guardó 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. Análisis de la Actividad Fenoloxidasa (Po) en Plasma y SLH 

En plasma (PL): se incubaron alícuotas de 50 uL más 50 uL de buffer de cacodilato (10 mM, 

pH7) a las que se adicionaron 50 uL de L-DOPA (3 mg mL 1 en agua destilada) a 37 °C por 10 

minutos, más 800 uL de buffer de cacodilato. 

En el sobrenadante de lisado de hemocitos (SLH): se incubaron alícuotas de 50 uL con tripsina 

- i 

(0.1 mg mL ) como activador 30 min 37°C y se adicionaron 50 uL de L-DOPA (L 

Hidroxifenilalaniña) más 800 uL de buffer de cacodilato y se incubaron por 10 min a 37 °C. 
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Las muestras se analizaron en el espectrofotómetro registrando la formación de dopacromo 

producido de la L-DOPA. La densidad óptica se midió a 492 nm. La L-DOPA más el buffer de 

cacodilato fueron utilizados como control negativo. La actividad se expresó como las 

variaciones en la absorbancia después de 10 minutos (Hernández-López et al., 1996). 

6.10.3. Ensayo de la actividad Anión superóxido 

La actividad de anión superóxido se cuantifícó mediante la metodología de Song y Hsieh 

(1994). Se tomaron 100 uL de hemolinfa de cada grupo y se centrifugó a 800 g por 5 min. 

Posteriormente, se descartó el sobrenadante y los hemocitos se lavaron tres veces con búfer 

SIC-EDTA y se tifleron con 100 uL de una solución NBT (0,3%) durante 30 min a 37°C. La 

reacción de tinción se finalizó mediante la eliminación de la solución NBT por centrifugación y 

la adición de 100 uL de metanol absoluto. Después de tres lavados con metanol al 70%, los 

hemocitos se secaron al aire durante 30 min y luego se añadieron 120 uL de KOH más 140 uL 

de DMSO para disolver el formazán citoplasmático. La densidad óptica del formazán disuelto 

se leyó a 630 nm en un espectrofotómetro para comparar los efectos de los diferentes 

tratamientos en la generación del anión. 

6.10.4. Análisis de proteína 

La concentración de proteína se determinó de acuerdo al método descrito por Bradford (1976), 

utilizando albúmina de suero bovino para construir una curva estándar. Como muestra se utilizó 

el sobrenadante del lisado de hemocitos y el plasma. 

6.10.5. Tasa de Crecimiento Específico 

La tasa de crecimiento específico (TCE) a los treinta días de duración del bioensayo se calculó 

con la fórmula de Ziaei-Nejad et al. (2006): 

TCE = 100 (lnW2-lnWl)f 1 (6) 

20 



Donde: ln es el logaritmo natural, W2 es el peso final, W l el peso inicial y t corresponde a los 

días de cultivo. 

6.10.6. Porcentaje de sobrevivencia 

Se determinó a partir de la contabilidad final de los organismos sobrevivientes y se expresó 

como porcentaje de sobrevivencia. 

6.11. Análisis estadístico 

Los resultados de los análisis del contenido de fenoles totales (CFT), flavonoides totales 

(CFLT), taninos condensados (CT) y capacidad antioxidante por reducción de DPPH*, FRAP 

y CAT en los extractos y en las microcápsulas, así como en la tasa de crecimiento específico 

(TCE), concentraciones de proteína en plasma y SLH, actividad anión superóxido y actividad 

ProFO y FO se expresaron como media ¿desviación estándar y se analizaron por medio de una 

prueba ANDEVA de una vía, utilizando el software SPSS® (ver. 20.0). La discriminación de 

medias se realizó con una prueba post hoc SNK. Las diferencias en medias con una /K0.05 

fueron consideradas estadísticamente significativas. Las correlaciones entre el contenido de 

fenoles totales, flavonoides totales y taninos condensados contra la capacidad antioxidante por 

reducción de DPPH, potencial antioxidante por reducción de hierro y la capacidad antioxidante 

total por reducción de molibdato se determinaron mediante la prueba de correlación de Pearson. 

7. 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 estadísticamente significativas (j?<0.05, Tabla 2) con respecto a su fuente 

de extracción. La concentración 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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306.2 ± 0.9, mientras que el extracto de corteza de Campeche (CC) mostró la concentración 

promedio más baja (165.4±1.0). La mayor concentración de flavonoides totales se encontró 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) arrojó la concentración más baja (43.2±0.7). Con respecto 

a los taninos condensados, el extracto de frutos maduros de Sinaloa (FMS) mostró la mayor 

concentración (41.3 ± 0.5 mgECA/g peso seco), mientras que en el extracto de hojas de Sinaloa 

(HS) se observó la concentración más baja (19.Ü0.7 mg/g peso seco). 

Tabla 2. Concentración de fenoles totales (CFT), flavonoides totales (CFLT), y taninos condensados (CT) 
en los extractos metanólicos 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 promedio±DE. Diferentes 
superíndices en una misma columna indican diferencias significativas (p<0.05). 

Fuente CFT CFLT CT 
(mgEGA/g) (mgEQ/g) (mgECA/g) 

FVS 404.16 ± 1.54a 53.09il .45 1 27.28 ±0 .31 c 

FVC 306.19 ±0.99 b 54.78 ±0.45 e 26.60 ± 0.58c 

HC 265.26 ±1.47 c 93.54 ± 0.97a 28.44 ±1.66 b 

CS 215.72 ± 1.34d 90.18 ±0.68 b 24.38 ±0 .48 d 

HS 195.52 ±1.60 e 86.01 ± 1.00c 19.11 ±0.72 f 

FMS 168.47 ±1 .13 f 43.28 ±0.76 g 41.33 ± 0.45a 

CC 165.14 ±1.04 g 72.63 ±0 .98 d 22.16 0.84e 

7.1.1. Composición fenólica 

A partir del análisis mediante HPLC-DAD se encontraron al menos 33 compuestos fenólicos. 

Los espectros UV de cada uno de ellos se presentan en las Figuras 1-3. De acuerdo a los datos 

espectrales nueve fueron ácidos fenólicos, nueve flavonoles (entre ellos dos metilquercetin-3-

glicósidos, dos canferol-3-O-glicósidos y cuatro quercetin-3-<9-glicósidos),t cuatro fueron 

dihidroflavonoides, y cuatro fueron flavonas (un glicósido de apigenina, dos luteolin glicósidos, 

y un crisoeriol glicósido) además de otros siete compuestos fenólicos que no pudieron ser 

identificados. Los cromatogramas de todas las muestras se observan en la Figura 4. 
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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, X^, y tiempos de retención (RT (min)) de los compuestos 16-30 encontrados en 
diferentes tejidos de Madura 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, X^, y tiempos de retención (RT (min)) de los compuestos 31-33 encontrados en 
diferentes tejidos de Madura 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 4. Cromatogramas obtenidos a 260 nm mediante análisis HPLC-DAD de diferentes tejidos de Madura 
tinctoria de Sinaloa y Campeche. El número 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 (IC50) por el método de reducción del DPPH* correspondió al 

extracto de corteza de Sinaloa (CS) (IC50 = 11.06 ±0.15 mgEQ/mL), y la menor se observó en 

el extracto de frutos verdes de Sinaloa (FVS) (IC50 = 67.03±0.66) (Tabla 2). La capacidad 

anti oxidante por reducción de DPPH* mostró el siguiente orden creciente: 

CS<CC<HC<FMS<FVC<HS<FVS. El extracto de hojas de Campeche (HC) tuvo la mayor 

capacidad antioxidante (EC50) por el método del Potencial Reductor de Fierro (EC50 = 

4.64±0.80 mgEAA/mL) mientras que la menor capacidad se observó en el extracto de frutos 

verdes de Sinaloa (EC50 = 70.40±2.50) (Tabla 3). El orden creciente de la capacidad 

anti oxidante por la evaluación del potencial reductor de fierro fue: 

HC<FMS<CC<FVC<CS<HS<FVS. La mayor capacidad antioxidante por reducción de 

molibdato (CAT) correspondió 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 análisis (DPPH*, FRAP, CAT) entre los diferentes tipos de tejidos y 

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

Tabla 3. Valores promedio±DE de capacidad antioxidante por reducción de DPPH*, reducción de Fe+ 

(FRAP) y reducción 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 superíndices indican 
diferencias significativas (p<Q.05). 

Extracto DPPH* ICso 
(mgEQ/mL) 

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

CS 11.06±0.15 8 39.0±3.44° 10.96±0.24d 

CC 22.73±0.31 f 14.53±2.62e 7.04±0.45* 
HC 23.45±0.16 e 4.64±0.808 24.13±0.43 a 

FMS 26.44± 0.89d 11.06*2.37' 21.8l±1.22 b 

FVC 41.53±0.32 c 23.31±1.09 d 10.24±0.27e 

HS 46.46± 0.90b 68.07±3.33 b 11.04±0.28d 

FVS 67.03±0.66 a 70.4O±2.50a 19.05±0.71° 
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La concentración de taninos condesados (CT) y la capacidad antioxidante total (CAT), 

mostraron una correlación positiva significativa (r=0.68), así como entre la concentración de 

fenoles totales y la capacidad antioxidante por reducción del DPPH* (r=0.72), mientras que el 

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

Tabla 4. Correlación 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<0.0\, 
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. Microcápsulas 

7.2.1. Concentración 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 microcápsulas fueron 

estadísticamente significativas (ANOVA p<0.05, Tabla 5) con respecto a su fuente de 

extracción. Los valores promedio de las concentraciones fueron mayores en EFO50 y EF025, 

y menores en ES. Inclusive ES muestra una ligera disminución en CFT y CFLT con respecto al 

extracto original, sin embargo, mostró un ligero incremento en la concentración de CT con 

respecto a dicho extracto. 

Tabla 5. Valores Promedio±DE de las concentraciones de CFT, CFLT y CT. BE).- Extracto de corteza; 
microcápsulas SE).- Extracto solo; 2).- EF025 Extracto+Aceite de pescado 25%; 3).- EFO50 
Extracto+Aceite de pescado 50%. Los superíndices muestran diferencias significativas. 

BE ES EF02S EFO50 

CFT (mgEAG/g) 215.72+1,34a 198.05±5.59b 198.94±4.55d 253.35+3.75° 

CFLT (mgEQ/g) 
CT (mgECA/g) 

90.18±0.68 a 

24.37+0.488 

78.57±1.80 b 

29.51±2.6 b 

81.42±2.43 d 

62.95±5.37 d 

98.63+2.98° 
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 

análisis (FRAP, CAT) con respecto a su fuente de extracción fueron estadísticamente 

significativas (ANOVA p<Q.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 

anti oxidante por potencial redactor de hierro (FRAP) mostró valores de EC50 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<EFO50. 

A B ES EF025 EFO50 A B ES EF025 EFOSO 

Figura 5. Valores Promedio±DE de capacidad antioxidante mediante CAT (a) y FRAP 8b) en A).- Extracto de 
corteza; B).- Aceite de pescado; Microcápsulas 1).- ES Extracto Solo; 2).- EF025 Extracto+Aceite de pescado 
25%; 3).- EFO50 Extracto de corteza+Aceite de pescado 50%. Los superíndices muestran diferencias 
significativas p<0.05. 

7.2.3. Morfología y tamaño de las microcápsulas 

En las micrografías SEM (Figs. 6a, 6b y 6c) se observa que las tres microcápsulas tienen 

forma esférica con la superficie suave en algunas y rugosas en otras, así mismo se muestra una 

pequeña cantidad de fragmentos y puntos de aglomeración, específicamente en EF025 y 

27 



EFO50. El tamaño promedio de las microcápsulas estuvo entre 21.77±0.89 para ES, 4.81±0.20 

en EF025 y 4.21±0.49 um en EFO50. 



7.2.4. Contenido de humedad y actividad de agua 

El contenido de humedad y la actividad de agua son parámetros importantes en las 

microcápsulas debido a que determinan la estabilidad de los compuestos alimenticios 

bioactivos por lo que es importante tener un buen control de estos parámetros durante el 

procesamiento y almacenamiento de los encapsulados. En la tabla 4, el contenido de humedad 

en las muestras varió 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. Humectación, Disolución e Higroscopicidad 

La absorción de agua es un factor crítico para mantener estables las microcápsulas debido a que 

cuando se humectan éstas cambian su estructura física y su función (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 rápidamente 

humectado, hundirse en el líquido en lugar de flotar en su superficie, además de dispersarse o 

disolverse en un corto periodo de tiempo sin que se formen grumos. Los tiempos de 

humectación observados en el presente estudio oscilaron entre 3379.8 s y 2340 s mismos que 

son considerados como bajos, así como los tiempos de disolución, los cuales estuvieron entre 

6639.6 s y 3960 s (Tabla 6). En ambos casos los valores más bajos se presentaron en ES, los 

más altos ocurrieron en EF025 y los intermedios en EFO50. 
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Tabla 6. Propiedades relacionadas con el agua en las tres microcápsulas. Estadísticos 
descriptivos Promedio±DE. Los superíndices indican grupos homogéneos a partir de un 
análisis de varianza. 
Parámetro/Muestra ES EF025 EFO50 

Humedad (%) 4.64±0.25 b 4.72±0.22 b 4.13+0.16" 

Actividad de agua ( aw) 0.15±0.003 a 0.18±0.001° 0.19+0.008" 

Humectación (s) 2340+103.8" 3379.8+150° 2980.2±69 b 

Disolución (s) 3960+60" 6639.6+91.2° 4320±60 b 

Higroscopicidad (%) 14.19±1.50a 15.31±1.06b 14.35+1,22a 

7.2.6. Propiedades de flujo 

Las propiedades de las tres microcápsulas se muestran en la Tabla 7. Los valores de índice de 

Carr variaron de 38.56 ± 2.21 a 50.43 ± 1.28 lo cual caracteriza a las tres microcápsulas 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. Estadísticos descriptivos de las propiedades de flujo de las microcápsulas Valores promedio±DE. 
Los superíndices indican grupos homogéneos a partir de un análisis de varianza. 
Muestras Densidad (g/cm3) Indice de Carr Cociente de 

Aparente Empacada (%) Compresibilidad Hausner 
Fluidez 

ES 2.90±0.04 a 4.72+0.09" 38.5612,21a 1.62+0.05" 
EF025 2.96+0.03"° 5.65+0.07° 47.58±0.42 b 1.91±0.02° 
EFO50 3.00±0.03 a b 6.05±0.09b 50.43±1.28 b 2.02+0.05" 

7.2.7. Ángulo de reposo 

El ángulo de reposo es una característica relacionada con la fricción entre partículas 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 ángulo 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 EF025 y 14.83°±1.64 

enEFO50. 

7.3. Bioensayo con Litopenaeus vannamei 

7.3.1. Supervivencia, Tasa de Crecimiento Específico (TCE), Proteína en Plasma y en SLH 

La supervivencia en el ensayo fue del 100% para los Iratamientos III y IV, mientras que para los 

tratamientos I y I I fue del 96.6%. En cuanto a la Tasa de Crecimiento Específico ésta varió de 

3.71±0.39 para el tratamiento IV hasta 2.80±0.28 en el tratamiento I I (Figura 6). 

i i i n i i v 
Tratamientos 

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

7.3.2. Proleína 

Las concentraciones de proteína en SHL oscilaron de 1.34 pg/mL en el tratamiento I I a 0.598 

ug/mL en el tratamiento I I I . Mientras que las concentraciones de proteína en plasma, donde no 

se observaron diferencias significativas, variaron de 155.8 ug/mL para el tratamiento IV a 

129.5 ug/mL en el tratamiento I I I (Figuras 7a y 7b). La mayor concentración de proteínas 

totales se observó en el tratamiento IV (156.429 ug/mL) y la menor en el tratamiento I I I 

(130.098 ug/mL). 
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£ i n m i v i i i m i v 
Tratamientos Tratamientos 

Figura 8. Concentraciones de proteína en plasma y Sobrenadante Lisado de Hemocitos (SLH) (ug/mL). Los 
superíndices indican diferencias significativas. 

7.3.3. Actividad Anión Superóxido, Profenoloxidasa (ProFO) y Fenoloxidasa (FO) 

Los resultados de la actividad del anión superóxido mostraron diferencias significativas, siendo 

mayor en el tratamiento I I , seguido por el tratamiento I I I . La actividad ProFO en LSH fue 

significativamente mayor en el tratamiento IT en comparación con el resto de los tratamientos. 

En cuanto a la actividad FO en plasma, donde no se observaron diferencias estadísticas, ésta 

fue mayor en el tratamiento I , seguido por el tratamiento I I I . La mayor actividad FO Total se 

observó en el tratamiento I I , seguido por el tratamiento I (Figuras 8a, 8b, 8c, 8d). 
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Figura 9. Parámetros del bioensayo con Litopenaeus vannamei: Anión superóxido (a), ProFO LSH (b), FO 
Plasma (c) y FO Total (e). Los superíndices muestran diferencias significativas. 

7.3.4. Parámetros Fiskoquímicos: Salinidad, pH, Temperatura y Oxígeno Disuelto 

Los parámetros fisicoquímicos del agua fueron mantenidos dentro de los niveles óptimos de 

acuerdo con Brock y Main (1994) durante los 30 días de duración del bioensayo (Tabla 8). 
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Tabla 8. Parámetros fisicoquímicos del bioensayo con Litopenaeus vannamei: Salinidad, pH, Temperatura 
y Oxígeno disuelto. 
Tratamientos Parámetros 

Salinidad pH Temperatura O.D. 

(%o) ( ° Q (mg/L) 

I 34.16±0.93 8.18±0.3 29.29±0.77 4.75±0.075 

n 34.16±0.83 8.26±0.21 29.18±0.40 4.96±0.55 

I I I 34.0±0.73 8.16±0.28 29.13±0.53 5.04±0.33 

IV 34.16rt0.57 8.17±0.17 29.94±0.35 5.10±0.72 

Intervalo óptimo (Brock y Main, 15-35 8.1-9.0 23-30° 4.0-10.0 
1994) 

7.3.5. Parámetros 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 óptimos para el cultivo de L . vannamei de acuerdo a lo 

sugerido por Boyd y Tucker (1998). 

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

Amonio Nitritos Nitratos 

(mg/L) (mg/L) (mg/L) 

I 0.71±0.011 0.02±0.004 0.60±0.016 

TI 0.77±0.088 0.04±0.005 0.71±0.017 

I I I 0.81±0.122 0.03±0.007 0.66±0.042 

IV 0.80±0.112 0.03±0.006 0.69±0.053 

Intervalo óptimo (Boyd y Tucker, 0.1-1.0 <0.5 0.4-0.8 
1998) 
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8. DISCUSIÓN GENERAL 

8.1 Concentración de fenoles totales, flavonoides totales y taninos condensados 

Los compuestos fenólicos son a menudo producidos y acumulados en los tejidos 

subepidérmicos de las plantas expuestas al estrés y al ataque de patógenos. Su concentración en 

los tejidos depende de la estación, además de su distribución geográfica y puede cambiar 

durante los diferentes estadios de desarrollo (Thomas y Ravindra 1997; Ozyigit et al. 2007). La 

concentración 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 acumulación 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 concentración en 

las cortezas de las poblaciones de Sinaloa y Campeche fueron mayores en más de 8 veces que 

las reportadas en la corteza para la misma especie en Brasil (Lamournier et al., 2012). La 

concentración 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 aún más alta que algunas especies de mangle como Kandelia 

candel y Rhizophora mangle (Zhang et al., 2010), las cuales son notables por su alta 

concentración de polifenoles. 

La alta concentración 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 

Púnica granatum. De acuerdo con Kim et al. (2002), esto se debe a la alta concentración de 
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tamnos en los estadios iniciales de desarrollo como una estrategia empleada por las plantas para 

hacer menos atractivos sus frutos a los depredadores (Jorriano 2000). Estudios previos han 

mostrado que la magnitud de irradiación solar influye en la concentración de flavonoides y 

taninos condesados en las plantas (Cióse y McArthur, 2002; Agati y Tattini, 2010; Babu et a l , 

2003; Detrés et a l , 2001). Los extractos de M. tinctoria provenientes de Sinaloa muestran altas 

concentraciones de fenoles totales, lo cual podría estar relacionado con una mayor radiación 

UV-B en la región 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 

característica se debe al hecho de que las plantas concentran principalmente este tipo de 

compuestos en células de hojas y cortezas como una medida de protección en las que los 

flavonoides vacuolares constituyen un sistema antioxidante secundario que se activa bajo 

condiciones de estrés (Agati et a l , 2012; Ingersoll et a l , 2010), tales como alta radiación UV y 

ataque de patógenos (Hertog et al., 1993; Agati et al., 2012; Agati et al., 2013; Agati y Tattini, 

2010). Por otro lado, la alta concentración de compuestos fenólicos en tejidos jóvenes 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 fisiológico de los flavonoides en M. 

tinctoria, dado que ésta presenta concentraciones similares a diferentes latitudes y valores de 

radiación solar. 

8.2 Composición fenólica 

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 composición fenólica en la corteza de ésta especie es más 

compleja y que además de dihidroflavonoides y flavonas, se acumulan algunos ácidos fenólicos 

y quercetin-3-Oglicósidos. Los ácidos fenólicos y las flavonas están acumulados 

principalmente en frutos verdes y hojas, encontrándose diferencias notables en la composición 

fenólica de las muestras de Sinaloa y Campeche. Los perfiles fenólicos se han reportado como 

importantes quimiomarcadores a niveles específico e intraespecífico (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 morfológicas, 

sugieren que podrían representar dos quimiotipos diferentes. 

La variación en la capacidad antioxidante encontrada en los diferentes tejidos de M. tinctoria 

proveniente de diferentes orígenes geográficos podría estar asociada a la variación en la 

composición fenólica además 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 fenólicos 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 desempeña un papel importante en la absorción y 

neutralización de los radicales libres descomponiendo el peróxido y transformando el oxígeno 

singlete a un estado triplete (Zheng y Wang, 2001). El método DPPH* es una de los pruebas 

más frecuentemente empleadas debido a su sencillez y por aportar información sobre la 

actividad de los extractos contra radicales libres estables; éste método se basa en la medición 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 reducción 
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de DPPH* coincide con los resultados encontrados por Lamounier et al. (2012) en la corteza de 

M. tinctoria, así 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 trópicos (Wang et al., 2004; Siddhuraju y Becker, 2003). En 

el presente trabajo, la actividad antioxidante determinada por el método DPPH* se correlaciona 

moderadamente (r=0.848) con la concentración de fenoles totales, pero no con la concentración 

de flavonoides totales y taninos condensados. Se ha reportado que la capacidad antioxidante 

por reducción del potencial de fierro (FRAP) y reducción de molibdato (TAC) están 

relacionados con altas concentraciones de flavonoides totales y taninos condensados en los 

extractos de hojas (Aberoumand y Deokule, 2010; Zhang and Lin, 2008) así 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 química de los compuestos fenólicos presentes en dichos extractos, tales como el 

número y localización 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). Además, las altas 

concentraciones de flavonoides mejoran la capacidad de las plantas para quelar iones metálicos 

(Symonowicz y Kolanek, 2012). 

8.4 Microencapsulados 

En las tres microcápsulas el orden de concentración de CFT, CFLT y CT mostró una secuencia 

ascendente con respecto al contenido de aceite de pescado en la formulación: 

ES<EFO25<EFO50, lo que indica que el aceite de pescado contribuye a conservar una 

concentración inicial de los compuestos monitoreados. Más aún, de acuerdo con Guadarrama-

Lezama et al. (2012) la ausencia de fracturas en las microcápsulas, probablemente debido a las 
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bajas temperaturas empleadas, así como a las propiedades de viscoelasticidad y formación de 

película que tiene la goma arábiga permitieron una mejor protección física y una retención 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 

microcápsulas con respecto al extracto original se puede deber a las altas eficiencias obtenidas 

en las concentraciones de CFT y CT, además a la estructura química de ácidos fenólicos y 

flavonoides presentes en el extracto como el quercetin-3-O-glicósido y el metilquercetin-3-O-

glicósido, los cuales poseen tres sitios posibles de quelación: 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 

EF025 y EFO50 la actividad antioxidante puede verse influenciada por la presencia de 

pequeños azúcares característicos del aceite de pescado (Faraji y Lindsay, 2005). 

Las características morfológicas en las microcápsulas EF025 y EFO50 indican una fuerte 

relación con el contenido de aceite superficial. Las arrugas en la superficie de las microcápsulas 

han sido reportadas en algunas elaboradas con maltodextrina (Moreau y Rosenberg, 1993; 

Kagami et al., 2003), goma arábiga (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 mecánico 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 saturación no superficial (Walton, 2000) y el efecto de la tensión 

superficial impulsado por un flujo viscoso (Sheu y Rosenberg, 1998). Las microcápsulas 

obtenidas en el presente estudio mostraron una superficie continua lisa y no porosa, lo que 

indica que no hubo degradación de ésta durante el secado lo que asegura su integridad (López-

Hernández 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 oxidación y de su liberación hacia la superficie de las 

microcápsulas (Aghbashlo et al., 2013). De acuerdo con Alamilla-Beltrán et al. (2005) cuando 

se encapsula a bajas temperaturas, como en el presente caso, se observa un alto grado de 

contracción y el tamaño promedio de las microcápsulas tiende a ser menor que el de aquellas 

obtenidas a altas temperaturas. El tamaño reducido en EF025 y EFO50 es una característica 

importante en un alimento ya que partículas con un tamaño 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 microcápsulas son característicos de 

las microcápsulas cuya pared está constituida de maltodextrina (Robert et al., 2003). Se 

observa también, que la composición de la formulación 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 más 

tiempo para migrar a la superficie de la gota y formarse la partícula. Mientras que a 

temperaturas altas de secado por aspersión y con la alimentación a temperatura ambiente el 

sellado de la partícula es muy rápido. Este sellado en la partícula actúa como barrera y evita la 

migración de humedad del núcleo hacia la superficie de la partícula 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 óptimo 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 encontró una actividad de agua entre 0.15 a 0.19 lo que indica una alta estabilidad y 

mínimas reacciones químicas en las microcápsulas (Roos, 1998; Rahman, 2010). Reineccius 

(2004) reportó que cuando el contenido de humedad se incrementa por encima de un 7%, la 
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difusión de agua a través de la matriz de las microcápsulas decrece lo que reduce el efecto de la 

humedad sobre las características físicas y químicas del aceite microencapsulado al evitar el 

acceso de oxígeno a través de la red interna de poros. Por otra parte, valores bajos de actividad 

de agua están asociados con un decremento en la degradación de los componentes de los 

polvos. En el presente estudio, los resultados indican que en las tres microcápsulas la 

disponibilidad de agua para conducir las reacciones de degradación químico-enzimática es baja 

y, consecuentemente, la degradación de sus componentes también será baja. 

En cuanto a las valores de los tiempos de humectación y disolución se observa un incremento 

cuando se integró aceite de pescado a la formulación. 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 proteínas y lípidos toman más tiempo para humectarse debido a su 

alta densidad relativa con respecto al agua, así como por su naturaleza hidrofóbica lo que 

provoca que las microcápsulas tiendan a flotar, formar agregados y en ocasiones adherirse a las 

paredes de los recipientes. La goma arábiga posee la propiedad de crear una fuerte película 

protectora alrededor de las gotas de aceite (Krishnan et al., 2005), resultado de la estructura 

arabinogalactana-proteína altamente ramificada la cual desarrolla sus propiedades proteicas y 

polisacáridas, permitiendo que los polipéptidos hidrofóbicos pueden anclarse en la superficie de 

las gotas de aceite y la agregación de carbohidratos previene que las cadenas hidrofílicas 

formen una capa gruesa. De acuerdo con Nakamura et al. (2006) y Kim y Morr (1996) muy 

pocos sistemas polisacárido-proteína poseen mecanismos de estabilización comparables con la 

goma arábiga. Los valores obtenidos de higroscopicidad fueron similares en las tres 

microcápsulas y no se observaron diferencias con respecto al contenido de aceite de pescado en 

la formulación. En este contexto las similitudes pueden ser explicadas por la estructura química 

de los materiales de pared. La goma arábiga posee un alto número de ramificaciones con 
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grupos hidrofílicos los cuales fácilmente se enlazan a moléculas de agua, mientras que la 

maltodextrina DE 10, que es un almidón hidrolizable, también muestra las mismas 

ramificaciones con grupos hidrofílicos los cuales contribuyen a la absorción de agua. 

Los valores de densidad aparente y empacada observados en las microcápsulas del presente 

estudio son los típicos para este tipo de formulaciones (Onwulata et al., 1996). De acuerdo a la 

clasificación 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 microcápsulas aceitosas 

obtenidas mediante secado por aspersión (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 característica se ha observado en las microcápsulas obtenidas mediante 

secado por aspersión y/o secado en frío, a pesar de la disminución del Cociente de Hausner y el 

índice de Carr (Fuchs et al., 2006). 

En cuanto a los valores de ángulo de reposo observados y de acuerdo con Santomaso et al. 

(2003) las microcápsulas obtenidas se clasifican como de excelente flujo (10°-30°) o libre flujo 

de acuerdo de acuerdo con Barbosa-Cánovas et al. (2005). En este estudio y de acuerdo con 

Juliano et al. (2006), se observa una dependencia del ángulo de reposo con respecto al 

contenido de aceite de pescado en la mezcla ya que la cohesión y fricción entre las partículas 

que componen los grupos de microcápsulas muestran una reducción en EF025 y EFO50, 

mientras que en ES cuya formulación no incluye aceite de pescado, se observa un incremento, 

por lo tanto se infiere que la adición 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 camarón 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 específico (TCE) no se observaron diferencias significativas entre los 

tratamientos siendo la más baja en el tratamiento I I y la más alta para el tratamiento IV. 

Durante el bioensayo se observaron los parámetros físicoquímicos dentro de los intervalos 

propuestos por Brock y Main (1994) para el cultivo del camarón blanco, por lo que se puede 

afirmar que el bioensayo se llevó 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 digestión y la absorción 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 

afectó 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 camarón (Citarasu et a l , 

2006; Luna-González et al., 2012; Medina-Beltrán et al., 2012). 

Las concentraciones de proteína 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, Beltrán et al., 2012, Luna et al., 2012). El incremento de proteína en la hemolinfa se 

relaciona con el aumento de algunas inmunoproteínas las cuales promueven un buen estado de 

salud en el crustáceo y están asociadas a un valor alto en la concentración de proteínas 

presentes en los hemocitos y la hemolinfa relacionados con el estado inmune del camarón 

(Laria et al., 2008). 

Los resultados del análisis bioquímico indican un leve aumento del anión superóxido en el 

tratamiento I I con respecto al control, mostrando influencia en cuanto a la participación del 

extracto adicionado en el alimento en forma de microcápsulas. Esto es relevante ya que su 

producción durante el proceso de fagocitosis tiene acción bactericida (Muñoz et al., 2000), de 
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ahí que se constituya como un parámetro importante para determinar el estado de salud del 

camarón bajo condiciones de cultivo (Luna-González et al., 2013). Los valores de absorbancia 

obtenidos del análisis de la producción de ProFO muestran que ésta es mayor en el tratamiento 

I I (0.4678) con respecto al control (0.3387), tendencia encontrada por Lima et al. (2012), 

Peraza-Gómez et al. (2011) y Citarasu et al. (2006), quienes emplearon, de manera respectiva 

el carbohidrato inulina extraído del agave, una mezcla de polvo de plantas y una serie de 

extractos vegetales en la dieta del camarón para evaluar su aporte en la respuesta inmune del 

camarón. El sistema ProFO es clave en la respuesta inmune humoral del camarón ya que es 

uno de los mecanismos de defensa fundamentales del crustáceo (Sóderháll y Cerenius, 1992; 

Sung et al., 1996), al generar moléculas muy tóxicas como las quinonas, hemiquinonas y 

radicales libres de oxígeno destinados a eliminar patógenos agresores (Cerenius y Sóderháll, 

2004) cuya función debe de ser debidamente regulada por el sistema enzimático antioxidante 

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

9. CONCLUSIONES GENERALES 

Las mayores concentraciones fenólicas 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 observó correlación entre la capacidad antioxidante por DPPH* y la concentración de 

fenoles totales, así como entre CAT y la concentración de taninos condensados. 

Los principales compuestos fenólicos en los extractos fueron ácidos fenólicos, 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 microcápsulas muestran una mayor capacidad antioxidante y concentración de fenoles 

totales, flavonoides totales y taninos condensados con respecto al extracto original. En ese 

sentido, constituyen un excelente vector para emplearse como dosifícador de extractos 

vegetales. 

El tamaño y composición de las microcápsulas resultaron ser muy eficaces para la 

conservación, dotación y enmascaramiento del extracto de corteza de M. tinctoria. 

Los resultados del análisis reológico de las microcápsulas muestran que éstas son estracturas 

con alta estabilidad y que permiten mantener en condiciones óptimas y por largo tiempo su 

contenido. 

Los tiempos de disolución observados en las microcápsulas empleadas en los bioensayos se 

ajustan perfectamente al tiempo promedio de digestión de los camarones, además, mimetizan el 

desagradable sabor de los extractos permitiendo su ingestión por los camarones. 

La calidad del agua y los diferentes parámetros físico-químicos se mantuvieron dentro de 

niveles aceptables aportando un ambiente adecuado para el buen desarrollo del camarón 

durante el tiempo que duró bioensayo. 

Los tratamientos que incluyeron microcápsulas en cantidades de 0.5 gr/kg alimento en la 

formulación de dietas para el camarón mostraron mejores resultados con respecto al testigo ya 

que se observó un aumento en la producción de proteína en HSL, así como la de anión 

superóxido y la actividad ProFO. 
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Como resultado del trabajo realizado se logró obtener la patente de un producto 

microencapsulado con potencial de uso en la industria acuícola, mismo que fue respaldado por 

los resultados obtenidos en el presente trabajo. 
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Redacción de la patente adjunta a la solicitud al IMPI 

1 
ADITIVO BIOTECNOLÓOICO ANTIOXIDANTE PARA AUMENTOS ACUÍCOLAS Y 

SU PROCESO DE OBTENCIÓN. 

5 CAMPO TÉCNICO DE LA INVENCIÓN 

Esta invención recae en el campo de la biotecnología acuícola, más específicamente esta 

invención describe una formulación a base de microencapsulados de extractos vegetales de 

Madura tinctoria para emplearse como aditivo antioxidante en alimentos aeuíeolas, 

10 específicamente alimento para camarones y otros anímales en acuacultura. Su objetivo 

principal es estimular el sistema antioxidante de los camarones u otros animales en 

acuacultura 

ANTECEDENTES 

15 

Maclura tinctoria (L.) Steud. (Moraceae), abarca especies de hoja caduca, semideciduo y 

hasta especies arbóreas perennes. Es característico de las regiones tropicales secas y 

húmedas, 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 

20 construcción, extracción de colorantes, medicamentos y alimentos en las zonas rurales (Balick 

and Arvigo 2015; Yerman et al. 2002). También se utiliza en la medicina tradicional para 

eliminar enfermedades de la garganta y boca, parásitos intestinales, infección y dolor de 

muelas (Hajdu and Hohmann 2012). 

Las plantas contienen compuestos químicos y biológicos 

25 que ejercen actividades definidas efectos fisiológicos en las células y entre estos compuestos 

están los polifenoles que son metabolitos secundarios con actividad antioxidante (Atanassova 

et al. 2011; Banerjee et al. 2008; Solovchenko 2010; Symonowicz and Kolanek 2012). 

Los compuestos bioactivos en las plantas como los compuestos fenólicos pertenecen a las 

principales clases de metabolitos secundarios, derivados de la fenüalanina. Existen derivados 

30 fenólicos, como el fenol núsmo, fenilpropanoides, derivados del ácido 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 daño producido por 

agentes oxidantes (Aherne and O'Brien 2002). 

Los compuestos fenólicos son esenciales para el crecimiento y reproducción de plantas, como 

antipatógenos, pigmentación y como atrayentes de polinizadores, protegen a las plantas de la 

5 luz U V y son antioxidantes naturales (Shahidi 2000).En acuacultura los alimentos acuícolas 

son adicionados con microorganismos y polvo de plantas medicinales para combatir 

enfermedades virales y bacterianas en camarón bajo cultivo ((Apún-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 el al. 2011; Luna-González et al. 2012; Luna-

10 González et al. 2013; Peraza-Gomez et al. 2011; Peraza-Gómez et al. 2009; Peraza-Gómez et 

al. 2014). 

El registro US20080073470 (Ferreira 2009) se refiere a la capacidad como colorante de M. 

tinctoria. 
En M. tindoria se ha determinado la presencia y t ipo de flavonoides presentes en su corteza 

15 (El-Sohly et al. 1999). 

En M. tindoria se ha demostrado la capacidad antioxidante de sus chalconas glicosídicas y 

flavonas (Cioff i et al. 2003a), como antibacteriana (Lamounier et al. 2012; Ciof f i et al. 2003b) 

y como antifungico (El-Sohly et al. 2001). 

Dentro del género como M. pommifera presenta actividad antioxidante en sus isoflavonasy 

20 compuestos fenólicos (Fatnassi et al. 2009; Teixeira et al. 2009), 

Pero a diferencia, en la presente invención se propone la invención de microencapsulados con 

extractos alcohólicos de compuestos fenólicos de Madura tindoria como aditivos 

antioxidantes en el alimento de camarón no limitándodes a otras especies de cultivos 

acuícolas. 

25 La aplicación de los microencapsulados incluye su administración mediante soluciones, 

suspensiones, líquidos, extracto seco, gotas, puntos, elixires, polvos, comprimidos, cápsulas, 

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

30 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 
Fig. 1. Ilastración de las características del polvo ( l a y Ib) y morfológicas ( l e y Id) de las 

microcápsulas de corteza d e M tindoria. 
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Fig. 2. Diagrama del proceso para el procesamiento de pulverización, secado y caracterización 

del perfil fenólico de los materiales vegetales de M . tinctoria. 

Figura 3. Micrografías de barrido electrónico (SEM) mostrando la estructura externa de las 

microcápsulas a 500x, lOOOx y 3000x. 3a).- ES; 3b).- EF025 y 3c).- EFO50. 

5 

DESCRIPICIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se refiere a microencapsulados a base de extractos alcohólicos de 

compuestos fenólicos de Madura tinctoria mediante secado por aspersión, y su uso como 

10 aditivos antioxidante en alimentos acuícolas de camarón y no limitado a otras especies 

acuícolas 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, raíces y cortezas 

(tallos), o una combinación de al menos dos de estos, preferentemente corteza (tallos) y hojas, 

15 de Madura tinctoria, con tamaño de partícula entre 3 y 23 uní. Dichos microencapsulados se 

carcaterizan por tener una concentración de Fenoles Totales (CFT) de 165.14±1.04 a 

404.16±1.54 (mgEGA/g dw), una concentración de flavonoides totales (CFT) de 53.09 ± 1.45 

a 93.54 ± 0.97 (mgEQ/g dw), de taninos totales de 19.11 ± 0.72 a 28.44 ± 1.66 (mgECA/g 

dw). 

20 Dichos microencapsulados se caracterizan porque se comprenden de extractos de material 

vegetal comprendido del grupo de frutos maduros, frutos verdes, hojas, raíces y cortezas 

(tallos), o una combinación de al menos dos de estos, preferentemente corteza (tallos) y hojas, 

de Madura tinctoria. Dichos microencapsulados presentan un contenido de humedad de 4 a 

5%, una humectación de ls a 5000s, un tiempo de disolución de ls a 5000s, actividad en el 

25 agua menor a 18»W), una higroscopicidad menor al 15%, una fluidez (índice de Hausner) de 

1.5 a 2.5, una comprensoibilidad (índice de Carr) de 35 a 52% y un densidad de empaque de 

4 .5a6 .5 (g /cm 3 ) 

Dichos microencapsulados se caracterizan porque se comprenden de extractos de material 

vegetal comprendido del grupo de frutos maduros, frutos verdes, hojas, raíces y cortezas 

30 (tallos), o una combinación de al menos dos de estos, preferentemente corteza (tallos) y hojas, 



de Madura tinctoria. Dichos microencapsulados presentan una actividad antioxidante 

menores a 12 DPPH IC50 (mgEQ-mL- 1), 5 PFRAP E C 5 0 (mgEAA'mL" 1 ) y 7.5 TAC 

(mgEAG'mL ' 1 ) . 

Los extractos fenólicos de Madura tinctoria fueron obtenidos a través del proceso que se 

5 describe a continuación, dicho proceso consta de las siguientes etapas: 

1. Obtención 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 m L de metanol (50-90%, 

10 v/v) de 12 a 24 h a temperatura ambiente y en obscuridad total. Los extractos resultantes se 

centrifugan entre 6000 y 10000 rpm de 1 a 20 min) y se recuperan los sobrenadantes. Las 

pastillas de la centrifugación se reextractan con metanol (10-30%, v/v) (Almaraz-Abarca et al. 

2007) (Fig. 1). 

Posteriormente se resuspendieron y almacenaron en obscuridad alícuotas de cada extracto en 

15 etanol para llevar a cabo seis distintas pruebas por triplicado: concentración de fenoles totales, 

flavonoides totales y taninos condensados; además de capacidad antioxidante por reducción 

del radical DPPH, reducción de molibdato y reducción de fierro (FRAP). 

Los sobrenadantes de cada extracto se concentraron a sequedad para llevar a cabo la 

determinación de los perfiles fenólicos y sus concentraciones, mediante la obtención de 

20 información estructural e identificación de compuestos fenólicos en el equipo HPLC-DAD (da 

Graca Campos and Markham 2007; Almaraz-Abarca et al. 2007; Mabry et al. 1970). El polvo 

fue analizado y se obtuvieron los valores óptimos de Actividad de agua (aW), Contenido de 

Humedad, Tiempo de Disolución, Tiempo de Humectación, Higroscopicidad, Densidad 

aparente y densidad empacada, Indice de Carr, Cociente de Hausner y Angulo de Reposo. 

25 Estos últimos para determinar la viabilidad en el manejo, transporte, almacenaje y vida media 

como aditivos antioxidantes en el alimento (Fig 2). 

2. Preparación de la suspensión 

Las microcápsulas de extractos fenólicos 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 

30 horas y se remueven los sólidos. Se filtra con un tamiz analítico con una apertura de 50-95um 

y se resguardan en frascos ámbar. 
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Se prepararon las emulsiones homogenizando, con un secador por aspersión ullraturrax 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 arábiga, y de 0 a 70 m L d e aceite de pescado. 

3. Microencapsulación 

5 Con un secador por aspersión ULTRATXIRRAX®, en un rango de temperatura de entrada de 

100° a 120°C y de salida de 70° a 90°C, a una presión de automatización en un rango de bares 

de 0.5 a l . 1 bares y una velocidad promedio de alimentación de 10 a 20mL«min" 1 

proporcionada por una bomba peristáltica, con un arreglo en paralelo y una boquilla de 

aspersión de doble fluido con un diámetro interno en un rango de 1 a 3 mm, y una velocidad 

10 de 5000 a 15,000 rpm. 

La presente invención de dichos microencapsulados de extractos fenólicos de Madura 
tinctoria tienen un contenido de humedad entre 4 y 5%, humectación entre 33 y 50 min, tiene 

tiempos de disolución entre 50 y 100 min, una fluidez (índice de Hausner) entre 1 y 2.5, un 

ángulo de reposo entre 13° y 25° en base seca. 

15 La presente invención de dichos microencapsulados de extractos fenólicos de Madura 
tinctoria tienen una concentración de Fenoles Totales entre 11 y 68 mgGAE g"1 (Ácido 

gálico), de flavonoides totales (CFT) entre 11 y 71 mqEQ g" 1 (miligramos equivalentes de 

quercetina) y Taninos condensados entre 7 y 11 mgECA g"1 (miligramos equivalentes de 

catequina). 

20 La presente invención de dichos microencapsulados de extractos fenólicos de Madura 
tinctoria tienen una capacidad antioxidante entre 11 y 68 mgEQ mL" 1 (reducción de 1,1-

difenil2-picrilhidracil ó DPPH IC50), entre 11 y 71 gEAA mL" 1 (Potencial Reductor de Fierro 

ó PRRAP EC50) y entre 7 y 1 J m g E A G m L - 1 (Actividad antioxidaute total ó TAC). 

25 Los microencapsulados a base de extractos fenólicos de Madura tinctoria se caracterizan 

porque se usan como aditivo antioxidante en al menos el alimento para camarón cultivado, 

más no limitado a otras especies acuáticas cultivadas o ganadera, además de ser aplicado a la 

necesidad del mismo pudiendo ser aplicado, más no limitado, en soluciones, suspensiones, 

líquidos, extractos secos, gotas, puntos, elixires, polvos, coniprimidos, cápsulas, nanocapsulas, 

30 pastillas, tiras de película, jarabes, cremas, inyecciones, pomadas y geles. 
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Opcionalmente, los extractos del material vegetal se obtienen en consistencia cruda sin 

procesar, seca, triturado o pulverizado después de un secado, deferentemente, se sugiere usar 

productos fabricados trituradas o pulverizadas, después de secar. 



REIVINDICACIONES 

Habiendo descrito suficiente mi invención, considero como una novedad y por lo tanto 

reclamo como de m i exclusiva propiedad, lo contenido en las siguientes cláusulas: 

1. Microencapsulados a base de extractos fenólicos de Madura tindoria medíante secado 

por aspersión 

Los microencapsulados a base de extractos fenólicos de Madura tinctoria caracterizado 

porque los microencapsulados son de extractos de material vegetal comprendido del grupo de 

frutos maduros, frutos verdes, hojas, raíces y cortezas, o una combinación de al menos dos de 

estos, preferentemente corteza y hojas de Madura tinctoria, con tamaño de partícula de 3 a 23 

pm. Los microencapsulados a base de extractos fenólicos de Madura tinctoria de la presente 

invención tienen un contenido de humedad entre 4 y 5%, humectación entre 33 y 50 min, tiene 

tiempos de disolución entre 50 y 100 min, una fluidez (índice de Hausner) entre l y 2.5, un 

ángulo de reposo entre 13° y 25° en base seca,tma concentración de Fenoles Totales entre 11 y 

68 mgGAE'g" 1 (Ácido gálico), de flavonoides totales (CFT) entre 11 y 71 mqEQ'g ' 1 

(miligramos equivalentes de quercetina) y Taninos condensados entre 7 y 11 mgECA«g' 

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

mgEQTnL- 1 (reducción de l, l-difenil2-picri l lúdracil ó DPPH 1C50), entre 11 y 71 gEAA*mL" 

'(Potencial Reductor de Fierro ó PRRAP EC50) y entre 7 y l l m g E A O m L 1 (Actividad 

antioxidante total ó TAC). 

2. Los microencapsulados a base de extractos fenólicos de Rhizophora mangle de la 

presente invención son caracterizados porque la conformación estructural de los 

microencapsulados se realiza de manera preferenciai al mezclar los extractos fenólicos 

de Madura tindoria con aceite de pescado uhrapuro en rangos de concentraciones 

entre 0.1 hasta 70%, goma arábiga y maltodextrina a una concentración entre 80g/L y 

150g/L. La fabricación de las microcápsulas se realiza mediante secado por aspersión 

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 presión de automatización entre 0.5 y 1.1 

bares y una velocidad promedio de alimentación entre 10 a 20mL/min proporcionada 

por una bomba peristáltica, con un arreglo en paralelo y una boquilla de aspersión de 

doble fluido con un diámetro interno entre l m m y 3 mm, y una velocidad entre 5000 

rpm a 15,000 rpm. 
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Los microencapsulados a base de extractos fenólicos de Madura tindoria de la 

presente invención están caracterizados porque se usan como aditivo antioxidante en 

alimentos para camarón an acuatultura, aunque no limitado a otras especies bajo 

cultivo acuícola o la ganadera, de acuerdo a la necesidad del mismo pudiendo ser 

aplicado, más no limitado, mediante soluciones, suspensiones, líquidos, extracto seco, 

gotas, puntos, elixires, polvos, comprimidos, cápsulas, nanocápsulas, pastillas, tiras de 

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

Los microencapsulados a base de extractos fenólicos de Madura tinctoria, de 

conformidad con la reivindicación 2, están cateterizados porque, opcíonalmente los 

extractos 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 fenólicos de Madura tinctoria, de 

conformidad con las reivindicaciones de la 1 a la 6, como aditivos antioxidantes en 

alimentos acuícolas de camarón, más no limitado a otras especies de cultivos acuícolas 

o ganadera. 

Uso de los microencapsulados a base de extractos fenólicos de Madura tinctoria, de 

conformidad con las reivindicaciones de la l a la 7, caracterizado porque son aditivos 

autioxidante preferentemente en alimentos acuícolas de camarón, más no limitado a 

otras especies de cultivos acuícolas o ganadera 

Uso de los microencapsulados a base de extractos fenólicos de Madura tinctoria, de 

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

aditivo antioxidante en al menos el alimento del camarón en acuacultura. 
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RESUMEN 

La actual invención describe la formulación farmacéutica de mediante la microencapsulación 

5 de extractos fenólicos de Madura tinctoria y su capacidad antioxidante como aditivo en los 

alimentos acuícolas. Las microcápsulas de extracto fenólico de Madura tinctoria, se pueden 

administrar como aditivo antioxidante en forma de líquido, pulverizado, gel o diluido en 

solventes o agua directamente en los en los alimentos acuícolas para incrementa ta capacidad 

antioxidante de los organismos cultivados por acuacultura. 

10 
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