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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo mejorar la proteccion y la bioaccesibilidad de los
compuestos fendlicos extraidos de mieles monoflorales de aguacate y eucalipto a traves
de la microencapsulacién en cera de abeja. Compuestos fendlicos extraidos de las mieles
fueron microencapsulados en cera de abeja, utilizando la técnica de emulsion-
evaporacion de solvente. Se determino la eficiencia de los microencapsulados evaluando
su contenido de fenoles (Folin-Ciocalteu), y capacidad antioxidante (FAPP y DPPH),
antes y después de su liberacion controlada en fluidos bioldgicos simulados: saliva,
gastrico e intestinal. Los resultados indicaron que la miel de aguacate presenta un mayor
contenido fenolico y capacidad antioxidante en comparacion con la miel de eucalipto. Las
eficiencias de encapsulacion fueron del 49.6 %y del 23.5 % para los extractos de aguacate
y eucalipto, respectivamente. Las pruebas de digestion in vitro demostraron una retencién
significativa de la capacidad antioxidante, especialmente durante la fase gastrica e
intestinal, que es donde se requiere de su mayor bioaccesibilidad. Esto indica que, la
microencapsulacion en cera de abeja es una estrategia efectiva para proteger y liberar de
manera controlada los compuestos fendlicos de mieles monoflorales, destacando su

potencial en el desarrollo de alimentos funcionales.

Palabras claves:  Miel monofloral, compuestos fendlicos, microencapsulacion,

capacidad antioxidante, cera de abeja, digestion in vitro.



ABSTRACT

The present study aimed to improve the protection and bioaccessibility of phenolic
compounds extracted from monofloral avocado and eucalyptus honeys through
microencapsulation in beeswax. Phenolic compounds extracted from the honeys were
microencapsulated in beeswax using the emulsion-solvent evaporation technique. The
efficiency of the microencapsulated products was determined by evaluating their phenolic
content (Folin-Ciocalteu) and antioxidant capacity (FRAP and DPPH) before and after
their controlled release in simulated biological fluids: saliva, gastric, and intestinal. The
results indicated that avocado honey exhibits higher phenolic content and antioxidant
capacity compared to eucalyptus honey. The encapsulation efficiencies were 49.6% and
23.5% for avocado and eucalyptus extracts, respectively. The vitro digestion tests
demonstrated significant retention of antioxidant capacity, particularly during the gastric
and intestinal phases, where their bioaccessibility is most required. This indicates that
microencapsulation in beeswax is an effective strategy for protecting and controlling the
release of phenolic compounds from monofloral honeys, highlighting its potential for the

development of functional foods.

Keywords: Monofloral honey, phenolic compounds, microencapsulation, antioxidant

capacity, beeswax, in vitro digestion.
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1. INTRODUCCION

La miel, utilizada durante siglos en la medicina tradicional para tratar infecciones
bacterianas, dio lugar a la apiterapia como rama de la medicina alternativa (Pozo Yépez,
2016). Su composicién quimica incluye al menos 181 sustancias, como acidos fendlicos,
flavonoides, enzimas, acido ascorbico, acidos organicos y proteinas, responsables de sus
propiedades antimicrobianas, atribuidas a su alta osmolaridad y la presencia de peroxido
de hidrogeno, y de su capacidad antioxidante, proveniente principalmente de los
polifenoles transferidos del polen y néctar de las flores recolectados por las (Yung An et
al., 2016). En Ecuador, donde el consumo anual de miel alcanza 601 toneladas,
predominan las mieles poliflorales por su accesibilidad, aunque las monoflorales,
obtenidas de una sola especie floral, estan ganando relevancia cientifica y comercial
debido a su perfil inico de compuestos (Beltran Ayala & Vasconez Robalino, 2020). En
la region interandina, destacan mieles monoflorales como las de aguacate y eucalipto;
siendo la miel de eucalipto la mas comdn. Por otro lado, la miel de aguacate posee mayor
concentracion de compuestos bioactivos, lo que se traduce en una superior capacidad
antioxidante, eliminacion de superdxidos, quelacién de iones metalicos y proteccion
contra la peroxidacion lipidica en membranas de eritrocitos humanos (Garcia-Tenesaca

etal., 2018).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que las plantas producen a
través de la via del acido shikimico, ya sea durante su crecimiento o en respuesta a
condiciones de estrés ambiental, como infecciones microbianas, lesiones o radiacion
ultravioleta (Ayoub et al., 2023). Estos tienen al menos un anillo aromético con uno o
mas grupos hidroxilo; de acuerdo con su estructura se clasifican en acidos fenolicos
(moléculas simples con un solo anillo aromatico) y los polifenoles (moléculas con dos o

mas anillos aromaticos), como flavonoides, lignanos y estilbenos. Los principales
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polifenoles en la miel son, entre los acidos fenolicos, los acidos hidroxibenzoicos (como
el acido galico) y los hidroxicindmicos (como el acido ferulico y clorogénico); mientras
que los flavonoides presentes incluyen hesperetina, crisina, quercetina, kaempferol y

miricetina (Grgi¢ et al., 2020).

Estas moléculas son altamente sensibles a diversas condiciones ambientales,
como el calor, pH extremo, luz, oxigeno y actividad enzimatica. Estas condiciones
catalizan su degradacion, reduciendo su estabilidad y funcionalidad. Esta sensibilidad
representa una limitacién para su aplicacion en formulaciones alimentarias a nivel
industrial, donde los procesos térmicos y la exposicion a factores ambientales
comprometen su eficacia como ingredientes funcionales y antioxidantes naturales.
Adicionalmente, una vez ingeridos los polifenoles, el proceso metabolico también afecta

su biodisponibilidad y bioactividad (Cao et al., 2021).

Los polifenoles inician su viaje metabolico con la ingestion y la digestion inicial.
En el estomago, bajo condiciones &cidas, algunos flavonoides pueden experimentar
degradacion a acidos fendlicos. La absorcion principal ocurre en el intestino delgado,
aunque su biodisponibilidad es limitada, con solo un 5% a 10% de los polifenoles
ingeridos siendo absorbidos, debido a su compleja estructura molecular y su presentacion
como ésteres o glicosidos. Posteriormente, los polifenoles absorbidos son conducidos al
higado a través del sistema portal, donde experimentan biotransformaciones como
glucuronidacién, sulfatacion y metilacion, aumentando asi su solubilidad en agua y
preparandolos para la excrecion. Aquellos polifenoles que no se absorben en el intestino
delgado, aproximadamente el 90-95%, alcanzan el intestino grueso, donde la microbiota
intestinal los metaboliza en formas mas simples, pero menos bioactivas (Beslo et al.,

2023).
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Con fines de aumentar la disponibilidad de los compuestos fendlicos y brindar
proteccidn ante condiciones ambientales, se propone la microencapsulacion de estos. La
encapsulacion es un proceso en el que se rodean compuestos activos con una pared
protectora. En este estudio se evalta la microemulsion y evaporacion del solvente usando
como surfactante Tween 80. El agente encapsulante es esencial para la liberacidn
controlada y la proteccion de los compuestos activos. Los agentes encapsulantes mas
comunes incluyen polisacaridos, lipidos y proteinas, reconocidos como seguros (GRAS)
y biodegradables. Estos materiales forman cépsulas estables y adaptables, compatibles
con compuestos hidrofilicos e hidrofobicos, facilitando la proteccion y liberacion
controlada de bioactivos (Grgi¢ et al., 2020). La cera de abeja, por su composicion
quimica rica en ésteres, acidos grasos y alcoholes de cadena larga, actia como una matriz
lipidica hidrofdbica ideal para encapsular polifenoles, protegiéndolos de la humedad y el
oxigeno (Chatzidaki et al., 2015). Ademas, su capacidad para formar microemulsiones
con gotas menores a 100 nm aumenta la superficie de interaccion, mejora la absorcién en
el tracto gastrointestinal y asegura estabilidad frente a la degradacion durante el
procesamiento y la digestion, favoreciendo una biodisponibilidad sostenida (Garavand et

al., 2021).

En afios recientes, diversos estudios han abordado la encapsulacion de compuestos
fendlicos provenientes de fuentes como frutas y vegetales. Por ejemplo, de plantas
medicinales se ha buscado encapsular curcumina (Silvestre et al., 2023) o catequinas
provenientes del té verde empleando gelacion idnica y atomizacion (Cutrim et al., 2019);
asi como de origenes frutales de uva y vino como son los taninos (Ricci et al., 2022). En
el caso de componentes apicolas, en la miel, se han documentado esfuerzos para mejorar
la estabilidad y liberacion controlada de sus polifenoles mediante técnicas de

encapsulacion. Por ejemplo, investigaciones previas han explorado el uso de matrices
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como maltodextrinas, goma de tara y almidon de papa para encapsular miel y propoleo,
obteniendo mejoras en la proteccion de compuestos bioactivos (Ligarda-Samanez et al.,
2023). Sin embargo, hay poca informacion especifica sobre la encapsulacion de
polifenoles extraidos directamente de mieles monoflorales, lo que subraya la necesidad

de profundizar en este campo.

De esta manera, el presente proyecto tuvo como objetivo general proteger a los
compuestos fenolicos, de mieles monoflorales de eucalipto y aguacate, a través de
microencapsulacion en cera de abeja, por el método de emulsidén-evaporacion de solvente,
a fin de disminuir su degradacion durante el metabolismo y aumentar la bioaccesibilidad.
Para esto, fue necesario extraer los compuestos fenolicos presentes en las mieles
monoflorales de eucalipto y aguacate a través de extraccion en fase solida (cartuchos de
resina C18). Luego de esto, fue importante microencapsular los extractos polifendlicos
en cera de abeja utilizando microemulsion y evaporacion del solvente, para finalmente,
evaluar la capacidad antioxidante y el perfil de liberacidn controlada de los compuestos

fendlicos encapsulados en fluidos biolégicos simulados (saliva, gastrico e intestinal).
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2. METODOLOGIA

2.1 Extraccion en fase sélida de compuestos fenolicos de miel

Para la extraccion de polifenoles, siguiendo el método propuesto por Kaskoniené et al.
(2009), se preparé una solucion de miel de abeja en agua acidificada (pH=2) a una
concentracion final de 0.5 g/mL; esta dilucion evita la saturacion de las columnas y la
acidificacion ayuda a romper las interacciones entre los polifenoles y otros componentes
de la miel. Por otro lado, las columnas Sep-Pak C18 se activaron pasando 10 mL de
metanol y lavando con 10 mL de agua destilada, en ambos casos, dos veces. A
continuacion, se coloco la solucion de miel en las columnas activadas. Una vez finalizada
la filtracion de la dilucion de miel, las columnas se lavaron con agua destilada dos veces
para eliminacion de residuos de azucares y se realizd la elucidn de polifenoles utilizando
10 mL de metanol en dos lavados. Finalmente, el extracto metandlico se concentro en
estufa a 45°C por 2 dias para la evaporacion del solvente. Los extractos se conservaron a

-20°C para su posterior uso.

Debido a la diferencia de contenido total de fenoles que se establece en la
bibliografia, se realizd el proceso 3 veces para la miel de eucalipto y solo una vez para la

de aguacate.

2.2 Microencapsulacion de los extractos polifendlicos de miel

Se utiliz6 el método de emulsion-evaporacién de solvente, acorde al proceso descrito por
Salcedo (2021) se encapsulo el compuesto activo (compuestos fenolicos) dentro de una
matriz lipidica, compuesta por cera de abeja al 5% p/v en acetato de etilo, se mantuvo la
solucion cubierta con parafilm para evitar la evaporacion del solvente. En paralelo se

realizé la dilucion de los extractos en dimetilsulfoxido (DMSQ), de modo que se obtuvo
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una concentracion final de 0.22 mg de extracto por cada pL. de DMSO. De esta manera,
la fase organica se preparé mezclando 1 mL de la matriz lipidica con 23 pL de extractos
disueltos (10% masa de extracto/masa de cera) en 20 mL de acetato de etilo; esta se

mantuvo a una temperatura de 60°C para mantener la cera en fase liquida.

Por otro lado, se prepar6 una fase acuosa con Tween 80 al 0.5% v/v; misma que
se mantuvo a 80°C. Para crear la emulsion, primero se afiadio la fase acuosa a un tubo
falcon, luego se incorporo6 la fase organica y se homogenizd mediante vortex por un
minuto. Finalmente, la mezcla se afiadio a 220 mL de agua destilada a 4°C; se realizaron
4 corridas de la emulsion. El proceso de evaporacidn del solvente se llevo a cabo durante
24 horas, con agitacion a 800 rpm. Una vez completada esta etapa, se seco la muestra

mediante liofilizacion durante 8 dias, resultando en los microencapsulados (MP).

Durante el proceso se tomd en consideracion que las muestras son fotosensibles,
por lo que, todas las soluciones se protegieron de la luz envolviéndolas en papel aluminio
y se trabajé con fuente de luz indirecta. Las condiciones experimentales fueron
establecidas a partir de pruebas preliminares llevadas a cabo en el Laboratorio de

Biomateriales de la Universidad San Francisco de Quito.

2.3 Digestiones in vitro de los microencapsulados

Las muestras de los encapsulados polifendlicos fueron sometidas a digestion en
soluciones simuladas de fluidos biol6gicos, siguiendo un procedimiento adaptado a partir
de Ghibaudo et al. (2018). Se diluyeron 20 mg de muestra en 3 mL de una solucién
simulada de saliva, previamente preparada con 10 mg/mL de a-amilasa en una solucion
salina tamponada con fosfato (PBS); esta se incubd por 2 minutos. Una vez completado

el tiempo se separd 1.5 mL de solucidn para futuros analisis. Posteriormente, se afiadié a



17

la muestra anterior 1.5 mL de fluido gastrico simulado preparada con 3 mg/mL de pepsina
porcina en una solucion de NaCl 125 mM, KCI 7 mM, NaHCO3 45 mM, (pH 2.5) y se
incubaron durante 90 min a 37 °C con agitacion a 50 rpm; nuevamente se separé 1.5 mL.
Después, se incorpor6 0.75 ml de fluido intestinal simulado preparado con 1 mg/mL de
pancreatina y 1.5 mg/mL de extracto de bilis porcino en una solucion NaCl 22 mM, KCI
3.2 mM, NaHCO3 7.6 mM (pH 8) y se continud la incubacién durante 3 horas en las
condiciones descritas con anterioridad. Las alicuotas separadas en cada etapa de la
digestion, se filtraron (filtros de jeringa PTFR, 0.22 um) y se realizaron los analisis para

evaluacion de capacidad antioxidante.

2.4 Evaluacion de capacidad Antioxidante

La evaluacion de la capacidad antioxidante se realiz6 a la miel originaria, el extracto
resultante y los microencapsulados. Para la primera, en el caso de la miel de aguacate, se
utilizé una dilucién de 0.075g/mL; y para eucalipto de 0.25g/mL. Los extractos, en la
concentracion empleada en el apartado 3.2, se diluyen 7 pL y 10 pL/mL para aguacate y
eucalipto, respectivamente. En el caso de los microencapsulados, se requiere de la
liberacion de los polifenoles, por lo que, se diluyé 10 mg/mL en una soluciéon de DMSO,
con 3 minutos de agitacion en vortex, y en agitacion orbital a 80 rpm por 15 minutos; el

resultante se filtro (filtros de jeringa de 0.22 um).

2.4.1 Cuantificacién de contenido total de fenoles (TPC).
Se realizé acorde al Manual de Procedimientos del Laboratorio de Analisis de Alimentos
de la USFQ (2024). Consistio en incubar en la oscuridad por 5 minutos 500 uL del
reactivo Folin-Ciocalteu en una solucion 10%v/v con 100 pL de muestra. Posteriormente
se afadieron 400 uL de carbonato de sodio (75 g/L) y se incubaron en la oscuridad por

2h. La lectura se realizO mediante espectrofotometria UV-visible a 760 nm. Como
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estandar, se empled acido galico (GAE), la curva de calibracidn se encuentra en el Anexo

A.

3.4.2 Capacidad antioxidante (AC).
Para capacidad antioxidante se analizaron las muestras por FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), mide por la capacidad de un antioxidante para reducir un complejo
de hierro (Fe*") a hierro ferroso (Fe?*), lo que genera un cambio de color que se puede
medir espectrofotométricamente (Abdullah & Mazlan, 2020). Para esta solucién, se
mezcld TPTZ 10 mM en agua acidificada a pH 2, con cloruro férrico hexahidratado a
concentracion 5.4 g/L y buffer acido acético-acetato de sodio (pH 3.6) en proporcién
1:1:10. Se emplearon 900 pL de la solucion con 100 puL de muestra que se incuban por

15 min antes de la lectura en el espectrofotémetro UV-visible a 539 nm.

Adicionalmente, se determina AC por el método de Radical DPPH (1,1-Diphenyl-
2-picrylhydrazyl), que mide la capacidad de los antioxidantes para neutralizar radicales
libres (Abdullah & Mazlan, 2020). Este se encuentra en una solucién en metanol 250 mM.
790 pL se incuban con 10 pL de muestra durante 10 minutos, previo a la lectura a 517
nm. Ambos métodos utilizan Trolox como el estandar de calibracién (TE), que se observa

en los Anexos By C.

2.5 Eficiencia de extraccion y encapsulacion

Una vez determinado el contenido total de fenoles en la miel, los extractos y los
microencapsulados, acorde a los procedimientos descritos en la seccion 2.4, se calcularon
los contenidos tedricos de fenoles para cada una de las matrices originales (mieles y
extractos, dependiendo del proceso) y los contenidos reales tras la extraccion y

encapsulacion. La eficiencia de extraccion (%p/p) se determind a partir del contenido de
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fenoles totales en el extracto etandlico y la relacion con el contenido inicial presente en
la miel de partida, considerando la masa de cada matriz involucrada (Ecuacion 1). Por su
parte, la eficiencia de encapsulacion (%p/p) se calcul6 relacionando el contenido de
fenoles totales presentes en los microencapsulados con el contenido de fenoles en la
solucion madre utilizada para la encapsulacién, teniendo en cuenta el volumen de dicha

solucion y la masa total de los microencapsulados obtenidos (Ecuacion 2).

[GAE ] extracto * MASAextracto (1)
[GAE ] mier * MaASApier

Eficiencia de extraccion (%p/p) =

[GAE]yp * masayp (2)
[GAE]extTaCtO * [SOl madre]extracto * V

Eficiencia encapsulacion (Y%op/p) =

2.6 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los grupos funcionales de los extractos de mieles obtenidos fueron analizados utilizando
un espectrometro infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR). Para ello, se emple0 el
espectrometro FTIR Agilent Cary 630. Las mediciones se realizaron en un rango espectral
de 1000 a 4000 cm™'. Los espectros obtenidos fueron procesados utilizando el software
OriginPro (2025) para facilitar su interpretacion e insertar los numeros de onda

correspondientes a las bandas principales.

2.7 Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron por cuadruplicado y los datos obtenidos se utilizaron para
el andlisis estadistico. La significancia estadistica se evalu6 mediante un analisis de
varianza (ANOVA) utilizando el software Minitab® 21.1 (2024). Se trabaj6 con un nivel

de confianza del 95% (p < 0,05) y se aplic6 el método de comparacion multiple de Tukey
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para determinar diferencias significativas entre las variables consideradas: la fuente de
los polifenoles, la etapa de digestion y el estado de microencapsulacion o no, en funcién

de las respuestas obtenidas en los ensayos de Folin-Ciocalteu, FRAP y DPPH.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion de mieles y extractos
El analisis de las mieles mostro que la miel de aguacate presenta un contenido fenolico
total de (0.935 + 0.021) mg GAE/g, mientras que la miel de eucalipto presenta un
contenido de (0.266 + 0.007) mg GAE/g (Tabla 1). Estos resultados indican que la miel

de aguacate tiene un contenido fenolico 3.5 veces mayor que la miel de eucalipto.

Tabla 1. Caracterizacion antioxidante de las mieles de aguacate y eucalipto

Aguacate Eucalipto
Miel Extracto Miel Extracto

TPC [mg 0.935+0.021 | 61578 +0.291 | 0.266 +0.007 | 38.378 + 0.748
GAE/ g]

AC (FRAP) | 4 835+0.005 | 95.371+0.268 | 0.738+0.017 | 84.235 + 4.686
[umol TE/g]

AC (DPPH) | 855+ 0,020 | 77.383+3.589 | 0598 +0.006 | 56.043 + 3.589
[umol TE/g]

Al comparar estos valores con los reportados en la bibliografia, se observa que el
contenido fendlico de la miel de aguacate es ligeramente inferior al rango de 1.031a 1.378
mg GAE/g encontrado en un estudio previo realizado durante dos afios para considerar
cambios climatoldgicos (Serra Bonvehi et al., 2019). Por otro lado, para la miel de
eucalipto, el contenido obtenido esta dentro del rango reportado en estudios para la zona
andina ecuatoriana (0.4771 mg GAE/qg) (Garcia-Tenesaca et al., 2018), aunque es inferior
al rango mas amplio observado para mieles de eucalipto de diversas regiones (0.1129 a
0.8386 mg GAE/g) (Bobis et al., 2020). Estas diferencias pueden atribuirse a la influencia

de factores como el origen floral, geografico y las condiciones climéticas locales.

Entre los compuestos fendlicos mas comunes identificados en estas mieles se
encuentran los acidos fendlicos, flavonoides y lignanos. Los &cidos fendlicos incluyen el

acido cafeico, dihidrocafeico, feralico, protocatéquico y p-hidroxibenzoico. En cuanto a
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los flavonoides, se destacan la quercetina, el kaempferol (en diversas formas glucdsidas
y rutinosidas) y la luteolina. Ademas, se ha identificado el lignano medioresinol en mieles
de Loja, provincia productora que obtuvo el mayor contenido fendlico en la
caracterizacion (Cabezas-Mera et al., 2023). Realizando la comparacion de perfiles
fenolicos entre las dos mieles, se reporta que el acido abscisico 2-trans, 4-trans y el acido
abscisico 2-cis, 4-trans son exclusivos de la miel de aguacate (Serra Bonvehi et al., 2019).
Esto refuerza su singularidad quimica en comparacion con otras mieles y llega a permitir

su identificacién en analisis de autenticidad.

En lo que respecta a capacidad antioxidante, determinada por DPPH, los valores
obtenidos para las mieles estudiadas, (0.855 £ 0.020) umol TE/g para aguacate y (0.598
+ 0.006) umol TE/g para eucalipto. Estos estdn acordes a la bibliografia, en donde se
reporta 0.841 y 0.443 pumol TE/g, respectivamente. Por otro lado, en el método FRAP, se
reportan valores de 4.253 y 1.430 umol TE/g para las mieles de aguacate y eucalipto,
respectivamente (Garcia-Tenesaca et al., 2018). En el caso de las mieles empleadas, si
bien se cumple la tendencia reportada que la miel de aguacate tiene mayor capacidad
antioxidante que la de eucalipto, la diferencia observada con los valores referenciales es
significativa. Especialmente si se considera que, en comparacion con el mismo estudio,

la miel de aguacate tiene mayor contenido fendlico, pero menor capacidad antioxidante.

Generalmente, se establece la correlacion entre el contenido fendlico y capacidad
antioxidante; sin embargo, en estudios en compuestos fenodlicos presentes en especias
desarrollados por Lu et al., muestran que, de las 19 especias analizadas, solo 3 muestran
una correlacion clara entre su contenido fendlico y la capacidad antioxidante. Por ejemplo,
dos especias de similar contenido fenolico difieren en mas de 5 veces en su capacidad

antioxidante (Lu et al., 2011). Esta falta de correlacion sugiere que, ademas del contenido
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fenolico, factores como la estructura de los compuestos y las interacciones con otros
componentes dentro de la matriz alimenticia influyen en la capacidad antioxidante y por

ende generan alta variabilidad en los resultados (Cao et al., 2021).

Después del proceso de extraccion en fase solida, se obtuvieron los extractos
cuyas caracteristicas se presentan en la Tabla 1. De esto se observa que el contenido de
fenoles se concentré en 65.8 veces en la miel de aguacate, y en 144.1 para la miel de
eucalipto. Esto resulta en una eficiencia de extraccion del 44.05% y de 53.12% para las
mieles de aguacate y eucalipto, respectivamente. Acorde a Yung et al., la eficiencia global
de extraccion de las columnas C18 es de 74.2% (2016); donde la mayor recuperacion se
da en el contenido de flavonoides, y se determina menor afinidad por los acidos fenélicos.
Con el fin de identificar los grupos funcionales de los polifenoles extraidos, se realizé un

andlisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), cuyo espectro

se encuentra en la Figura 1.
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Figura 1. Espectro infrarrojo de los extractos fendlicos de las mieles
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L os espectros muestran picos caracteristicos. La region de 3400-3200 cm ™! indica
un estiramiento simétrico y asimétrico del grupo hidroxilo polimérico (O-H), un
estiramiento vinculado por puentes de hidrdgeno, que es caracteristico de los compuestos
polifenclicos. En la region de 2932 cm™, se pueden observar las vibraciones de
estiramiento de —-CH, —CH> y —CHs, derivadas de los carbohidratos y azucares que no
fueron eliminados en la extraccion (Wongsa et al., 2022). Mientras que el pico de 1705
cm ! reflejan el estiramiento en grupos carboxilicos; como se observa, solamente esta
presente en el extracto de aguacate debido a que solo en este se ha llegado a reportar el
acido abscisico. Adicionalmente, el grupo carbonilo (como en el &cido cafeico o fertlico)
que generalmente se encuentran en 1645 cm™ (Koztowicz et al., 2020). Los picos en la
region de 1407-1259 cm™, corresponden a las deformaciones de O-H, C-O, C-Hy C=C,
estan relacionados con los anillos aromaticos en los compuestos fendlicos. Dentro de
estos, se destaca el pico en 1259 cm™; este estiramiento se debe al C—O del pirano, tipico
de los anillos C de los flavonoides. Finalmente, el pico observado entre 950-1225 cm™

podria atribuirse a varios C—H aromaticos en el plano (Wongsa et al., 2022).

La capacidad antioxidante medida por el ensayo FRAP para el extracto de
aguacate muestra un valor 50 veces mas alto que el de su miel de procedencia, siendo de
95.371 umol TE/g. En la miel de eucalipto, cuyo extracto tiene un valor de 84.235 umol
TE/g, también se refleja un aumento significativo en la capacidad antioxidante. La misma
tendencia se observa al evaluar mediante DPPH, donde los extractos presentan valores
mas altos. No obstante, el extracto de aguacate mantiene una capacidad antioxidante
superior en comparacion con el extracto de eucalipto; aunque, tomando como base la
diferencia inicial de las mieles, esta brecha se redujo considerablemente, excepto en

DPPH.
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Esta diferencia en los resultados obtenidos para los tres métodos sugiere relacion
con la diferencia entre los mecanismos de los métodos para identificar y cuantificar
contenido de fenoles y capacidad antioxidante, respectivamente. Folin-Ciocalteu y FRAP
son métodos basados en la transferencia de electrones (SET). En este caso, la eficiencia
antioxidante depende de la capacidad del compuesto para donar electrones. DPPH, por
otro lado, es un método mixto, ya que involucra tanto la transferencia de electrones (SET)
como la transferencia de atomos de hidrégeno (HAT). En este caso, el contenido fendlico
sigue siendo importante, pero también influye la capacidad del antioxidante para donar
atomos de hidrégeno (Munteanu & Apetrei, 2021), lo cual puede hacer que algunos
compuestos fendlicos tengan una mayor eficiencia antioxidante en este ensayo que en los
otros. Con esto en mente, Bendary et al. (2013), determinaron actividad de eliminacién
del radical DPPH de diferentes compuestos fendlicos, indicando que el grupo catecol,
tiene una eficiencia significativamente mas alta que los demas compuestos. Este se ha
reportado en mieles poliflorales de Brasil (Costa dos Santos et al., 2022); este grupo se
encuentra en el &cido caféico, quercetina y luteolina en el anillo B; la presencia de estos
compuestos en mayor cantidad que otros como kaempferol y naringenina, generan la

diferencia que mantienen los extractos por este método.

3.2 Evaluacion de la microencapsulacion

Del proceso de microencapsulacion hay que considerar que la cera de abeja tiene un
contenido de polifenoles. El perfil de compuestos fendlicos en la cera de abeja incluye
compuestos como el pinobanksin, que es el principal flavonoide presente, constituyendo
aproximadamente 85.7% de los flavonoides totales en la cera de abeja. Ademas, se
incluye el &cido protocatecuico-O-hexdxido, que representa el 3.4%, y algunos otros

como el kaempferol (Sawicki et al., 2022). Aunque el contenido de fenoles es bajo en
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relacién con los productos apicolas méas estudiados, este incide en los resultados de la
evaluacion antioxidante de los microencapsulados. Por lo que, los microencapsulados
blanco (sin compuesto activo), también fueron evaluadas. Sus resultados y de los
microencapsulados con el extracto encapsulado se observan en la Tabla 2. Con base en el
contenido de fenoles totales, se determinaron eficiencias de encapsulacion que estan
influenciadas por las matrices de encapsulacion utilizadas, asi como la interaccion de
estas con los compuestos fendlicos y flavonoides, de modo que, para los compuestos
originarios de la miel de aguacate se obtuvo (49.617 + 1.831) %, mientras que para

eucalipto (23.533 £ 4.457) %.

Tabla 2: Evaluacion de capacidad antioxidante de los microencapsulados

Blanco Aguacate* Eucalipto*
TPC [mg GAE/g] | _ 2.620 + 0.236 2.778 £ 0.103 0.821 % 0.156
Eficiencia de N/A 49.617+1.831 | 23.533+4.457
encapsulacion (%)
?g/é]FRAP) [umol | g52 + 0.286 5.761 + 0.897 3.282 + 0.606
?g/é?PPH) lumol | 6 205 + 0,579 13.074+0471 | 10.386+0.604

*Los valores presentados para los microencapsulados de aguacate y eucalipto muestran
solamente el efecto debido a los polifenoles del extracto.

El efecto del agente encapsulante y sus condiciones en la experimentacion,
especialmente la temperatura en la cera de abeja debe, fue evaluada por Arredondo et al.,
(2017), que indica que deben ser superiores al punto de inicio de fusion de 50.64°C, pero
establece que lo 6ptimo es trabajar en condiciones del pico de fusion (determinado por
calorimetria diferencial de barrido) que estd en 63.09°C para evitar la solidificacién
prematura, que podria causar coalescencia de gotas y desestabilizacion del sistema. Por
esta razon, se observa una diferencia significativa en las eficiencias de encapsulacién al

compararlas con otros estudios que utilizaron este agente encapsulante. Por ejemplo, en
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el caso de la curcumina, se reportaron eficiencias que oscilan entre el 75 % y el 98 %,
alcanzando los valores mas altos a una temperatura de 65 °C en la fase organica. (Salcedo

Garcia, 2021).

Si bien se evita el calentamiento por la degradacién de los polifenoles, los estudios
sobre el efecto de la temperatura en los mismos aun son muy variados, dependiendo del
origen botanico de la miel. Para casos como la miel de colza, en tratamientos a 100°C se
incremento en un 15% la recuperacion de polifenoles debido a que permite romper los
enlaces formados entre compuestos fendlicos y polisacaridos (Antony & Farid, 2022).
Por otro lado, Villacrés-Granda et al (2021) determinaron que, para la miel de eucalipto
en tratamiento a 60°C, el contenido total de fenoles se redujo a la mitad. El
comportamiento de las mieles respecto a la temperatura llega a ser indicador de la

diferencia en eficiencia de encapsulacion observada.

Con el fin de comparar la microencapsulacién de compuestos apicolas, en el
estudio de Ligarda et al., se realizé microencapsulacion de extracto etanolico de propoleo
y miel de abeja, empleando el método de microemulsion donde, el agente encapsulante
empleado era una mezcla de maltodextrina, almidén modificado y goma de tara. En este
se obtuvieron eficiencias que van desde el 20.93% hasta 58.64%, dependiendo de la
formulacién del agente encapsulante (2023). Ademas, se reporta una tendencia similar en
el incremento de la actividad antioxidante por DPPH por sobre los métodos de
transferencia de electrones (Folin y FRAP), volviéndose este el mecanismo principal para
la actividad antioxidante. Esta tendencia también fue observada por Wang et al., (2022)
al encapsular polifenoles como quercetina, naringenina y naringina (también presentes en
las mieles) en una matriz de caseina, registro un incremento de la actividad antioxidante

en un 10%. Esto sugiere que la microencapsulacion no solo incrementa la estabilidad de
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los polifenoles, sino que también protege su estructura, permitiendo que mantengan o
incluso incrementen su capacidad antioxidante, particularmente en aquellos con grupos

catecol o metoxifenolicos, como el acido ferulico

3.3 Digestiones In vitro de los microencapsulados

Los microencapsulados y los extractos diluidos previamente se sometieron al proceso de
digestion in vitro que consiste en las etapas de simulacion de fluido saliva, gastrico e
intestinal. En un modelo de gestion estatico, las condiciones de pH, la adicion de enzimas
y los tiempos de incubacion permanecen constantes para cada etapa del proceso (saliva,
gastrico, intestinal), sin simular cambios dinamicos como la variacion progresiva del pH,
las fuerzas peristalticas que afectan la desintegracion fisica de los alimentos o la secrecion
continua de fluidos que ocurren in vivo (Wojtunik-Kulesza et al., 2020). La comparativa
entre el contenido total de fenoles de los extractos y las mieles para los diferentes fluidos

se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Comparacion de TPC entre digestiones y origen botanico de MP y extractos
de (A) aguacate y (B) eucalipto
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Se establece como base el contenido sin digerir de los polifenoles en los extractos
que hay por gramo de microencapsulado (linea segmentada roja). En primer lugar, acorde
al andlisis de ANOVA y comparaciones de Tukey (Anexo D) se establecié diferencia
estadistica significativa (p<0.05) entre el TPC de los extractos de la miel de aguacate y
eucalipto, siendo superior la primera; y entre las etapas de la digestion. En el caso de la
digestion, para ambas fuentes de compuestos fendlicos se tiene una degradacion inicial
en el fluido salival que es estadisticamente similar tanto a gastrico como a intestinal;
posteriormente no existe cambio significativo en el fluido gastrico, y finalmente una
reduccidn con diferencia significativa en el gastrico con medida semejante a la inicial en
saliva. La misma tendencia y significancia estadistica se cumple para los
microencapsulados (Anexo E). En los microencapsulados existe mayor cantidad de
fenoles totales en las etapas de digestion gastrica, e intestinal (solo para eucalipto), que
en el extracto inicial. Esto indica que la liberacion maxima se encuentra en el fluido

gastrico, y que existe proteccion ante la degradacion después de la digestion en el intestino.

En el caso de este estudio, debido a la presencia de azucares en los extractos, la
digestion en fluido simulado de saliva adquiere relevancia debido a que la a-amilasa
salival hidroliza los enlaces a-1,4-glucosidicos presentes en los carbohidratos complejos,
lo que genera productos como maltosa, dextrinas y otros oligosacaridos mas pequefios
(Wojtunik-Kulesza et al., 2020) capaces de reducir agentes oxidantes, actuando como
interferencias en la prueba de Folin (Garcia-Tenesaca et al., 2018); este efecto,
generalmente, lleva a una sobreestimacion del TPC en esta etapa. Por otro lado, después
de la etapa gastrica, los acidos fenolicos tienen un ligero incremento, mientras que los
flavonoides no suelen registrar cambios significativos (Liu et al., 2019). En este caso, el
contenido total fendlico en los extractos disminuye en 29% para aguacate y 44% para

eucalipto; principalmente dado por la degradacion inicial en el fluido oral. Estos estan
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acordes a lo reportado por Seraglio et al. (2017), que para mezclas de mieles se reduce
desde un 25.7% hasta 59.2%; donde los compuestos fendlicos de mayor degradacion son

el acido cafeico (21.7%), narigenina (16.14%) y quercetina (14.88%).

En funcion del contenido total de fenoles empleando aguacate como fuente, el
anélisis ANOVA, Anexo F, muestra que no existe significancia estadistica entre la
encapsulacion y el extracto no encapsulado (p>0.05). Sin embargo, para eucalipto como
fuente, si se obtiene diferencia estadistica significativa (Anexo G) con el tratamiento de
encapsulacion en comparacion con el control sin encapsular. Esta diferencia se observa
principalmente por la digestion en fluido gastrico, donde la recuperacion de los
polifenoles supera el 160%. Esto puede relacionarse con la eficiencia determinada para
la encapsulacion que diferia significativamente entre las dos fuentes, siendo inferior en
eucalipto; sugiriendo una subestimacion en este Gltimo caso al no liberar completamente
el compuesto activo para el analisis. Esto, a su vez, se relaciona con el contenido de
compuesto activo en la superficie de los microencapsulados, indicando que es superior en
los microencapsulados de aguacate y por ende sufren mayor degradacién. Por otro lado,
el extracto de eucalipto tiene menor contenido fendlico, por lo que la cantidad de azucares

es superior; sugiriendo mayor interferencia en el analisis.

Adicionalmente, se evalud capacidad antioxidante por FRAP (Figura 3) en
comparacion con la capacidad antioxidante del extracto sin digerir por gramo de
microparticula (linea segmentada roja). De los extractos, se obtuvo que, existe una
diferencia estadistica significativa entre la fuente en la capacidad antioxidante (Anexo H),
siendo aquellos que provienen de aguacate los que tienen valores mayores. Por otro lado,
la etapa de la digestion no afecta a las medidas por FRAP; sin embargo, si existe una

degradacion inicial desde el contenido sin digerir de 28.8% para aguacate y 29.9% para
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eucalipto. Esto es consistente con la reduccion del 7.75 al 25.02% en capacidad

antioxidante para digestion de mixes de mieles (Seraglio et al., 2017).
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Figura 3: Comparacion de AC por FRAP entre digestiones y origen botanico de MP y
extractos de (A) aguacate y (B) eucalipto

En el caso de los microencapsulados, para capacidad antioxidante por FRAP solo
la etapa de la digestidn es estadisticamente significativa, mas no la fuente, con un aumento
entre cada etapa (Anexo I). Esto sugiere que, si bien existe una degradacion en el
contenido de fenoles de los microencapsulados, aquellas de mayor valor bioldgico se
mantienen o sufren transformaciones dadas al pH &cido del estdmago, que es donde se
obtiene el mayor incremento de contenido fendlico. Se determina que los compuestos con
mayor actividad antioxidante en esas condiciones son el acido galico y la catequina
(Bermudez-Soto et al., 2007). Sin embargo, las moléculas de mayor actividad
antioxidante en el pH &cido del estbmago no son las que proporcionan la capacidad
antioxidante en el pH ligeramente béasico de la etapa intestinal; entre estos se encontrarian

la quercetina, hespiridina y el acido 3,4-Dihidroxibenzoico (Seraglio et al., 2017).
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Durante la digestion, el estrés oxidativo generado en el intestino delgado y el colon
hace que los antioxidantes sean esenciales, ya que contribuyen a equilibrar los radicales
libres y promueven la salud general al influir positivamente en la microbiota intestinal
(Naliyadhara et al., 2023). Dado que en la fase gastrica ocurre la mayor liberacion de
antioxidantes y que estos adquieren su mayor relevancia funcional en las fases gastrica e
intestinal, el andlisis de significancia del tratamiento se centra en estas etapas. De la
misma manera que en el contenido de fenoles totales, en capacidad antioxidante
determinada por FRAP, el tratamiento de microencapsulacion es estadisticamente
significativo solo para los compuestos fendlicos de miel de eucalipto (Anexos Jy K) en
donde se tiene una media de capacidad antioxidante de dos veces mayor en los

microencapsulados que en el extracto base.
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Figura 4. Comparacion de AC por DPPH entre digestiones y origen botanico de MP y
extractos de (A) aguacate y (B) eucalipto

Finalmente, analizando la capacidad antioxidante por radical DPPH (Figura 4) y
comparando con la capacidad antioxidante del extracto sin digerir que hay por gramo de
microencapsulado (linea segmentada roja), se observa que la tendencia en los extractos,

de ambas fuentes, es una disminucién entre las fases de digestion saliva y gastrico;
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mientras que en el fluido intestinal no se identifica un cambio estadisticamente
significativo del contenido en la digestion en saliva (Anexo L). Un comportamiento
similar se ha reportado donde no existe diferencia estadistica significativa entre la
capacidad antioxidante por DPPH en las mieles sin digestion y después del fluido
intestinal, incluso para un tipo de miel este valor es ligeramente superior al inicial.
Adicionalmente, destaca una disminucion del 43% del contenido inicial en la fase gastrica
(Seraglio et al., 2017). Los resultados obtenidos indican reducciones del 83% para
aguacate y 71% para eucalipto en esta etapa. Mientras que, al evaluar las pérdidas en la

fase intestinal, solo ocurre en el extracto de aguacate con una reduccién del 14%.

Por otro lado, los microencapsulados, en ambos casos muestran mayor capacidad
antioxidante que la base obtenida en el extracto sin digerir. Ademas, existe un incremento
en el fluido géstrico, en el fluido intestinal no existe diferencia significativa (Anexo M).
En este caso, no se reporta diferencia significativa al momento de comparar entre las
fuentes. Se determina que, el tratamiento con microencapsulacion tanto para aguacate
(Anexo N) como para eucalipto (Anexo O) genera un incremento significativo de 4.76 y

14.21 veces superior al extracto sin digestion.

Las comparaciones, tanto entre fuentes como con la bibliografia son un reto
debido a las interacciones entre compuestos antioxidantes y constituyentes dietéticos,
como minerales, carbohidratos y proteinas, que pueden llevar a la formacién de complejos
y, en consecuencia, causar cambios en la estructura quimica, el peso molecular y la
solubilidad de los polifenoles durante la digestion simulada, lo que resulta en la
disminucion o el aumento de la bioaccesibilidad de las sustancias (Argyri et al., 2006).

Por lo que, se observa variacién de las tendencias del mismo compuesto fenolico cuando
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la matriz alimenticia es diferente. De igual manera, los métodos y protocolos de digestion

generan diferencias entre los resultados al comparar con la bibliografia.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El presente estudio destaca la viabilidad de la microencapsulacion para proteger y liberar
compuestos fendlicos de mieles monoflorales de manera controlada en el tracto digestivo,
al detectarse el incremento de la capacidad antioxidante en la digestion por sobre lo
determinado en los extractos sin digerir. Ademas, los ensayos de digestion in vitro
revelaron una liberacion significativa de compuestos fenolicos en la etapa gastrica,
seguida de una disminucién en la fase intestinal menor que en los extractos sin encapsular.
Las diferencias en la eficiencia de encapsulacion y liberacion de compuestos bioactivos
se atribuyen a las interacciones especificas entre las matrices lipidicas y los compuestos
fenolicos. La extraccion con columnas Sep Pack C18 muestra eficiencias de recuperacion
de polifenoles de 44.1% y 53.1% para las miles de aguacate y eucalipto respectivamente.
La microencapsulacion mediante el método de emulsion-evaporacion del solvente
utilizando cera de abeja como agente encapsulante logré una eficiencia moderada de

49.6% y 23.5%, siendo mayor para los extractos de aguacate.

Se recomienda realizar anlisis mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-MS) para identificar y cuantificar con mayor precision
el perfil fendlico presente en las mieles, los extractos, como en los microencapsulados, lo
que permitira establecer relaciones mas claras entre los compuestos especificos y su
bioactividad. Adicionalmente, es importante caracterizar la morfologia de las particulas
encapsuladas mediante técnicas como microscopia electronica de barrido (SEM), ya que
la forma y distribucion de las particulas influyen directamente en su comportamiento
durante las digestiones simuladas. Para optimizar la eficiencia de encapsulacion, se
sugiere evaluar condiciones experimentales alternativas, como el ajuste de la temperatura

durante el proceso de encapsulacion y el uso de otros agentes encapsulantes que requieran
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temperaturas de procesamiento menores, para evitar la degradacion de los polifenoles.
Asimismo, se recomienda ampliar los estudios hacia modelos de digestion dindmicos o
implementacién de digestiones in vivo. Finalmente, es necesario explorar aplicaciones
funcionales de los microencapsulados en matrices alimenticias, considerando su
estabilidad durante el procesamiento y almacenamiento para garantizar su funcionalidad
bioactiva en productos finales y evaluar las interacciones de los agentes encapsulantes

con diversas matrices alimenticias.
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ANEXO A. CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINACION DE

CONTENIDO DE FENOLES

Abs 760 nm
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ANEXO B. CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINACION DE

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE POR EL METODO FRAP

0.9
0.8

€06

y = 0.0028x + 0.0232
R2 =0.9938

50

100

150 200 250 300 350
Concentracién (UM Trolox)




47

ANEXO C. CURVA DE CALIBRACION PARA DETERMINACION DE

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE CON EL RADICAL DPPH
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ANEXO D. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

TPC DE LAS DIGESTIONES DE LOS EXTRACTOS

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Fuente Fijo 2 Aguacate, Eucalipto
Digestion Fijo 3 Gastrico, Intestinal, Saliva

Analisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Fuente 1 15.4212 15.4212 1799.48 0.000
Digestion 2 0.0864 0.0432 5.04 0.017
Error 20 0.1714 0.0086
Falta de ajuste 2 0.0300 0.0150 1.91 0.177
Error puro 18 0.1414 0.0079
Total 23 15.6790

Comparaciones para FOLIN

Comparaciones por parejas de Tukey: Fuente
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Fuente N Media Agrupacién
Aguacate 12 2.03939 A
Eucalipto 12 0.43621 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Digestion
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Digestion N  Media Agrupacion
Gastrico 8 1.31519 A

Saliva 8 1.22925 A B
Intestinal 8 1.16895 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO E. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

TPC DE LAS DIGESTIONES DE LOS MICROENCAPSULADOS

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Fuente Fijo 2 Aguacate, Eucalipto
Digestion Fijo 3 Gastrico, Intestinal, Saliva

Analisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Fuente 1 3.7270 3.7270 5.27 0.034
Digestion 2 12.7910 6.3955 9.04 0.002
Error 18 12.7340 0.7074
Falta de ajuste 2 0.2705 0.1353 0.17 0.842
Error puro 16 12.4635 0.7790
Total 21 28.4396

Comparaciones para FOLIN

Comparaciones por parejas de Tukey: Fuente
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Fuente N Media Agrupacién
Aguacate 12 1.77930 A
Eucalipto 10 0.95072 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Digestion
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Digestion N  Media Agrupacion
Gastrico 8 2.34102 A

Intestinal 7 1.24843 A B
Saliva 7 0.50558 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO F. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA
TPC ENTRE MICROENCAPSULADOS Y EXTRACTOS DE AGUACATE

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles VValores
Encapsulado Fijo 2NO, SI

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Encapsulado 1 0.4059 0.4059 0.47 0.499
Error 22 18.8814 0.8582

Total 23 19.2873

Comparaciones para FOLIN

Comparaciones por parejas de Tukey: Encapsulado
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Encapsulado N Media Agrupacién
NO 12 2.03939A
Sl 12 1.77930 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO G. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA
TPC ENTRE MICROENCAPSULADOS Y EXTRACTOS DE EUCALIPTO

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles VValores

Encapsulado Fijo 2NO, SI

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Encapsulado 1 2.044 2.0437 5.92 0.024
Error 20 6.901 0.3451

Total 21 8.945

Comparaciones para FOLIN

Comparaciones por parejas de Tukey: Encapsulado
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Encapsulado N Media Agrupacion
Sl 10 1.04832 A
NO 12 0.43621 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO H. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

AC POR FRAP DE LAS DIGESTIONES DE LOS EXTRACTOS

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Fuente Fijo 2 Aguacate, Eucalipto
Digestion Fijo 3 Gastrico, Intestinal, Saliva

Analisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Fuente 1 19.1194 19.1194 407.82 0.000
Digestion 2 0.0383 0.0191 0.41 0.670
Error 20 0.9376 0.0469
Falta de ajuste 2 0.0011 0.0005 0.01 0.990
Error puro 18 0.9365 0.0520
Total 23 20.0953

Comparaciones para FRAP

Comparaciones por parejas de Tukey: Fuente
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Fuente N Media Agrupacién
Aguacate 12 3.11096 A
Eucalipto 12 1.32586 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Digestion
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Digestién N Media Agrupacion
Gastrico 8 2.25747 A
Intestinal 8 2.23419A
Saliva 8 2.16356 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



53

ANEXO I. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

AC POR FRAP DE LAS DIGESTIONES DE LOS MICROENCAPSULADOS

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Fuente Fijo 2 Aguacate, Eucalipto
Digestion Fijo 3 Gastrico, Intestinal, Saliva

Analisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Fuente 1 0.9858 0.9858 1.00 0.328
Digestion 2 60.7846 30.3923 30.95 0.000
Error 20 19.6375 0.9819
Falta de ajuste 2 0.0108 0.0054 0.00 0.995
Error puro 18 19.6266 1.0904
Total 23 81.4079

Comparaciones para FRAP

Comparaciones por parejas de Tukey: Fuente
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Fuente N Media Agrupacion
Aguacate 12 3.11222 A
Eucalipto 12 2.70687 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Digestion
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Digestion N Media Agrupacion
Intestinal 8 4.84303 A

Gastrico 8 2.94044 B

Saliva 8 0.94517 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO J. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

AC POR FRAP ENTRE MICROENCAPSULADOS Y EXTRACTOS DE

AGUACATE
Informacién del factor
Factor Tipo Niveles VValores
Encapsulado Fijo 2NO, SI
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Encapsulado 1 3.763 3.763 2.59 0.130
Error 14 20.363 1.454
Total 15 24.126

Comparaciones para FRAP

Comparaciones por parejas de Tukey: Encapsulado
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Encapsulado N Media Agrupacién
NO 12 4.10483 A
Sl 12 3.13493 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO K. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

AC POR FRAP ENTRE MICROENCAPSULADOS Y EXTRACTOS DE

EUCALIPTO
Informacién del factor
Factor Tipo Niveles VValores
Encapsulado Fijo 2NO, SI
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Encapsulado 1 21.56 21.5648 21.58 0.000
Error 14 13.99 0.9994
Total 15 35.56

Comparaciones para FRAP

Comparaciones por parejas de Tukey: Encapsulado
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Encapsulado N Media Agrupacion
Sl 8 3.67864 A
NO 8 1.35674 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO L. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

AC POR DPPH DE LAS DIGESTIONES DE LOS EXTRACTOS

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Fuente Fijo 2 Aguacate, Eucalipto
Digestion Fijo 3 Gastrico, Intestinal, Saliva

Analisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Fuente 1 7.3060 7.30603 56.48 0.000
Digestion 2 14.1163 7.05815 54.57 0.000
Error 20 2.5870 0.12935
Falta de ajuste 2 2.2396 1.11980 58.02 0.000
Error puro 18 0.3474 0.01930
Total 23 24.0094

Comparaciones para DPPH

Comparaciones por parejas de Tukey: Fuente
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Fuente N Media Agrupacién
Aguacate 12 2.08391 A
Eucalipto 12 0.98043 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Digestion
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Digestién N Media Agrupacién
Intestinal 8 0.46273 A

Saliva 8 1.91039 A

Gastrico 8 2.22338 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO M. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

AC POR DPPH DE LAS DIGESTIONES DE LOS MICROENCAPSULADOS

Informacion del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Fuente Fijo 2 Aguacate, Eucalipto
Digestion Fijo 3 Gastrico, Intestinal, Saliva

Analisis de Varianza

Fuente GL  SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Fuente 1 1.54 1.536 0.06 0.812
Digestion 2 657.92 328.960 12.50 0.000
Error 20 526.40 26.320
Falta de ajuste 2 2.59 1.296 0.04 0.957
Error puro 18 523.80 29.100
Total 23 1185.85

Comparaciones para DPPH

Comparaciones por parejas de Tukey: Fuente
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Fuente N Media Agrupacion
Aguacate 12 12.6495 A
Eucalipto 12 12.1436 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Digestion
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Digestion N Media Agrupacion
Intestinal 8 16.8260 A

Gastrico 8 15.3203 A

Saliva 8 5.0432 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO N. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

AC POR DPPH ENTRE MICROENCAPSULADOS Y EXTRACTOS DE

AGUACATE
Informacién del factor
Factor Tipo Niveles VValores
Encapsulado Fijo 2NO, SI
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Encapsulado 1 669.8 669.78 21.19 0.000
Error 22 695.4 31.61
Total 23 1365.1

Comparaciones para DPPH

Comparaciones por parejas de Tukey: Encapsulado
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Encapsulado N Media Agrupacion
Sl 12 12.6495 A
NO 12 2.0839 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO O. EVALUACION ESTADISTICA DE SIGNIFICANCIA PARA

AC POR DPPH ENTRE MICROENCAPSULADOS Y EXTRACTOS DE

EUCALIPTO
Informacién del factor
Factor Tipo Niveles VValores
Encapsulado Fijo 2NO, SI
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valor p
Encapsulado 1 747.7 747.69 32.53 0.000
Error 22 505.7 22.98
Total 23 1253.4

Comparaciones para DPPH

Comparaciones por parejas de Tukey: Encapsulado
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Encapsulado N Media Agrupacion
Sl 10 12.1436 A
NO 12 0.9804 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



