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RESUMEN
Las proteinas vegetales han sido empleadas en
diversos estudios como material de pared en la
encapsulacion de compuestos de alto valor bio-
logico, debido a su buena accesibilidad Ex)/ a la fa-
cil liberacion del principio activo. El haba (Vicia
faba) es una legumbre con alto contenido de pro-
teinas susceptible de ser utilizada como material
encapsulante. Randia monantha contiene com-
puestos con actividad antifungica, por lo que su
extraccion y encapsulacion representa una al-
ternativa para poder usarlos en el control post-
cosecha de hongos fitopatogenos. El objetivo del
presente trabajo fue encapsular (f)or secado por
aspersion un extracto etanolico de R. monantha
utilizando como material de pared proteina de
haba para el control de Colletotrichum gloeospo-
rioides. El extracto se obtuvo mediante extrac-
cion etandlica asistida por ultrasonido y se en-
capsul6 usando secado por aspersion con dife-
rentes concentraciones de proteina de haba %15, %,
20 %, 25 % y 30 %). Posteriormente, se evaluo la
actividad antifungica del extracto encapsulado
y se realiz¢ la caracterizacion térmica y fisico-
quimica de las capsulas. El extracto encapsulado
con proteina al 30 % presenté la mayor inhibicién
de la germinacion de esporas (654 %) y del cre-
cimiento micelial de C. gloeosporioides (55.23 %)
{]establhd,ad a la temperatura y a la radiacion
V. Las_céapsulas registraron alta eficiencia de
encapsulacion y solubilidad, con baja actividad
de agua e higroscopicidad, caracteristicas desea-
bles para un producto en polvo. La proteina de
haba, como material encapsulante, mostré ser
una alternativa prometedora para su uso en el
control de C. gloeosporioides, ya que preservo la
capacidad antifingica del extracto de R. monan-
tha, presento propledades fotoprotectoras y ter-
moprotectoras y las capsulas cumplieron con los
parametros fisicoquimicos de un producto en pol-
Vo.

PALABRAS CLAVE: proteina vegetal, secado por

aspersion, encapsulacion, capacidad inhibitoria.

ABSTRACT
Vegetable proteins have been used in various
studies as wall material in the encapsulation of
high biological value compounds, due to their
good accessibility and the easy release of the
active substance. Haba (Vicia fgzba) is a legume
with a high protein content that can be used as
an encapsulating material. Randia monantha
contains compounds with antifungal activity,
therefore their extraction and encapsulation re-
present an alternative for use in the posthar-
vest control of phytopathogenic fungi. The ob-
jective of the present work was to encapsulate
y spray drying an ethanolic extract of R. mo-
nantha using faba bean protein as a wall ma-
terial for the control of Colletotrichum gloeos-
porioides. The extract was obtained through ul-
trasound-assisted ethanolic extraction and was
encapsulated by sgra% drying with different con-
centrations of faba bean protein (15 %, 20 %
25 %, and 30 %). Subsequently, the antifungal
activity of the encapsulated extract was evalua-
ted, and the thermal and physicochemical cha-
racterization of the capsules was performed. The
30 % protein-encapsulated extract showed the
highest inhibition of spore germination (654 %g
and mycelial growth of C. gloeosporioides (55.23 %
and stability to temperature and UV radiation.
The capsules registered hi%h encapsulation effi-
ciency and solubility, with low water activity
and h%lgroscoplclty esirable characteristics for
a powder product. Faba bean protein, as an en-
capsulating material, proved to be a promising
alternative for use in the control of C. gloeospo-
rioides since it preserved the antifungal capacity
of the R. monantha extract, presented photo-
protective and thermoprotective properties and
the capsules achieved the physicochemical para-
meters of a powder product.

KEYWORDS: vegetable protein, spray drying, en-
capsulation, inhibitory capacity.
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INTRODUCCION

La accesibilidad de las proteinas derivadas de
los productos vegetales las ha hecho cada vez
mas populares para su aprovechamiento. En-
tre sus aplicaciones se encuentra la sustitu-
cion de la proteina animal, en la elaboracion de
piensos (alimento para ganado) y como mate-
riales de pared para la encapsulacion de com-
puestos de alto valor biolégico (CAVB), auna-
do a que se consideran biodegradables y con
propiedades foto y termo protectoras (Ismail y
col., 2020; Kumar y col. 2022).

Las proteinas como material de pared crean
una coraza que actua como agente estabilizan-
te en la encapsulacién y ayuda a proteger el
nucleo. Entre las ventajas de utilizar proteinas
vegetales destaca que son consideradas GRAS
(por sus siglas en inglés: generally recognized
as safe), de facil accesibilidad, sostenibles y res-
petuosas con el medio ambiente (Dissanayake
y Bandara, 2024). Entre las proteinas que se
han utilizado como material de pared para en-
capsular CAVB, estan las de lenteja (Wang y col.,
2022), maiz (zeina), quinoa y el aislado de soya
(Mahdi-Jafari y col.,, 2017). Sin embargo, exis-
ten proteinas que aun no han sido investiga-
das, tal es el caso de la proteina de haba (Vicia

faba).

El haba es una de las legumbres mas produci-
das a nivel mundial, ocupa una cuota anual de
mercado de aproximadamente 4.84 millones de
T de acuerdo a la Organizacion de las Nacio-
nes Unidas para la Alimentacion y la Agricul-
tura (FAO, por sus siglas en inglés: Food and
Agriculture Organization of the United Nations)
(FAO, 2021). Las habas se caracterizan por su
composicién de minerales, carbohidratos, fi-
bra, lipidos, pero sobre todo destaca por su alta
composiciéon de proteinas (Rodifio y col., 2005;
Karkanis y col., 2018). Existen diversos repor-
tes del contenido de proteina de haba. Schu-
macher y col. (2011) indicaron un rango de
18 % a 29 % y Hacisalihoglu y col. (2020) do-
cumentaron dicho contenido en un rango de
12.6 % a 331 %. Su fraccion proteica mayori-
taria la representan las globulinas (42 % apro-
ximadamente), constituidas por las fracciones
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legumina, vicilina y convicilina (Duodu y
Apea-Bah, 2017), mismas que se consideran
proteinas de reserva y se encuentran en los
cuerpos proteicos. Otras proteinas de reserva
presentes son las albuminas (20 %), caracte-
rizadas por tener un elevado numero de ami-
noacidos azufrados. Las glutelinas constitu-
yen el 15 % y en menor proporcion se en-
cuentran las prolaminas con un 5 % (Duodu y
Apea-Bah, 2017). Este alto contenido de pro-
teinas la hace apta para la encapsulacion, de-
bido a que le confiere capacidad de formar
una estructura tridimensional, con adecuada
estabilidad, tamafio y forma (Warsame y col.,
2020; Zmudzinski y col.,, 2021).

Existen diversas tecnologias para la encapsu-
lacion, como los procesos electrohidrodind-mi-
cos electrospraying (electropulverizacion) y elec-
trospinning (electrohilado) (Alehosseini y col.,
2018), la coacervacidén, extrusién, emulsifica-
cién y secado por aspersion (Yan y col., 2022).
Esta ultima se considera una de las mas usa-
das a nivel industrial y destaca por su facti-
bilidad, capacidad para obtener mayor rendi-
miento en tiempos mas cortos de proceso, pro-
duccion de particulas uniformes, mejorar la
conservacion del producto al evitar la descom-
posicion de componentes sensibles al calor y
posibilidad de ser escalada y operada como un
proceso continuo y cerrado (Chamudeshwari y
col., 2024).

El secado por aspersion transforma una so-
lucion polimérica en polvo mediante una co-
rriente de aire caliente. Durante este proceso,
el equipo, a través del uso de un atomizador,
dispersa la solucion en microgotas que se
ponen en contacto con el aire caliente en la
camara de secado, deshidratandolo. Posterior-
mente, el producto seco se recolecta en el ci-
clén. Las capsulas obtenidas pueden tener di-
versos usos, ya sea para aplicacion en el area
de la industria de los alimentos o en usos nu-
tracéuticos (Fatnassi y col., 2013).

Actualmente, las practicas agricolas para el
control de hongos en las frutas utilizan, por lo
general, fungicidas sintéticos elaborados a ba-
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se de sustancias quimicas (Mariscal-Amaro y
col,, 2020), que causan problemas de toxicidad
tanto en los seres humanos como en el medio
ambiente. Debido a esto, se han desarrollado
estrategias alternativas conocidas como biofun-
gicidas o agentes naturales con actividad an-
tifungica, los cuales estan elaborados a partir
de productos o subproductos naturales. Exis-
ten productos vegetales subutilizados, que son
una fuente importante de CAVB, tales como
flavonoides, saponinas y fenoles, entre otros,
que presentan actividad antifungica (Gatto y
col.,, 2011; Ojeda-Ayala y col., 2022). Estos com-
puestos bioactivos podrian ser encapsulados
mediante secado por aspersion y las capsulas
podrian ser utilizadas para el control de las
enfermedades fungicas que presentan los fru-
tos.

Estudios recientes han demostrado que los
CAVB identificados en el extracto etandlico de
R. monantha inhiben hongos fitopatdgenos, ta-
les como Collectotrichum gloeosporioides y Pe-
nicillium digitatum, agentes causales de la an-
tracnosis y moho verde, respectivamente (Vil-
chis-Gémez y col., 2024). R. monantha es co-
nocida comunmente como “crucetillo” en loca-
lidades que van desde el sur de México hasta
Panama. Su fruto contiene una pulpa oscu-
ra, con presencia de compuestos fendlicos con
actividad antioxidante, que incluyen el acido
clorogénico (81.11 ug/g de extracto), quercetina
(161 ug/g de extracto), rutina (51.61 ug/g de
extracto), acido 4-cumarico (30.29 ug/g de ex-
tracto) y acido cafeico (21.95 pg/g de extrac-
to) (Méndez-Ventura y Herndndez-Medel, 2009;
Juarez-Trujillo y col, 2018). Se ha reportado
que, de forma individual, estos compuestos pre-
sentan actividad antifungica sobre las mem-
branas celulares de los hongos, debido a su ca-
pacidad para interactuar con los lipidos y pro-
teinas de la membrana, asi como para reducir
el pH extracelular e inhibir a la 1.6-pB- y 1.3-B-
glucano sintetasa (Simonetti y col., 2020; Ou-
lahal y Degraeve, 2022).

La escasa informacion sobre la posible apli-

cacion de la proteina de haba como material
encapsulante abre una oportunidad y perspec-
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tiva novedosa para explorar su potencial en
la encapsulacion de extractos vegetales como
R. monantha para ser destinado al control de
hongos fitopatdgenos. Ademas, la utilizacion de
la proteina de haba como material encapsu-
lante podria ofrecer una alternativa mas sos-
tenible y econdmica en comparacion con otros
materiales de encapsulacidon sintéticos. Este
enfoque también contribuye a la busqueda de
soluciones innovadoras para el control biold-
gico de enfermedades fungicas, alineandose
con las tendencias actuales de utilizar recur-
sos naturales y sostenibles en la agricultura
(Pandit y col., 2022).

El objetivo del presente trabajo fue encapsu-
lar mediante secado por aspersién un extracto
etandlico de R. monantha, empleando como
material de pared las proteinas de haba, asi
como caracterizar las propiedades fisicoqui-
micas y térmicas de las capsulas y determi-
nar el efecto inhibitorio del extracto encapsu-
lado sobre el hongo C. gloeosporioides.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El fruto de R. monantha fue obtenido de un
huerto en La Vigueta, Tecolutla, Veracruz, Mé-
xico (20°20°'11” N y 96°52’50” W). Los frutos
fueron lavados con agua corriente y secados
a 50 °C en un horno de conveccion (Nova-
tech, HS60-AID, Jalisco, México) durante 25 h.
La proteina de haba fue obtenida de Quebec,
Canada, de la empresa AGT Food and Ingre-
dients.

Obtencion del extracto de R. monantha

Para obtener el extracto, se empled la meto-
dologia propuesta por Vilchis-Gémez y col.
(2024). Los frutos, previamente deshidratados,
se pulverizaron en un molino eléctrico (Guts-
tark, 2000 G, Ciudad de México, México) y el
polvo obtenido se tamizé con una malla No. 100
(ASTM: 100; 150 um. Posteriormente, para ex-
traer los CAVB se mezclé el polvo del fruto
con disolvente etanodlico al 80 % en una propor-
cién 1:30 (p/v). Después, para mejorar la ex-
traccion, se empleo ultrasonido (Branson Ultra-
sonics Corporation, 150D, Connecticut, EE. UU.)
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con una amplitud del 60 % durante 7.5 min.
Finalmente, se filtré con un papel filtro What-
man No. 1 (diametro 150 mm) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EE. UU) y el extracto se con-
centré6 en un rotavapor (IKA, RV10, Flawil,
Suiza) a 50 °C con una presion de vacio de
90 kPa.

Encapsulacion del extracto de R. monantha
mediante secado por aspersion
Determinacion de la temperatura de entrada
al secador

Para determinar la temperatura de secado se
empled la calorimetria diferencial de barrido
(DSC, por sus siglas en inglés: Differential Sca-
nning Calorimetry) (TA-Instruments, DSC 250,
New Castle, EE. UU). Se colocaron 4 mg de
proteina de haba en una charola de aluminio
hermética. Se utilizo una charola de aluminio
vacia como referencia. Se programé una ram-
pa de calentamiento de 10 °C/min y el anali-
sis se llevd a cabo de 25 °C hasta 400 °C/min,
bajo atmosfera de nitrogeno y un caudal de
40 mL/min. La temperatura de transicion vi-
trea (Tg) se determind calculando el punto me-
dio de la region de transicion en la sefial del
flujo de calor. Los datos obtenidos se analiza-
ron mediante el software TRIOS, 5.0.0.44616
(Ramos-Hernandez y col., 2023).

Preparacion de la solucion polimérica

La proteina de haba se disolvié en agua des-
tilada estéril, en un frasco ambar, por 30 min
a 22 °C a diferentes concentraciones (15 %,
20 %, 25 % y 30 %, p/p). Después, se le afia-
dio el extracto de R. monantha al 3 % p/p y se
homogeneizé en un agitador magnético (Pren-
do, PCA-1500, Puebla, México) por 4 h a 22 °C.
La solucion se sometié al proceso de secado
por aspersion.

Proceso de secado por aspersion

La solucién polimérica, previamente prepara-
da, se usO para alimentar un secador por as-
persion Mini Spray Dreyer (Labortechnik, Bii-
chi B-290, Flawil, Suiza). La solucién se ato-
mizo mediante una boquilla (Labortechnik, Bi-
chi B-290-0.7mm, Flawil, Suiza) bajo las si-
guientes condiciones: temperatura del aire de
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entrada al secador de 115 °C, flujo de alimenta-
cion de la muestra 3 mL/min, caudal de aire
35 m?/h y presion de aire de 0.5 MPa. La
solucidén polimérica se mantuvo en agitacion
constante a 120 rpm y 22 * 1 °C. Una vez ter-
minado el proceso, las capsulas se recolecta-
ron del vaso colector del equipo y se conser-
varon en tubos falcon estériles dentro de un
desecador para sus posteriores analisis.

Estudio de fotoproteccion de las capsulas

Se utilizé una lampara de 300 W (Osram, Ul-
tra Vitalux, Munich, Alemania) para simular la
radiacién de la luz solar. El procedimiento se
realizd en una camara oscura; la distancia en-
tre la lampara y la muestra fue de 40 cm. Se
expusieron a la luz UV, 2.5 g de extracto cru-
do y extracto encapsulado (a las 4 concen-
traciones de proteina de haba). Se determind,
en cada muestra, la capacidad de oxidacién
relativa del radical de ABTS', al finalizar ca-
da tiempo de exposicion UV (0 h, 6 h, 12 h,
24 h y 48 h), mediante lectura a 734 nm en un
espectrofotémetro (Varian, Cary 50 Bio UV-Vi-
sible, Mulgrave, Australia), utilizando ABTS*
previamente preparado y ajustado a un radi-
cal de 0.70 con agua destilada. Para cada tiem-
po de exposicion a radiacion UV se aplico
un disefio estadistico unifactorial y la variable
de respuesta evaluada fue la oxidacién rela-
tiva. El analisis se realizo por triplicado y los
resultados se representaron en una grafica, de
acuerdo con el porcentaje de oxidacion de
ABTS" respecto al tiempo transcurrido (Calde-
ron-Santoyo y col.,, 2022).

Analisis termogravimeétrico (TGA) de las cap-
sulas

Las variaciones de masa y las temperaturas
de descomposicion de la proteina de haba, ex-
tracto y extracto encapsulado se determina-
ron mediante un anadlisis termogravimétrico
en un equipo TGA (TA Instruments, TGA 550,
New Castle, EE.UU.). Se colocaron 5 mg de
muestra en una charola de platino de alta tem-
peratura. La velocidad de calentamiento fue
de 10 °C/min, en un rango de 25 °C a 800 °C
bajo una atmosfera de nitrogeno. La pérdi-
da de peso y la temperatura de descomposi-
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cion (Td) se analizaron con el software TRIOS,
5.0.044616 (TA Instruments Universal Analy-
sis, New Castle, EE. UU.) (Ifiiguez-Moreno y
col,, 2022).

Eficiencia de carga

La eficiencia de carga (EC) se determind se-
gun los datos obtenidos en el TGA con el soft-
ware TRIOS 5.0.044616, utilizando la ecua-
ciéon 1.

D

e (1 = ( Fraccién total

Fraccion total—Fraccién final
22)) « 100

Eficiencia de encapsulacion

Se homogeneizaron 5 mg de capsulas con 1 mL
de agua y se agitaron en vortex por 1 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, la mez-
cla se centrifugd (Hermle, Z326K, Wehingen,
Alemania) a 10 000 rpm durante 1 min. Después,
se separd la fraccion soluble (sobrenadante)
y se le determind la absorbancia a 210 nm uti-
lizando un espectrofotéometro (Varian, Cary 50
Bio UV-Visible, Mulgrave, Australia). Se consi-
derd el % EC para calcular la cantidad de frac-
cion cargada (ecuacién 2). Una vez obtenidos
los valores, se calculd el % de eficiencia de en-
capsulacion (EE) segun la ecuaciéon 3. Se apli-
c6 un disefio estadistico unifactorial, se con-
siderd como variable independiente la concen-
tracion de proteina de haba y como variable de-
pendiente la EC y EE.

% EC * Fraccion total
100

2

Fraccion cargada = (

Fraccién cargada—Fraccién en la superfi icie)
Fracciéon cargada

% EE = (

«100  (3)

Donde:

Fraccidén en la superficie = cantidad de extracto
en la superficie de las capsulas.

Fraccion cargada = cantidad total de extracto en
las capsulas.

Caracterizacion fisicoquimica de las capsulas

Actividad de agua
Se utilizo un equipo Aqualab 4TEV (Decagon
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Devices Inc, WA, EE.UU.). Se colocaron 5 g
de muestra dentro de la camara y la lectura
se realizd a 25 °C. La actividad de agua (Aw)
se determiné mediante el principio del punto
de rocio.

Humedad

Se determind por el método de TGA. Se colo-
caron 5 mg del polvo en una charola de plati-
no de alta temperatura. La velocidad de ca-
lentamiento fue de 10 °C/min en un rango de
25 °C a 800 °C bajo una atmosfera de nitroge-
no. Los datos obtenidos se analizaron con el
software TRIOS 5.0.0.44616.

Solubilidad

Se determind siguiendo la metodologia de Ji-
ménez-Sanchez y col. (2018). Se diluyd un gra-
mo de polvo en 100 mL de agua destilada,
se agitdé manualmente hasta solubilizar toda
la muestra y se centrifugdé durante 5 min. Se
tomd una alicuota de 25 mL del sobrenadan-
te y se coloco en cajas Petri. Finalmente, se
secd en estufa (Novatech, HS60-AID, Jalisco,
México) a 100 °C durante 5 h. La solubilidad
(%) se calculd por diferencia de peso.

Densidad aparente

Se colocd 1 g de capsulas en una probeta gra-
duada de 10 mL. La probeta se movié hacia
arriba y hacia abajo durante 1 min hasta que
se obtuvo una lectura constante del volumen
de polvo. La densidad se calculé con la ecua-
cion 4 y se expreso en g/mL.

Do Masa de la muestra (g) + 100

Volumen ocupado en la probeta

(4)

Higroscopicidad

Se colocd 1 g de capsulas en cajas Petri a pe-
so constante y se almacenaron en un deseca-
dor de vidrio a una temperatura ambiente de
24 °C y 75 % de humedad relativa (36 g NaCl
en 100 mL de agua). El peso del polvo se regis-
tré una vez al dia durante 5 d. La higroscopi-
cidad se determind con la ecuacién 5 y se ex-
presé en gramos de agua absorbida por 100 g
de muestra seca.
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g Hy0 _ mf-mi
) ="""25100 (5)

100g muestra

Higroscopicidad (

Donde

mf = Peso en gramos del polvo al final del pro-
ceso

mi = Peso inicial del polvo (g)

Evaluacion antifungica in vitro del extracto
encapsulado

Preparacion del hongo fitopatdgeno

C. gloeosporioides LMA-MiO1 (Numero de ac-
ceso: MZ254665) fue aislado del epicarpio del
fruto de mango y caracterizado filogenética y
morfoldgicamente por Lopez-Cruz y col. (2020).
El hongo fue crioconservado en glicerol al
80 % (v/v) a - 80 °C hasta su uso. C. gloeospo-
rioides se cultivd en cajas de Petri con Agar
Papa Dextrosa (APD) (BD Bioxon, Estado de
México, México) y se incubd durante 8 d a
28 °C. La suspension de esporas se prepard a
partir de un cultivo de 15 d de antigiiedad, al
cual se le afiadieron 10 mL de solucién NaCl
0.85 % estéril y se raspd con un asa estéril. El
liquido se filtré6 con una gasa estéril y se re-
cuperd en un tubo coénico. La concentracion
de esporas se ajustd a 1 x 10° esporas/mL con
un hemocitometro (LO-Laboroptik Ltd, Lan-
cing, Reino Unido) (Gonzalez-Gutiérrez y col.,
2023).

Evaluacion antifungica in vitro

Se realizo de acuerdo a la metodologia pro-
puesta por Gonzalez-Gutiérrez y col. (2024). Se
disolvieron cdapsulas en 10 mL de agua esté-
ril; la cantidad de capsulas en cada tratamien-
to se calculd para obtener la concentracion mi-
nima inhibitoria del extracto (17.65 mg/mL),
previamente reportada por Vilchis-Gomez y
col. (2024) para la inhibiciéon de C. gloeospo-
rioides). Posteriormente, se afiadieron 500 pL
sobre cajas de Petri con APD previamente soli-
dificado. La solucidon se esparcio con ayuda de
una varilla estéril y las cajas se dejaron secar
por 1 h. Posteriormente, se perford el centro
de cada una de las cajas (7 mm) y se coloca-
ron 20 uL de suspensién de esporas (1 x 10° es-
poras/mL) o un tapdén de micelio de C. gloeos-
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porioides. Después, las cajas Petri se sellaron
con parafilm y se incubaron durante 8 d a 28 °C.
Para el tratamiento control, solo se inoculd el
patdgeno. Se aplicd un diseflo estadistico uni-
factorial para la prueba con esporas y micelio,
en ambos casos. La variable de respuesta eva-
luada fue el porcentaje de inhibicidn in wvitro.
El experimento se repitié 3 veces con 5 répli-
cas por tratamiento. La inhibicion del creci-
miento se calculd con la ecuacion 6.

dc—dt

Inhibicién (%) = —— * 100 (6)

Donde:

dc = diametro en centimetros de la colonia fun-
gica en el control.

dt = diametro en centimetros de la colonia fun-
gica en el tratamiento.

Analisis estadistico

Los parametros fisicoquimicos se analizaron
mediante una prueba t para poblaciones inde-
pendientes. El resto de los experimentos se lle-
varon a cabo mediante analisis de varianza de
una via (ANOVA, por sus siglas en inglés: Ana-
lysis of Variance). Para la comparacion de me-
dias (+ desviacién estandar) se utilizé la prue-
ba Post-hoc de diferencia minima significativa
(LSD, por sus siglas en inglés: least significan-
ce difference) de Fisher (P < 0.05). El analisis
estadistico de los datos se realizo con el soft-
ware STATISTICA v.12, StatSoft, Inc.

RESULTADOS Y DISCUSION

Calorimetria diferencial de barrido

En el termograma DSC de la proteina de haba
(Figura 1) se puede observar que, la primera
disrupcion de la linea base se debid a la tem-
peratura de transicion vitrea (Tg) a 127.01 °C,
que indica el cambio del polimero de un esta-
do duro o vitreo a un estado blando o gomoso
(Meng y Zhang, 2014). Posteriormente, se ob-
servaron dos picos endotérmicos, el primero a
149.57 °C, asociado con la evaporacion del agua
libre y ligada (Calderén-Santoyo y col., 2022) y
el segundo a 17449 °C, que se atribuye a la tem-
peratura de fusion (Tm) (Alpizar-Reyes y col,
2018) del material polimérico. Se ha reporta-
do como 130 °C el valor de Tg para la protei-
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Figure 1. Thermogram (DSC) of faba bean protein.

na de haba (Saldanha-do-Carmo y col., 2021).
Las diferencias respecto a este estudio pueden
estar asociadas con la procedencia, la compo-
sicion de las muestras y/o el procesamiento al
cual ha sido sometida la proteina de haba.

El valor obtenido de la Tg permitié estable-
cer en 115 °C la temperatura de entrada del
aire al secador, para pulverizar la solucién po-
limérica sin que pasara de su estado vitreo a
uno gomoso, lo cual sucederia a los 127.01 °C,
y provocaria que la proteina se aglomerase en
la camara de secado. Esto ocasiona que mejo-
re su funcion como material de pared en las
capsulas, para el extracto.

Evaluacion de la fotoproteccion de las capsu-
las con extracto de R. monantha

En el analisis del efecto de la UV en el ex-
tracto crudo, se observo una pérdida del 58 %
de su capacidad antioxidante inicial (ABTS),
después de 48 h de exposicién a la luz UV
(Figura 2). Las capsulas mostraron capacidad
fotoprotectora, que aumentd con la concentra-
cién proteica, pasando de conservar el 69 %
de su capacidad antioxidante en la muestra
con la menor concentracion de proteina (15 %),
aun 90 % (P < 0.05), en las cdpsulas con 30 %
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de proteina, es decir, una oxidacion relativa del
10 %.

El efecto fotoprotector del material encap-
sulante, sobre los CAVB contenidos en el ex-
tracto de R. monantha, proporcional a la con-
centracidon proteica, podria deberse a que al-
gunas estructuras moleculares de las protei-
nas vegetales pueden absorber la luz UV. Es-
pecificamente, la proteina de haba se caracte-
riza por contener aminoacidos azufrados, que
son aminodcidos con cadenas laterales que
contienen azufre. Cuando estos aminoacidos
se exponen a la luz UV pueden provocar reac-
ciones fotoquimicas. Estas reacciones implican
la absorcion de fotones UV por el atomo de
azufre (Stampfli y Seebeck, 2020), lo que le con-
fiere a la leguminosa esta capacidad fotopro-
tectora.

Estudios previos han reportado proteinas ve-
getales con efectos positivos sobre fotopro-
teccidon a compuestos, tal es el caso de Gonza-
lez-Cruz y col. (2022), quienes documentaron
que, la zeina utilizada como material encap-
sulante brindé una buena proteccién de has-
ta el 86 % ante la radiacion UV. Asi mismo,
Vilchis-Gomez y col. (2024), documentaron la

https://doi.org/10.29059/cienciauat.v19i2.1933
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Figure 2. Relative oxidation of the non-encapsulated extract and encapsulated with 15 %, 20 %,
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dard deviation.

aplicacion de la proteina de hoja de jaca como
material emulsionante para el extracto de R.
monantha, la cual brindd una proteccion de
hasta el 90 % ante la radiacion UV.

Analisis termogravimétrico (TGA) de las cap-
sulas

Se obtuvieron las temperaturas de descompo-
sicién y las variaciones de masa de las cap-
sulas y del extracto (Tabla 1). La primera dis-
minucion de peso del extracto (1.11 %) se
atribuy6 a la pérdida de humedad; y la se-
gunda disminucion (57.18 %) se atribuyd a la
descomposicién de la materia del extracto
(Td = 211.85 °C). En el caso de las capsulas con
y sin extracto, la primera reduccion de peso
se debid a la pérdida de humedad con 4.97 %
y 5.93 %, respectivamente. Para las capsulas
vacias, la segunda pérdida de peso (54.55 %)
se atribuyo a la descomposicion de las globu-
linas, albuminas y glutelinas (Td = 274.16 °C),
mientras que para las cdpsulas con extracto,
la segunda pérdida de peso (5449 %) se debio

htps://doi.org/10.29059/cienciauat.v19i2.1933

a la descomposicion del extracto y de la pro-
teina (Td = 290.09 °C). La Td del extracto
encapsulado (290.09 °C) fue superior a la Td
del extracto crudo (211.85 °C). No se obser-
vo un evento simultdneo de descomposicion
(TGA) y fusién (DSC). Este comportamiento
evidencia una mayor estabilidad de las cap-
sulas vacias y con extracto a temperaturas
de 230.71 °C y 260.67 °C (inicio de la des-
composicion por TGA), las cuales son superio-
res a la Tm registrada en el DSC (17449 °C)
para la proteina de haba (Figura 1).

Los hallazgos muestran que la proteina de
haba ejerce un efecto termoprotector sobre el
extracto de R. monantha, con un incremento
de Td = 78.24 °C. Por otra parte, la Td de las
capsulas vacias fue menor que la de las cap-
sulas con extracto, el incremento de 15.93 °C
muestra que el extracto encapsulado es mas
estable térmicamente que las capsulas vacias.
Por lo tanto, una vez que las cdapsulas sean
aplicadas en el epicarpio de los frutos, la pro-
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B Tabla 1. Analisis termogravimétrico (TGA) de las capsulas de proteina de haba con y sin extracto.
Table 1. Thermogravimetric analysis (TGA) of faba bean protein capsules with and without extract.

Eventos térmicos por TGA
Temperatura de descomposicion Cambios observados
Compuesto/
capsula Rango Inicio Punt.o Final il Atribucion de pérdida
©C) ©C) medio ©C) de peso e
°C) (%)
24.87 a100 83.63 89.86 98.77 1.118 Agualibre yligada
Extracto 1502380 | 17519 21185 | 23767 @ 5718 dDescomposmon delamateria
el extracto
500a793.03 | 64268 | 689.06 | 78477 19.605 Minerales
25a110 35.94 52.31 68.72 5.93 Agualibre yligada
Capsulas 1492372 | 23071 | 27416 31755 | 5ass | Lescomposiciondelasglobulinas,
vaclas albuminas y glutelinas
500a792 561.84 | 59061 | 619.34 16.91 Minerales
25a100 31.64 4702 60.69 497 Agualibre yligada
Cépsulas+ 5000380 | 26067 | 29009 31958 | a4y | Lescomposiciondelextractoy
extracto dela proteina
486 a 800 75353 | 77442 | 762.84 8.96 Minerales

teina de haba podra favorecer la conservacion
del extracto, brindando termoestabilidad a los
compuestos fenolicos para ejercer su accidon
contra C. gloeosporioides.

Eficiencia de encapsulacion y eficiencia de
carga

Los datos obtenidos indican que a medida que
aumento el porcentaje de proteina, tanto la EE,
como la de carga incrementaron (Tabla 2). Las
capsulas con el porcentaje mas alto de pro-
teina alcanzaron hasta un 70.15 % de EE, mien-

tras que el mayor valor de EC alcanzo hasta
un 36.03 %. Dicho comportamiento es debido
a las interacciones mejoradas entre la protei-
na de haba y el extracto, ya que, al momento
de aplicar mayor porcentaje de polimero, este
crea enlaces intermoleculares que forman una
coraza mas gruesa, que induce una encapsula-
cidén mas eficiente (Selim y col.,, 2021). Los pre-
sentes hallazgos evidencian que el cambio de
los porcentajes utilizados de la composicion
del material de la pared es una estrategia efi-
caz para mejorar la EE de las capsulas a base

B Tabla 2. Eficiencia de encapsulacion (EE %) y eficiencia de carga (EC %) de las capsulas con extracto.

Table 2. Encapsulation efficiency (EE %) and loading efficiency (LE %) of capsules with extract.

Tratamiento/Capsula EE (%) EC (%)
Proteina de haba 15 % 49.83 +0.02° 2573 +0.322
Proteina de haba 20 % 5722 +1.23° 31.20 +143°
Proteina de haba 25 % 63.78 + 0.55° 32.68 + 0.63¢
Proteina de haba 30 % 70.15 + 1.09¢ 36.03 + 0.891

Los valores representan la media + desviacidon estandar. Para cada parametro, los valores medios con la misma letra
indican que no existe diferencia significativa entre los tratamientos segun la prueba LSD de Fisher (P < 0.05).
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de proteinas. Los resultados fueron mejores a
los reportados por Sudrez y Brito (2020), quie-
nes obtuvieron una EE de 32.83 %, al utilizar
proteina de zeina para encapsular antocianinas.

Caracterizacion fisicoquimica de las capsulas
Se realizd la caracterizacion de las capsulas
al 30 % de proteina, ya que estas fueron las que
obtuvieron mejores resultados en cuanto a la
EE, EC, fotoproteccion y consecuentemente,
fueron las que presentaron mayor potencial de
inhibicion fungica.

Actividad de agua

Todas las muestras presentaron una baja ac-
tividad de agua (Aw) (Tabla 3) indicando que
eran estables, con reducida susceptibilidad a
presentar desarrollo microbiano, o reacciones
bioquimicas que deteriorasen el producto en
polvo (Gabas y col., 2009), resultados espera-
dos en la encapsulacion mediante secado por
aspersion, proceso que permite la estabilidad
del extracto. Las cdpsulas vacias presentaron
mayor valor (P < 0.05) de Aw (0.32) y conteni-
do de humedad (5.95 %) que las capsulas con
extracto (Aw = 0.26; 4.97 %) (Tabla 3). Esto in-
dica que, la incorporacion del extracto provo-
cd un aumento en el contenido de sdlidos, e
indujo interacciones soluto-liquido, entre el ex-
tracto y los componentes de la cédpsula (Ghar-
sallaoui y col., 2012) que modificaron la canti-
dad de agua libre. En otros estudios, se han
reportado valores de Aw menores de 0.70 en
proteinas aplicadas como material de pared, lo

cual favorecen su conservacion y evita el cre-
cimiento de microorganismos (Dumitrascu y
col,, 2021).

Determinacion de humedad

El porcentaje de humedad de las capsulas con
extracto fue menor (P < 0.05) respecto a las
capsulas vacias (Tabla 3), ya que el extracto
tenia una humedad inicial baja (1.11 %), por lo
que no provocd un incremento en el conteni-
do de humedad (Ulfa y col, 2023). Ademas,
la adicion de extracto aumento el contenido de
solidos, lo que llevd a una disminucion en el
contenido de humedad de las cépsulas. Por otro
lado, se ha reportado que los compuestos fe-
nolicos tienen la capacidad de retener agua es-
tructural mediante enlaces de hidrogeno fuer-
tes (OH-O) y débiles (CH-0O), asi como favore-
cer la deshidratacién durante el proceso de en
capsulacion (Malloumy Conradie, 2023).

Solubilidad de las capsulas

Las capsulas con extracto, asi como las cap-
sulas vacias mostraron una solubilidad del
100 % (datos no mostrados en Tablas), lo que
permite determinar qué se obtendra una efi-
caz liberacion del encapsulado. Esta alta so-
lubilidad en agua de las capsulas se atribuye
al material encapsulante, ya que, como se ha
reportado, la proteina de haba es totalmente
soluble en agua, debido a su composicién de
aminoacidos, el tipo de enlaces intermolecula-
res (hidrofilicos) y la conformacion estructu-
ral (Zhu y Huang, 2019).

B Tabla 3. Parametros fisicoquimicos de las capsulas.
Table 3. Physicochemical parameters of the capsules.

Tratamiento Aw Humedad Higroscopicidad Densidad
(%) (gH,0/100 gmuestra) | aparente (g/mL)
Cépsulas vacias 0.3275+0.01° 5.95+0.32 13.51+0.12 0.33+0.14
Cpsulas 30 % de 02652+ 002" | 4.97+01 12.59 + 0.2° 0.28 + 0.02
proteina + extracto

Los valores representan la media + desviacion estandar. Para cada parametro las letras diferentes significan dife-

rencia significativa entre los tratamientos (P < 0.05).
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Higroscopicidad de las capsulas

Las capsulas sin extracto presentaron mayor
higroscopicidad (13.51 %), en comparaciéon con
las capsulas que contenian el extracto (12.59 %)
(P < 0.05) (Tabla 3). Una posible explicacion es
que el extracto podria haber actuado como una
barrera contra la humedad, reduciendo la ca-
pacidad de la capsula para absorber agua del
entorno circundante (Sarabandi y col, 2018).
Ademas, cuando se aplica el extracto, este pue-
de formar enlaces intermoleculares que pue-
den evitar la interaccion de los grupos OH de
la proteina de haba con el agua del ambien-
te, afectando su capacidad de absorciéon de
agua (Ramos-Hernandez y col.,, 2021).

Densidad aparente

Las capsulas con extracto presentaron densi-
dad aparente de 0.28 g/ml, mientras que en
las capsulas vacias fue de 0.33 g/mL (Tabla 3).
La diferencia pudo ser causada por distintos
factores, como la presencia del extracto, con-
tenido de humedad y la viscosidad de la solu-
cion polimérica. En estudios previos Wu y col.
(2022) reportaron que la higroscopicidad pue-
de afectar significativamente la densidad apa-
rente del polvo, ya que la tendencia de un ma-
terial a absorber humedad del entorno -cir-
cundante puede impactar en su densidad apa-
rente. A medida que aumenta la naturaleza
higroscdpica de un polvo puede conducir a la
formacion de una fina pelicula de agua adsor-
bida en la superficie de las particulas. Esta
pelicula de agua puede llenar los huecos en-
tre ellas, lo que resulta en el aumento de la
densidad aparente del polvo (Mendoza-Corvis
y col.,2016).

Inhibicion antifungica in vitro del extracto de
R. monantha encapsulado

A medida que la concentraciéon de proteina
incremento, se registro un aumento del por-
centaje de inhibicion (P < 0.05), con mayor
efecto en la inhibiciéon de la germinacion de
esporas que en la inhibicién del crecimiento
micelial (Figura 3). Lo anterior puede atribu-
irse al estado fisioldgico del hongo; en el ca-
so del micelio, la inhibicion fue menor, debi-
do a que el hongo se encuentra en su estado
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activo, en una etapa de desarrollo mas avan-
zada y con una pared celular mas resistente
(Iniguez-Moreno y col., 2020). Esta caracteris-
tica le conflere una mayor resistencia frente
a factores externos, lo que dificulta la accidon
de los compuestos fendlicos. Por el contrario,
las esporas representan una de las primeras
etapas del ciclo de vida del hongo y requie-
ren germinar primero para iniciar el desarrollo
del micelio.

Las esporas son madas sensibles a los com-
puestos fendlicos debido a su menor desarro-
llo estructural. En este sentido, la escopoleti-
na y la quercetina pueden interferir directa-
mente en la inhibicion de la germinacién de
esporas (Beyer y col, 2019). Sin embargo, las
capsulas con 25 % de proteina presentaron una
inhibicién del 60.54 % y 55.03 % con esporas
vy micelio, respectivamente, que no fueron sig-
nificativamente diferentes (P < 0.05) a las ob-
tenidas con 30 % de proteina (654 % y 55.23 %,
con esporas y micelio, respectivamente), indi-
cando que ambas concentraciones presentaron
una capacidad similar para inhibir el hongo
C. gloeosporioides.

El incremento en la capacidad de inhibicion
del hongo, asociado con una mayor concentra-
cion proteica, podria deberse a la formacion
de una capsula con una pared mas gruesa y
estructurada, lo que induce una mayor pro-
teccion de los CAVBs. De acuerdo con Ramos
y col. (2022) la proteina crea una barrera me-
diante enlaces intermoleculares, lo que resulta
en una mayor eficiencia de encapsulacion uti-
lizando concentraciones mas altas de polimero.

Vilchis-Gomez y col. (2024) utilizaron un ex-
tracto etandlico de R. monantha para inhibir
el hongo C. gloesporioides y atribuyeron la ac-
tividad antifungica del extracto a los compues-
tos fenolicos, como la escopoletina y la quer-
cetina, que son capaces de interferir con la
estructura de la pared celular del hongo y
modificar su permeabilidad. Se ha establecido
que la escopoletina aumenta la permeabilidad
de la membrana celular fungica, debido a la ex-
plosion de especias reactivas de oxigeno (ROS,
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B Figura 3. Efecto inhibitorio del extracto de R. monantha encapsulado con proteina de haba al 15 %,

20 %, 25 % y 30 % frente a C. gloeosporioides utilizando esporas y micelio. Cada barra representa
la media y las lineas verticales la desviacion estandar. Los valores medios con la misma letra
minuscula y los valores medios con la misma letra mayuscula indican que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos segun la prueba LSD de Fisher (P < 0.05).
Figure 3. Inhibitory effect of the R. monantha extract encapsulated with 15 %, 20 %, 25 %, and 30 %
of faba bean protein against C. gloeosporioides using spores and mycelium. Each bar represents the
mean and the vertical lines the standard deviation. Mean values with the same lowercase letter and
mean values with the same uppercase letter indicate that there is no significant difference between
treatments according to Fisher’s LSD test (P < 0.05).

por sus siglas en inglés: reactive oxygen spe-
cies) que dafian la membrana celular (Beyer y
col,, 2019). Las ROS como el perdxido de hi-
drégeno, el radical superdxido y el radical hi-
droxilo, incrementan significativamente su con-
centracién dentro de las células fungicas en res-
puesta al estrés oxidativo inducido por com-
puestos fendlicos. Al interactuar entre si y con
componentes celulares, como proteinas y aci-
dos nucleicos, las ROS generan dafios en los
lipidos de la membrana celular, lo que com-
promete su integridad estructural y funcional,
provocando la apoptosis del hongo (Castano-
Duque y col.,, 2024). Por otro lado, la querceti-
na puede interferir con la sintesis de la pared
celular y alterar la permeabilidad de la mem-
brana celular de los hongos fitopatégenos, cau-
sando la fuga de micronutrientes de la célula
y finalmente la lisis (Aguilar-Veloz y col., 2020).

htps://doi.org/10.29059/cienciauat.v19i2.1933

Ambos compuestos son susceptibles a cam-
bios estructurales por efecto de la temperatu-
ra y la radiacién UV, que disminuyen su efec-
to antifungico (Vilchis-Gémez y col., 2024), por
lo que es importante desarrollar estrategias de
fotoproteccion, como el encapsulamiento.

CONCLUSIONES

El secado por aspersiéon de la proteina de
haba fue adecuado para la encapsulacidon del
extracto de R. monantha. El uso de 30 % de
proteina de haba permitié obtener alta efi-
ciencia de encapsulacion (70.15 %) y muy bue-
nas propiedades termoproetctoras (~ 78.24 °C)
y fotoprotectoras (10 % de oxidacion relativa)
sobre los CAVBs del extracto. Estas capsulas
preservaron la capacidad antifungica in vitro
del extracto, por lo que fueron adecuadas pa-
ra el control de C. gloeosporioides, con una
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inhibicion de la germinacién de esporas del
654 %. Ademas, presentaron calidad fisico-
quimica adecuada en cuanto a actividad de
agua, solubilidad, higroscopicidad y densidad
aparente, lo que sugiere su uso potencial en
campo. Las caracteristicas de estabilidad del
encapsulado posicionan a la proteina de haba
como una alternativa prometedora para ser
utilizada como material encapsulante en otras
sustancias bioactivas, con aplicaciones en la
industria alimenticia y farmaceutica, en fun-
cién de las propiedades bioldgicas de los com-
puestos que se busque proteger.
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