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Resumen

La encapsulacidn es la aplicacidn de técnicas que permiten la proteccién de fitoquimicos mediante su
incorporacién en una matriz protectora, preservando las propiedades funcionales de estas sustancias.
En este estudio se evalud la encapsulacion de compuestos polifendlicos y flavonoides totales del
extracto etandlico de chipilin (Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.) en diferentes relaciones de
encapsulantes como maltodextrina (MD), goma guar (GG) y gelatina (G). Se utilizé un DCA con
separacion de medias DUNCAN vy nivel de significancia de P < 0.05. La capacidad de carga, eficiencia
de encapsulacion y actividad antioxidante del radical DPPH se determinaron
espectrofotométricamente. Se evalud el color, actividad de agua y solubilidad del encapsulado. Se
obtuvo una maxima capacidad de carga de 7.73 mg EAG.g-1 para polifenoles y 6.83 mg EC.g-1 para
flavonoides totales. Los encapsulados con MD+GG+G (5: 0.125: 2) permitieron una mayor eficiencia
de encapsulacidn. La actividad antioxidante fue de 5.95 a 6.38 mg EAG.g-1 y una actividad captadora
en rango de 12 a 20%. No se identificaron diferencias significativas para actividad de agua vy
solubilidad, encontrandose en un rango de 0.315 a 0.340 y 89 a 90%, respectivamente. Para color, se
identificaron valores de L* luminosidad en un rango 55 a 62, con valores de croma de 21 a 25 y valores
de Hue de 84 a 87. Los encapsulados mostraron estabilidad, por lo tanto, el método de encapsulacion
es una técnica funcional para proteger compuestos fendlicos del extracto etandlico de chipilin. Se
recomienda realizar andlisis de estabilidad y perfil de compuestos bioactivos.

Palabras clave: actividad captadora de radicales, capacidad de carga, coacervacion, DPPH.



Abstract

Encapsulation is the application of techniques that allow the protection of phytochemicals by
incorporating them into a protective matrix, preserving the functional properties of these substances.
In this study, the encapsulation of polyphenolic compounds and total flavonoids of the ethanolic
extract of chipilin (Crotalaria longirostrata Hook. & Arn.) was evaluated in different ratios of
encapsulating agents such as maltodextrin (MD), guar gum (GG) and gelatin (G). A DCA with DUNCAN
means separation and significance level of P < 0.05 was used. The loading capacity, encapsulation
efficiency and antioxidant activity of the DPPH radical were determined spectrophotometrically. The
color, water activity and solubility of the encapsulated extract were evaluated. A maximum loading
capacity of 7.73 mg EAG.g* for polyphenols and 6.83 mg EC.g* for total flavonoids was obtained. The
MD+GG+G matrix (5: 0.125: 2) allowed a higher encapsulation efficiency. The antioxidant activity was
from 5.95 to 6.38 mg EAG.g ! and an uptake activity ranged from 12 to 20%. No significant differences
were identified for water activity and solubility, ranging from 0.315 to 0.340 and 89 to 90%,
respectively. For color, L* luminosity values were identified in a range from 55 to 62, with chroma
values from 21 to 25 and Hue values from 84 to 87. The encapsulates showed stability, therefore, the
encapsulation method is a technique functional to protect phenolic compounds from the ethanolic
extract of chipilin. It is recommended to carry out stability and profile analyzes of bioactive
compounds.

Keywords: Coacervation, DPPH, loading capacity, radical scavenging activity.
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Introduccién

Cada afio las Enfermedades No Transmisibles (ENT) afectan a un gran nimero de personas
causando la muerte, estas enfermedades se asocian con padecimientos cardiovasculares, céncer,
diabetes, enfermedades gastricas, respiratorias y neuroldgicas (Serra Valdés et al. 2018). Esto en gran
parte debido a la formacién de radicales libres en el organismo por diversas fuentes, que puede
generar un efecto en la salud de las personas debido a la oxidacién en cadena que se genera por los
radicales libres (Coronado et al. 2015). Los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de
retrasar o inhibir la oxidacidn, por ende, ayudan a inhibir la propagacién y el aumento de los radicales
libres, y con ellos reducir la concentracién de oxidantes (Aguilar-Paredes et al. 2018). Es por ello que
en la actualidad los antioxidantes de origen vegetal se han convertido en una opcidn alimentaria para
prevenir estas enfermedades, y existe una amplia gama de alimentos donde se pueden encontrar
(Vallejo Zamudio et al. 2017).

El chipilin es una planta nativa del sur de México y Centroamérica, la cual, se consume en
zonas rurales como alimento o como medicamento natural. Aunque hay poca informacién de la

composicidn nutricional, existen documentacién donde se muestran sus principales componentes

(Jiménez-Aguilary Grusak 2015). El chipilin puede catalogarse como un alimento funcional puesto que,
ademas de su contenido nutricional, presenta moléculas bioactivas que pueden generar grandes
beneficios a la salud como lo son el acido linolénico, vitamina E, y un buen perfil de compuestos
fendlicos (Castafieda Najarro 2017). Esta planta (C. longirostrata Hook. & Arn.) cuenta con alto poder
antioxidante y sus hojas son consumidas en diversos platillos, ya que presentan un alto valor
nutricional, son ricas en calcio, hierro, vitamina B, proteinas, fibras (Lagunes Espinoza 2020).

Las propiedades antioxidantes de las plantas estdn relacionadas con la presencia de
compuestos fendlicos especialmente flavonoides (Ribeiro et al. 2020). Los flavonoides son metabolitos
secundarios en las plantas, responsables de la pigmentacion de las flores, que en la actualidad se

conoce su uso como agente antioxidante y antiinflamatorio (Ramirez-Navas 2016). Los polifenoles

constituyen uno de los grupos mas numerosos y ubicuos de metabolitos vegetales, y son una parte
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integral de las dietas tanto humanas como animales, las cuales poseen un alto espectro de actividades
bioldgicas, incluidas funciones antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas y antivirales (Fang y
Bhandari 2010).

Los compuestos bioactivos pueden degradarse si se exponen al oxigeno, luz, actividades
enzimaticas, condiciones adversas de temperatura y pH, iones metalicos y agua, lo que conduce a la
alteracion de sus propiedades beneficiosas. La estabilidad es un aspecto importante para considerar
el uso de polifenoles como antioxidantes y colorantes en alimentos (Bakowska-Barczak y Kolodziejczyk
2011). Una vez que los compuestos bioactivos se extraen de las materias primas, es importante que
las sustancias permanezcan sin alteraciones desde su produccién hasta el consumo, protegidas de
factores externos que las degradan (Ribeiro et al. 2020). Por lo tanto, la administracién de estos
compuestos requiere que los formuladores y fabricantes de productos proporcionen mecanismos de
proteccion que puedan mantener la forma molecular activa hasta el momento del consumo (Fang y
Bhandari 2010).

Una solucién viable es el uso de técnicas de microencapsulacién, ya que permiten la
proteccidén de los compuestos mediante su incorporacién a una matriz protectora, preservando las
funcionalidades bioquimicas de estas sustancias (Paini et al. 2015). La tecnologia de encapsulacién
proporciona proteccion a los ingredientes activos, evitando su oxidacién y aumentando su vida util.
Ademas, también permite la produccidon de ingredientes alimentarios en forma de polvo, lo que
aumenta la versatilidad del producto y facilita su incorporacion a distintas materias primas
alimentarias (Bustamante et al. 2017).

Como parte de las materias encapsulantes, algunos estudios han analizado la combinacién de
carbohidratos y proteinas en la preparacién de microesferas, reportando un efecto positivo de la
combinacion de diferentes materiales de pared sobre las caracteristicas fisicoquimicas y el desempefio
de estos sistemas (Araujo JSusy Fernandes de et al. 2020). El tipo de agente portador del compuesto
bioactivo juega un rol importante en la proteccién vy liberacién del compuesto. Entre los agentes

encapsulantes se pueden encontrar las maltodextrinas, las cuales tienen un bajo costo, viscosidad, y
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brinda proteccion contra oxidacion, pero posee baja emulsificacion, porlo que su uso es recomendado
con gomas arabicas y concentrados de proteina de suero de leche (Sarabandi et al. 2019). Los mejores
rendimientos para la encapsulacién de polifenoles se obtienen a partir de la unién de maltodextrinas
y carbohidratos (Navarro-Flores et al. 2020). En este estudio se analizaron diferentes relaciones de
agentes encapsulantes, evaluando eficiencia, capacidad de carga y la determinacion de la capacidad
antioxidante de los polifenoles a partir del extracto etandlico de las hojas de chipilin encapsulado (C.
longirostrata Hook. & Arn.).
Basado en lo anterior, se establecieron los siguientes objetivos del estudio:

Evaluar las propiedades fisicoquimicas de los encapsulados como ser actividad de agua, color
y solubilidad.

Evaluar la eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga para los polifenoles y flavonoides
totales en las diferentes mezclas de agentes encapsulantes.

Determinar la actividad antioxidante y actividad captadora de radicales de los compuestos

bioactivos encapsulados.
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Materiales y Métodos

Localizacién del Estudio

El estudio se realizd en el Laboratorio de Andlisis de Alimentos de Zamorano (LAAZ). El secado
por liofilizacion se realizé en dos etapas, el congelado de las muestras se realizé en la Planta de
Innovacion de Alimentos (PIA) y el secado en el Laboratorio de Biotecnologia Aplicada del Programa
de Investigaciones en Frijol (PIF). Las instalaciones antes mencionadas forman parte del Departamento
de Agroindustria Alimentaria y Cienciay Produccién Agropecuaria en la Escuela Agricola Panamericana
Zamorano, localizada en el Km 30, carretera de Tegucigalpa hacia Danli, Valle del Yeguare, Municipio
de San Antonio de Oriente, departamento de Francisco Morazan, Honduras.
Origen de la Muestra

Las muestras de Chipilin (C. longirostrata Hook. & Arn.) fueron obtenidas en el mercado
regional en el municipio de Antigua Guatemala, Sacatepéquez, Guatemala. Estas fueron trasladadas
en envase hermético hasta para su posterior manejo en el Laboratorio de Analisis de Alimentos
Zamorano (LAAZ). Para el estudio se utilizaron solo las partes foliares de la planta, removiendo las
hojas (limbo y peciolo) y descartando el tallo de la planta. Las muestras fueron congeladas a -20 °C
hasta su posterior uso.
Materiales

Gelatina B 275 Bloom (Gelnex®, Brasil), Goma Guar (Sigma-Aldrich, Alemania.), Maltodextrina
(DE 10-15, Shandong Bangye Co Ltd, Shandong, China), Etanol EMSURE® (99%, UN1170, Alemania) y
agua desionizada.
Disefio Experimental y Tratamientos

Se utilizo un Disefio Completamente al Azar (DCA) para evaluar los seis tratamientos, los
cuales, consistian en diferentes proporciones (peso/peso) de materiales encapsulantes. Se realizaron

tres repeticiones para cada tratamiento para un total de 18 unidades experimentales.



14

En el Cuadro 1 se describen los tratamientos, para los cuales, se utilizé6 maltodextrina, goma
guar y gelatina tipo B como materiales encapsulantes. Las variables dependientes o variables de
respuesta fueron la capacidad antioxidante, capacidad de carga de la cdpsula, la eficiencia de
encapsulacién para flavonoides y polifenoles totales, y solubilidad de las capsulas.

Cuadro 1

Descripcidn de los tratamientos para encapsulacion de compuestos bioactivos de la hoja de chipilin.

Cantidad de chipilin en
Abreviatura Relacién pH g/25 g material
encapsulante

Numero de Agente
tratamiento encapsulante

- Maltodextrllna: Goma MD+GG+G 5:0.125: 1 4 15
Guar: Gelatina B

Maltodextrina: Goma

T2 . MD+GG+G 5:0.125:2 4 15
Guar: Gelatina B

T3 Maltodextrina: Gelatina B MD+G 5:1 4 15

T4 Maltodextrina: Gelatina B MD+G 5:2 4 =

5 Maltodextrina: Goma MD+GG 5 0.125 4 15
Guar

T6 g"j;trc’dexm”a: Goma MD+GG 5:0.250 4 15

Método de Secado de las Hojas de Chipilin

El secado se realizé en un horno por conveccion marca Fisher Scientific 750F, el cual se
precalentd a 60 °C durante 15 minutos. Seguidamente, las hojas de chipilin se ingresaron al horno para
iniciar el proceso. Para asegurar un secado homogéneo, se revolvieron las muestras a cada hora, este
proceso tuvo una duracién de 24 horas.
Una vez secas, las hojas fueron molidas en un molino (FOSS CT 193 Cyclotex TM), utilizando un tamiz
de 0.5 mm para convertirla en harina y posteriormente realizar el extracto etandlico.
Obtencion del Extracto Etandlico de Chipilin

Los fitoquimicos presentes en la harina chipilin (C. longirostrata Hook. & Arn.) se obtuvieron
mediante el método de extraccidn asistida por ultrasonido propuesto por Carrillo Alvarado (2019), con
algunas modificaciones. Se utilizé un solvente etanol: agua con una relacién 60:40 a temperatura
ambiente 25 °C. Posterior a la preparacion del solvente, se pesd 1 gramo de la muestra de chipilin y

se mezcld con 20 mL de solvente en tubos de centrifugacidn. A continuacidn, se utilizé un equipo de
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ultrasonido (Fishier Scientific FS14) durante 30 min, a temperatura ambiente 25 a 35 °C. Finalmente,
las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos en una centrifuga (VWR Symphony
4417R).

Los extractos obtenidos se concentraron evaporando el etanol en un Rotavapor (BUCHI
Rotavapor™ R-100) durante 30 min, a temperatura de 50 °C y una presiéon de 175 mbar.
Posteriormente, el extracto acuoso se acidific6 con HCL 0.1 M hasta llegar a un pH de 4 para,
posteriormente incorporarlo al proceso de encapsulacién.

Método de Encapsulacion por Coacervacion Compleja

Las capsulas se obtuvieron mediante la técnica de coacervacidn compleja descrita por Nori et
al. (2011) con algunas modificaciones. Para promover la coacervacion, se prepararon dos soluciones
acuosas de agentes encapsulantes 1 y 2 respetando las relaciones en cada tratamiento. Para la
solucion acuosa de proteina (Gelatina tipo B) se disolvieron las cantidades descritas en el Cuadro 1. Se
prepararon en 50 mL de una solucion buffer de 0.1 mol/L (acetato de sodio + acido acético con un pH
ajustado de 4). La gelatina se calentd a 40°C para facilitar su disolucion. Seguidamente, se agregé el
extracto acuoso de chipilin (ntucleo) con pH ajustado de 4 con una solucion 0.1 mol/L de HCL. Para la
solucidn de polisacaridos (maltodextrina + goma guar), se disolvieron individualmente las cantidades
descritas anteriormente en 50 mL de solucidn buffer con un pH ajustado de 4 y una concentracion de
0.1 mol/L (acetato de sodio + acido acético). Los polisacaridos fueron calentados a 40 °C para facilitar
su disolucién. Ambas soluciones se homogenizaron mediante agitacion magnética (Thermo Scientific,
EE.UU.) a 2500 rpm durante 5 min, y a una temperatura de 40 °C. Finalmente, la solucion de
polisacaridos fue agregada lentamente a la solucién de proteina aumentando la agitacién a 3500 rpm
durante 6 minutos y manteniendo la temperatura a 40 °C. Al final del proceso, el material fue enfriado
a-4 °C en el refrigerador hasta el proceso de secado por liofilizacion.

Las muestras fueron congeladas durante 6 horas a -50 °C en un Liofilizador (SP VirTis
AdVantage Pro, SP Scientific, EE. UU.). Posteriormente, se liofilizaron durante 40 horas a una presién

de 0.22 mbar y -50 °C, para asegurar el secado completo en un liofilizador (FreeZone 2.5, LABCONCO,
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EE. UU.). El producto final en forma de polvo seco se almacend a temperatura ambiente en recipientes
herméticos de pldstico sellados y en un desecador para su posterior utilizacién y analisis.
Actividad de Agua (aw)

La medicidn de actividad de agua se realizo a través del método AOAC 978.18 en el equipo
Aqualab Serie 3 (Decagon Devices WA, EE.UU.). Para la medicidn se utilizd muestra de encapsulado
puesto en la copa plastica del equipo, hasta un nivel intermedio de la capacidad maxima. La muestra
se dejé hasta que el equipo indico el equilibrio, posteriormente se registré la lectura de la actividad
de agua y temperatura.
indice de Solubilidad de las Capsulas

El indice de solubilidad en agua de las capsulas fue determinado segin el método descrito
anteriormente por Ahmed et al. (2010). Se pesd 1 g de muestra en tubos de ensayo de centrifugacién,
y se agregaron 24 mlL de agua desionizada. Se agitaron a 2,500 rpm por 5 min en un Vortex
(Fisherbrand, EE. UU.). Luego se llevaron a bafo Maria a 30 °C por 30 min. Posteriormente, se
centrifugaron a 5,000 rpm por 15 min. Se extrajo el sobrenadante, el cual se colocé en un plato Petri
y se llevd al horno de conveccién marca Fisher Scientific a 105 °C por 18 horas. Para determinar el

porcentaje de solubilidad se utilizé la Ecuacidn 1.

% Solubilidad= %xloo (1]

Donde:
PF = Peso final del plato Petri con los sdélidos secos (g)
Pl = Peso inicial del plato Petri vacio (g)
PM = Peso de la muestra (g)
Angdlisis de Color (AN 1018.00)
Se evalud el color de las 18 unidades experimentales haciendo uso del equipo Colorflex Hunter
L a b. Previo a la medicién, se calibré el equipo para reducir la variacidon del efecto de mediciones

anteriores. Se colocaron las muestras en los recipientes y se anoté el reporte de la medicion de los
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valores L*, a*, b*. Para determinar el croma y el hue se utilizaron las Ecuaciones 2 y 3 descritas por

Simon-Brown et al. (2016).

/
Croma = [(a*)2+ (b*)z]1 i [2]

Hue =tan’! (:—) (3]

En donde:
a = indica color rojo-verde
b = indica color amarillo-azul
Determinacién de Polifenoles Totales en Extracto Etanélico

Para la determinacién del contenido de polifenoles totales, se utilizé la metodologia
propuesta por Vega et al. (2017). El extracto de chipilin (50 pL), se mezclé con 3 mL de agua
desionizada y 250 pL del reactivo Folin-Ciocalteu a 1 N. Se dejé equilibrar por 8 min. Se adicionaron
750 pL de Na;COs al 20% y 950 uL de agua desionizada. Se dejo incubar por 30 min a temperatura
ambiente (25°C) y se procedié a leer en un espectrofotometro UV/VIS (Cary 8454, Agilent
Technologies, EE. UU.) a 765 nm. Se construyd una curva de calibracion de 4cido galico (estandar de
Sigma-Aldrich, Co.) con concentraciones de 50, 100, 300, 500, 700 y 1000 ppm (R?=0.9983), disueltos
en agua desionizada. Los resultados fueron expresados en mg de equivalentes de acido galico por
gramo de chipilin (mg de GAE/g).
Método de Flavonoides Totales en Extracto Etandlico

Para la determinacién del contenido de polifenoles totales, se utilizé la metodologia
propuesta por Vega et al. (2017). Los flavonoides se midieron mezclando 600 pL del extracto de chipilin
con 2.58 mL de la solucion A (1.8 mL de NaNO2 al 5% mas 24 mL de agua desionizada. La mezcla se
dejé reposar por 5 min y luego se adicionaron 180 uL de AICl; al 10% manteniendo en reposo por 1
min. Por ultimo, se adicionaron 2.52 mL de la solucion B (12 mL de NaOH 1M mas 14,4 mL de agua

desionizada) y se midieron inmediatamente en un espectrofotémetro UV/VIS (Cary 8454, Agilent
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Technologies, EE. UU.) a 445 nm. Se construyd una curva de calibracidn de catequina (estdndar de
Sigma-Aldrich, Co.) con concentraciones de 50, 100, 300, 500, 700 y 1000 ppm (R?=0.9997), disueltos
en agua desionizada. Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de catequina por gramo
de chipilin.
Eficiencia de Encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion fue determinada mediante la Ecuacidn 4 descrita por Vila Jato
y Lastres Garcia (D.L. 2008) con algunas modificaciones. La eficiencia de encapsulacion se calcula a
partir de la relacién entre material a ser encapsulado (compuestos polifenoles u flavonoides totales)

y el valor tedrico esperado/calculado o en disposicidn de ser encapsulado:

Cantidad del compuesto fendlico encapsulado

EE%=

x100  [4]

Cantidad tedrica del compuesto

Capacidad de Carga

La capacidad de carga fue determinada mediante la Ecuacion 5 descrita por Zhang J et al.
(2020), con algunas modificaciones. Se dividié la cantidad de polifenoles totales y flavonoides
encapsulados (mg) entre la cantidad de muestra utilizada para medicion por espectrofotometria. Se
utilizé el método de Folin-Ciocalteu para polifenoles y método de cloruro de aluminio para flavonoides

para un (1) gramo de encapsulado. Se calculé la capacidad de carga mediante la Ecuacién 5.

Cantidad del compuesto fendlico encapsulado

Capacidad de carga = x100 [5]

Cantidad de material agente encapsulante

Actividad Antioxidante de Extracto Acuoso

La actividad antioxidante de los extractos encapsulados (1 g de encapsulado en 10 mL solucion
etanol: agua 60:40) se midid en términos de la capacidad de donacién de hidrégeno o de eliminacion
de radicales, utilizando el radical estable DPPH), se prepard siguiendo la metodologia reportada por
Trandafir et al. (2013) con algunas modificaciones. Se prepard una solucién madre metandlica de
DPPH (0.004%, p/v), la cual se mantuvo en refrigeracion durante 1 hora antes de su uso.

Seguidamente, a 2.95 mL de solucion metandlica de DPPH se le afiadieron 50 pL de extracto
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encapsulado y se agitaron vigorosamente. Se dejo incubar por 30 minutos a 27 °C. Se midié la
absorbancia inmediatamente en un espectrofotometro UV/VIS (Cary 8454, Agilent Technologies, EE.
UU.) a una longitud de onda de 517 nm, y utilizando metanol puro como blanco. Se elaboré una curva
de calibracién a concentraciones de 30, 60, 90y 120 ppm de acido galico, disuelto en agua desionizada
(R? = 0.9989). Los resultados fueron expresados en mM de acido galico por gramo de encapsulado
(mM AG/g de encapsulado).
Actividad Captadora de Radicales
La actividad captadora de radicales de los encapsulados (2 g encapsulado en 20 mL de solucién etanol:
agua 60:40), se midié en términos del porcentaje de inhibicion del radical sobre el valor inicial de
DPPH. La soluciéon de DPPH (Sigma-Aldrich, MO, EE. UU.), se prepard siguiendo la metodologia
reportada por Trandafir et al. (2013) con algunas modificaciones. Se prepard una solucién madre
metandlica de DPPH (0.004%, p/v), la cual se mantuvo en refrigeracién durante 1 hora antes de su
uso. Seguidamente, a 2.95 mL de solucién metandlica de DPPH se le afiadieron 50 pL de extracto
encapsulado y se agitaron vigorosamente. Se dejo incubar por 30 minutos a 27 °C. Se midié la
absorbancia inmediatamente en un espectrofotometro UV/VIS (Cary 8454, Agilent Technologies, EE.
UU.) a una longitud de onda de 517 nm.

La actividad antioxidante por barrido de radicales se expresé como el porcentaje de inhibicién

y se determind mediante la Ecuacion 6 propuesta por Trandafir et al. (2013).

Ao - As
- ) x100 [6]

% de inhibicién DPPH = (

Donde:
Ao = Absorbancia inicial de DPPH en tiempo de 0 minutos

As = Absorbancia final de la muestra a los 30 minutos
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Analisis Estadistico

Los datos experimentales fueron analizados en el programa SAS® “Statistical Analysis System”
versidén 9.4, a través de un analisis de varianzas (ANDEVA) y una prueba de separacién de medias

Duncan, a un nivel de significancia de < 0.05.
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Resultados y Discusion

Analisis Fisicos-Quimicos
Actividad de Agua (a.)

En el Cuadro 2 se puede observar que no se encontré diferencia significativa (P > 0.05) en los
tratamientos, los valores se encuentran en un rango de 0.31 a 0.34 a., por consiguiente, las relaciones
entre los diferentes materiales de pared no influyeron en los valores de actividad de agua de las
capsulas (Anexo A). Estos resultados concuerdan con estudios realizados por Navarro-Flores et al.
(2020), donde encontraron valores de actividad de agua hasta 0.39 utilizando maltodextrinas y
diferentes materiales proteicos no convencionales para encapsulacién. Por su parte Tonon et al.
(2009) en su estudio reporté valores de a, entre 0.30 - 0.35 asegurando que estos valores son
positivos para la estabilidad microbioldgica. Ademas, Silva et al. (2012), describen que los valores se
encuentran dentro del rango esperado para productos liofilizados (aw <0.6), y con ello los valores de
actividad de agua reportados en este estudio, aseguran la estabilidad microbioldgica, debido a que
existe menor cantidad de agua disponible para el crecimiento de microorganismos y reacciones
bioquimicas, aumentando la vida util del polvo encapsulado.

Solubilidad

Segun (Syamaladevi et al. 2012), la solubilidad de los micro encapsulados es una propiedad de
gran importancia debido a que pueden ser sometidos a una rehidratacion cuando estos sean
agregados a un alimento o utilizados como un ingrediente alimentario.

En el Cuadro 2 se observan los valores de solubilidad de las cépsulas, la cual no muestra
diferencia estadisticamente significativa (P > 0.05) entre tratamientos, obteniendo un rango entre
89.11-90.19% es decir, las relaciones entre maltodextrina, gelatina y goma guar no tuvieron un efecto
sobre la solubilidad de los tratamientos (Anexo A). Estos resultados concuerdan con los reportados
por Akhavan Mahdavi et al. (2016) donde evalud diferentes materiales de pared como maltodextrina,

goma arabiga y gelatina donde no mostraron diferencia significativa en solubilidad, la cual oscil6 en
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rangos de 90.97 y 91.09%, ademas, aiiadid que las proteinas (gelatina) aportan en buena medida a la
solubilidad debido a sus campos hidrofilicos. Pérez Valladares (2020), en su investigacion reportd que,
a mayor contenido de maltodextrinas en las relaciones de materiales, aumenté la solubilidad en agua.
Los resultados de solubilidad son positivos puesto que todos los materiales pueden interactuar en una
solucidn acuosa al considerar agregarlos a una formulacion alimentaria debido a su alta afinidad al
disolverse con el agua.

Cuadro 2

Actividad de agua e indice de solubilidad de las cdapsulas obtenidas por liofilizacion utilizando

diferentes agentes encapsulantes.

Tratamiento Agente Relacién aw Solubilidad de ME
encapsulante Media + DE ™ Media (%) + DE ™

T1 MD+GG+G 5:0.125:1 0.340 £ 0.012 90.19+1.38
T2 MD+GG+G 5:0.125:2 0.327 £ 0.013 89.80+1.21
T3 MD+G 5:1 0.342 £ 0.012 90.16 + 1.05
T4 MD+G 5:2 0.339 +0.008 90.68 + 0.38
T5 MD+GG 5:0.125 0.315 + 0.007 90.39+0.56
T6 MD+GG 5:0.250 0.328 £+ 0.018 89.11+ 1.56
CV (%) 3.47 1.29
P Valor 0.1255 0.7505

Nota: MD: Maltodextrina; GG: Goma guar; G: Gelatina; aw: Actividad de agua; ME: Material encapsulado,; DE Desviacion Estandar; C.V. (%):

Coeficiente de variacion; ns: no significativo (P > 0.05).

Andlisis de Color

El color es una cualidad organoléptica de los alimentos y se aprecia por medio del sentido
fisico de la vista (Mathias-Rettig y Ah-Hen 2014). También, suele ser considerado un factor psicoldgico
de apreciacién y el mas influyentes en los atributos sensoriales de los productos alimentarios, por
ende, desempefia un papel importante en la evaluacion de la calidad de los alimentos por parte del
consumidor (Dong et al. 2018). Los colores de los alimentos se deben a distintos compuestos,
principalmente organicos, algunos que se producen durante el manejo y procesamiento. Sin embargo,
la mayoria deben su color a las sustancias pigmentantes que contienen o que se afiaden (Badui Dergal
2006).

Para la mediciéon del color de las muestras se utilizo el sistema HunterLab de tres coordenadas

rectangulares. En donde, “L*” (luminosidad) indica tonalidades de negro a blanco en escala de 0
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(negro) a 100 (blanco), “a*” indica color rojo-verde, valores negativos (-a) indican un color de matriz
mas verde y valores positivos (+a) indican color rojo, “b*” indica color amarillo-azul, valores negativos
(-b) indican color azul y valores positivos (+b) indican color amarillo. El valor de 0 en cualquier escala
indica neutralidad.

Con base en los resultados presentados en el Cuadro 3 se puede observar que existen
diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0.05). En relacién con la luminosidad L*, los
tratamientos 5 (MD+GG; 5:0.125) y 6 (MD+GG; 5:0.25), obtuvieron los valores mas altos con una
media de 61.55 y 62.00, respectivamente, a diferencia del tratamiento 2 (MD+GG+G; 5:0.125:2), que
obtuvo el valor mas bajo con una media de 55.96. Estos valores de luminosidad mas altos concuerdan
con Muzaffar et al. (2016), el cual en su estudio obtuvo valores mas altos en L, a medida que aumenté
las concentraciones de maltodextrina en sus tratamientos, teniendo valores entre 45.54 a 75.46. La
adicién de maltodextrina influyé en el aumento de la luminosidad, y esto se debe al color blanquecino
inerte de este polisacarido. Por otro lado, Abdul Rahman y Khair Azlan Jamalulail (2012), analizaron el
color de gelatina tipo B donde obtuvieron un valor de L* de 34.40, lo que indica que tienden a ser
materiales mas oscuros. Por tanto, la diferencia entre luminosidad de los tratamientos puede
atribuirse a los materiales de pared utilizados, ya que el tratamiento 2 (MD+GG+G; 5:0.125:2) posee
el valor mas alto de proteina, obteniendo una luminosidad significativamente mas baja, los
tratamientos 5 (MD+GG; 5:0.125) Y 6 (MD+GG; 5:0.25), a pesar de contener la misma relacién de
maltodextrina, la ausencia de proteina pudo atribuir en el aumento de la luminosidad.

Del mismo modo, los valores de a* presentan diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos, sin embargo, se muestran valores muy cercanos a la neutralidad en el cuadrante de
color rojo, lo que indica un color de matriz ligeramente rojo. Con respecto a los valores de b*, también
se presentan diferencias estadisticas significativas, no obstante, los resultados demuestran una
tonalidad de color de matiz amarillo. Con los valores se estimé el croma (nivel de saturacién) y Hue
(color), de la misma forma muestran diferencias estadisticas significativas. Palacio Marquez y Sdnchez

Chavez (2017) indican que el valor H® es expresado como la distancia angular donde 0° representa



24

rojo, 90° color amarillo, 180° color verde y 270° color azul. Por otro lado, el croma expresa la saturacion
del color en una escala de 0-100. Comparando con los resultados obtenidos se puede identificar que
los encapsulados tienden a un tono amarillo con valores cercanos a 90°, sin embargo, al observar los
tonos evaluados en el simulador Colorspace 2.0 (Figura 1) se observa que la luminosidad y el croma

por ser valores bajos, tienden a presentar un color con tono menos puro.



Cuadro 3

Resultados en escala L, a, b, C*, H° de andlisis de color en las cdpsulas obtenidas por liofilizacion utilizando diferentes agentes encapsulantes.

Agente

Tratamiento Relacion L* £+ DE a* £ DE b* + DE C* +DE H °+ DE
encapsulante

1 MD+GG+G 5:0.125:1 60.03 + 0.28° 1.67 £0.20° 22.04+ 0.54¢ 22.11+0.52¢ 85.64 £ 0.61®

2 MD+GG+G 5:0.125: 2 55.96 +0.70¢ 1.91+0.09° 21.13+0.12°¢ 21.22+0.12°¢ 84.83 + 0.25¢

3 MD+G 5:1 58.91+0.11°¢ 1.49 £ 0.06° 22.58+0.26°¢ 22.63 £ 0.25° 86.22 +0.20°

4 MD+G 5:2 55.26 +0.18°¢ 1.96 £ 0.03° 22.73+0.15¢ 22.82 +0.15°¢ 85.08 + 0.09

5 MD+GG 5:0.125 61.55+0.23° 1.90+0.19° 25.40+0.41° 25.47 £ 0.39° 85.72+0.4°

6 MD+GG 5:0.250 62.00 £ 0.01° 1.02£0.05¢ 23.41+0.20° 23.43+0.19° 87.51+0.13°

CV (%) 0.49 6.80 1.23 1.19 0.38

P Valor <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Nota: MD: Maltodextrina; GG: Goma guar; G: Gelatina; L* (luminosidad); a* rojo (+) y verde (-); b* amarillo (+) y azul (-); C* Croma (intensidad); H°: matiz (tono); DE: Desviacion Estandar; C.V. (%): Coeficiente de

variacion; ¥><de: Letras diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa (Valor P < 0.05) entre columnas
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Figura 1
Resultados de tonalidad e intensidad basados en los colores HCL del simulador Colorspace 2.0 a

partir de microcdpsulas obtenidas utilizando diferentes materiales encapsulantes.

Andlisis de Polifenoles Totales

Los polifenoles son compuestos con uno o mas anillos aromaticos que poseen al menos un
grupo hidroxilo. Son un grupo de metabolitos secundarios con caracteristicas estructurales que hacen
referencia a varios subgrupos de compuestos fendlicos (Rambaran 2020). Los compuestos
polifendlicos no se encuentran distribuidos uniformemente en el tejido vegetal, el fraccionamiento de
los alimentos durante su procesamiento puede dar lugar a la perdida de los polifenoles, debido a la
variacion del contenido de biomoléculas, resulta dificil estimar la ingesta diaria (Scalbert y Williamson
2000). La microencapsulacion de los compuestos bioactivos se muestra como una alternativa en la
incorporacién de alimentos y poder estimar la ingesta diaria.

En el Cuadro 4, se muestran los resultados del andlisis de polifenoles y flavonoides totales
encapsulados evaluados en los seis tratamientos (Anexo B). Se puede observar que los valores son
significativamente diferentes (P < 0.05). En términos generales, la capacidad de carga de compuestos
fendlicos encapsulados varié significativamente entre los tratamientos, la mezcla de MD+GG+G como

agentes encapsulantes en relacion 5:0.125:2 tuvo el mayor nimero de compuestos polifendlicos y
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flavonoides totales encapsulados con una media de 7.73 mg AG g' vy 6.83 mg AG g* de material
encapsulante.

La unién de los tres agentes encapsulantes en el tratamiento 2 (MD+GG+G; 5:0.125:2),
proporcionaron un mejor resultado en la encapsulacion de compuestos bioactivos, esto se puede
atribuir a una alta afinidad de los polimeros generado por la fuerzas electrostaticas como lo explica
Ribeiro et al. (2020). Ademas, Castro-Mufioz et al. (2015), indicaron en su estudio sobre encapsulacion
de zumo clarificado de nopal tunero costero (Opuntia stricta) con el uso de gelatina y maltodextrina,
gue la accién de la proteina debido a su actividad superficial con un cambio positivo y negativo debido
al pH del medio, puede dar lugar a mezclas con encapsulantes tradicionales como polisacaridos. Por
otro lado, Tolve et al. (2018), evaluaron que la combinacidn de carbohidratos con proteinas aumentd
significativamente los rendimientos de encapsulacidn en comparacién al utilizar solo proteina y
carbohidratos individualmente.

En relacion con los valores mas bajos de capacidad de encapsulacién de polifenoles fueron los
tratamientos 3 (MD+G; 5:1), 5 (MD+GG; 5:0.125) y 6 (MD+GG; 5:0.25), con una media de 6.18,5.96 y
5.93 mg EAG.g?l, respectivamente. Estos tratamientos contaban con una mayor cantidad de
polisacaridos, maltodextrina y goma guar, y con nula o poca cantidad de proteinas. Esto esta en
concordancia con en el estudio realizado por Navarro-Flores et al. (2020), el cual revela que las gomas
y la maltodextrina como agentes encapsulantes proporcionan una menor retencién de compuestos
fendlicos.

También, se puede observar en el Cuadro 4 el efecto de los diferentes tratamientos en la
eficiencia de encapsulacién. La eficiencia de encapsulacién de polifenoles se encuentra en el rango de
72.71294.76 %, y para flavonoides totales entre 51.38 a 60.35%, donde el tratamiento 2 (MD+GG+G;
5:0.125:2) es estadisticamente diferente y superior a los demas con 94.76 y 60.35% de eficiencia de
polifenoles y flavonoides, respectivamente (Anexo C). La eficiencia de encapsulacion esta relacionada
con el valor tedrico esperado en la encapsulacién y el valor final obtenido en las microcapsulas (Vila

Jato y Lastres Garcia D.L. 2008). En su estudio Dominguez Gonzales (2019), reporté eficiencias de
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encapsulacién de alrededor de 75.42 £ 2.57 % en polifenoles extraidos del chipilin (C. longirostrata)
utilizando como materiales de pared maltodextrina y pectina, valores muy cercanos a los obtenidos
en el presente estudio.

Ademds, se puede observar un incremento significativo en la eficiencia de los tratamientos
gue interactian con proteinas. Esto lo explica Drioli y Giorno (2016), indicando que el aumento se
puede atribuirse a que las proteinas por debajo de su punto isoeléctrico estan cargadas positivamente.
La carga positiva de las proteinas aumenta la probabilidad de asociacidn con hidrocoloides anidnicos
como la maltodextrina y la goma guar, formando complejos de poli iones o un complejo coacervado,
por consiguiente, el aumento en la eficiencia de la encapsulacion de estas biomoléculas. Por otro lado,
Robert et al. (2015) en su investigacidon encapsularon polifenoles a partir de pulpa de tuna (Opuntia
ficus-indica), en diferentes materiales de pared y reportd eficiencias de encapsulacidon en rangos de
68 - 85%, obteniendo los mejores resultados en la relacion de maltodextrina + proteina aislada de
soja.

En relacion con la disminucién de la eficiencia de encapsulacién, principalmente en el
contenido de flavonoides totales, puede estar asociado a la degradacién por factores como el tiempo
prolongado de exposicion a la luz y altas temperaturas en la roto evaporacién realizada a 50 °C durante
40 minutos. La disminucion de la concentracion de polifenoles totales y flavonoides totales concuerda
con estudios realizados por Sailema Ortiz (2019), demostrando la combinacidn de altas temperaturas
>50 °Cy tiempos prolongados 30 minutos, podria inducir la degradacion de polifenoles y flavonoides
totales. Sin embargo, la diferencia entre las eficiencias de ambos compuestos no puede comparase,
debido a que los métodos que se utilizan para cuantificarlos son mediciones indirectas no especificas
para cada compuesto, donde para polifenoles, se cuantifican equivalentes de acido galico y para
flavonoides equivalentes de catequina.

Ademas, Gonzales Gallego y Martinez Flores (2002), en su estudio describen a los flavonoides
como estructuras que poseen cargas neutras en medios acidos, pH menor a 3 y cargas totalmente

negativas en pH de 7. Por ende, la baja eficiencia de encapsulacidon pudo atribuirse a la reaccién del
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medio en el que se trabajo la coacervacién, pH de 4 a 4.5, lo cual generd una tendencia de los
flavonoides a cargas neutras y negativas, impidiendo una alta afinidad con las proteinas.

Estos tratamientos demuestran que la nula o baja concentracién de proteina utilizada no
garantiza la maxima eficiencia de encapsulacién, por lo cual el uso de la combinacion de diferentes
agentes encapsulantes en proporciones mayores de proteina incrementa significativamente Ia
eficiencia de encapsulacion.

Cuadro 4
Capacidad de carga y eficiencia de encapsulacion de polifenoles y flavonoides totales mediante

coacervacion.

Polifenoles totales Flavonoides totales

Capacidad de

Capacidad

Agente carea Eficiencia de de carea Eficiencia de

Tratamiento encaisulante Relacién mg EAgGlg'l encapsulacién mg Eng'i encapsulacion
. o e
M.E. + DE Media (%) £ DE M.E. + DE Media (%) £ DE

T1 MD+GG+G  5:0.125:1 6.89+0.36° 84.45+4.40° 6.17+0.25>° 54.54+2.23°
T2 MD+GG+G  5:0.125:2 7.73+0.27° 94.76+3.31* 6.83+0.17°  60.35 + 1.49°
T3 MD+G 5:1 6.18+0.20¢  75.75+2.45 599+0.53° 52.92+4.66%
T4 MD+G 5:2 6.82+0.52° 8356+6.34° 6.30+0.24> 55.76+2.14°
T5 MD+GG 5:0.125 596+0.26¢ 73.02+3.32° 581+0.13¢ 51.38+1.10%
T6 MD+GG 5:0.250 5.93+0.24¢ 72.71+298°¢ 554+0.14° 49.03 +1.24¢
C.V. (%) 4.16 4.15 4.60 4.60
P Valor 0.0002 <0.0001 0.0079 0.0080

Nota. MD: maltodextrina; GG: goma guar; G: gelatina tipo B; EAG: Equivalentes de acido galico; M.E. Material Encapsulado; EC Equivalentes
de catequina; DE Desviacién Estédndar; C.V. (%): Coeficiente de Variacién; R2: coeficiente de determinacién; P: probabilidad; a-b-c: medias
seguidas de letras distintas en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (Valor P < 0.05) en la capacidad de carga y

eficiencia de encapsulacion de los tratamientos.

Actividad Antioxidante y Actividad Captadora de Radicales

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia de inhibir la degradaciéon oxidativa
principalmente de los radicales libres (Londofio 2012). Los radicales libres son atomos o grupos de
atomos que tienen un electrén desapareado o libre, por lo que son muy reactivos, tendiendo a
capturar un electrén de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad (Avello y Suwalsky
2006). Estas estructuras quimicas se pueden formar a partir de muchas moléculas, pero los derivados
de lamolécula del oxigeno son los que tienen mayor importancia en patologia humana (Paredes Salido

y Roca Fernandez 2002). Los antioxidantes son los principales secuestrantes de especies reactivas de
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oxigeno y nitrégeno, que, en concentraciones bajas comparadas con el sustrato oxidable, retrasa o
previene significativamente la oxidacién (Brainina et al. 2019).

En el Cuadro 5 se pueden observar los resultados obtenidos de la actividad antioxidante,
mostrando diferencia significativa entre tratamientos (P < 0.05). Se detalla que el tratamiento 5
(MD+GG; 5:0.125), obtuvo el resultado mas alto en la concentracidon de compuestos para la actividad
antioxidante con una media de 6.38 mM EAG g de material encapsulado. Los valores mas bajos los
obtuvieron los tratamientos 2 (MD+GG+G; 5: 0.125: 2) y 4 (MD+G; 5: 2), con medias de 5.94 y 5.95
mM EAG g?! de material encapsulado, respectivamente. La baja actividad antioxidante de los
tratamientos 2 y 4 pudo deberse a la agregacidén de complejos proteicos (Anexo D). En su estudio Arts
et al. (2002), relatan que las proteinas al interactuar con los compuestos fendlicos pueden afectar la
capacidad antioxidante reduciendo su biodisponibilidad por los complejos formados. Por otro lado
Betz et al. (2012), afiaden que la encapsulacidon en dependencia de los materiales de pared utilizados
puede influir en la actividad antioxidante.

En relacion con la actividad captadora de radicales expresada en porcentaje de inhibicion del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Se puede observar en el Cuadro 5 que los valores se
encuentran en un rango entre 12.24-20.11%, siendo el tratamiento 5 (MD+GG; 5:0.125) el que
presentaron mejores resultados con 20.11% de la reduccion del radical DPPH. Los tratamientos que
presentaron los valores porcentuales mas bajos fueron el tratamiento 2 (MD+GG+G; 5:0.125:2) y 4
(MD+G; 5:2) con una media de 12.24% y 12.41%, respectivamente.

La disminucidn del valor porcentual de inhibicién del radical DPPH en los tratamientos con
mayor concentracién de compuestos bioactivos, estos resultados son similares a los presentados por
Manzanarez Tenorio et al. (2020), quienes utilizaron una relacién de goma arabiga + gelatina
obteniendo porcentajes de actividad captadora de 11.95 - 17.08%. En adicion, en su estudio le
atribuyen la reduccion de la inhibicién a la interaccidén de las proteinas con las gomas. También, se
puede atribuir a la polimerizaciéon de las proteinas, las cuales segun Ifeduba y Akoh (2015), poseen un

efecto antagdnico a la inhibicién debido a la organizacion estructural que se forma en la coacervacion.
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Por ende, la baja actividad captadora de radicales puede estar asociada a la interaccién de los agentes
utilizados como materiales de pared. El efecto de la polimerizacion y la unién entre agentes
encapsulantes explica por qué los tratamientos que no contienen proteina (gelatina) en su
composicidn, presentaron un mayor indice de inhibicidn y actividad antioxidante, aunque estos
obtengan un valor significativamente menor de compuestos bioactivos encapsulados.

Cuadro 5

Actividad antioxidante y actividad captadora de radicales de microcdpsulas obtenidas mediante

coacervacion.
Actividad
Tratamiento Agente Relacién antioxidante Actividad captadora de
encapsulante (mM EAG/g ME) radicales (%) + DE
DE

1 MD+GG+G 5:0.125:1 6.05 + 0.02° 14.21 + 0.29¢

2 MD+GG+G 5:0.125: 2 5.94 + 0.03¢ 12.24 +0.50¢

3 MD+G 5:1 6.04 £ 0.01° 14.06 + 0.16°

4 MD+G 5:2 5.95 + 0.03¢ 12.41 +0.52¢

5 MD+GG 5:0.125 6.38 + 0.032 20.11+0.57°

6 MD+GG 5:0.250 6.32 £ 0.04° 19.09 + 0.68°
CV (%) 2.04 0.29

P Valor <0.0001 <0.0001

Nota: MD: Maltodextrina; GG: Goma guar; G: Gelatina; mM: mili moles; EAG Equivalentes acido galico; M.E.: Material encapsulado; DE
Desviacion Estandar; C.V. (%): Coeficiente de Variacidn; *><9: Letras diferentes en cada columna indican diferencia estadistica significativa

(Valor P < 0.05) en la actividad antioxidante y actividad captadora de radicales.
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Conclusiones

La actividad de agua y solubilidad no fueron afectadas al cambiar las proporciones de
materiales pared, sin embargo, la tonalidad y saturacién en color fueron diferentes, presentando
tonalidades amarillentas.

Se determind una mayor cantidad de compuestos bioactivos y una mayor eficiencia de
encapsulacién en las cdpsulas con materiales de pared donde interacttan proteinas y polisacaridos.

Se determind una mayor actividad antioxidante y actividad captadora de radicales en los
tratamientos donde solo se tiene polisacédridos, la menor actividad antioxidante se atribuye a la

polimerizacidn de las proteinas.
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Recomendaciones

Evaluar la incorporacién y comportamiento del material encapsulado en alimentos/bebidas
para el desarrollo de nuevos productos.

Realizar un estudio de liberacion y biodisponibilidad de compuestos bioactivos para
determinar el comportamiento de los materiales encapsulantes.

Desarrollar un estudio morfolégico del polvo encapsulado mediante microscopio electrénico
de barrido.

Realizar un perfil de polifenoles y flavonoides mediante un analisis de HPLC para una
cuantificacion especifica de compuestos bioactivos.

Evaluar otros factores para determinar el efecto separado de cada material de pared sobre la

encapsulacion.
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Anexos
Anexo A

Grafica de andlisis fisico de actividad de agua (aw) y solubilidad de microcdpsulas obtenidas por liofilizacion

utilizando diferentes agentes encapsulantes.
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Anexo B
Efecto de los diferentes tratamientos de encapsulacion en el contenido de polifenoles totales
representados en capacidad de carga (mg EAG/g M.E) y la eficiencia de encapsulacion (EE %) de

extracto etandlico de chipilin.
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Anexo C
Efecto de los diferentes tratamientos de encapsulacion en el contenido de flavonoides totales
representados en capacidad de carga (mg EC/g M.E) y la eficiencia de encapsulacion (EE %) de

extracto etandlico de chipilin.
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Anexo D

Grafica actividad antioxidante y actividad captadora de radicales (%) de tratamientos encapsulados.
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Nota. AA: Actividad Antioxidante; ACR: Actividad Captadora de Radical (%); M.E. Material Encapsulado; EAG: Equivalentes de acido galico;

T1: (MD+GG+G; 5:0.125:1), T2 (MD+GG+G; 5:0.250:2), T3 (MD+G; 5:1), T4 (MD+G; 5:2), T5 (MD+GG; 5:0.125), T6 T3 (MD+G; 5:0.250)
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